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Abréviations

-luc : I'entité considérée est porteuse d'une

cassette luciférase

aa:acide aminé

ACP : analyse en composante principale
ADNdb : ADN double brin

ADNg : ADN génomique

ARNc : ARN complémentaire

ARNm : ARN messager

ARNsb : ARN simple brin

ARNvV : ARN viral

AS : acide sialique

ASC : apoptosis-associated speck-like
protein containing a carboxy-terminal
CARD

ASa2,3gal : acide sialique associé par une
liaison a(2—3) a un résidu galactose
ASa2,6gal : acide sialique associé par une
liaison a(2—6) a un résidu galactose
BSA : bovine serum albumine

C-ter : terminaison carboxyle de la
protéine ou du peptide considéré(e)
CMH : complexe majeur
d'histocompatibilité

Da : Dalton

DMEM : Dulbecco’s modified eagle
medium

DMEM/F12 : Dulbecco’s modified eagle
medium : nutrient mixture F-12

ECDC : european centre for disease
prevention and control

FAO : food and agriculture organization
fc: fold change

FDA : food and drug administration
GFP : green fluorescent protein

HA : hémagglutinine

HES : Hémalun-Eosine-Safran

HPAI : highly pathogenic avian influenza
hpi : heure post-infection

IAV : influenza A virus

IFN : interféron

IRAK : interleukine receptor associated
ISG : interferon-stimulated gene

jpi : jour post-infection

LD50 : lethal dose 50%

LGP2 : laboratory of genetics and

LPAI : low pathogenic avian influenza
M1 : protéine de matrice 1

M2 : protéine de matrice 2

MAVS : mitochondrial antiviral-signaling
protein

MDADS : melanoma differentiation
associated gene 5

MEM : minimum Eagle’s medium

MOI : multiplicity of infection

Myd88 : Myeloid Differentiation Primary
Response 88

N-ter : terminaison amine de la protéine
ou du peptide considéré(e)

NA : neuraminidase

nanoluc : nanoluciférase

NEMO : NF-kB essential modulator
NF-kB : nuclear factor kappa B

NLRP3 : NLR family, pyrin domain
containing 3

NP : nucléoprotéine

NS1 : protéine non structurale 1

NS2 : protéine non structurale 2

OMS : organisation mondiale de la santé
ORF : open reading frame

PA : protéine acide

PA-X: protéine acide cadre X

pb : paire de base

PB1 : protéine basique 1

PB1-F2 : protéine basique 1 - cadre 2
PB1-N40 : protéine basique 1 - Nter
tronqué 40

PB2 : protéine basique 2

PCR : polymerase chain reaction

PFU : plaque-forming unit

pi : post-infection

plateforme ESA : plateforme
d'épidémiosurveillance en santé animale
protéine PB1-F2

gPCR: PCR quantitative

RIG-I : retinoic acid-inducible gene |
RLR : RIG-I-like receptor

RLU : relative light unit

RNase : ribonucléase



RNPc : ribonucléoprotéine brin
complémentaire

RNPv : ribonucléoprotéine virale

ROI : region of interest

SDRA : syndrome de détresse respiratoire
aigué

souris NF-kB-luc : souris transgénique
dont le génome integre une cassette
luciférase reflétant I'activité NF-«xB

STAT : signal transducer and activator of
transcription

SVF : sérum de veau foetal

TA : température ambiante

TAK1 : mitogen-activated protein kinase 7
TLR : Toll-like receptor

TRAF : TNF receptor associated protein
TRIF : TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon B

WT : wild type

AF2 : virus mutant incapable d'exprimer la
protéine PB1-F2

Lignées cellulaires

293T : cellules embryonnaires de rein humain

A549 : cellules épithéliales pulmonaires humaines
BEAS-2B : cellules épithéliales bronchiques humaines
CLEC213 : cellules épithéliales pulmonaires de poulet
DF1 : fibroblastes embryonnaires de poulet

MDCK : cellules rénales canines

Souches virales

C PB1 : virus chimérique H3N2 w/PB1 H7N1

C PB1-NL : virus chimérique C PB1 encodant la nanoluciférase
H1N1 1918 : virus responsable de la grippe espagnole
HTN1 2009 : virus responsable de la grippe mexicaine
H2N2 1957 : virus responsable de la grippe asiatique
H3N2 : A/Scotland/20/1974 (H3N2)

H3N2 1968 : virus responsable de la grippe de Hong-Kong
H3N2-NL : virus H3N2 encodant la nanoluciférase

H7N1 : A/Turkey/Italy/977/1999 (H7N1)

H7N1-NL : virus H7N1 encodant la nanoluciférase

PR8 : A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1)

WSN : A/WSN/1933 (HTN1)
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Préambule — les maladies émergentes infectieuses

En 430 avant notre ere, une maladie infectieuse frappe Athenes alors assiégée par
Sparte. L'épidémie persista durant plusieurs années et aurait décimé environ 25% de la
population athénienne, soit 75 000 a 100 000 individus [1]. Cette flambée épidémique aurait
impacté les choix militaires athéniens et I'affaiblissement de la cité en découlant aurait ainsi
contribué a sa défaite dans la guerre du Péloponnese. Plus de 2000 ans apres cet événement,
la population mondiale doit faire face a une nouvelle émergence virale, le SARS-CoV-2, ayant
conduit a une pandémie. Compte tenu de I'organisation actuelle de la société modelée par la
mondialisation et la dynamique d'échanges associée, une restructuration totale des activités
sociologiques et économiques a di étre initiée. En effet, la gestion de cette crise sanitaire a
nécessité, notamment, la mise en place d'un confinement appliqué mondialement : pour
exemple, en avril 2020, pres d'une personne sur trois fut concernée par cette mesure [2]. Outre
le bilan humain, les restrictions qu'implique cet état induisent des conséquences ruisselant sur
I'ensemble des sphéres associées aux activités anthropogéniques. Cela témoigne de I'impact
global de I'émergence des maladies infectieuses sur le fonctionnement de la société. Entre les
deux évenements précédemment cités, d'autres maladies infectieuses émergentes ont
régulierement touché les populations humaines dont quatre pandémies liées a des virus
influenza A (IAV) depuis le XX*™® siécle (Figure 1). Ces éléments soulignent I'intemporalité de
la problématique de I'émergence des maladies infectieuses ainsi que la difficulté de leur
anticipation.

Figure 1 : historique des maladies
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La biogéographie des principales maladies infectieuses sur la période 1981-2020 révele
que les Etats-Unis ainsi que certaines régions d'Afrique et d'Asie sont les territoires majeurs
d'émergences des maladies infectieuses (Figure 2). La concentration de ces événements est
notamment corrélée a la densité de population, a la richesse de la biodiversité et a la pression
agricole [4]. La diversité des émergences virales relatives aux IAV est remarquable : H3N2v aux
Etats-Unis, HIN1 au Mexique a l'origine de la pandémie de 2009 et H5N1/H5N6/H7N9/H10N8
en Asie. L'intervalle de temps couvert par I'étude omet les virus pandémiques H1N1, H2N2 et
H3NZ2, agents pathogenes respectifs de la grippe espagnole en 1918 [5], asiatique en 1957 [6]
et de Hong-Kong en 1968 [7].
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Figure 2 : cartographie des émergences récentes de maladies infectieuses (1981-2020).
Adapté de [8].

Smith et collaborateurs ont conduit une analyse sur une période s'étalant de 1980 a
2013 dans le but d'apporter des éléments de caractérisation des maladies émergentes [9]. Sur
I'intervalle de temps considéré, les auteurs ont observé une augmentation réguliere et
significative du nombre de maladies infectieuses émergentes, en considérant aussi bien les
anthroponoses que les zoonoses (Figure 3). Ces derniéres sont globalement majoritaires car
elles représentent en moyenne 56% des évenements recensés. Par ailleurs, les agents viraux
occupent une part importante des agents pathogénes émergents (38 % en moyenne).
L'association des deux informations précédentes met en exergue le poids des zoonoses virales
au sein des risques associés aux infections émergentes. Les IAV possédent un large spectre
d’'hotes au sein duquel des franchissements de la barriere d'espéce et des réassortiments de
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matériel génétique viral surviennent. L'ensemble de ces éléments sera abordé par la suite. Les
émergences d'lAV chez 'Homme sont donc intrinsequement liées aux spheres animales dans
lesquelles circulent ces virus. En ce sens, les AV illustrent ainsi pleinement le risque associé aux
zoonoses virales.

A B
@ A [ origine humaine
8 S 30001 0o
e zoonose
[} [
2 4
[
2000+
5 §
5 o
(]
2 £ 10001
IS IS
2 2
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1980 1990 2000 2010 1980 1990 2000 2010
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Figure 3 : caractérisation des émergences infectieuses sur la période 1980-2013.
L'évolution du nombre d'évenements recensés [A] est associée au type d'hote [B] et d'agent pathogéne
[C]. Les pourcentages indiqués sur les graphiques [B] et [C] indiquent respectivement la part des
émergences issues d'une zoonose et celles causées par un agent pathogene d'origine virale. Adapté de
[9].
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1.1 Les virus influenza A

1.1.1 Caractéristiques générales

Les virus influenza A appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae qui regroupe des
virus dont le génome segmenté comprend six a huit molécules d’ARN monocaténaire de
polarité négative. A ce jour, sept genres ont été référencés au sein de cette famille dont quatre
correspondant a des virus influenza (A, B, C et D) selon la derniere classification du Comité
International de Taxonomie Virale [10]. Les IBV sont des agents pathogenes spécifiques a
I'Homme, a I'exception de rares infections identifiées chez le phoque commun [11]. Les IVC
circulent a la fois chez 'Homme et le porc [12,13]. Les IDV sont principalement identifiés chez
les bovins mais leur spectre d'hote inclut également les porcs, les chevaux, les petits ruminants
et les chameaux [14-16]. Leur potentiel zoonotique n'est pas clairement statué. En effet, bien
gu'aucune infection humaine n'ait été recensée a ce jour, un dépistage estime que 1,3% de la
population présenterait des anticorps inhibant I'activité de la protéine HA de ces virus [17],
suggérant une potentielle capacité des IDV a infecter 'Homme. Les IAV présentent un large
spectre d'hotes incluant de nombreuses espéces aviaires et mammiferes au sein desquelles des
franchissements de la barriere d'espece surviennent régulierement. Il s'agit également du seul
type a l'origine de pandémies.

Depuis 1980, chaque virus influenza isolé est répertorié selon une nomenclature définie
par I'OMS [18]. Les informations suivantes sont indiquées : type viral (A, B, C, D) / héte d'origine
(si non humain) / numéro d'isolat / année. Dans le cas des IAV, la grande variété de souches
virales existante implique une classification basée sur les propriétés antigéniques de deux
protéines de surface, I'némagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA). A ce jour, 18 sous-types
de HA (H1— H18) et 11 de NA (N1— N11) ont été recensés. Le sous-type viral d'un IAV est
ainsi précisé a la suite des informations précédentes (HxN,). Enfin, les virus d'origine porcine
isolés chez 'Homme sont nommeés variants, cette information est précisée par I'ajout d'une
lettre « v » (H3N2(v) pour exemple).

1.1.2 Organisation structurelle et génomique

Pléomorphes, les IAV peuvent adopter une forme sphérique dont le diametre varie de
80 a 120 nm, ou filamenteuse pouvant alors dépasser 1 um de longueur (Figure 4A). Cette
derniere est observée sur des isolats cliniques frais mais est le plus souvent perdue au cours
du processus d'adaptation du virus aux méthodes de culture /n vitro [19-22].

Les IAV présentent une enveloppe constituée de membrane lipidique d'origine
cellulaire acquise lors du bourgeonnement a partir de la cellule hote. Elle arbore deux
glycoprotéines de surface sur lesquelles sont basées la nomenclature évoquée précédemment,
la HA et la NA. Le nombre et la répartition de ces protéines peut varier selon la souche
considérée mais, globalement, un ratio de 5/1 entre les protéines HA et NA est souvent observé
[23,24]. La protéine de matrice M2, canal ionique, est également ancrée au sein de |'enveloppe
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virale. De plus, cette derniére est intérieurement tapissée par la protéine de matrice M1, elle
constitue ainsi I'entité la plus abondante au sein de la particule virale. M1 contribue par ailleurs
a définir la morphologie adoptée par le virus, sphérique ou filamenteuse [22,25]. Le génome
viral est composé de huit segments d’ARN monocaténaire de polarité négative (ARNv). Les
segments d’ARNv sont numérotés de 1 a 8 selon leur taille décroissante et portent le nom de
la principale protéine codée.

A

, PB1, PB2

NA — &

HA 4

M1

M2

Figure 4 : organisation de la particule virale
[A] Diversité morphologique des particules virales. Tomogramme issu d'une analyse par cryo-
microscopie électronique du virus A/Udorn/1972 (H3N2) [26]. Résultat de la segmentation d'une
particule virale sphérique issue de la tomographie précédente [27]. [C] Modeéle schématique présentant
les composants de la particule virale. Adapté de [28].

Tous les segments présentent une organisation identique. Chaque cadre de lecture
ouvert (ORF) est bordé par des séquences non traduites (UTR) dont la taille varie selon le
segment considéré. Cependant, les 12 premiers nucléotides (U12) et les 13 deniers (U13) sont
strictement conservés entre les différents segments et souches virales (Figure 5A) [29]. Ces
séquences constituent les éléments promoteurs de la transcription et de la réplication. Leur
complémentarité partielle permet leur appariement ce qui impose aux ARNv un repliement a
I'origine d'une structure dite en poéle a frire (panhandle model) [30-32] (Figure 5B).
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Figure 5 : structure des segments génomiques des IAV.
[A] Organisation génétique commune aux huit segments d’ARNv. [B] Modéle de repliement en « poéle
a frire » adoptée par I'ARNv. [C] Modéle de repliement « en tire-bouchon » adopté lorsque I'’ARNv est
associé a la polymérase virale. Adapté de [33].

Les ARNv sont organisés sous forme de ribonucléoprotéines (RNPv), encapsidés par
des homopolymeres de nucléoprotéine (NP). L'ensemble présente une structure en double
hélice [34]. Les RNPv sont également associées au complexe polymérase viral constitué de trois
sous-unités : PA, PB1 et PB2 (Figure 6). Il semblerait que les ARNv associés a la polymérase
virale adoptent un repliement caractérisé par une forme « en tire-bouchon » plutét que
I'organisation panhandle évoquée précédemment (Figure 5C) [35,36]. Au sein de la particule
virale, les RNPv sont organisées sous un format 7+1 : une RNPv centrale encerclée par les sept
autres entités (Figure 4B). Cette organisation serait notamment assurée par des interactions
entre les séquences associées a I'empaquetage des RNPv situées aux extrémités 3 et 5' des
ARNv. Enfin, la protéine d’export nucléaire NEP - ou NS2 (protéine non structurale 2) selon la
nomenclature — est également retrouvée au sein de la particule virale, associée a M1.

PA PB1

PB2

NP monomere

Figure 6 : structure des RNPv.
Les ARNv sont encapsidés par des unités de NP, le complexe ribonucléoprotéique formant une structure
en double hélice. Les RNPv sont associées a I'’ARN polymérase virale composée de trois sous-unités (PA,
PB1 et PB2). Adapté de [37].
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Outre les protéines présentes au sein de la particule virale citées précédemment, le
génome des |AV code également des protéines synthétisées au cours du cycle viral dont la
protéine non structurale 1 (NS1) qui inhibe notamment la réponse de I'hote développée face
a l'infection et des protéines accessoires. Ces protéines ne sont systématiquement exprimées
par toutes les souches, notamment PB1-F2. Au total, dix-neuf protéines virales ont été
recensées a ce jour [38]. Diverses stratégies sont employées afin de permettre |'expression de
plusieurs protéines a partir d'un méme segment : épissage (M2, M42, NS2), cadre de lecture
alternatif (PB1-F2, PB1-N40) ou décalage ribosomique au cours de la traduction (PA-X). Le
génome des IAV est en conséquence particulierement compact. Les fonctions générales des
protéines virales sont exposées au sein du Tableau 1.

Segment 1 Segment 2 Segment 3 Segment 4
62 PANISS |

)
p PB1-N40 S pAN18?

~ g H
épissage alternatif { ‘El PB1-F2 (ORF +1) | |
L initiations PA_X!
----- alternatives ... décalage ribosomique
Segment 5 Segment 6 Segment 7 Segment 8

T  NA :D -
e ~—

M42 épissage alternatif

épissages alternatifs

Figure 7 : organisation du génome des IAV.
Les huit segments d’ARNv sont détaillés afin de mettre en évidence les différents cadres de lecture
codant les protéines virales. Adapté de [39].
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longueur du . , . nombre de . . ref pour les protéines
segment protéine codée taille (aa) , . fonction principale .
segment (pb) molécule/virus accessoires
PB2 759 30-60 reconnaissance et liaison de la coiffe
1 2341 inhibition de la réponse antivirale et de I'activité de la
PB2-S1 508 - , [40]
polymérase
PB1 757 30-60 ARN polymérase ARN-dépendante
2 2341 PB1-F2 90 - facteur de virulence [41]
PB1 N-40 718 - non décrite [42]
PA 716 30-60 endonucléase (vol de coiffe)
répression de I'expression des genes transcrits de
PA-X 252 - . ) [43]
3 2233 I'hote, facteur de virulence
PA-N155 568 - probablement impliquée dans la réplication virale [44]
PA N-182 535 - probablement impliquée dans la réplication virale [44]
liaison au récepteur cellulaire, fusion de la membrane
4 1778 HA 566 500 virale et celle endosomale (libération du matériel
génétique)
5 1565 NP 498 1000 liaison aux ARNv et export nucléaire des RNPv
activité neuraminidase (clivage entre HA et le
6 1413 NA 454 100 , N .
récepteur cellulaire, libération des néo-virus)
M1 252 3000 protéine de matrice, export des RNPv
canal ionique (acidification de I'endosome nécessaire a
7 1027 M2 97 20-60 S e .
la libération du matériel génétique viral)
M42 99 - pourrait remplacer fonctionnellement M2 [45]
NST1 230 - inhibition de la réponse antivirale
8 890
NEP/NS2 121 130-200 exporte nucléaire des RNPv

Tableau 1 : caractérisation du génome des IAV, des protéines codées et de leurs fonctions principales.

Basé sur [29,38,46].
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1.1.3 Cycle de réplication viral

La durée du cycle viral est estimée a cinq a huit heures [47,48]. Un schéma bilan
résumant les différentes étapes est proposé en Figure 10.

1.1.3.7 Internalisation de la particule virale dans la cellule héte

Le cycle viral est initié par la protéine HA dont I'interaction avec son récepteur cellulaire
permet I'entrée du virus dans la cellule hote. Le récepteur des IAV est un acide sialique (AS),
terme générique caractérisant un ose dérivé de l'acide neuraminique. Le plus abondant des AS
est I'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac). Ce résidu est trouvé a I'extrémité des chaines des
glycoprotéines et glycosphingolipides composant le glycocalyx [49]. Selon les propriétés de la
liaison associant I'AS a la glycoprotéine, deux types de récepteurs sont distingués. Les virus
aviaires et mammiferes présentent une affinité préférentielle pour I'un des deux types (en page
35). Le complexe d'interaction HA-SA a été cristallisé en 1988 [50]. La protéine HA mature est
issue du clivage protéolytique d'un précurseur non fonctionnel HAO constitué de deux sous-
unités associées par un pont disulfure : HA1 qui porte un domaine de liaison a I'AS et HA2
possédant un peptide de fusion [51].

L'entrée du virus peut s'opérer via différents mécanismes d'endocytose : les vésicules
de clathrines, les cavéoles ou bien par macropinoctyose [52-54]. Le dernier cas est
particulierement observé dans le cas des virus présentant une morphologie filamenteuse. Tous
les AS ne sont pas associés a une protéine possédant une fonction de signalisation. Cela
souleve le fait que toutes les protéines sialysées ne sont pas équivalentes dans leur capacité a
initier I'endocytose. Certains récepteurs fonctionnels ont été identifiés, notamment un canal
calcique voltage-dépendant Ca(v)1.2 [55] et le récepteur du facteur de croissance épidermique
EGFR [56]. L'activité sialidase de la NA peut rapidement rompre la liaison entre I'AS lié a la HA
et une chaine glucidique peu opportune. Cela assure une certaine motilité a la particule virale
lui permettant de parcourir la surface cellulaire et de sélectionner un récepteur préférentiel
apte a initier I'internalisation du virus [57].

La maturation de l'endosome précoce en endosome tardif est associée a une
acidification a l'origine de I'ouverture du canal ionique M2 (a ~pH 5) [58]. Cela se traduit par
I'entrée d'un flux de protons de I'endosome au sein de la particule virale. Initialement, la
protéine M1 interagit avec les RNPv, les maintenant a proximité de I'enveloppe virale. Le flux
de protons a pour effet d'abolir cette interaction pour permettre leur libération. En paralléle, la
protéine HA est également sujette a un changement conformationnel exposant le peptide de
fusion de la sous-unité HA2 [59]. Cette derniére s'oriente alors en direction de la membrane
de I'endosome avec laquelle elle va interagir. Un second changement de conformation permet
de rapprocher I'enveloppe virale et la membrane endosomale, ce qui aboutit a la formation
d'un pore de fusion par lequel peuvent transiter les RNPv dissociés de la protéine M1 et
rejoindre le cytoplasme.
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Figure 8 : modéle d’'export des RNPv dans le cytoplasme.
L'endosome s’acidifie au cours de sa maturation. La baisse du pH provoque des changements de
conformation des protéines HA et M2. Le démasquage du peptide de fusion de la sous-unité HA2
permet son interaction avec la membrane endosomale et la formation d'un pore de fusion reliant le
I'intérieur de la particule virale au cytoplasme. La protéine M2 induit un flux de protons dans la particule
virale qui libére les RNPv associées a I'enveloppe virale. L'ensemble de ces transformations conduisent
au transit des RNPv vers le cytoplasme.

1.1.3.2 Import des RNPv au noyau

Contrairement a la plupart des virus a ARN de polarité négative, les étapes de
réplication et de transcription ont lieu dans le noyau. Le transport des RNPv jusqu'a la
membrane nucléaire pourrait se faire par diffusion car aucune intervention de filaments de
microtubules ou d'actine n'a été identifiée [60]. Il semblerait que le complexe des huit RNPv
soit maintenu dans le cytoplasme et ne soit dissocié qu'aprés import nucléaire [61,62]. Les
protéines NP portent plusieurs signaux de localisation nucléaire (NLS) leur permettant
d'interagir avec I'importine o qui recrute ensuite I'importine B [60,63-66]. Cette derniere
interagit directement avec les protéines du pore nucléaire, ce qui assure I'import du complexe
trimérique. Au sein du noyau, la GTPase RAN interagit avec les importines ce qui induit la
dissociation du complexe d'import et la libération des RNPv au sein du nucléoplasme.

1.1.3.3 Transcription et export des ARNm viraux

La synthése de nouveaux virions nécessite d'une part la production des protéines
constituant la particule virale et, d'autre part, I'amplification du génome. Ces deux mécanismes
sont dépendants du complexe polymérase viral. Chaque RNPv fonctionne comme une unité
de transcription et de réplication indépendante. Le génome des IAV étant de polarité négative,
la synthése des protéines virales nécessite en premier lieu de transcrire les segments d’ARNv
en ARNm. La transcription permet ainsi d’obtenir un segment complémentaire de I'ARNv
matrice présentant une orientation 5'— 3’ et arborant une coiffe a son extrémité 5" ainsi qu'une
gueue polyadénylée a celle 3.
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La polymérase virale ne peut produire une coiffe, elle est ainsi obtenue par vol d'une
coiffe portée par un ARN cellulaire (cap snatching), mécanisme partagé par les familles virales
des Orthomyxoviridae, Bunyaviridae et Arenaviridae [67]. La sélection des ARN de I'hote ne
serait pas aléatoire. En effet, une étude suggere que les ARN non codants (notamment les ARN
nucléaires U1 et U2) seraient préférentiellement visés ainsi qu'une classe de petits ARN associés
aux promoteurs des genes cellulaires [68]. L'accés de la polymérase virale a des ARN coiffés de
I'hGte est permise par son interaction avec le domaine C-terminal de I'ARN polymérase Il [69—
71]. Ce rapprochement facilite la reconnaissance de la coiffe par la protéine PB2 puis son
clivage par l'activité endonucléase de PA [72]. Ce dernier est réalisé 10 a 13 paires de base en
aval de la coiffe [73]. L'extrémité 3’ libre de I'oligonucléotide obtenu est insérée au sein du site
actif de la polymérase virale ou il est arrimé a I'extrémité 3’ de I'’ARNv afin de servir d'amorce
pour l'initiation de la transcription [74-76]. Ces étapes sont résumées en Figure 9. Les ARNv
possedent en leur extrémité 5’ une courte succession d'uridines dont la lecture provoque un
bégaiement de la polymérase a l'origine de la terminaison de la transcription ainsi que la
formation d'une queue polyadénylée [77,78] nécessaire a I'export des ARNm viraux [79]. Par
ailleurs, la concaténation d'un ARN cellulaire et viral suggere la probable apparition d’ARN
codants inédits contenant une portion nucléotidique issue de I'ARN de I'hote et une issue de
I’ARNv. Récemment, une étude a observé l'existence de tels ARNm chimériques au sein de
cellules infectées par un IAV [80]. En modele murin, une possible contribution a la
pathogénicité des protéines codées par ces ARNm a été observée.

A

cellulaire

ADN

Figure 9 : mécanismes associés a la transcription des ARNv.
[A] Vol de coiffe. La rapprochement entre les ARNm cellulaires et les RNPv est permis par I'interaction
entre le domaine C-ter de I'ARN pol Il et le complexe polymérase viral. La sous-unité PB2 reconnait et
fixe la coiffe qui est ensuite clivée par I'activité endonucléase de PA. [B] La portion d'ARN cellulaire coiffé
clivé sert de matrice a la protéine PB1 pour amorcer la synthése de I'’ARNm viral. PB2 cap : domaine
d'interaction de PB2 avec la coiffe. Adapté de [37,81].

19



Introduction

Les transcrits viraux sont sujets a des modifications post-transcriptionnelles telles que
la méthylation de résidus adénosines [82,83] ou des épissages alternatifs dans le cas des
segments PB2, M et NS [40,84]. Le principal acteur impliqué dans I'export nucléaire des ARNm
cellulaires est la protéine NXF1 (nuclear export factor 1) associée en complexe avec son
cofacteur p15. Cet hétérodimere interagit a la fois avec les nucléoporines et les ARNm,
permettant leur passage a travers les pores nucléaires [85]. Une étude décrit la contribution de
ce complexe dans I'export des ARNm viraux des IAV [86], néanmoins d'autres mécanismes
atypiques ont également été suggérés, notamment dans le cas des segments PA, PB1 et PB2
[87,88]. Dans le cytoplasme, les ARNm viraux coiffés et polyadénylés sont reconnus comme
des ARN endogenes par les ribosomes qui assurent en conséquence leur traduction.

Les protéines constituant les RNPv (PA, PB1, PB2, NP) ainsi que M1 sont importées au
noyau afin d'entretenir I'activité de la polymérase virale et de former de nouveaux RNPv. Les
protéines PA et PB1 sont transloquées sous forme de dimeres par interaction avec le facteur
d'import cellulaire RanBP5 [89]. Les NLS portés par PB2, M1 et NP sont suffisants a leur import
individuel [63,89,90].

Les IAV disposent de plusieurs stratégies afin de détourner la machinerie cellulaire a
leur avantage. La protéine NS1 contribue a favoriser la traduction des ARNm viraux par rapport
aux cellulaires en limitant I'export nucléaire de ces derniers et en favorisant le recrutement des
ribosomes au niveau des ARNm viraux [91,92]. Par ailleurs, la protéine PA-X possede a l'instar
de PA une activité endonucléase qu'elle exercerait de facon spécifique afin de dégrader les
transcrits cellulaires [93].

1.1.3.4 Réplication du génome viral et export des RNPv néoformés

Contrairement a la transcription, la réplication ne nécessite pas d’amorce. En premier
lieu, un intermédiaire de réplication de I'’ARNv est synthétisé. Il s'agit du brin complémentaire
de polarité positive noté ARNc. Les ARNc ne sont pas nus mais associés aux protéines NP au
cours de leur production afin de les stabiliser et de les protéger des nucléases cellulaires [94].
Les RNPc servent ensuite de matrice afin de produire de nouveaux RNPv.

La réplication du génome viral est chronologiquement séparée de la transcription. Cette
derniere est prédominante aux phases précoces de l'infection tandis que l'activité de
réplication se développe au cours de l'infection [95]. En effet, la concentration maximale en

ARNm est rapidement atteinte puis chute tandis que celle en RNPv augmente progressivement.

Les facteurs a l'origine de la transition de fonction du complexe polymérase ne sont a ce jour
pas parfaitement caractérisés. Les modeles suivants ont notamment été proposés :

- les ARNm et ARNc seraient produits simultanément mais les ARNc seraient
dégradés en début d'infection, lorsque les protéines NP ne sont pas synthétisées et
importées au noyau en quantité suffisante afin de protéger les ARNc et les ARNv
néo-synthétisés des nucléases cellulaires [94].
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- la polymérase virale est dépendante de la disponibilité en ARN capés et donc de
I'activité de polymérase Il cellulaire. En ce sens, 'activité de transcription serait
favorisée en début d'infection lorsque les ARN capés sont abondants. Au cours de
I'infection, une baisse de leur concentration nucléaire et la dégradation de la
polymérase Il suite a son ubiquitinylation est observée [96]. Cela induirait en
conséquence une transition vers |'activité de réplication.

- les protéines NEP et NP contribueraient a la synthese de petits ARNv (<27
nucléotides) correspondant aux extrémités 5’ des différents segments d’ARNv. La
production de ces derniers est corrélée avec I'accumulation des segments viraux, ce
qui constituerait un signal de transition vers I'activité réplicative [97].

L'export des RNPv implique I'exportine Crm1 et la GTPase Ran. L'interaction avec Crm1
n'est pas directe, la protéine M1 est nécessaire en tant qu'intermédiaire. En effet, M1 interagit
a la fois avec les RNPv et NEP. Ce dernier porte un motif d’export nucléaire (NES) reconnu par
Crm1, ce qui permet son recrutement [98-100]. Avant leur export, les RNPv sont retrouvés
associés a la chromatine sous la forme d’'un complexe avec Crm1 et Ran [101,102]. Le ciblage
de la chromatine pourrait étre permis par l'interaction entre NP et la nucléoline [103] et
accorderait un acces privilégié a la protéine Rccl qui est essentielle a l'activité de Ran
puisqu’elle la charge en GTP [102]. Par la suite, dans le cytoplasme, RAN hydrolyserait le GTP
ce qui permettrait la dissociation du complexe, sauf M1 qui reste associée aux RNPv. Par ailleurs,
une interaction entre NP et Crm1 a également été décrite [104]. Ainsi, un mécanisme d'export
indépendant de NEP n’est pas exclu.

1.1.3.5 Assemblage et libération des nouvelles particules virales

Les RNPv sont acheminés vers la membrane plasmique grace a la protéine Rab11
associée aux endosomes de recyclage. La transport de ce complexe est assuré par le réseau de
microtubules et les filaments d'actine [105-107]. Les protéines HA, NA et M2 nécessitent des
modifications post-traductionnelles et transitent ainsi par le réseau trans-golgien [108-111].
La membrane plasmique des IAV est riche en cholestérol et sphingolipides, ce qui suggere que
les zones préférentielles de bourgeonnement correspondent aux radeaux lipidiques. Une
interaction directe entre ces domaines membranaires et les protéines HA et NA a été recensée
[112,113]. La protéine M2 est exclue de ces domaines et se situe plutét a l'interface entre les
radeaux lipidiques et les portions de membrane fluide qui entourent la zone de
bourgeonnement (Bulk membrane) [114]. L'accumulation de HA et de NA au niveau des
radeaux lipidiques permet d'initier la courbure membranaire nécessaire au bourgeonnement
[112,115]. La protéine M1 est recrutée via les queues cytoplasmiques des protéines HA et NA
[116-118]. La multimérisation de M1 sous la membrane cellulaire altererait davantage la
courbure initiée par les protéines de surface [119]. Enfin, la protéine M2 agit lors des dernieres
étapes en permettant de rompre le lien entre la portion de membrane constituant I'enveloppe
virale et le reste de la membrane plasmique [114].
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L'empaquetage des segments viraux est probablement assuré par l'interaction des
protéines M1 associées aux RNPv avec les glycoprotéines de surface. En effet, I'abolition des
motifs d'interaction entre M1 et les protéines HA et NA se traduit par une diminution de la
quantité d'’ARNv dans les particules virales [120]. L'empaquetage des huit segments viraux est
un mécanisme sélectif, ce qui assure l'incorporation d'un jeu complet d’ARNv au sein du virus
néoformé. Les RNPv sont intégrés dans la particule virale sous la forme d'un complexe
supramoléculaire maintenu par des interactions ARN-ARN. Par ailleurs, les RNPv adoptent une
organisation conservée dite en 7 +1 correspondant a une RNPv entourée des sept autres
(revue [121]).

Tandis que la HA initie le cycle réplicatif, la NA I'achéve par son activité sialidase qui
permet de rompre la liaison entre les acides sialiques retenant les nouveaux virus formés apres
bourgeonnement et le résidu de sucre adjacent [122,123]. La dualité entre les fonctions de ces
deux protéines souligne la nécessité d'une balance fonctionnelle et d'une coévolution des
protéines HA et NA permettant de conserver un équilibre [124,125].

Parmi les modifications post-traductionnelles évoquées précédemment, le clivage de la
protéine HA est une étape indispensable permettant a la particule virale d'acquérir sa capacité
infectieuse. La protéine HA est synthétisée sous la forme d'un précurseur HAQ associé en un
complexe trimérique au sein du réticulum endoplasmique. Il est cependant non fonctionnel et
requiert ainsi un clivage en deux sous-unités (HA1 et HA2) afin que la protéine HA puisse
assurer la fusion entre la membrane endosomale et la membrane virale [51]. Toutes les HA ne
présentent pas le méme type de site de clivage et ne sont ainsi pas sensibles aux mémes
protéases cellulaires. Les protéines HA des virus humains et de certains virus aviaires ont un
site de clivage monobasique, cible des trypsines ou de protéases similaires qui ne semblent
étre sécrétées que par un nombre restreint de types cellulaires. Chez 'Homme, une sérine
protéase produite par les cellules Club de I'épithélium bronchique ainsi que les enzymes HAT
et TMPRSS2 exprimées au sein de I'épithélium respiratoire ont notamment été identifiées
[126,127]. La faible distribution de ces protéases limite la propagation de ces virus au sein de
I'organisme. A l'inverse, certaines protéines HA aviaires présentent un site de clivage
polybasique, cible de protéases ubiquitaires de type furine localisées au niveau de l'appareil
de Golgi. L'activation a ainsi lieu en amont de la libération des particules virales. Un site de
clivage polybasique favorisant la dissémination virale dans |'organisme, il s'agit ainsi d'un
marqueur de virulence [128,129].
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Figure 10 : représentation schématique du cycle réplicatif des IAV.

@ Fixation de la particule virale a la membrane cellulaire par interaction entre la protéine HA et des
acides sialiques. @ Internalisation de la particule virale par endocytose. ® Suite a l'acidification de
I'endosome et activation du canal ionique M2, des changements conformationnels des protéines HA et
M1 permettent la libération du matériel génétique viral dans le cytosol. ® Les RNPv migrent au noyau
ou sont réalisées les étapes de transcription et réplication du génome viral. ® Les ARNm viraux sont
traduits par la machinerie cellulaire ribosomale. ® Les RNPv néo-synthétisés sont exportés du noyau et
adressés a la membrane plasmique. @ Les différents constituants viraux sont assemblés et la sortie du
virus se fait par bourgeonnement. ® Enfin, I'activité sialidase de la NA permet la libération des particules
virales formées dans I'espace extracellulaire.
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1.2 Ecologie et dynamique des IAV

1.2.1 Diversité du spectre d'hotes

Les IAV sont des agents pathogenes retrouvés majoritairement chez les espéces
mammiféres et aviaires. Les premiéres souches circulant au sein de ces especes ont été
identifiés respectivement en 1931 et 1965 [130,131]. La lignée d'lIAV propre aux chiroptéres a
été découverte plus récemment, en 2012 [132]. L'ensemble des sous-types viraux formés a
partir des protéines HA et NA identifiées - hors lignée chiroptéres - a été recensé au sein de
I'avifaune aquatique sauvage. En ce sens, les especes appartenant aux ordres des ansériformes
(canards, cygnes, oies) et charadriiformes (goélands, limicoles, sternes) sont considérées
comme le réservoir des IAV. La représentation du spectre d’hdtes des IAV révéele un large réseau
interconnecté (Figure 11), mettant en évidence la circulation des souches virales en son sein.

faune aquatique sauvage Homme
H1-H4
mammiféres  H7
aqguatiques H10 HIN1 H3N2
(H2N2)
H1 ?
H13

chiroptéres
?

H17N10

H18N11 H1, H3
H5, H6, H7
H9, H10
H5, H7
H9, H10
H1-H13
H3N8 N1-N9 HIN1/2
H7N7 H2N3 H3N2
H5N1 animaux domestiques
H5N1
H3N2 et faune sauvage
H3N8
HIN1
H3N2
H5N1
H1N1, H3N2
H5N1, HON2
H10N4

Figure 11 : spectre d'hétes des virus influenza A.
Adapté de [133].

Les spheres animales de circulation des IAV hébergent ainsi des virus pouvant
potentiellement infecter 'Homme. De fagon schématique, dans le cas de linterface 1AV
aviaires/Homme, la faune aquatique sauvage contamine les espéces aviaires élevées par
I'Homme ce qui I'expose a des souches virales potentiellement zoonotiques. Cela souligne
I'étroite connexion entre la santé humaine, animale et I'état écologique global. Ce dernier
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régule de plus la conservation des virus au sein de |'environnement et les mouvements de
populations animales propices aux échanges de virus. Le triptyque santé humaine — santé
animale — environnement correspond au concept One Health développé a I'aube des années
2000. Il s'agit d'une approche holistique et transdisciplinaire dont |'objectif est de renforcer les
liens entre les différents acteurs et secteurs impliqués dans la gestion et la prévention des
risques sanitaires. L'initiation du concept One Health fait suite a une inquiétude grandissante
relative a I'émergence de maladies infectieuses et notamment en lien avec la fréquence des
infections humaines par des virus H5N1 aviaires. A I'échelle européenne, trente-neuf
partenaires issus de dix-neuf Etats membres sont regroupés au sein d'un consortium
coordonné par I'Anses.

1.2.2 L'hdte aviaire
Pathologie développée

Les virus aviaires sont distingués selon une classification hautement/faiblement
pathogéne basée sur la sévérité des signes cliniques induits chez le poulet. Un virus hautement
pathogene (HPAI pour highly pathogenic avian influenza) se caractérise par une virulence
importante, plus de 75% de mortalité induite lors d’'une inoculation par voie intraveineuse.
Dans le cas des sous-types H5 ou H7, la présence d'un site de clivage polybasique au sein de

la protéine HA est suffisante a I'attribution de ce qualificatif (Directive Européenne 2005/94/EQ).

Les protéines HA portant ce motif peuvent étre activées par des protéases ubiquitaires, ce qui
facilite la diffusion du virus au sein de I'organisme [129,134]. Cette particularité propre aux virus
H5 et H7 est justifiée par le fait que la quasi-totalité des virus HPAI appartiennent a ces sous-
types. Par défaut, les virus ne présentant aucune de ces caractéristiques sont qualifiés de
faiblement pathogénes (LPAI pour low pathogenic avian influenza). Les virus LPAI peuvent ainsi
étre associés a des infections subcliniques ou au développement de signes cliniques peu
séveres (baisse du rendement de production, dyspnée, plumes ébouriffées, écoulement
oculaire, éternuements) [135].

Chez les ansériformes, malgré une réplication efficace des virus LPAI — particulierement
au niveau digestif — le développement de signes cliniques est peu commun [135-137].
Antérieurement a I'’émergence de la lignée eurasienne de virus H5N1 HPAI en 2002, ces
especes étaient de plus globalement peu sensibles aux virus HPAI. Dans le cas de cette lignée
particuliere, l'apparition de signes cliniques séveres tels qu'une détresse respiratoire
importante (rale) et des atteintes neurologiques suivis d'une mortalité peut étre observée selon
la souche et I'espece considérées [138-140].

Gestion des épizooties et vaccination

Diverses stratégies vaccinales sont disponibles sur le marché (vaccins inactivés
homologues, vaccins inactivés hétérologues, vaccins recombinants), cependant leur usage
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reste limité. lls sont en effet actuellement principalement employés en dernier recours en tant
gue vaccination d'urgence [141]. Une gestion par approche sanitaire (dispositifs de quarantaine,
abattage des animaux infectés, abattage préventif des animaux situés a proximité d'un foyer
infectieux) est préférée car jugée plus efficace pour enrayer rapidement les épizooties. La
vaccination prophylactique contre l'influenza aviaire constitue un réel challenge, notamment
compte tenu de la diversité de souches circulantes et de leur évolution antigénique diminuant
I'efficacité des préparations vaccinales. Par ailleurs, afin de pouvoir exporter des volailles ou
des produits dérivés de volaille, la réglementation internationale demande a ce qu’un pays soit
en mesure de prouver |'absence de la circulation de souches HPAI au sein de son territoire
(Réglement CE n°798/2008 du 08/08/2008). Cela impose une stratégie de vaccination
permettant de distinguer les animaux vaccinés de ceux infectés (DIVA) et des colts de
surveillance qui s'additionnent a ceux du vaccin afin de justifier le statut indemne. Par ailleurs,

la vaccination peut favoriser la circulation de virus a bas bruit. Cela biaise I'analyse du risque
auquel la population humaine est exposée et constitue un réel probleme compte tenu de
I'aptitude de certains IAV aviaires a franchir la barriére d'espéce.

Un modele a tenté d'estimer I'impact macroéconomique d'une épizootie en variation
du PIB. Avec pour hypothese initiale une perte de 12% des volailles (suite a I'infection ou par
abattage préventif), I'étude propose que le colt de la gestion d'une telle épizootie
correspondrait a une baisse de 0,1% du PIB dans le cas des pays a revenus élevés et de 0,4%
dans les pays en voie de développement [142]. Pour la France, cela représenterait 2,24 millions
d’euros.

1.2.3 L'nGte humain et modeéles expérimentaux mammiferes
Epidémies saisonniéres

Chez I'Homme, les virus influenza sont les agents étiologiques de la grippe. Sur la
période 1995-2015 et a I'échelle mondiale, les virus saisonniers ont été a I'origine de 290 000
a 645 000 déces annuels [143]. Les conséquences de la maladie s'accompagnent d'un impact
économique important. Pour exemple, en 2015, I'épidémie de grippe aurait induit un codt total
estimé a 11,2 milliards de dollars aux Etats-Unis [144]. Dans les régions tempérées, les
épidémies saisonniéres sont synchronisées sur les mois d’hiver et en conséquence inversées
entre les deux hémisphéres. Les facteurs justifiant cette saisonnalité sont encore mal
caractérisés. Des études expérimentales ont démontré que des températures et une humidité
relative basses sont favorables a la diffusion des virus influenza [145,146]. Par ailleurs, I'analyse
de données épidémiologiques a identifié qu'une épidémie suit parfois une période de quinze
jours au cours de laquelle I'humidité relative était anormalement basse [147,148]. Une étude
conduite sur plus de 18 250 épidémies survenues sur la période 2000-2015 en Australie n'a pas
réussi a établir un lien statistique associant les fluctuations climatiques et les propriétés
antigéniques des virus au déclenchement d'une épidémie ou a son ampleur. En revanche, la
dynamique des épidémies est fortement dépendante de la compétition entre sous-types viraux
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circulant localement [149].

Pathologie développée

La propagation des virus influenza chez 'Homme se fait a la fois par contacts directs
entre individus et diffusion d'aérosols [150,151]. Les infections liées a des virus saisonniers
sont généralement cantonnées a |'appareil respiratoire supérieur. Les symptdmes développés
sont peu séveres et incluent entres autres : fievre, myalgie, toux, céphalée [152-154]. Des
symptomes gastro-intestinaux peuvent parfois étre observés [155]. La période d'incubation est
généralement de un a quatre jours [156]. La période d'excrétion virale débute un jour avant
I'apparition des symptdmes et perdure cinqg a sept jours apres leur disparition [157,158]. Chez
les populations a risque telles que les personnes agées, en bas-age ou présentant des facteurs
de comorbidité, des symptdmes séveres peuvent se développer (pneumonies, syndrome de
détresse respiratoire aigué, rhabdomyolyse, myocardite) [159,160]. Les souches d'IAV circulant
au sein de la population humaine appartiennent aux sous-types HIN1 et H3N2. Des études
conduites sur des cas recensés en France et au Japon suggerent que les virus H3N2 induisent
des symptdmes plus séveres, en se basant sur l'intensité de la fievre développée ainsi que la
présence d'une myalgie [161,162].

Lors d’une infection humaine avec un virus d'origine aviaire, les symptomes développés
sont assez variables. Dans le cas des sous-types H7, des conjonctivites sont couramment
observées compte tenu de la présence majoritaire de récepteurs aux IAV aviaires au niveau du
tissu oculaire [163]. Dans certains cas particuliers, notamment celui des virus HSN1 HPAI ou
H7N9 (en page 32), des symptomes séveres peuvent se manifester, particulierement un
important cedeme pulmonaire contribuant au développement d'un syndrome de détresse
respiratoire aigué.

Traitements antigrippaux et vaccins

Deux classes d'antiviraux sont actuellement autorisées dans le traitement des infections
grippales par la FDA: les inhibiteurs du canal ionique M2 et ceux de la protéine NA. Les
molécules de la premiere catégorie (amantadine, rimantadine) limitent la libération du génome
viral dans le cytoplasme. Cependant, la majorité des souches d'lAV actuellement circulantes
présente une résistance a ces molécules [164,165]. Les mutations conférant une résistance aux
inhibiteurs de M2 surviennent trés rapidement, entre 48 et 96 heures apres exposition a
I'amantadine [166,167]. En ce sens, 'OMS ne recommande pas leur utilisation en tant que
traitement de premiere intention. Les inhibiteurs de la neuraminidase (principalement
oseltamivir et zanamivir) sont des analogues structuraux des acides sialiques. lls se fixent ainsi
au niveau du site actif de I'enzyme la privant d’exercer sa fonction de sialidase. En conséquence,
le bourgeonnement des nouveaux virus produits au cours du cycle viral n'est pas complet
puisque leur interaction avec la membrane de la cellule héte ne peut étre rompue. Pres de 99%
des souches saisonniéeres isolées depuis 2013 présentent une sensibilité aux inhibiteurs de la
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neuraminidase [168]. Ces molécules constituent ainsi le principal traitement utilisé
actuellement. Cependant, afin d'étre efficaces, elles doivent étre administrées moins de 48
heures apres le début des symptdmes grippaux, ce qui constitue un inconvénient majeur a leur
emploi.

Compte tenu de I'évolution constante des épitopes viraux (en page 32), les préparations
vaccinales sont révisées annuellement sur la base des informations épidémiologiques
collectées lors des saisons précédentes. L'OMS recommande alors les trois ou quatre souches
virales a inclure pour chaque hémisphere. Compte tenu de I'inversion des saisons, les vaccins
pour I'hémisphére nord sont établis sur la base des souches circulant lors de I'épidémie de
I'hnémisphére sud, et inversement. Les vaccins trivalents contiennent les antigénes de deux
souches d'lAV - HIN1 et H3N2 - et d'une souche d'IBV, ceux tétravalents incluent une souche
d'IBV supplémentaire. Le plus couramment, les vaccins commercialisés sont élaborés a partir
de virus produits sur ceufs embryonnés de poule puis chimiquement inactivés et fractionnés.
Plus récemment, un vaccin tétravalent atténué a été développé [169]. Toutes souches virales
et types de population confondus, une efficacité vaccinale de I'ordre de 60% est observée [170].
La prévision des souches H3N2 a inclure dans les préparations vaccinales semblent étre plus
délicate que celle des souches H1N1 et d'IBV. En effet, |'efficacité vaccinale relative aux virus
H3N2 est plutdt de I'ordre de 30%.

Modéles expérimentaux mammiféres communs

La souris est usuellement utilisée en tant que modele mammifére compte tenu de sa
praticité. Relativement a d'autres especes, son élevage est peu colteux, nécessite un espace
réduit et une grande diversité de réactifs spécifiques ainsi que de lignées transgéniques sont
disponibles. Elle n'est cependant pas un hote naturel des IAV, une adaptation de certaines
souches virales obtenue par passages successifs est ainsi parfois nécessaire au développement
d'un modele d'infection [171]. Par ailleurs, une étude suggere que la distribution des types de
récepteurs aux IAV au sein de |'épithélium respiratoire murin serait plus favorable aux
hémagglutinines aviaires qu’humaines [172]. Cela peut justifier la sensibilité des souris a
certaines souches aviaires sans adaptation préalable [173]. Dans un contexte sous-létale
d'infection, la cinétique de la pathologie dure généralement une dizaine de jours. Les premiers
signes cliniques sont décelables environ cing jours post-infection, 'acmé est atteinte aux
alentours du huitieme jour post-infection a laquelle succéde enfin une phase de rémission. Les
signes cliniques développés correspondent a une anorexie et, contrairement a la fiévre
observée chez 'Homme, une hypothermie [174]. L'animal présente de plus un état Iéthargique,
une position prostrée et une piloérection. Un franchissement de la barriere encéphalique se
traduisant par des troubles neurologiques est parfois observé avec certaines souches H5N1
HPAI [175]. L'anatomopathologie de tissus pulmonaires indique que les souris infectées
développent des lésions similaires a celles observées chez I'Homme et caractéristiques d'une
pneumonie (cedéme pulmonaire et infiltrat inflammatoire) [176]. Suggérée dans les années 60,
la capacité des souris a supporter une transmission inter-individus n‘a pas été confirmée par
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des études ultérieures [177,178].

Lors d'une infection avec un IAV, les furets développent des signes cliniques similaires
a ce qui est observé chez I'Homme (fievre, éternuement, congestion nasale) [179,180]. lls
présentent également une distribution des types de récepteurs des IAV équivalente a celle
observée chez I'Homme [181,182]. De plus, les virus pandémiques sont capables d'une
diffusion efficace chez cet hote, a la fois par contacts directs et aérosols [183-185]. En ce sens,
le furet est un modele préférentiel pour étudier la transmissibilité des IAV.

1.2.4 Mécanismes évolutifs

1.2.4.7 Origine des virus circulants chez I'Homme

Lorsqu'une cellule est simultanément infectée par au moins deux virus différents, le
génome segmenté des IAV autorise les échanges de segments viraux durant I'assemblage des
particules virales. Les virus hybrides produits sont qualifiés de réassortants. Cette évolution
brutale peut étre a I'origine de I'émergence d'un virus pandémique. Pour exemple, le systéme
immunitaire humain sera non compétent face a un virus de fond génétique humain ayant
acquis des segments codant les protéines de surface HA et NA. Les protéines d'origine
humaine codées par le virus étant déja adaptées a cet hote, cela peut conférer un avantage au
virus réassorti par rapport a un virus d’'origine zoonotique pour lequel aucune protéine n'a été
préalablement sélectionnée chez 'Homme. Le réassortiment est ainsi le phénoméne majeur a
I'origine des souches d'lAV pandémiques.

Depuis le XX*™ siécle, quatre pandémies liées a des IAV ont été recensées dont les
mécanismes liés a leur émergence sont résumés en Figure 12. La premiere, et la plus meurtriére,
est la grippe espagnole de 1918 causée par un sous-type H1N1. Un tiers de la population aurait
été infecté au cours de cet épisode (~500 millions de personne). Les symptémes développés
ont été particulierement séveres, et on estime entre 50 et 100 millions le nombre de déces. Les
analyses anatomopathologiques des poumons ont fréquemment relevé des signes de
bronchopneumonies bactériennes en plus des lésions inflammatoires dues au virus [186]. En
ce sens, I'importante mortalité de ce virus a été associée au développement de surinfections
bactériennes, sachant qu'il n'existait pas de traitement antibiotique a cette époque [187].
L'analyse génétique suggere une origine aviaire au virus, basée notamment sur la fréquence
des résidus uraciles qui tend a étre plus faible au sein des segments viraux aviaires que pour
les mammiferes [188]. En parallele de cette pandémie, une épizootie porcine a été recensée
aux Etats-Unis. Les signes cliniques développés par les animaux ont été décrits comme
similaires a ceux observés dans le cas de la grippe espagnole. Par la suite, il a été démontré
que le sérum de personnes infectées par le virus HIN1 de 1918 était capable de neutraliser le
virus isolé chez le porc [189]. Ces éléments ont conduit a émettre I'hypothese que le virus
aviaire H1N1 responsable de la grippe espagnole aurait transité chez le porc comme hoéte
intermédiaire avant d'atteindre la population humaine. De plus, des analyses ultérieures ont
révélé que la trachée du porc présente des récepteurs cellulaires convenant a la fois aux virus
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aviaires et mammiferes [190-193]. Cela a renforcé I'idée que cet hdte pourrait contribuer a
I'adaptation de souches aviaires aux mammiféres. Plus récemment, une étude génétique
suggere que tous les segments du virus HIN1 1918 n’ont pas été introduits simultanément
chez 'Homme, l'introduction du segment codant N1 serait en effet plus tardive [194]. Les
auteurs proposent un scénario dans lequel le virus de la grippe espagnole serait issu d'un
réassortiment entre un virus aviaire (apport du segment N1) et d'un virus humain présentant
également une origine aviaire (apport des sept autres segments). Dans cette hypothese, le virus
H1N1 isolé chez le porc correspondrait a une rétro-zoonose.

L'analyse des virus influenza pandémiques a l'origine de la grippe asiatique (H2N2 1957)
et de celle de Hong-Kong (H3N2 1968) a clairement identifié qu'ils étaient issus d'un
réassortiment [195,196]. Dans le premier cas, le virus H2N2 est issu d'un réassortiment entre
un virus H2N2 aviaire et un virus HIN1 humain probablement dérivé de la souche de 1918
[197]. Les virus H2N2 ont continué a circuler dans la population humaine jusqu’en 1968, ou ils
furent remplacés par la souche pandémique H3N2, issue d'un réassortiment entre un virus
aviaire H3 et d'un virus humain H2N2. Au cours de ces pandémies, entre 25 et 30 % de la
population humaine aurait développé des symptoémes et 1 a 2 millions d'individus seraient
décédés [198,199]. Ces deux virus pandémiques ne sont pas associés a une pathogénicité
excessivement plus élevée qu'une grippe saisonniere. Il semble que I'augmentation de la
mortalité soit due avant tout a I'absence d'une réponse immunitaire préexistante chez 'homme
face aux glycoprotéines de surface plutot qu'a la virulence intrinseque de ces deux souches.

En 1977, un virus HIN1 a émergé en Russie. L'analyse génétique a indiqué une similarité
avec les virus H1N1 circulant dans les années 50, en amont de I'émergence du virus H2N2 de
1957 les ayant remplacés [200,201]. Les virus H3N2 1968 et HIN1 1977 ont co-circulé au sein
de la population humaine jusqu’a I'émergence du virus H1IN1 pandémique de 2009 qui a
remplacé a son tour le virus HIN1 1977.

La pandémie de 2009 a pour origine un virus HINT issu d'un multi-réassortiment entre
des souches humaines, porcines et aviaires. Les segments HA, NP et NS1 proviennent d'un
virus porcin HIN1 « classique » ; les segments NA et M sont issus de souches eurasiennes
d’origine aviaire circulant chez le porc ; les segments PA et PB2 proviennent de virus aviaires
nord-américains ; tandis que le segment PB1 a pour origine un virus H3N2 humain [202].
Environ un quart de la population mondiale aurait été infectée par le virus HIN1 2009 [203].
Ce virus s'est cependant révélé bien moins pathogéne que ses prédécesseurs et aurait
occasionné environ 200 000 déces [204].

Un point intéressant a noter est I'origine aviaire du segment PB1 des virus a l'origine
de la grippe asiatique et de Hong Kong [195]. Une étude relative au virus H3N2 1968 suggere
que cette caractéristique a constitué un élément favorisant sa capacité de réplication et cela
aurait pu contribuer a l'efficience de sa transmissibilité [205]. Dans le cas du virus H1N1
pandémique de 2009, l'introduction artificielle d'un segment PB1 aviaire issu d'un virus HPAI
ou LPAl augmente la synthese d’ARNv en modele cellulaire [206]. Cela suggére que la sélection
d'un segment 2 aviaire lors des réassortiments a l'origine de ce virus pandémique aurait pu
apporter un avantage réplicatif. L'émergence d'un virus réassorti n'est pas anodine car cela
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implique une compatibilité a la fois mécanique lors de I'assemblage des composants viraux et
fonctionnelle entre protéines [207,208]. La co-ségrégation de certains segments parfois
systématiquement observée impose également une contrainte supplémentaire [208,209]. Cela

souligne ainsi la compatibilité d'un segment aviaire PB1 au sein d'un génome viral d'origine
humaine.

P [y ——

multiple réassortant

I PB2 virus aviaire nord—américain
[ PB1 H3N2 humain
I PA  virus aviaire nord—américain
[ H1o virus porcin classique (H1N1)
[ NP virus porcin classique (H1NT)
[ N1 virus porcin de type aviaire eurasien -
Y virus porcin de type aviaire eurasien
[ NS  virus porcin classique (H1N1)

Figure 12 : mécanismes évolutifs a I'origine des virus pandémiques.

Le virus a l'origine de la grippe espagnole en 1918 serait issu d'un franchissement de la barriere d'espece
d'un virus influenza aviaire. Un virus issu d'un réassortiment entre un virus humain H1N1 et un virus
aviaire H2N2 a ensuite causé la grippe asiatique en 1957. Puis, un virus humain H2N2 circulant a été
réassorti avec un virus aviaire H3, produisant le virus H3N2 a l'origine de la grippe Hong Kong en 1968.
Les virus H3N2 contemporains dérivent de cette souche. Enfin, le virus de la grippe mexicaine en 2009
est issu d'un triple réassortiment entre un virus humain H3N2, un virus porcin H1N1 et un virus aviaire.
Les virus HIN1 contemporains dérivent de cette souche. Adapté de [133].

L'étude ayant estimé I'impact macroéconomique d'une épizootie s'est également
intéressée au cas d'un virus pandémique. En se basant sur une pandémie similaire a celle de
1957 (environ 1 million de déces [198]), la gestion de I'émergence est estimée a un colt
représentant 2% du PIB mondial sur la premiére année (1695 milliards de dollars) [142].
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1.2.4.2 Dérive antigénique

Les IAV ayant réussi a se pérenniser au sein de la population humaine sont sujets a une
évolution par dérive antigénique. Ce phénomene est principalement di a la faible fidélité de
I’ARN polymérase virale et a son absence d'activité correctrice [210]. Un taux de mutation est
estimé a un ordre de grandeur de 10 mutations par site et par an [211]. Dans le cas des
protéines de surface HA et NA, I'accumulation graduelle de ces mutations peut affecter leurs
propriétés antigéniques. En conséquence, les anticorps de I'héte synthétisés lors d'une
infection antérieure avec une souche parentale ne reconnaissent plus les épitopes viraux et
perdent en efficacité [212]. Il s'agit ainsi d'une stratégie permettant au virus de contourner le
systéme immunitaire.

1.2.5 Risque zoonotique
Facteurs de risque

Les infections humaines par des virus influenza surviennent suite a une exposition
directe a un animal infecté. Les principaux lieux de contamination sont ainsi les élevages
avicoles, les abattoirs et les marchés commercialisant des volailles vivantes. Ces derniers,
évenements courants en Asie, sont particulierement mis en cause compte tenu de la proximité
entre de nombreuses espéces. lls constituent ainsi un point névralgique pour I'émergence de
souches virales [213]. Par ailleurs, il existe une grande diversité de structures avicoles en Asie
allant des fermes de tres petites tailles a des productions de particuliers [214]. Au sein de ces
structures, I'application des regles de biosécurité est peu controlable et la proximité de diverses
especes animales est également fréquente. Par ailleurs, les sous-types H5 et H7 sont
endémiques en Asie. En conséquence, |'Asie, et plus particulierement la Chine compte tenu de
son statut de premier producteur mondial de volaille (FAQ), est ainsi considérée comme
I'épicentre de I'émergence des IAV.

De par leur comportement migratoire, les oiseaux de la faune aquatique sauvage
participent a la dispersion des virus sur de grandes aires géographiques. Certains points de
convergence, comme les lacs Qinghai et Poyang situés en Chine, ont notamment été associés
a une diffusion inter-espéces. Pour exemple, en 2005, une épizootie liée a un virus H5N1 s’est
développée au lac Qinghai conduisant a une diffusion du virus dans plus de vingt pays situés
en Asie, Europe et Afrique [215-218]. Le tropisme digestif des IAV chez les espéces aviaires
implique une voie de transmission oro-fécale viales eaux contaminées [219-221]. Les IAV sont
de plus relativement stables dans les milieux aqueux, notamment lorsque la température et la
salinité de I'eau sont peu élevées. Un IAV peut étre détecté durant plus de 200 jours dans un
milieu aqueux neutre maintenu a 4°C ou une dizaine de jours dans le cas d'une alternance de
phases de gel-dégel [222]. La convergence des oiseaux migrateurs vers ces zones humides en
tant que point d'étape peut également induire l'infection de I'avifaune aquatique et, en
conséquence, contaminer par la suite les élevages avicoles situés a proximité. Enfin, le delta du
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Nil est situé sur la route migratoire de millions d'oiseaux au cours de leur déplacements entre
les écozones paléarctique et afrotropicale [223]. Cela en fait une région critique pour la
diffusion des IAV. Les virus H5N1 sont endémiques en Egypte et il s'agit d'un des pays
présentant le plus grand nombre de contaminations humaines avec des virus H5N1 [224]. La
situation géographique particuliere du delta du Nil semble ainsi favoriser |'exposition de la
population humaine a ces virus.

Z00NO0SES recensées

La premiere zoonose liée a un IAV diment identifiée a été recensé en 1997 a Hong
Kong [225,226]. Le virus isolé appartenait a une lignée de souches H5N1 circulant au sein des
élevages aviaires et de I'avifaune aquatique [227,228]. Un virus de cette lignée a été isolé chez
une oie dans la province du Guangdong, elle est en conséquence nommée Gs/Gd.
Contrairement aux lignées précédentes, les virus H5N1 dérivant de la lignée Gs/Gd peuvent
induire de la mortalité au sein de I'avifaune, sauvage comme domestique [138,139,229-232],
et étre transmis a I'Homme. Depuis 1997, des infections humaines par des virus H5N1
surviennent régulierement. Actuellement, un total de 862 cas a été rapporté avec un taux de
mortalité de pres de 50% (OMS, période 2003-décembre 2020). Les infections sont
principalement recensées en Egypte et en Indonésie. La sévérité des symptdmes développés
est corrélée positivement a I'ampleur de la réponse inflammatoire développée [233-235]. En
ce sens, la forte virulence de ces virus aviaires chez I'Homme a été attribuée a une réponse
immunitaire inadaptée. Bien que suggérée dans un nombre restreint de cas, la transmission
horizontale n'a pas été démontrée formellement [236-239]. Ainsi pour le moment, I'Homme
est un héte occasionnel, les virus H5N1 ne parvenant pas a se pérenniser au sein de cette
population compte tenu de leur transmission peu efficace. Par passages successifs sur furets,
une étude a observé |'acquisition de plusieurs résidus critiques au sein des protéines HA et PB2
associés a une capacité de diffusion par aérosols [240]. Ce dernier point est considéré comme
beaucoup plus prédictif d'une transmission interhumaine que la contamination par contacts
directs [241]. Une acquisition naturelle de ces motifs appuie le risque pandémique associé aux
virus H5N1.

En 2013, un virus H7N9 a émergé en Chine et a causé a ce jour le plus grand nombre
de cas humains (1536 dont 612 déces selon le rapport de la FAO du 02/06/2021) [242,243].
Initialement, le virus isolé était faiblement pathogene, puis, en 2016 une forme HPAI a émergé

[244]. Seuls 32 cas ont été associés a cette forme HPAI dont 4 déces. Un virus LPAI présentant
une telle capacité a infecter 'Homme souléve une réelle problématique en termes de gestion
du risque. En effet, contrairement aux virus HPAI qui induisent des signes cliniques séveres et
de la mortalité, un foyer infectieux associé a un virus LPAI peut passer inapercu au sein d'un
élevage a moins d'une surveillance active. L'absence de sa détection retarde ou empéche la
mise en place d'un protocole permettant de limiter sa propagation a d'autres élevages et de
protéger les personnes exposées. De la méme facon que pour les virus H5N1, aucune
transmission interhumaine n'a été clairement identifiée. L'infection de souris avec des virus
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H5N1 et H7N9 a révélé que ces derniers induisaient une réponse inflammatoire moins
importante, ce qui pourrait appuyer la mortalité plus faible observée chez 'Homme [245].

Outre les précédents virus évoqués a l'origine d'un nombre de cas relativement
important, des infections sporadiques surviennent régulierement. Notamment, des infections
liées a des sous-types H7N2, H7N3, H7N4, H7N7 et HON2 ont été identifiées (Tableau 2). Les
sous-types H7 sont ainsi prépondérants au sein des virus ayant franchi la barriere d'espéce. Un
fait intéressant concernant les virus HIN2 est qu'il s'agit d'importants fournisseurs de genes
viraux. Notamment, les virus zoonotiques H5N1 1997 et H7N9 2013 ainsi que la plupart des
souches aviaires H5 HPAI circulantes possedent au moins un segment issu d'un virus HIN2
[243,246-250]. Enfin, en février 2021, la Russie a rapporté l'infection par un virus HSN8 de sept
individus travaillant au sein d'une élevage avicole (OMS). Il s'agit des premiers cas associés a
ce sous-type viral. Les individus infectés n‘ont pas développé de symptdme particulier et le
virus n'a pas été transmis a leurs proches. Cet évenement zoonotique peut étre relié aux
nombreuses épizooties liées a des virus HSN8 sévissant depuis 2015 [251-254]. Le séquengage
du virus isolé chez un des hotes indiquent en effet une proximité importante avec une souche
H5N8 isolée a la méme période chez des hotes aviaires dans une région géographique proche
(ECDC).

sous-type nombre des cas/déces ref
H5N1 861/455 OMS
H5N6 17/12 [247,255]
H5N8 7/0 OMS
H6N1 1/0 [256]
H7N2 7/0 [257,258]
H7N3 10/0 [259-262]
H7N4 1/0 [263]
H7N7 93/1 [264-266]

H7N9 LPAI 1536/612 EAO

H7N9 HPAI 32/4 FAQ, [267]
HIN2 50/0 [268]
H10N3 1/0 OMS
H10N7 4/0 PAHO, [269]
H10N8 41 [270]

Tableau 2 : dénombrement des infections zoonotiques liés a des IAV aviaires (au 14/06/2021).

A I'échelle des contacts existant entre I'Homme et les volailles, les cas de transmission
d'un IAV aviaire a 'Homme sont relativement rares. Cela est appuyé par une capacité de
diffusion des virus au sein de la population humaine tres réduite — voire inexistante. Il existe
ainsi des freins au franchissement de la barriere d'espece.
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1.2.6 Facteurs de restriction d’h6tes a l'initiation du cycle viral

1.2.6.7 Les récepteurs cellulaires

Le récepteur cellulaire des IAV, I'acide sialique (AS), est associé a une chaine glucidique
par l'intermédiaire d'un galactose (gal). Deux types de liaison reliant I'AS au galactose sont
observés : ASa2-3gal et ASa2-6gal. Les protéines HA des IAV d'origine aviaire et mammifere
ont une affinité préférentielle pour les récepteurs de type a2-3 et a2-6 respectivement [191].
La cartographie de ces deux entités chez I'Homme révéle que les récepteurs de type o2-6 sont
majoritaires au niveau de l'appareil respiratoire supérieur (nez, pharynx, larynx, trachée,
bronches). La proportion de récepteurs o2-3 augmente a partir de la jonction
bronchiole/alvéole et ils sont dominants au niveau du tissu pulmonaire [271,272]. La
distribution des récepteurs selon le type de cellules (ciliées, non ciliées, caliciformes, cellules
Club) est délicate a préciser car tres variable selon le modéle utilisé, il n'existe ainsi pas de
consensus [271,273-275].

muqueuses nasales

a2-6
pharynx ]
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Figure 13 : distribution des types de récepteurs cellulaires des IAV au sein de l'appareil respiratoire
humain.
Le schéma présente le(s) type(s) de liaison entre I'acide sialique (AS) et le résidu galactose (gal) de la
chaine glucidique (a2-6 ou a2-3) retrouvé(s) selon la région du tractus respiratoire. Les IAV aviaires et
humains ont une affinité présentielle pour les récepteurs ASa2-3gal et ASa2-6gal respectivement.
Lorsque les deux types de liaison coexistent, le ratio estimé est indiqué (/ : équivalence, > : supériorité).

La faible affinité de la HA des IAV aviaires pour les récepteurs de type a2-6 constitue
un facteur de restriction majeur au franchissement de la barriere d'espece et justifie la faible
efficacité de la transmission interhumaine des virus aviaires. En effet, la zone propice a leur
réplication est située anatomiquement loin de leur point d'entrée dans l'organisme. La
probabilité que des particules virales atteignent cette zone est ainsi faible compte tenu de
I'absence de zones de réplication permissives en amont et des défenses mécaniques de I'hote
situées tout au long du tractus respiratoire qui seront précisées par la suite.
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Chez les espéces aviaires, des récepteurs de type a2-3 sont retrouvés au niveau du
tractus digestif, un tropisme intestinal des IAV est ainsi observé chez ces hotes contrairement
aux mammiferes [276]. La présence de récepteurs a2-6 dans le tractus digestif a parfois été
observée mais en quantité mineure. Au niveau respiratoire, une différence est observée entre
le canard et le poulet. Alors que les récepteurs a2-6 ne sont pas ou trés peu détectés tout au
long de I'arbre respiratoire du canard, une quantité non négligeable de ces récepteurs est
observée chez le poulet, particulierement au niveau de la trachée [276,277]. Par ailleurs, il est
notable que les récepteurs a2-6 sont trés abondants chez la caille et ce dans tout le tractus
respiratoire, dépassant méme la concentration en o2-3 [276,278].
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Figure 14 : topologie des acides sialiques.

[A] Association d'un acide sialique a un résidu galactose par liaison a2-3 ou a2-6. Conformation « cone »
[B] ou « parapluie » [C] de la région de la chaine glucidique incluant I'acide sialique. Les résidus de la
protéine HA impliquée dans linteraction avec la chaine glucidique sont indiqués (basé sur la
numérotation relative aux HA de type H3). Adapté de [279,280]. Neu5Ac : acide N-acétylneuraminique
(acide sialique), Gal : galactose, GIcNAc : N-acétylglucosamine

Un modeéle topologique a été proposé afin d'expliquer la différence d'affinité entre les
HA aviaires et mammiferes. La rigidité de la liaison ASa2-3gal restreint I'angle adopté par la
chaine glucidique dans cette région, cela impose une organisation dite en céne dans
I'environnement de I'acide sialique (Figure 14A et 4B). A I'opposé, la flexibilité qu'autorise la
liaison Asa2-6gal permet a la chaine glucidique d’adopter une conformation beaucoup plus
étendue, dite en parapluie [279,281] (Figure 14A et 4C). Les domaines d'interaction des HA
aviaires et mammiféeres sont en conséquence adaptés au type de conformation adopté par le
récepteur majoritaire chez leur hote.
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Parmi les épisodes zoonotiques évoqués précédemment, les virus H7N9 HPAI sont a
I'origine de plus d'infections humaines et sur un intervalle de temps bien plus court que les
virus H5N1. En modele murin, une réplication efficace d'un virus H7N9 LPAI au niveau de
I'épithélium nasal a été observée [245]. Cela est surprenant compte tenu du fait que les
récepteurs de type ASa2-6gal sont majoritaires dans ce tissu murin selon les auteurs. Ce
résultat n'est pas observé avec un virus H5N1 HPAI. La présence de la substitution G186V dans
HA a été identifiée comme point critique de I'adaptation des virus H7N9 aux récepteurs de
type a2-6 [282]. Il s'agit d'un polymorphisme qui semble spécifique a ces virus car il n'avait pas
été identifié comme marqueur associé a une augmentation de I'affinité des IAV pour les
récepteurs de type a2-6 avant I'’émergence de ces virus chez I'Homme. Les polymorphismes
Q226L et Q228S étaient en effet jusqu’alors considérés comme les principaux marqueurs d'une
adaptation des HA aviaires aux récepteurs humains [283,284].

1.2.6.2 Facteurs physiologiques

Les especes mammiferes et aviaires sont homéothermes, cependant la température
physiologique différe entre les deux classes. En effet, alors que la température optimale des
mammiféres se situe autour de 37°C, la température corporelle des oiseaux est plutot située
entre 39 et 41°C [285]. Les IAV circulants au sein de ces deux spheres sont ainsi sélectionnés
selon leur capacité a assurer une réplication virale efficace a la température de leur hote
[286,287]. Cela peut pénaliser la réplication des IAV aviaires dans un tractus respiratoire humain,
notamment au niveau des voies respiratoires supérieures ou la température est encore plus
réduite par rapport a un organisme aviaire (33°C) [288]. La majorité des IAV aviaires possede
un résidu acide glutamique a la position 627 de la protéine PB2 tandis qu'un résidu de lysine
est retrouvé chez les virus humains. Le polymorphisme E627K a été identifié comme |'un des
déterminants de la sensibilité thermique des IAV et d’adaptation a I'hdte mammifere [289].

Comme cela a été évoqué précédemment, I'exposition de la protéine HA a un faible pH
induit un changement conformationnel important et irréversible (en page 17). De fagon
générale, le pH d’activation se situe entre 4,8 et 6,2 [290] mais une légere différence est
observée entre les HA aviaires et humaines. Les virus saisonniers humains tendent a avoir un
pH d’'activation légérement plus faible que les virus aviaires (5,0-5,4 vs 5,6-5,8) [291]. Bien que
ténue, cette différence pourrait constituer une barriere physiologique pour les virus aviaires au
sein d'un tractus respiratoire humain. En effet, tandis qu'un virus HSN1 muté afin « d'abaisser »
son pH optimal d'activation présente une capacité réplicative réduite chez des especes aviaires
(poulet, canard) par rapport au virus sauvage, l'inverse est observé chez le mammifere [292—
294]. Par ailleurs, il est notable que le pH de la muqueuse nasale humaine est plutét acide, 6,3
en moyenne [295]. Il est ainsi envisageable que ce pH soit suffisant pour induire un
changement conformationnel des protéines HA aviaires - contrairement aux protéine
humaines - avant l'internalisation de la particule virale. En conséquence, cela inhiberait la
capacité d'infection des IAV aviaires chez le mammifere [296].
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1.3 La réponse immunitaire innée face a l'infection

La premiére défense de I'organisme consiste a éviter que l'agent pathogene puisse
pénétrer au sein de ses cellules hotes. L'épithélium des voies de conduction respiratoires est
tapissé de mucus qui est un milieu biphasique composé d'une phase mobile dite liquide au
contact des cellules épithéliales et d'une phase gel superficielle. La viscosité est ainsi croissante
en direction de la lumiére des voies de conduction. Physiologiquement, I'Homme produit
quotidiennement entre 10 et 50 ml de sécrétions au niveau du tractus respiratoire [297]. Le
mucus est produit par les cellules caliciformes et les glandes sous-mucosales. Il est composé
majoritairement d'eau (90-95%), la part restante contenant des ions, des lipides et des
protéines [298]. Ces derniéres sont des glycoprotéines nommées mucines qui assurent les
propriétés rhéologiques viscoélastiques du mucus. Les mucines sont présentes sous forme
monomérique dans la phase liquide et s'organisent en un dense réseau multimérique associé
par des ponts disulfure dans la phase gel [299]. Les agents pathogenes sont piégés dans cette
derniere tandis que la phase liquide assure la mobilité des cils portés par certaines cellules
épithéliales. Des vagues de battements ciliaires synchronisées permettent d'entrainer
mécaniquement le mucus vers |'oropharynx pour élimination.

A cellule épithéliale ciliée

‘ cellule caliciforme
:V:'O | /

& ’
] Q% © ’ 'z ' ""‘ # '
L TP R SR N Ql_l..
B remontée du mucus vers l'oropharynx
grace aux battements ciliaires
phase gel
dense
phase mobile
liquide

cellule caliciforme cellule basale cellule épithéliale ciliée cellule Club
Figure 15 : protection de I'épithélium respiratoire par le mucus.
[A] Coupe histologique d'un épithélium trachéal canin, adapté de [300]. [B] Clairance mucociliaire au
sein de I'épithélium respiratoire grace a l'organisation biphasique du mucus.
Le mucus n'est pas retrouvé au niveau de I'épithélium pulmonaire mais les alvéoles sont
recouvertes d'une substance essentiellement produite par les pneumocytes de type Il, le
surfactant [301]. Outre son role tensioactif assurant la compliance pulmonaire, le surfactant
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contient également des protéines impliquées dans la défense de I'héte. En effet, les protéines
du surfactant A et D (SP-A et D) opsonisent les agents pathogenes, facilitant leur phagocytose
par les cellules du systeme immunitaire [302]. Face aux virus parvenant a outrepasser le
systeme de clairance mucociliaire et a accéder a I'épithélium, les cellules disposent en
conséquence d'un arsenal de senseurs afin d'identifier la présence de I'agent pathogéene et
d'initier une réponse immune. Les IAV infectent en priorité les cellules épithéliales qui servent
de support a la réplication virale et donc a la production de nouvelle particules infectieuses.
Par ailleurs, les macrophages alvéolaires peuvent également étre infectés et participer a la mise
en alerte de l'organisme en plus de leur fonction de phagocytose [303-305]. Nous nous
concentrerons ainsi sur ces deux types cellulaires afin d’'exposer le développement de la
réponse immunitaire innée face a l'infection.

1.3.1 Identification du danger par les senseurs cellulaires

1.3.1.7 Les TLR

Les récepteurs de type Toll (TLR) sont des protéines transmembranaires pouvant étre
localisées a la surface cellulaire (TLR1, 2, 4, 5 et 6) ou étre intracellulaires (TRL3, 7, 8 et 9) [306].
Les différentes positions des TLR permettent en conséquence une surveillance a la fois du
milieu extra et intracellulaire. En effet, les TLR exprimées a la surface cellulaire sont exposés a
des composés exogenes et reconnaissent des motifs microbiens peptidiques ou lipidiques. Au
contraire, les TLR intracellulaires sont retrouvés au niveau des endosomes et reconnaissent du
matériel génétique étranger a la cellule. Les endosomes n'abritent généralement pas d'acides
nucléiques de I'hte ce qui évite une activation non adaptée. Les TLR intracellulaires seraient
initialement localisés au niveau du réticulum endoplasmique puis dirigés par la voie sécrétoire
vers les endosomes selon un signal d'activation encore mal caractérisé [307,308]. Les
principaux TLR impliqués dans la reconnaissance du génome des IAV sont TLR3 et TLR7. Tous
deux reconnaissent les ARN, bicaténaires dans le cas de TLR3 et monocaténaires dans le cas
de TLR7 [307-310]. TLR3 et TLR7 sont exprimés par les cellules épithéliales mais dans une faible
proportion dans le cas de TRL7 qui est retrouvé de facon bien plus conséquente au niveau des
cellules immunitaires, notamment les cellules dendritiques plasmacytoides [309,311-313]. Les
mécanismes de signalisation sont schématiquement résumés en Figure 16 et décrits dans les
paragraphes suivants.

Apres activation de TLR7, la cascade de transduction est initiée par la protéine
adaptatrice MyD88 qui interagit avec IRAK4. Cette derniere phosphoryle IRAKT et IRAK2 [314],
ce qui a pour conséquence le recrutement et I'activation de I'ubiquitine ligase TRAF6. Cette
derniere active TAK1 qui a son tour phosphoryle le complexe IKK composé des protéines
NEMO, IKKa et IKKB. Ce dernier est alors en mesure d'activer les facteurs de transcription de la
famille NF-kB, amplement décrits pour leur role dans I'expression de génes liés a la réponse
inflammatoire [315-317]. Cette famille inclus cing membres associés sous forme d’homo ou
hétérodimeres (NF-kB1, NF-kB2, RelA, RelB et c-Rel) [318]. Par la suite, le terme NF-kB
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désignera un dimere fonctionnel de la famille NF-kB. En condition basale, NF-kB est séquestré
dans le cytoplasme compte tenu de son interaction avec IkB. Le complexe IKK phosphoryle IkB
ce qui provoque sa dégradation. En conséquence, NF-kB est en mesure de migrer au noyau et
d'y exercer ses fonctions. La voie TLR7 conduit également a la synthése d'interférons de type |
(IFN-1) via le facteur de transcription IRF7. En effet, I'activation de IRAK4 conduit en parallele a
la constitution d'un complexe incluant notamment IRAK1, IKKa et IRF7. IRAK1 et IKKa activent
IRF7 par sa phosphorylation permettant sa dimérisation et ainsi son interaction avec I'ADN, ce
qui se traduit par une synthese abondante d'IFN-I [319,320]. Un orthologue fonctionnel de
TLR7 existe chez le poulet. Le gene codant cette protéine est surexprimée suite a une infection
avec un IAV et une stimulation par des agonistes de TLR7 se traduit par la production
d'interférons [321]. Cette cascade de signalisation est résumée en Figure 16 ainsi que celle liée
au senseur TLR3 présentée ci-apres.

TLR7
(ARNsb)

TRAF3

V
3
4 O

J l cytokines -
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IRF3 5 IRF7 5
IRF3 ¢ IRF7

Figure 16 : voies de signalisation liées aux senseurs cellulaires TLR3 et TLR7.
Les fleches indiquent un phénomene d‘activation (activité protéique ou synthése de protéines). P:
protéine phosphorylée. Dans le cas de la protéine IkB, la fleche en pointillés matérialise la
phosphorylation conduisant a sa dégradation. Des protéines accolées représentent un complexe
protéique.

La cascade signalisation de TLR3 est basée sur une autre protéine adaptatrice, TRIF [322].

Cette derniére recrute TRAF3 ainsi que TRAF6 ce qui se solde par une activation a la fois de la
réponse inflammatoire via NF-kB et de la synthese d'IFN v/a IRF3. En effet, le complexe formé
par TRAF3, TBK1 et IKKe permet I'activation par phosphorylation d'IRF3 et, en conséquence,
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une production d'IFNB [320]. L'activation de TRIF se traduit également par la formation d'un
complexe intégrant TRAF6 et RIP-1. Tout comme avec l'association TRAF6/TAK1 dans le cas de
la cascade associée a TRL7, la combinaison de TRAF6 avec RIP-1 permet la phosphorylation du
complexe IKK et donc l'activation des facteurs de transcription de la famille NF-kB. Chez
I'Homme, TLR3 est surexprimé suite a une infection avec un IAV et contribue nettement a la
réponse inflammatoire développée [323]. Etonnamment, I'absence d'expression de TLR3 chez
la souris n'est pas désavantageuse lors d'un challenge viral avec un virus H3N2 mais favorise
la survie des animaux [324]. La réponse inflammatoire induite par TLR3 dans ce modele est
ainsi probablement excessive et délétere comme cela est observé chez 'Homme avec des virus
H5N1 [233,234,325]. Chez le poulet, une surexpression de TLR3 est observée suite a la
stimulation avec des ARN bicaténaires synthétiques ainsi que par l'infection avec un virus H5N1.
Une synthese d'IFNB est également notée suite a I'activation de la voie TLR3. Ainsi, TLR3 est
fonctionnel chez le poulet [326,327].

1.3.1.2 Les RLR

En plus d'une surveillance de la voie endosomale, le systéme immunitaire dispose
également de senseurs cytosoliques, notamment les récepteurs de type RIG-I (RLR). Cette
famille comprend trois membres : RIG-I, MDAS et LGP2. Tous les RLR présentent un domaine
hélicase central portant un motif DExD-H ainsi qu'un domaine régulateur en région C-
terminale. RIG-I et MDA5 possedent en plus deux domaines de recrutement des caspases
(CARD) grace auxquels ils sont capables d'initier une signalisation en aval. LGP2, ne pouvant
exercer cette activité compte tenu de I'absence de domaine CARD, serait plutot impliqué dans
la régulation de l'activité de RIG-I et MDAS5 [328-330].

La Figure 17 schématise les différentes conformations adoptées par les protéines RIG-I
et MDAS. A I'état basal, RIG-| est présent sous une forme auto-inhibée appelée conformation
fermée pour laquelle les domaines CARD sont stériquement inaptes a induire un signal [331].
RIG-I reconnait préférentiellement les ARN plutét courts (<300 bp) présentant une extrémité
5' tri ou bi-phosphate, I'absence de coiffe distinguant les ARNv des ARNm cellulaires [332,333].
RIG-I peut interagir a la fois avec des ARN mono et bicaténaires, cependant dans le premier
cas une structure secondaire telle que celle en poéle a frire adoptée par les ARNv des IAV
semble nécessaire a I'activation [334,335]. La région C-terminale de RIG-I est a I'origine de la
reconnaissance des ARN qui interagissent par la suite avec le domaine hélicase. Cela induit un
changement conformationnel démasquant les domaines CARD de RIG-I et donc conduisant a
son activation. MDADS est associé a la reconnaissance des ARN bicaténaires plutot longs (ordre
de grandeur ~plusieurs kb) [336,337]. La structure de MDADS5 a I'état basal serait plus dynamique
que celle de RIG-I (aller-retour entre conformation fermée et ouverte), I'interaction avec I'’ARN
favoriserait la forme ouverte correspondant a celle active [338].

41



Introduction

RIG-I MDA5

domaine C-terminal

domaines CARD

conformation fermée

Yoi |

ARN courts non capés .
simple ou double brin ARN longs double brin

v

conformation ouverte
domaines CARD fonctionnels

Figure 17 : modéles d'activation de RIG-I et MDAS.
Les conformations de RIG-I et MDA5S sont représentées a I'état basal et aprés activation suite a une
liaison avec leur ligand. Dans le cas de MDA?5, il existerait une alternance entre les deux conformations
en amont de toute interaction.

]

Suite a leur activation, les senseurs RIG-I et MDA5 migrent a la membrane
mitochondriale afin d'interagir avec la protéine MAVS. Plusieurs acteurs sont impliqués dans
cette translocation, notamment TRIM25 et 14-3-3¢ pour RIG-I et 14-3-3n pour MDAS5 [339-
341]. Les RLR interagissent avec MAVS sous forme dimérisée, la structure hélicoidale
tétramérique formée par l'association de leurs domaines CARD permet le recrutement de
monomeres de MAVS qui possedent également un domaine CARD. Cela conduit a une
oligomérisation de MAVS qui est active sous cette forme agrégée et peut en conséquence
recruter les protéines TRAF3 et TRAF6 [342]. A l'instar de la signalisation liée aux TLR, une
synthése d'IFN-I ainsi que I'activation du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-«kB est
observée en conséquence. Ces cascades de signalisation sont schématisées en Figure 18.

Chez I'Homme, une contribution majeure de RIG-I dans la synthese d'IFN-I suite a
I'infection avec un 1AV a été identifiée et, par extension, RIG-1 a été proposé comme le principal
RLR détectant du génome des IAV [343]. Cependant, une étude a observé que la capacité d'un
virus a contrecarrer MDA5S constituait un avantage réplicatif [344]. En ce sens, MDA5 semble
jouer un réle complémentaire a RIG-I au cours du cycle viral. La protéine NS1 est largement
décrite pour sa capacité a inhiber 'activation de RIG-I, limitant ainsi l'initiation d'une réponse
antivirale.

De facon intéressante, alors que RIG-I est ubiquitaire chez 'Homme, son expression est
cantonnée a certains tissus chez le canard (trachée, tissu digestif) et n'a pas été détectée chez
le poulet [345,346]. L'absence de RIG-I pourrait justifier la sensibilité accrue des poulets aux
IAV par rapport aux canards. En revanche, les poulets possedent une protéine MDA5
fonctionnelle qui participe ainsi a la surveillance cytosolique. Contrairement a la protéine
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humaine, la MDA5 du poulet semble présenter une affinité préférentielle pour les ARN double
brin courts [347]. Cela pourrait suggérer une adaptation des fonctions de MDA5 compte tenu
de lI'absence de RIG-I.

cytokines
pro-inflammatoires

Figure 18 : voies de signalisation liées aux senseurs cellulaires de la famille des RLR.
Les fleches indiquent un phénomene d‘activation (activité protéique ou synthése de protéines). P:
protéine phosphorylée. Des protéines accolées représentent un complexe protéique. Dans le cas des
protéines 14-3-3g, 14-3-3n et TRIM25, les fleches en pointillés symbolisent leur implication dans la
translocation de RIG-I et MDAS vers la membrane mitochondriale.

1.3.1.3 Linflammasome NLRP3

En sus des senseurs cellulaires de type RLR, la surveillance du cytosol est également
assurée par les récepteurs de type NOD (NLR, nucleotide oligomerization domain receptor) et
de type AIM2 (ALR). Ces récepteurs peuvent s'assembler au sein d'un complexe
macromoléculaire nommé inflammasome suite a un processus d'oligomérisation. Un
inflammasome est ainsi composé d'un senseur (NLR ou ALR), d'une caspase (1 ou 8) et le plus
souvent de la protéine adaptatrice ASC [348,349]. L'association de ces différents partenaires se
fait via des interactions entre domaines homotypiques. La stimulation d'un inflammasome se
traduit par l'activation de la caspase qui en conséquence assure la maturation de cytokines
pro-inflammatoires (caspase 1) ou initie un signal apoptotique (caspase 8). Dans le cas de la
caspase 1, cette enzyme active par protéolyse les précurseurs de I'lL1B et de I'lL18 qui sont des
médiateurs importants de la réponse inflammatoire [348,350,351]. Parmi les inflammasomes
identifiés, celui basé sur le senseur NLRP3 associé a la protéine ASC et la caspase 1 est le plus
étudié et en conséquence le mieux caractérisé. Une interaction entre NLRP3 et la
sérine/thréonine kinase NEK7 est également nécessaire au processus d'oligomérisation [352].

Certaines études ont observé I'expression de NLRP3 ainsi que sa fonctionnalité au sein
de cellules épithéliales de I'appareil respiratoire [353,354], cependant la grande majorité des
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travaux ayant apporté des éléments de caractérisation relatifs a I'activation de cet
inflammasome se sont appuyés sur des modeles basés sur des cellules immunitaires -
particulierement les macrophages. Ainsi, il semblerait que la contribution de ce complexe au
développement d'une réponse cellulaire prenne toute son ampleur dans ce type de cellules. La
présence de molécules constituant un signal d'activation de NLRP3 - présentées dans le
paragraphe suivant - ne serait pas toujours suffisante. Une phase « d'amorcage » de NLRP3,
suite a une exposition au facteur de transcription NF-kB ou a la cytokine pro-inflammatoire
TNFa par exemple, serait parfois nécessaire afin que NLRP3 soit sensible aux différents signaux
[355,356].

L'activation de NLRP3 est le plus souvent associée a des facteurs de stress cytosoliques.
NLRP3 est particulierement sensible a une perturbation de I'homéostasie ionique, telle qu'une
chute de la concentration intracellulaire en K* [357,358]. Le ou les mécanismes exacts justifiant
cette association ne sont pas totalement élucidés, cependant il a été identifié que l'interaction
NEK7/NLRP3 requiert un efflux de K* [352,359]. Une activation de NLRP3 a également été
observée suite a une hausse de la concentration en Ca®* [360,361] et une a chute de celle en
Cl" [362,363]. Cependant, de la méme facon que pour K*, il n‘existe pas de mécanisme
explicitant cette association. Sans étre exhaustif, NLRP3 est également sensible aux divers
signaux reflétant un dysfonctionnement mitochondrial, tels que les la présence cytosolique
d’ADN mitochondrial [364,365] ou une augmentation des especes réactives de I'oxygene (ROS)
[366,367]. Enfin, une interaction entre les fibres amyloides A et NLRP3 a été identifiée [368].
Cet inflammasome est ainsi capable de reconnaitre certains assemblages protéiques en tant
que facteur d'activation. La Figure 19 présente un schéma résumant les différents signaux a
I'origine de I'activation de NLRP3.

Une activation de NLRP3 par les IAV a été observée a la fois en cellules épithéliales [353]
et macrophages [364]. La protéine M2 contribue a ce phénomene, une acidification de
I'appareil de Golgi induite par ce canal ionique a été proposée comme modele d'action [369].
La protéine PB1-F2 constitue également un facteur d'activation de NLRP3, ce point sera
développé ultérieurement.

La distribution de I'expression de NLRP3 differe entre le canard et le poulet. Chez ce
dernier, NLRP3 est ubiquitaire mais une expression plus importante est observée au niveau de
la trachée et des poumons [370]. Chez le canard, a l'inverse, NLPR3 est peu retrouvé dans ces
tissus, le principal organe d'expression étant le pancréas [371]. En considérant la différence de
sensibilité entre les poulets et les canards aux IAV, cela pourrait argumenter une réponse
inflammatoire pulmonaire excessive chez le poulet qui ne serait en conséquence plus utile pour
I'nGte mais délétére. Cependant, a notre connaissance, il n'existe pas d'étude caractérisant la
fonction de NLRP3 lors d'une infection avec un IAV chez ces especes.
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Figure 19 : voies d'activation de I'inflammasome NLRP3.

Des déséquilibre ioniques, la présence d’ADN mitochondrial (ADNmt), de ROS ou d’agrégats protéiques
dans le cytoplasme constituent des signaux d'oligomérisation de NLRP3. Cette activation se traduit par
la maturation par la caspase active de deux cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire, I'IL18
et I'IL1B.

1.3.2 Les effecteurs de la réponse immunitaire innée

1.3.2.7 Les interférons

Les cellules infectées par des virus produisent des interférons, cytokines qui induisent
des mécanismes antiviraux au sein des cellules environnantes. Les cellules épithéliales
produisent deux types d'interférons : les interférons de type | (IFN-I) et ceux de type Il (IFN-
[1). Chez I'Homme, cinq sous-types ont été recensés au sein de la premiere classe (IFNg, B, &,
Kk, w) [372]. Les IFNa et B sont ubiquitaires et ainsi les plus caractérisés. Trois paralogues d'IFN-
[ (IFNA1, 2, 3) ont été identifiés [373,374]. Des études suggerent que les cellules épithéliales
sont les plus importantes productrices d’IFN-IIl tandis que les cellules dendritiques et les
macrophages sont la source principale d'IFN-I [375,376]. Chez les especes aviaires, seuls les
IFNo et B sont retrouvés au sein des IFN-I [377] et un seul IFN-IIl a été identifié [378,379],
présentant une similarité en acides aminés plus importante pour I'lFNA2 humain [378].

Les IFN-I possedent un réle majeur dans la réponse antivirale de I'héte. Des souris
transgéniques incapables d'initier cette signalisation présentent une sensibilité exacerbée par
rapport a la lignée sauvage [380]. Les IFN-I sont surexprimés extrémement rapidement suite a
I'infection, notamment en modéles /n vitro, une induction de I'expression de I'IFNB peut étre
détectée des une heure post-infection [381,382]. En cellules humaines et de poulet, les IFN-III
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présentent des fonctions antivirales similaires a celles observées avec les IFN-I [374,378,383].
De plus, I'activité des IFN-IIl semble réduite par rapport a ceux de type | [378,384]. Cependant,
chez la souris, une production des IFN-IIl un peu en amont des IFN-I — un jour post-infection
vs trois - et en plus grande quantité a été observée suite a une infection avec la souche PR8
(H1N1) [385]. Ce résultat est d'autant plus net que la dose d'infection est faible. En
conséquence, les IFN-III constitueraient I'un des premiers mécanismes de la défense antivirale
face a une infection grippale. Les IFN-III limitent la progression de l'infection notamment viale
recrutement de neutrophiles. Bien que ces cellules contribuent a la réponse inflammatoire, leur
infiltration suite a l'action des IFN-Ill n'est pas associée a linitiation d'une réponse
inflammatoire. Au contraire, la suppression de la fonctionnalité du récepteur des IFN-IIl induit
une inflammation plus importante. En ce sens, les auteurs proposent un modele ou les IFN-III
joueraient un role essentiel dans la balance de la réponse de I'héte afin d'éviter une
inflammation excessive qui pourrait s'avérer délétére pour I'hote. L'action des IFN-IIl serait
concentrée sur les temps précoces de l'infection, puis si cela ne suffit pas a limiter l'infection,
les voies de signalisation liées aux IFN-I prendraient le relais.

IFN-|

......
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JAK1 H®
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Figure 20 : voie de signalisation des IFN-I et IIl.
Les fleches indiquent un phénomene d'activation (activité protéique ou synthése de protéines). P:
protéine phosphorylée. Des protéines accolées représentent un complexe protéique. ISRE : Interferon
stimulated response element, région de promoteurs impliquée dans la régulation de I'expression des
génes dont I'expression est modulée par les IFN (ISG, interferon stimulated gene). Le complexe STAT1-
STAT2-IRF9 interagit avec le domaine ISRE.
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La Figure 20 détaille le modéle d'action des IFN-I et Ill. Les récepteurs cellulaires des
IFN-1 sont des hétérodimeres composés des sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 dans le cas des
IFN-I et IFNLR1 et ILTOR2 pour les IFN-IIl. La quantification de I'expression de IFNLR1 indique
que les cellules épithéliales seraient les principales cibles de ces IFN [386]. L'interaction entre

les IFN et leur récepteur induit une dimérisation des sous-unités cytoplasmiques des récepteurs.

Ce changement conformationnel se traduit par I'activation de kinases associées aux sous-
unités, JAK et TYK2. L'activation de ces protéines va en conséquence phosphoryler les protéines
STAT ce qui va entrainer leur dimérisation. Le dimere formé par les protéines STAT1 et STAT2
s'associe a IRF9 et I'ensemble est transloqué au noyau ou il va interagir avec des séquences de
I’ADN nommées ISRE (interferon-stimulated response element) situées au sein des promoteurs
de la plupart des genes répondant aux IFN (élément ISRE).

Selon la base de données Interferome, les IFN-I et Ill réguleraient I'expression de
respectivement 7350 et 184 génes chez I'Homme [387]. Une étude s'est attachée a comparer
les interféromes de dix especes (mammiferes, aviaires), dont I'Homme et le poulet. Le modele
développé s'est appuyé sur des fibroblastes dermiques stimulés a I'IFNa. Les auteurs ont
observé une surexpression de seulement 62 ISG (interferon-stimulated gene) communs a
toutes les especes [388]. Les fonctions liées a ce groupe de génes sont majoritairement
associées au processus de la présentation d'antigenes et, étonnamment, relativement peu aux
voies de signalisation correspondant aux différents senseurs cellulaires. Ces ISG
représenteraient ainsi un groupe de génes ancestraux critiques dans la réponse antivirale. En
réponse aux IAV, les principaux ISG dont I'expression est induite sont ceux codant les protéines
de la famille Mx (myxovirus resistance), IFITM (interferon induced transmembranaire protein)
ainsi que la protéine kinase R (PKR) et une phosphotransférase permettant la synthese du 2',5'-
oligoadénylate (OAS).

La premiére protéine de la famille Mx a été identifiée chez la souris car son expression
a été associée a une sensibilité moindre d'une lignée murine sauvage - non sélectionnée pour
usage expérimental - aux I|AV [389,390]. Les animaux des lignées consanguines
contemporaines ont perdu la fonctionnalité de cette protéine [390]. Les protéines Mx
interagissent avec la protéine NP des IAV, a la fois sous forme monomérique et associée aux
ARNv. Ainsi, Mx bloque le déroulement du cycle viral lors de I'import nucléaire des RNPv puis
de I'import de la NP synthétisée de novo. En cellules humaines, les virus aviaires sont plus
sensibles a I'action de Mx que ceux d'origine mammifeére, ainsi ces protéines contribuent aux
facteurs de restriction d'hotes limitant le franchissement de la barriere d'espece [391]. La
protéine Mx aviaire est tres polymorphe [392], son activité antivirale est ainsi variable selon
I'espéce considérée. Chez le poulet, Mx est peu efficace [393], cette protéine ne constitue ainsi
pas un facteur antiviral majeur comme cela est observé chez le mammifére [394-396].

Au sein de la famille des IFITM, IFITM3 est le membre le plus caractérisé dans le cadre
de la réponse antivirale développée face aux IAV. Deux polymorphismes nucléotidiques (SNP)
de cette protéine sont a l'origine de I'expression d'isoformes non fonctionnelles. Or, la présence
de ces SNP (rs12252 et rs34481144) a été associée a une sensibilité accrue des individus au
virus HIN1 pandémique de 2009 [397-399]. Localisée au niveau des endosomes, IFITM3 inhibe
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la libération des RNPv dans le cytosol au stade d’hémifusion entre les membranes virale et
endosomale [400,401]. La protéine IFITM3 est fonctionnelle chez le canard et le poulet. Suite a
une infection avec un IAV, elle est cependant bien plus surexprimée chez le canard [402]. Cela
pourrait ainsi constituer un argument supplémentaire appuyant la sensibilité accrue des
gallinacés.

La PKR est une sérine/thréonine kinase dont l'activation est induite par divers signaux
de stress ou de danger tels que les ARN bicaténaires [403]. La forme active de la PKR inhibe la
synthese des protéines virales en phosphorylant le facteur d'initiation de la traduction elF-2a.
A l'instar de RIG-I, I'activité de la PKR est inhibée par la protéine NS1. Plusieurs modéles ont
été proposés dont i) une séquestration des ARN bicaténaires par NS1 [404] et ii) une interaction
compétitive de NS1 avec la PKR empéchant son association avec les ARN bicaténaires [405].

Enfin, I'enzyme OAS synthétise des 2',5'-oligoadénylates qui constituent des facteurs
d'activation de la ribonucléase L (RNase L). Cette derniere va en conséquence détruire a la fois
certains ARN cellulaires et les ARN viraux. La RNase L limite ainsi le matériel génétique viral
disponible pour amplification et produit également du matériel détectable par les senseurs
cellulaires RIG-I et MDAGS [406].

1.3.2.2 Autres cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines majeures impliquées dans la réponse inflammatoire sont les interleukines
1 et 6 (IL1, IL6) ainsi que le facteur de nécrose tumorale o (TNFa).

Dans la voie classique d’activation de I'IL6, le récepteur est un hétéro-hexamere
transmembranaire composé de deux sous-unités a (IL6R) et deux sous-unités B (la
glycoprotéine 130, gp130) [407]. L'IL6 reconnait la sous-unité o ce qui entraine l'activation de
la protéine gp130. Tandis que I'expression de gp130 est ubiquitaire, I'lL6R n’est retrouvé qu'au
niveau de la membrane de certaines cellules telles que les macrophages, les neutrophiles et
les hépatocytes. Ainsi, la voie classique ne concerne que ces types cellulaires. L'IL6R existe
également sous forme soluble, sa liaison avec I'lL6 constitue la voie dite de trans-signalisation
[408]. Le complexe IL6/IL6R interagit ensuite avec la protéine gp130 transmembranaire.
L'activation de gp130 se traduit par un recrutement de kinases de la famille Janus (JAK). Ces
tyrosines kinases s'auto-phosphorylent puis activent le facteur de transcription STAT3. La
phosphorylation de STAT3 permet sa dimérisation et son interaction avec 'ADN. STAT3 régule
I'expression d'un grand nombre de genes dont la diversité explique la pléiotropie de I'IL6.
L'activation de la voie classique est associée a une action anti-inflammatoire qui favoriserait le
renouvellement cellulaire. La voie de trans-signalisation est associée a des inflammations
chroniques et favoriserait le recrutement de monocytes [409]. En modéle murin, 'invalidation
de I'expression de I'lL6 est associée a une plus grande sensibilité des animaux a la souche WSN
[410].

La famille des IL1 comprend onze membres [411], dont I'lL1B et I'lL18 activées par
I'inflammasome NLRP3. Les récepteurs de ces interleukines sont des composés des sous-unités
ILTR1 et ILTR3 pour I'lL1B et ILTR7/L1R5 ou ILTR8/ILR5 pour I'IL18 [412]. La dimérisation induite
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par la fixation de leur ligand permet le recrutement de la protéine adaptatrice MyD88. La
signalisation est ainsi commune a la voie des TLR et conduit a I'activation de facteurs de
transcription clefs de la réponse inflammatoire tels que NF-«kB [413].

A l'instar de I'lL6, TNFa est une cytokine pléiotropique dont les fonctions divergentes
proviennent de la liaison et de I'activation de deux types de récepteurs, TNFR1 et TNFR2. Un
modele de signalisation suggere que TNFR1 favoriserait principalement I'inflammation et la
mort cellulaire tandis que TNFR2 aurait un réle homéostatique et favoriserait plutot la survie
cellulaire [414]. Cela est appuyé par le fait que, contrairement a TNFR2, TNRF1 possede un
domaine de mort (DD) [415] lui permettant de recruter des protéines portant également ce
domaine. Les fonctions de ces protéines ont notamment été associées a I'induction de la mort
cellulaire et a I'activation de NF-kB [416,417].

1.3.2.3 Les chimiokines

Les cytokines chimio-attractantes, ou chimiokines, exercent d'importantes fonctions de
communication intercellulaire. Les chimiokines régulent de nombreux processus biologiques
tels que la prolifération cellulaire, I'apoptose, I'angiogenese, le développement des organes
lymphoides ou encore I'hématopoiese, mais leur role principal est d'activer et de controler la
migration des leucocytes [418-421]. Elles participent a la fois au maintien de 'homéostasie
leucocytaire en condition basale ainsi qu'au recrutement de cellules immunitaires compétentes
lors d'une infection. De faible poids moléculaire (entre 8 et 15 kDa), les chimiokines
représentent la plus grande famille de cytokines, une cinquantaine de membres est recensée
chez 'Homme et la souris. Elles sont classées dans quatre groupes selon la position
séquentielle de résidus cystéines conservés situés dans la région N-terminale : C, CC, CX3C et
CXC [422]. Le groupe C ne possede qu'une seule cystéine, tandis que pour les trois autres
groupes, deux cystéines espacées de respectivement 1, 3 ou un nombre variable d'acides
aminés sont présentes. Ces quatre catégories sont également retrouvées chez le poulet [379].
Les récepteurs des chemiokines appartiennent a la catégorie des récepteurs couplés a la
protéine G, d'ou une signalisation de transduction basée sur I'AMPc en tant que messager
secondaire. La spécificité du couple récepteur/chimiokine n’est pas nécessairement stricte,
certains récepteurs interagissent avec plusieurs chimiokines tels que le récepteur CXCR2 qui
est capable de se lier a la plupart des ligands de types CXC [422]. L'interaction entre une
chimiokine et son récepteur se traduit par une restructuration de la morphologie cellulaire due
a la polymérisation des filaments d'actine et au développement de lamellipodes, ce qui favorise
la mobilité des leucocytes [423]. De plus, I'expression d'intégrines de surface est également
observée afin de permettre une interaction entre ces derniers et les molécules d’adhérence
cellulaire CAM (cellular attachement molecule) de I'endothélium et ainsi de retenir les
leucocytes au niveau du site inflammatoire qu'ils rejoignent par migration transendothéliale
[424].

Les neutrophiles et les macrophages jouent un rdle essentiel dans la lutte contre
I'infection grippale. Les neutrophiles représentent une part trés importante des leucocytes
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circulants, 50 a 70% chez 'Homme [425]. lIs possedent une courte durée de demi-vie - environ
huit heures chez 'Homme [426] - ils sont ainsi renouvelés quotidiennement avec jusqu'a 2.10"
cellules produites en vingt-quatre heures [427]. Le processus de production est sous le controle
du facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF) [428]. Les neutrophiles peuvent
éliminer les agents pathogénes par phagocytose ou par nétose, processus qui correspond au
piégeage de I'agent pathogene par des fibres composées d’ADN et de protéines afin de limiter
sa propagation et faciliter sa phagocytose [427,429]. Tandis que les macrophages résidents ont
une origine embryonnaire et présentent une importante longévité ainsi qu'un faible taux
d'auto-renouvellement [430], les macrophages recrutés par les chimiokines sont des dérivés
de monocytes [431,432]. Les macrophages sont des phagocytes [433] mais ils participent
également au développement d'une réponse adaptative car ils peuvent agir comme cellules
présentatrices d'antigénes [434]. En plus de leurs actions directes sur les agents pathogenes,
les neutrophiles et les macrophages sont d'importants producteurs de cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires [435-438].

En modele murin, une neutropénie est associée a une augmentation du titre viral pulmonaire
ainsi que de la mortalité [439]. Les neutrophiles comptent parmi les cellules immunitaires
recrutées le plus rapidement suite a I'infection, ils peuvent en effet étre détectés dés le premier
jour post-infection [440]. Des résultats similaires sont observés suite a l'inhibition du
recrutement des macrophages [441]. Par ailleurs, les analyses anatomopathologiques de tissus
pulmonaires infectés avec des IAV soulignent le poids de ces leucocytes dans la réponse a
I'infection car un infiltrat inflammatoire composé principalement de neutrophiles et de
macrophages est observé [442-446]. Les chimiokines clefs impliquées dans le recrutement de
ces cellules immunitaires sont présentées dans le Tableau 3. Les cellules épithéliales comme
les macrophages sont compétents dans la production des chimiokines en réponse a une
infection avec un AV [444,447 448].

chimiokine récepteur principal type cellulaire recruté
CXCL1 CXCR2
CXCL2 CXCR2
CXCL3 CXCR2
CXCL5 CXCR2 neutrophiles
CXCL6 CXCRT1, CXCR2
CXCL7 CXCR2
CXCL8 (IL8) CXCRT1, CXCR2
CCL2 (MCP-1) CCR2
CCL3 (MIP-10) CCR1, CCR5
CCL4 (MIP-1B) CCR5 macrophages, monocytes
CCL5 (RANTES) | CCR1, CCR3, CCR5
CCL7 (MCP-3) CCR2, CCR3

Tableau 3 : principales chimiokines impliquées dans le recrutement des neutrophiles et cellules
monocytaires.
Adapté de [422].
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1.3.3 La régulation de la mort cellulaire par la mitochondrie

L'induction de la mort cellulaire est une stratégie de défense de I'organisme visant a
limiter la propagation d'un agent pathogene par élimination des cellules infectées. La voie de
signalisation associée a la mort cellulaire la plus caractérisée est I'apoptose. Il existe cependant
d'autres mécanismes tels que la nécrose pour laquelle la mort de la cellule s'accompagne de
la libération de médiateurs de l'inflammation [449]. L'apoptose peut étre induite a la fois par
des facteurs extra et intracellulaires. Tous deux convergent vers l'activation de caspases
(principalement 3 et 7) qui, en tant que protéases, vont induire la dégradation d'une multitude
de protéines [450]. Cela porte le sceau d'un état de mort cellulaire.
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Figure 21 : voies de signalisation de I'apoptose.

La mort cellulaire par apoptose peut étre activée par deux voies : intrinséque ou extrinseque. Dans le
second cas, la transduction du message extracellulaire repose sur des récepteurs transmembranaires
associés aux pro- caspases 8 et 10 a I'état basal. La forme active de ces caspases obtenue aprés liaison
des récepteurs a leur ligand active a son tour la protéine BID (tBID). La translocation a la mitochondrie
de tBID ou des facteurs pré-apoptotiques BAX et BAK libérés par des signaux de stress intrinséques ou
tBID se traduit par la libération de cytochromes c. L'association de ce dernier a la protéine APAF1 forme
I'apoptosome, complexe capable d'activer les caspases 3 et 7 qui orchestrent I'apoptose.

Les signaux extracellulaires permettant d'initier I'apoptose sont les cytokines TNFa et
TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) ainsi que les ligands du
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récepteur Fas [451]. Les récepteurs respectifs de TNFa et TRAIL sont TNRF1 et les death
receptors 4 et 5 (DR4, DR5) [452]. Ces trois types de récepteurs portent un domaine death au
niveau de leur queue cytoplasmique grace auquel ils recrutent des protéines adaptatrices.
TNRF1 recrute la protéine TRADD tandis que le récepteur Fas, DR4 et DR5 recrutent FADD. Ces
protéines adaptatrices interagissent avec les pro-caspases 8 et 10, qui vont s'activer par clivage
auto-protéolytique et induire une cascade d'activation des caspases (3 et 7 principalement)
conduisant a l'apoptose. Simultanément, la caspase 8 active par clivage la protéine pro-
apoptotique Bid, qui est alors transloquée a la mitochondrie et induit la libération de
cytochrome ¢, entrainant des processus apoptotiques reliés a la voie intrinseque.

Les facteurs d'activation intracellulaires sont variés et incluent notamment les molécules
d’ADN endommagées ainsi qu’un stress métabolique ou hypoxique par exemple [450]. La voie
intrinséque repose sur la perte de fonctionnalité de la membrane mitochondriale induite par
des protéines de la famille BCL-2. Cette famille inclut a la fois des facteurs pro et anti-
apoptotique. A I'état basal, les facteurs pro-apoptotiques BAX et BAK sont inactifs, localisés
respectivement au niveau du cytoplasme et de la membrane mitochondriales externe. Les
facteurs anti-apoptotiques tels que BCL-2 et BCL-X, inhibent I'induction de I'apoptose en
interagissant avec BAX et BAK mais également tBid, la forme activée de la protéine Bid [453].
Suite a un signal, BAX, BAK et tBid sont libérés et s'accumulent au niveau de la membrane
mitochondriale externe induisant sa perméabilisation et la libération de cytochrome c qui
s'associe ensuite avec la protéine « apoptotic peptidase activating factor 1 » (APAF-1) [454].
Cela induit le recrutement et I'activation de la caspase 9. L'ensemble forme I'apoptosome, et
active les caspases 3 et 7 qui déclenchent la mort cellulaire programmée.

1.3.4 Aspect délétere de la réponse inflammatoire et physiopathologie des infections
séveres

Les actions conduites par les effecteurs de la réponse immunitaire présentés
précédemment ont pour but de limiter la propagation d’'un agent pathogene via des actions
concréetes sur le cycle viral, par le recrutement de cellules immunitaires compétentes ou
I'apoptose des cellules infectées. Chez un individu présentant une pneumonie, le
développement d'un SDRA est une complication particulierement sévere. Un SDRA se
caractérise par une tachypnée et une hypoxémie réfractaire [455], ces symptdmes sont ainsi le
témoignage d'une altération importante de [lefficacité des échanges gazeux. La
physiopathologie de ce syndrome inclus la formation d'un cedeme pulmonaire associé a une
infiltration cellulaire massive [456]. Une coupe histologique présentant un recrutement
cellulaire important suite a une infection par un |AV est observable en Figure 22.
L'encombrement du tissu pulmonaire résultant des deux facteurs précédents justifie la
perturbation des rapports ventilation/perfusion et le développement d'une hypoxie. Ainsi, bien
gu'initiée afin de protéger I'organisme, une réponse inflammatoire excessive pénalise I'exercice
des fonctions physiologiques pulmonaires. Cela peut se traduire par l'apparition d'un
symptome sévere engageant fortement le pronostic vital (46% de mortalité chez les patients

52



Introduction

internés en réanimation présentant un SDRA) [457].

animal non infecté virus H7N1, 3 jours post-infection
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Figure 22 : lésions histologiques pulmonaires suite a une infection par un IAV.
Coupes histologiques du tissu pulmonaire d'une souris contréle [A] ou infectée par un virus H7N1
(organe prélevé a 3 jours post-infection) [B]. Une coloration hématoxyline-éosine-safran a été utilisée
(x20). Une importante infiltration cellulaire est notable chez I'animal infecté ainsi qu'un collapsus
alvéolaire.

En appui avec les éléments précédents, la sévérité des symptomes développés chez un
individu infecté par un IAV est positivement corrélé a I'ampleur de la réponse inflammatoire
[234,458,459]. Pour exemple, le dosage de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (IL6,
IL8, MCP-1) dans le sérum d'individus infectés par un virus HSN1 ou des virus saisonniers -
moins virulents - révele une production nettement plus importante dans le premier cas [233].
Par ailleurs, des analyses transcriptomiques de tissus pulmonaires de souris infectées avec des
doses létales ou sous-létales d'IAV ont révélé qu'une induction précoce et massive de
I'expression de cytokines (ILB, IL6, TNFa) et de chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1) pro-
inflammatoires est également corrélée positivement a la sévérité des symptoémes développés
ainsi qu'a la mort des animaux. L'impact de I'activation de l'inflammasome NLRP3 sur la
pathogénése est variable. Chez la souris, le recours a des lignées transgéniques inaptes a
induire une signalisation relative a NLRP3 (NLRP3”", ASC”" ou caspase 17°) a permis d'observer
un role protecteur de I'inflammasome. Suite a une infection avec la souche PR8, les animaux
transgéniques ont présenté une sensibilité accrue par rapport a la lignée sauvage [460-462].
L'action pro-inflammatoire des interleukines IL1B et IL18 a ainsi été associée a une réponse
essentielle dans la lutte contre l'infection. Toutefois, ce résultat serait propre aux phases
précoces de l'infection. Tate et collaborateurs ont observé que I'inhibition de NLRP3 des un
jour post-infection augmente la pathogénicité de la souche PR8 [463]. Au contraire, si
I'inhibiteur est administré plus tardivement (a partir de trois jours post-infection), le traitement
est favorable a la survie de I'animal. Par ailleurs, une concentration élevée de la caspase 1, de
I'IlL1B et de I'lL18 est observée dans le sérum d'individu présentant un SDRA [464]. L'ensemble
de ces éléments illustre la dualité de la réponse inflammatoire, de protectrice a délétere.

La réalisation des échanges gazeux requiert une absence de liquide au niveau du tissu
pulmonaire. La régulation de ce parametre est assurée par la combinaison de I'action des
jonctions serrées épithéliales et de canaux ioniques qui régissent la migration de liquides par
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gradient osmotique. L'infection de cellules épithéliales est associée a une perturbation du
fonctionnement de ces canaux ioniques (notamment le canal sodique épithélial ENaC) [465] et,
dans le cas des virus H5SN1, une dégradation des jonctions serrées est observée [466]. La mort
des cellules épithéliales infectées fini de déstructurer la barriére épithéliale. Les autopsies de
patients décédés d'un SDRA induit par une infection grippale ont permis d'identifier a la fois
des signes d'apoptose et de nécrose [467,468]. L'ensemble de ces éléments caractérise la
perturbation de l'intégrité de la barriere épithéliale pulmonaire et l'infiltration de liquide des
vaisseaux sanguins vers le tissu pulmonaire. Cela conduit a la formation d'un cedéme
dégradant fortement I'efficacité de I'oxygénation du sang.

Plus récemment, l'implication de I|'endothélium dans le développement de la
pathogénése a été étudiée. /n vitro, une souche clinique H3N2 est capable de se répliquer dans
une lignée primaire de cellules endothéliales [469]. L'apoptose induite se traduit par une
augmentation de la perméabilité de la barriere endothéliale. Toutefois, /n vivo, une infection
de I'endothélium n’a été effectivement observée que chez I'héte aviaire et dans le cas de
souches HPAI [470]. L'endothélium produit un sphingolipide aux propriétés immuno-
modulatrices, la sphingosine-1-phosphate (S1P) [471]. En modele murin, I'administration d'un
inhibiteur de la signalisation liée a S1P se traduit par une réduction de la réponse immunitaire
innée et une survie accrue des animaux a une infection avec la souche H1IN1 WSN [472].
L'endothélium semble ainsi contribuer de facon importante a la régulation de la réponse de
I'nGte et pourrait contribuer au développement d'une inflammation excessive.

Une complication typique des infections grippales est constituée par les surinfections
bactériennes. L'exemple le plus frappant de cette accumulation est celui de la grippe espagnole
pour laquelle les autopsies d'individus décédés ont fréquemment révélé des traces de
pneumonie bactérienne [186]. Lors de la pandémie de 2009, une surinfection bactérienne a été
notée dans 25 a 50% des formes séveres [473-475]. Le plus souvent, la bactérie isolée est un
staphylocoque doré ou un pneumocoque.

Le niveau d'adaptation d'un virus a son hote est décrit par le concept de fitnesss viral.
Initialement développé au sein de la théorie de I'évolution darwinienne, I'adaptation
correspond a l'aptitude d'une entité biologique a transférer son patrimoine génétique a la
génération suivante [477]. En transposant a la virologie, un virus adapté est ainsi un virus
capable de produire une progéniture infectieuse chez un hote donné [478]. Dans le cas d'un
franchissement de la barriere d'espece, il existe des facteurs de restriction limitant I'adaptation
du virus a son nouvel hote. Les facteurs opposés au franchissement de la barriere d'espece
présentés en amont sont de types « mécaniques » (en page 35). lls correspondent a des
propriétés physico-chimiques ou structurelles peu favorables au déroulement du cycle viral.
Cependant, la virulence (i.e. les dommages induits en termes de morbidité et mortalité par
I'infection) va également jouer un réle dans le fitness viral. La relation adaptation-virulence est
complexe et sujet a controverse. Certaines études ont identifié une corrélation positive entre
fitness et virulence [183,479,480], tandis que d'autres suggérent qu'une mortalité réduite
permet d'augmenter la contamination inter-hote [481]. En effet, plus la mortalité est faible,
plus la probabilité que I'hote infecté contamine au moins un autre individu est élevée (Ro>1)
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[482]. Ainsi, bien que le lien entre adaptation et virulence ne soit pas entierement caractérisé,
il est indéniable que la virulence d'un agent pathogene joue dans son adaptation au sein d'un
hote.

IL1B, L6, . .
9 IL18, TNFa — hyperinflamamtion —1
00%
O
© SDRA

. ‘ cedéme pulmonaire
y \
® “/ . e surinfection bactérienne
“~
X mort cellulaire
© RN 0 o

‘ épithélium

endothélium

@) neutrophile O O IL1B, IL6 plasma
@macrophage o O IL18,TNFa
- - -

Figure 23 : schéma bilan de la pathogénése d'une infection grippale sévére.

(D) Infection des cellules épithéliales et des macrophages alvéolaires. Des cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires sont produites afin d'alerter I'organisme et d'initier une réponse antivirale. (2) Infiltration
de neutrophiles et macrophages en réponse aux chimiokines libérées. (3) Ces cellules sont d'importantes
productrices de cytokines et chimiokines pro-inflammatoire ce qui contribue a un emballement de la
réponse inflammatoires. (4) La perméabilisation de la frontiére épithélium/endothélium favorise
I'infiltration de liquide au sein du tissu pulmonaire. La formation d'un cedéme ainsi que le recrutement
cellulaire massif dus a la production massive de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires conduit au
développement d'un SDRA. (5) Une surinfection bactérienne peut survenir, ce qui constitue un facteur
d'aggravation de l'infection important. Adapté de [476].

Au cours d'une infection avec un IAV, la réponse développée par I'hote est a double
tranchant. Une réponse excessive n'est pas a I'avantage de I'organisme, au contraire elle est
associée a des symptomes séveres. Le pouvoir pathogene d'un IAV est donc lié a I'ampleur de
la réponse immunitaire développée par I'hdte infecté. En conséquence, I'aptitude d'un virus a
moduler la réponse de I'hdte peut favoriser ou non son adaptation a un nouvel hoéte. Il est ainsi
intéressant d'aborder le franchissement de la barriére d'espece sous cet angle, en complément
des facteurs restrictifs « mécaniques » tels que I'affinité pour les récepteurs cellulaires. Les IAV
expriment plusieurs protéines (PB1-F2, PA-X, NS1) dont I'activité impacte la réponse de I'hote
et sont en conséquence nommées facteur de virulence. Au cours de ce projet, nous nous
sommes focalisés sur PB1-F2.
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1.4. La protéine PB1-F2

1.4.1 Découverte et contexte d'expression

La protéine PB1-F2 est identifiée au début des années 2000 grace a un projet visant
initialement a identifier des épitopes viraux de la souche PR8 (A/Puerto Rico/8/34, H1N1)
reconnus par les lymphocytes T CD8+ [41]. Des peptides ayant une affinité prédictive pour le
Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe 1 (CMH1) ont ainsi été recherchés dans le
génome viral. Un peptide appartenant a un cadre de lecture alternatif du segment codant la
protéine PB1 est alors identifié. La reconnaissance de celui-ci par les LT CD8+ est ensuite
validée chez la souris ainsi que I'expression de la protéine contenant ce peptide au cours de
I'infection. Cette derniere est constituée de 87 acides aminés (aa) pour un poids moléculaire
de 10,5 kDa. Etant codée par le second cadre de lecture du segment PB1, elle est en
conséquence nommée PB1-F2 (PB1-Frame 2).

L'expression de PB1-F2 est permise par un environnement Kozak ([A/G]xxAUGG) plus
favorable a la traduction que celui des codons initiateurs présents dans la région 5’ du segment
PB1 [41,42,483] (Figure 24). Ainsi, I'expression de PB1-F2 est permise par un recrutement des
ribosomes moins optimal en amont. Par ailleurs, I'existence de codons initiateurs au sein de la
séquence de PB1-F2 suggére que protéines tronquées en région N-terminale pourraient étre
produites. Enfin, la protéine PB1-F2 est spécifique aux IAV, son ORF n'étant pas retrouvé au
sein du segment PB1 des trois autres types de virus influenza.

PB1 PB1-N40
T r ,

cadre 1 1 5 10| |11
cadre 2 2 :|3 4 7 81| |9
cadre 3 6

PB1-F2 F2 C-ter?

Figure 24 : codons d'initiations de la région 5' du segment PB1.

Les différents codons initiateurs sont colorés selon la force de I'environnement de Kozak associé (vert :
forte, orange : intermédiaire, rouge : faible). Les ORF codant pour une protéine identifiée sont précisés
par une fleche. Le segment PB1 de la souche PR8 a été utilisé comme modele. Adapté de [42].

L'expression de PB1-F2 est concentrée sur les phases précoces de l'infection. Dans le
cas de la souche WSN, le maximum d'expression a été observé a 10 heures post-infection et la
protéine n'est plus détectable a 24 heures post-infection. Cela est appuyé par une courte durée
de demi-vie qui a été estimée a 30 minutes par analyse pulse-chase. Le traitement de cellules
infectées par un inhibiteur du protéasome prolonge la durée d'expression de PB1-F2 [41]. Ainsi,
la dégradation de PB1-F2 est associée a un ciblage par le protéasome qui serait déterminé par
I'ubiquitination d'un groupe de lysines situées dans la région C-terminale de PB1-F2 [484].
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1.4.2 Une protéine fortement polymorphe

La premiere protéine PB1-F2 identifiée et caractérisée, issue de la souche H1NT
d'origine humaine PR8, présente une taille de 87 aa. En recherchant la présence de I'ORF
correspondant a PB1-F2 au sein du segment PB1 d'autres IAV, les auteurs ont observé qu'il
s'agissait plutdét d'un cas particulier. En effet, la majorité des soixante-quatre séquences
analysées ont présenté un ORF de 90 aa [41]. Des analyses phylogénétique de grande ampleur
ont par la suite relevé que la taille de la protéine de PB1-F2 est en réalité trés variable, allant
de 0 a 101 aa [485,486]. Par ailleurs, vingt-trois formes tronquées ont également été identifiées
[486]. Ce polymorphisme souléve la question de la taille minimale de la protéine lui permettant
de rester fonctionnelle. L'étude originelle présentant PB1-F2 a observé un tropisme
mitochondrial dans environ 50% des cellules infectées exprimant la protéine [41]. L'adressage
de PB1-F2 a cet organite a été considéré comme le reflet de la fonctionnalité de la protéine. La
taille critique associée a ce phénotype (>78 aa [487]) a en conséquence été fixée comme valeur
seuil de fonctionnalité de PB1-F2. Il est notable que cet arbitrage est basé sur un rationnel
assez peu robuste. Une étude a cependant relevé que les protéines PB1-F2 présentant une
taille comprise entre 79 et 87 aa étaient peu fréquentes [488]. Ainsi, appliquer un seuil de 78
aa ou considérer les protéines pleine longueur ne modifie pas de fagon majeure la proportion
de PB1-F2 estimées fonctionnelles.

La majorité des souches expriment une PB1-F2 fonctionnelle (87% [485] et 64% [486]
des souches analysées). Cet indicateur global masque cependant une hétérogénéité tres
importante. Une forte dichotomie est premieérement constatée entre les virus isolés chez les
hote aviaires et mammiféres. En effet, tandis que I'expression d'une protéine fonctionnelle est
extrémement conservée au sein des souches aviaires (95% des souches), cela est beaucoup
moins vérifié dans le cas des virus d'origine mammifére (Tableau 4). Notamment, les formes
non fonctionnelles sont majoritaires chez I'Homme.

% souches exprimant une PB1-F2

hote nombre de souches analysées ) .
supposée fonctionnelle (>78 aca)
humain 10 948 37%
porcin 2128 60%
aviaire H5N1 9358 95%
total 22 434 64%

Tableau 4 : part de PB1-F2 fonctionnelles selon I'hGte considéré.
L'analyse est basée sur I'ensemble des séquences des segments PB1 pleine longueur recensées sur les
bases de données GISAID ou NCBI Influenza jusqu’en 2013. Adapté de [486].

L'expression majoritaire d'une PB1-F2 fonctionnelle est un trait partagé par I'ensemble
des souches aviaires [486,489] quelle que soit I'espece considérée [488]. Cependant une forte
augmentation de formes tronquées est observée depuis 2008 au sein des souches H5SN1 HPAI.
Des données ultérieures sont nécessaires afin de confirmer cette tendance. La lignée H5N1
HPAI Gs/Gd (en page 32) a évolué en de nombreux clades et sous-clades. Les virus H5N1 du
clade 2.3.4.4 ont connu de multiples réassortiments aboutissant a des virus HPAI H5 chez
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lesquels la neuraminidase N1 a été remplacée par d'autres sous-types, dont N2, N3, N5, N6 et
N8 [490]. Ces virus réassortants sont nommés H5Nx. Les oiseaux aquatiques migrateurs ont
contribué a une diffusion panzootique de ces virus a partir de la Chine. Parmi les H5N8, deux
sous-clades se distinguent: 2.3.4.4a et 2.3.4.4b. Ce dernier est a l'origine des épizooties
survenues en France lors des hivers 2016-2017 [491] et 2020-2021 (note de la plateforme ESA
du 21/01/2021). De facon, intéressante, le clade 2.3.4.4b a été associé a une mortalité plus
importante chez les oiseaux sauvages et les canards d'élevage [251,492,493]. Au sein du clade
2.3.4.4b, des protéines PB1-F2 naturellement tronquées de 11 aa ont été identifiées.

Au sein des souches d'origine mammifere, la proportion de protéines PB1-F2 estimées
fonctionnelles differe selon le sous-type viral considéré. Alors que tous les virus HIN1 recensés
entre 1918 et 1947 exprimaient une PB1-F2 pleine longueur, des virus codant une forme
tronquée de 57 aa ont émergé a partir de 1950 [486]. Le virus HIN1 pandémique de 2009
exprimait une PB1-F2 tronquée de 11 aa [494]. Les virus H1N1 saisonniers contemporains
descendent de cette souche pandémique, en conséquence la presque totalité de ces virus
n'expriment pas une PB1-F2 fonctionnelle. Dans le cas des virus H3N2, au contraire, la tres
grande majorité exprime une PB1-F2 fonctionnelle (en moyenne 80% des virus isolés avant
2014) [495]. Toutefois, prés de 50% des souches H3N2 ayant circulé durant la saison 2010-
2011 présentaient une forme tronquée de 34 aa. Un tel phénomeéne ne s'est pas réitéré et reste

donc a ce jour anecdotique.
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Figure 25 : évolution de la prévalence des formes tronquées de PB1-F2.
D'apres [486].

En résumé, la taille de la protéine PB1-F2 est variable selon I'espece d'origine du virus.
L'expression majoritaire d'une PB1-F2 fonctionnelle au sein des especes aviaires suggére que
PB1-F2 confere un avantage sélectif chez les especes réservoirs des |AV alors que la tendance
s'inverse chez le mammifére. Cet avantage ne serait pas systématiquement retrouvé chez le
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mammifere, d'ou I'exercice d’'une pression de sélection ayant conduit a I'émergence de formes
tronquées non fonctionnelles. En ce sens, la protéine PB1-F2 pourrait contribuer a I'adaptation
d’'une souche virale lors d'un franchissement de la barriére d'espéce.

1.4.3 Contribution de PB1-F2 a la pathogénicité

1.4.3.7 Chez I'hote aviaire

Les études caractérisant les fonctions de la protéine PB1-F2 chez les espéces aviaires
sont peu nombreuses. Chez le poulet, la contribution de PB1-F2 a la pathologie développée a
été étudiée avec pour modele des virus HSN1 HPAI et HON2 LPAI [488,496]. Dans les deux cas,
un impact fort de son expression sur la mortalité a été noté. En effet, les animaux infectés avec
un virus WT ont présenté un meilleur taux de survie (respectivement 50 et 100%) que ceux
infectés avec le virus homologue AF2 (15 et 60%). Ces éléments suggerent que la protéine PB1-
F2 favorise la survie de I'h6te. Par ailleurs, dans le cas du virus HON2, PB1-F2 a également été
un facteur déterminant de la durée d'excrétion virale. L'absence de son expression a été
associée a une réduction puis a un arrét de I'excrétion virale au niveau de la cavité buccale un
peu plus précoce. Compte tenu de la faible pathogénicité du virus HON2, I'excrétion par la voie
digestive a été tres fugace, cependant un nombre réduit d'animaux excréteurs a tout de méme
pu étre observé en l'absence d'expression de PB1-F2. La quantification du génome viral au
niveau des fosses nasales et du colon appuie ces observations, une réduction du titre viral étant
observé avec le virus HOIN2 AF2. Ces résultats se traduisent par une efficacité de transmission
réduite du virus HON2 AF2 par rapport a celui WT. En résumé, la protéine PB1-F2 semble étre
un facteur d'atténuation de la virulence chez le poulet favorisant la diffusion du virus. Cela
rejoint un principe décrivant la dynamique d’évolution des agents pathogenes au sein d'une
population : plus la mortalité induite par I'infection est faible, plus la probabilité que I'héte
infecté contamine au moins un autre individu, et donc se propage est élevée [481,482].

En 2002, des variants HSN1 HPAI dérivés de la lignée Gs/Gd présentant une virulence
inédite chez des espéces usuellement peu sensibles aux IAV (canards, pigeons, cygnes, oies)
ont émergés [138,139,229-232]. Au cours d'une étude basée sur |'un de ces variants, des motifs
contribuant a définir la virulence ont été identifiés au sein de la protéine PB1-F2 [497]. La perte
des résidus T51, V56, E87 s'est en effet traduite par une augmentation du taux de survie lors
d'un challenge infectieux chez le canard colvert. La protéine PB1-F2 pourrait ainsi contribuer
au potentiel pathogene des virus HSN1 HPAI notamment via ce motif TVE.

En résumé, I'expression de PB1-F2 pourrait constituer un avantage sélectif justifiant sa
forte conservation chez les espéces aviaires. Il serait intéressant de disposer de données plus
diversifiées, a la fois en termes de souches virales et d'especes afin d'appuyer cette hypothese.
Notamment, les virus H5SN8 a I'origine des épizooties survenues en Europe au cours des hivers
2015-2016 et 2020-2021 présentent une délétion naturelle de PB1-F2 et constituent ainsi un
sujet d'étude d'intérét particulier.
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1.4.3.2 Chez les mammiféres

Chez les mammiferes, I'impact de la protéine PB1-F2 sur la pathologie développée est
fortement dépendant de la souche virale considérée. Dans le cas la souche HIN1 WSN, la
délétion de la protéine PB1-F2 s'est traduite par une réduction des signes cliniques développés
et en conséquence d'une amélioration significative du taux de survie en modéle murin. Une
fonction pro-inflammatoire de PB1-F2 a par ailleurs été notée, basée sur une induction de
I'activité NF-kB et un recrutement de neutrophiles [498]. Il s'agit d'un point important du
mécanisme d'action de PB1-F2 car la protéine perd son réle de facteur de virulence dans un
modele de souris neutropéniques [499]. Des études se sont attachées a caractériser les
propriétés de PB1-F2 dans un contexte de franchissement de la barriere d'espece.
Contrairement au virus WSN, I'expression de la protéine PB1-F2 par un virus HSN1 ne contribue
pas a la mortalité induite en modéle murin [232,500]. Toutefois, une interférence de PB1-F2 sur
le développement de la réponse inflammatoire a été notée. En début d'infection, la protéine
PB1-F2 inhibe l'activation des macrophages puis des lymphocytes NK tandis que plus
tardivement, son action s'inverse car elle amplifie I'inflammation pulmonaire en favorisant le
recrutement de neutrophiles [500]. Dans I'ensemble des études évoquées, la délétion de PB1-
F2 ne s'est jamais accompagnée d'un impact sur la capacité réplicative du virus estimée par
quantification du génome viral dans le tissu pulmonaire. Cela indique que la contribution de la
protéine PB1-F2 au cycle viral est accessoire et, en conséquence, que son action sur la réponse
de I'nGte ne se caractérise pas uniqguement par une modulation de la quantité de virus présente
au sein de |'organisme.

Comme cela a été évoqué chez I'hote aviaire, il existe également des motifs de PB1-F2
contribuant a définir le potentiel pathogene d'une souche virale chez le mammifere.
Notamment, la présence d'une sérine en position 66 (polymorphisme N66S) a été associée a
une virulence accrue. Ce polymorphisme est notamment présent au sein de la protéine PB1-F2
exprimée par des virus présentant une origine aviaire : H1N1 a I'origine de la grippe espagnole
et le premier H5N1 HPAI isolée chez 'Homme en 1997. Des études ont permis de mettre en
évidence que ce polymorphisme contribue tres fortement a la sévérité des signes cliniques
développés en modele murin [501,502]. Les auteurs ont associé la présence de ce motif a une
inhibition de la voie IFN en phase précoce de l'infection, retardant en conséquence l'initiation
d'une réponse antivirale. Cela est appuyé par des titres viraux et une persistance du virus au
sein du tissus pulmonaire plus importants lorsque PB1-F2 porte ce motif, témoignant de la
difficulté de l'organisme a lutter contre l'infection. Le caractére pro-virulent porté par le
polymorphisme N66S est donc associé a un impact sur la réplication virale. De plus, une
inflammation exacerbée caractérisée par une infiltration de neutrophiles et monocytes a
également été observée. Ce motif est cependant rare au sein des virus H5N1 (environ 3% sur
666 souches analysées) [489]. Enfin, d'autres résidus contribuant a la fonction pro-
inflammatoire de PB1-F2 ont été identifiés au sein de la souche pandémique H3N2 de 1968.
Egalement situé au niveau du domaine C-terminal, il s'agit du motif L62, R75, R79, L82 [503].
De la méme facon que le polymorphisme N66S, ce motif contribue au développement de
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signes cliniques chez la souris et accentue la réponse inflammatoire développée évaluée par
I'infiltration de leucocytes, neutrophiles et macrophages [495]. A l'inverse, le motif P62, H75,
Q79, S82 est associé a une protéine PB1-F2 ne présentant pas de potentiel pro-inflammatoire.

Le virus HIN1 a l'origine de la pandémie de 2009 exprime une PB1-F2 tronquée de 11
acides aminés supposée en conséquence non fonctionnelle. La mortalité induite par ce virus a
d'ailleurs été bien plus réduite - environ dix voire 200 fois dans le cas de la grippe espagnole -
que celle observée avec les virus pandémiques précédents [198]. L'amélioration de la qualité
des soins médicaux ne pouvant justifier un tel écart, le virus pandémique de 2009 s'est
réellement révélé moins virulent que ses prédécesseurs. Il est ainsi tentant d'associer la
virulence modérée du virus HIN1pdm 2009 a I'absence de la protéine PB1-F2. Cette hypothese
est toutefois a considérer avec mesure. La restitution de son expression chez le furet ne s'est
pas traduite par un réel impact que ce soit sur les signes cliniques développés, la susceptibilité
a une surinfection bactérienne ou sur le recrutement de cellules immunitaires [504].

Dans le cas de virus responsables des épidémies saisonnieres et donc établis de facon
stable au sein de la population humaine, le caractere pro-pathogene de PB1-F2 identifié
précédemment n'est pas retrouvé. La délétion de son expression au sein de souches H1N1
chez le furet [505] ou H3N2 chez la souris [495] ne modifie pas la pathologie développée chez
ces hotes.

Il est notable que PB1-F2 présente intrinsequement un effet pathogene. Dans le cas de
la souche PR, la présence du motif 168, L69, V70 a été identifié comme déterminant de cette
propriété [506]. De plus, en adéquation avec ce qui a été décrit en conditions infectieuses,
I'instillation de protéines PB1-F2 présentant une origine aviaire et/ou un motif de
inflammation pulmonaire (PR8, H5N1 HPAI, H1N1, les virus a l'origine des pandémies de
1918/1957/1968 et H7N9) [503,507,508]. Au contraire, la PB1-F2 exprimée par un virus H3N2
saisonnier ne présente pas de potentiel pathogene.

Parmi tous les éléments évoqués, il semble important de retenir que la protéine PB1-
F2 peut contribuer a la pathogénicité chez le mammifére en amplifiant la réponse
inflammatoire. Cela s'oppose a ce qui a été décrit chez I'oiseau ou PB1-F2 agit plutét comme
un facteur d'atténuation. Cependant, le caractere pro-virulent de PB1-F2 n’est pas une vérité
générale, il est impératif de tenir compte de la souche d'origine. Les protéines PB1-F2
exprimées par les virus pandémiques, H5N1 HPAI et certaines souches de laboratoire (WSN,
PR8) présentent un role de facteur de virulence chez le mammifére. Ces virus ont un commun
un segment PB1 d'origine aviaire et/ou portent des motifs particuliers. Au contraire, chez les
virus responsables des épidémies saisonnieres, la protéine PB1-F2 ne possede plus un tel
impact sur la pathogénicité. En conséquence, il semble que la contribution de PB1-F2 a la
pathogénicité chez le mammifére s'exerce lorsque qu’elle posséde une origine aviaire récente.
Cela signifie qu'un virus ayant franchi la barriere d'espece ou issu d'un réassortiment ayant
sélectionné le segment PB1 aviaire exprime une PB1-F2 présentant un potentiel pro-
inflammatoire important et donc pouvant accentuer la pathogénicité. Dans le cas ou le virus
parviendrait a se pérenniser au sein de la population humaine, ce phénotype de PB1-F2 n’est
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pas conservé. Cela appuie I'idée d'une implication de PB1-F2 dans I'adaptation d'un virus a
I'Homme. Les processus d'évolution des IAV au sein de la population humaine pourraient ainsi
sélectionner des protéines PB1-F2 dont le caractére pro-inflammatoire est atténué (ou une
protéine tronquée non fonctionnelle).

1.4.4 Propriétés fonctionnelles de PB1-F2

1.4.4.1 Tropisme mitochondrial

La premiere étude a l'origine de la découverte de PB1-F2 a identifié un tropisme
mitochondrial relativement fréquent (55% des cellules infectées par des virus exprimant la
protéine) [41]. Une distribution nucléaire ou cytoplasmique est également observée.
Cependant, alors que la localisation mitochondriale est intrinseque, celle nucléaire et
cytoplasmique est dépendante d'un contexte infectieux. La région C-terminale de la protéine
porte un signal d'adressage mitochondrial (MLS) prédictif [487,509]. Les résidus minimum
nécessaires ne font cependant pas consensus. En cellules aviaires, un tropisme mitochondrial
majoritaire de PB1-F2 a également été observé pour un virus HPAI (H5N1), mais pas LPAI
(H9N2) [510]. Le tropisme mitochondrial de PB1-F2 se traduit par un impact sur la morphologie
de 'organite qui présente en conséquence un aspect fragmenté/ponctiforme. La localisation
mitochondriale a été affinée en identifiant la présence de PB1-F2 au niveau de la membrane
mitochondriale interne [509]. Un mécanisme de transport a été décrit en cellules épithéliales
avec pour modele le virus PR8 : PB1-F2 transite via la translocase TOM40 [511]. L'expression
de PB1-F2 est de plus associée a une perturbation du potentiel membranaire mitochondrial
qui reflete une perméabilisation membranaire [487,509,512]. Cette derniére a été associée a
I'aptitude de PB1-F2 a s’insérer au sein des membranes lipidiques et a former des pores [512].

La mitochondrie est un pole stratégique de la réponse cellulaire développée face a
I'infection. En effet, outre sa contribution dans la voie apoptotique, elle héberge la protéine
MAVS. La perturbation des fonctions de cet organite produit de plus des molécules a I'origine
de I'activation de I'inflammasome NLRP3. La localisation mitochondriale de PB1-F2 n’est donc
pas sans conséquence sur la réponse de la cellule hote.

1.4.4.2 Variabilité des propriétés de PB1-F2 selon le type cellulaire

1.4.4.2.a Cellules épithéliales
Effet pro-apoptotique, une spécificité de la souche PR8

La respiration mitochondriale fait intervenir le cytochrome ¢, une petite hémoprotéine
associée a la membrane mitochondriale interne. Sa présence dans le cytosol est donc un signal
d'alerte d'un dysfonctionnement mitochondrial et constitue un signal d'activation de
I'apoptose [513]. La protéine PB1-F2 induisant une déstabilisation de la membrane
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mitochondriale, cela suggére qu'elle pourrait favoriser la libération du cytochrome c et en
conséquence l'apoptose. Cependant, en cellules épithéliales, seule la protéine PB1-F2 exprimée
par le virus PR8 a été associée a un impact sur la voie apoptotique [507,514]. De plus, une seule
étude a observé ce phénomeéne en condition infectieuse, ainsi ce résultat ne fait pas consensus
[514].

Une interaction de PB1-F2 avec le canal ionique VDAC1 et la translocase ANT3
respectivement localisées au niveau de la membrane mitochondriale externe et interne a été
identifiée. L'interaction avec ANT3 est nécessaire a I'apoptose médiée par PB1-F2 [514]. L'étude
n'a pas permis de trancher entre les trois hypothéses conduisant a une libération du
cytochrome ¢ : i) le cytochrome c transite via les pores directement formés par PB1-F2, ii)
I'interaction individuelle de PB1-F2 avec ANT3 et VDAC1 induit une perméabilisation de la
membrane mitochondriale interne et externe et iii) le complexe PB1-F2/VDAC1/ANT3 forme
un pore reliant la matrice mitochondriale au cytosol. De plus, PB1-F2 ne peut intrinsequement
induire I'apoptose. En effet, un signal initiateur tel que la cytokine TNFa est nécessaire pour
observer une action de PB1-F2 sur cette voie cellulaire. Ainsi, PB1-F2 elle agit comme un facteur
amplificateur plutét qu'un inducteur de I'apoptose. Par ailleurs, I'induction de la libération de
cytochrome ¢ par PB1-F2 semble dépendante des protéines BAX et BAK qui favorisent une
rupture de la membrane mitochondriale externe [507,515-517].

Impact sur la voie MAVS

Plusieurs modes d'action par lesquels PB1-F2 interférent avec les fonctions de MAVS
ont été décrits. Premierement, la variation du potentiel membranaire mitochondrial
précédemment évoquée et induisant une déstabilisation de la membrane mitochondriale
impacte également le fonctionnement de MAVS. Une réduction du différentiel de charge limite
en effet le niveau d'activation de cette signalisation [518]. Deuxiemement, une interaction entre
MAVS et certaines PB1-F2 a été identifiée (PR8, WSN, H5N1) [519,520]. Une étude a également
démontré une interaction entre la protéine MAVS du poulet et les PB1-F2 issue de virus HIN2
et HSN1 [510]. Troisiemement, la protéine PB1-F2 d'une souche H7N9, bien que n'interagissant
pas directement avec MAVS, bloque l'interaction entre MAVS et TRIM31 nécessaire a son
activation. Quatriemement, une interaction entre la protéine PB1-F2 de la souche WSN et
CALCOCO? a été décrite [521]. Cette derniere est impliquée dans la signalisation MAVS a deux
niveau par son interaction avec TRAF6 et TBK1. Enfin, cinquiemement, la protéine PB1-F2 du
virus a l'origine de la grippe espagnole agit en amont de MAVS par son interaction avec le
senseurs cellulaire de la famille des DEAD box hélicases DDX3 [522]. A l'instar de RIG-I,
I'activation de DDX3 suite a la reconnaissance d’ARNv se traduit par une induction de la
signalisation MAVS, que PB1-F2 inhibe.

Dans des expériences basées sur des transfections, I'ensemble des études
précédemment citées s'accordent sur le point que I'action de PB1-F2 sur MAVS se traduit par
une inhibition de la voie IFN-I. En conditions infectieuses, une spécificité de souche se
manifeste. Les PB1-F2 des virus PR8, H7N9 et HIN1 1918 maintiennent une action inhibitrice
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sur la synthese d'IFN [520,522,523]. Au contraire, dans le cas du virus WSN, une fonction pro-
IFN est observée, a la fois in vitro [524] et in vivo [498]. Cette activité serait plutot exercée sur
des phases tardives de I'infection car non décelable a 8 heures pi (ie ~ un cycle viral).

La signalisation MAVS constitue également une voie d'activation du facteur de
transcription pro-inflammatoire NF-«B. Dans le cadre de I'interaction de la protéine PB1-F2 du
virus WSN avec CALCOCOZ2, une induction de l'activité de NF-kB a été notée. CALCOCO2
favorisant l'activité de TRAF6, cette fonction est potentialisée par PB1-F2, amplifiant en
conséquence la réponse inflammatoire [521]. Une étude s'oppose a cette observation en
décrivant une inhibition de I'activité NF-kB médiée par les PB1-F2 du virus PR8 et de souches
H5N1 HPAI [525]. Un modele proposé est basé sur une interaction de PB1-F2 avec IKKB. En
conséquence, le complexe IKK ne serait plus apte a libérer NF-kB de sa séquestration
cytoplasmique. Par ailleurs, les protéines PB1-F2 exprimées des souches HPAI H5N1 et LPAI
HION2 interagissent également toutes deux avec la IKKB du poulet [510]. Toutefois, seule la
PB1-F2 HON2 agit sur NF-kB, en inhibant son activité. Cela semble faire sens vis-a-vis de leur
pathogénicité respective chez le poulet. La souche HIN2 étant faiblement pathogene, une
réponse inflammatoire moins importante que celle induite par un virus hautement pathogéne
est concordante.

HSN1

T

TBK1 | «— | CALCOCO2

TRAF6

Figure 26 : bilan des actions de PB1-F2 sur la cascade MAVS.

En résumé, bien qu'une modulation de I'activité de MAVS par PB1-F2 soit indéniable,
I'issue sur la réponse IFN et inflammatoire est a I'image de ce qui est observé /n vivo: souche
spécifique. Il est notable qu'un effet pro-inflammatoire de PB1-F2 est tres nettement identifié
in vivo. Ainsi, il semble peu probable que I'inhibition de I'activité du facteur de transcription
NF-kB médiée par l'interaction avec IKKB prenne le dessus en condition infectieuse. La
compréhension globale de I'action de PB1-F2 reste ainsi incompléte et fait intervenir plusieurs
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voies interdépendantes.
Restriction souches aviaires/mammiferes

La sous-unité PA du complexe polymérase interagit avec la protéine anti-apoptique
HAX-1 [526,527]. Initialement, il a été supposé que cette interaction pourrait constituer une
voie par laquelle les IAV réguleraient la mort cellulaire. Il s'est avéré que HAX-1 constitue en
réalité un facteur inhibant I'import nucléaire de PA, limitant ainsi la réplication virale.
Cependant, il semble que les PA d'origine aviaire soient plus sensibles a I'action de HAX-1 [528].
Les protéines PB1-F2, d'origine aviaire comme humaine, interagissent également avec HAX-1
[528,529]. Par cette interaction compétitive, la protéine PB1-F2 d'un virus H5N1 HPAI parvient
a contrecarrer l'effet inhibiteur qu'exerce HAX-1 sur PA [528]. En cellules épithéliales
pulmonaires humaines, PB1-F2 permet ainsi de lever une restriction d’hdte propre aux virus
aviaires.

1.4.4.2.b Cellules immunitaires
Effet pro-apoptotique

Plusieurs études indépendantes ont observé une induction de I'apoptose par PB1-F2
en cellules immunitaires infectées (macrophages ou monocytes) [41,507,530-532]. En ce sens,
un role pro-apoptotique de PB1-F2 semble plus pertinent au sein de ces types cellulaires qu’'en
cellules épithéliales. Encore une fois, ce résultat a été quasi-exclusivement observé avec la
souche PR8. La phosphorylation de deux résidus situés dans la région N-terminale (T27 et S35)
est de plus nécessaire [530]. La protéine NLRX1 protége les macrophages de 'apoptose médiée
par PB1-F2. Elle interagit avec cette derniere au sein des mitochondries, privant en
conséquence PB1-F2 d'exercer ses fonctions [533].

Impact sur l'inflammasome NLRP3

En modele murin, l'instillation de peptides synthétiques basés sur les séquences PB1-
F2 des souches H1N1 PR8 et d'un virus H7N9 est associée a une augmentation de la
concentration en IL1B dans les lavages bronchoalvéolaires [508,534]. Cela implique donc que
PB1-F2 contribue a I'activation de I'inflammasome NLRP3. La fonction pro-inflammatoire de
PB1-F2, évaluée par le recrutement de leucocytes dans le tissu pulmonaire, est réduite chez
des souris NLRP3”". Ainsi, I'activation de cet inflammasome constitue un point important des
mécanismes définissant le pouvoir pathogene de PB1-F2.

L'ensemble des approches développées in vitro ont été conduites sur des cellules
immunitaires (macrophages). Comme cela a été évoqué précédemment, bien que NLRP3
semble fonctionnel dans les cellules épithéliales respiratoires, les données bibliographiques
suggerent que la contribution de cet inflammasome dans la réponse cellulaire est plus critique
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au sein des cellules immunitaires. La présence de la protéine PB1-F2 recombinante dans le
milieu extracellulaire ne suffit pas a induire I'activation de NLRP3, un « amorcage » par |'ajout
de lipopolysaccharides est nécessaire [508,534]. Cela suggere que PB1-F2 n'initie pas
I'activation de NLRP3 mais contribue a I'amplification du phénomene dans un contexte de
stress cellulaire.

Il est important de noter que la localisation intra ou extracellulaire de PB1-F2
conditionne l'action de la protéine. En effet, recemment, I'infection de macrophages avec des
virus H5N1 et H3N2 a permis d'identifier un effet opposé de PB1-F2, inhibant alors I'activité de
NLRP3 [535]. Les auteurs proposent que PB1-F2 inhibe l'interaction entre NLRP3 et la kinase
NEK7, évenement nécessaire a |'oligomérisation de I'inflammasome. Une inhibition de NLRP3
a également été observée lors de |'expression intracellulaire de la protéine PB1-F2 du virus PR8
et d'une souche H7N9 [511,536].

L'ensemble de ces informations suggérent une cinétique d'action de la protéine PB1-
F2 en cellules immunitaires. Premierement, la protéine PB1-F2 exprimée au cours du cycle viral
inhibe I'activation de I'inflammasome NLRP3 au sein des macrophages alvéolaires. Elle favorise
de plus leur mort par apoptose. Ces cellules ne seraient ainsi plus en mesure d'exercer leur role
de phagocytes ni d'appuyer les cellules épithéliales dans la synthese de cytokines et
chimiokines afin d'alerter I'organisme. Cela pourrait ainsi argumenter le délais induit par PB1-
F2 dans l'initiation de la réponse immunitaire parfois observé /n vivo [500-502,537]. Dans un
second temps, les protéines PB1-F2 libérées dans I'espace extracellulaire vont, au contraire,
favoriser la réponse inflammatoire via I'inflammasome NLPR3. Cela souligne la dualité de la
protéine PB1-F2 qui promeut la mort et le recrutement de cellules immunitaires selon le
contexte.

1.4.4.2.c Relation structure-fonction

La diversité qui caractérise PB1-F2 au niveau de sa séquence et de ses fonctions est
également retrouvée a I'échelle de sa structure. Les premiers travaux s'attachant a caractériser
la structure de PB1-F2 ont utilisé pour modele des peptides synthétiques basés sur la séquence
de la souche PR8. Dans un milieu aqueux, PB1-F2 présente une structure aléatoire désordonnée
propice a la formation d'oligoméres [538]. Des ponts disulfure formés par le résidu cystéine en
position 42 permettraient |'oligomérisation de PB1-F2. Cependant, une interaction entre les
régions N et C-terminales et la protéine a également été observée indépendamment de cette
cystéine. A l'inverse, dans un solvant organique mimant un environnement membranaire
compte tenu de sa nature amphiphile, le trifluoroéthanol (TFE), des structures secondaires se
forment, limitant les assemblages de PB1-F2. Les auteurs proposent un modele ou PB1-F2
présenterait une hélice o importante en région C-terminale et deux petites hélices o adjacentes
en région N-terminale. Cependant, si le domaine C-terminal présente une forte propension a
former une telle structure, le domaine N-terminal serait principalement désordonné car sa
capacité a former des hélices a est réduite. Par ailleurs, I'hélice o en région C-terminale
présenterait une organisation particuliere : les résidus cationiques et hydrophobes seraient
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concentrés sur des faces opposées de I'hélice. En conséquence, cela permettrait a PB1-F2
d'interagir avec les membranes chargées négativement.

Par la suite, une étude s'est attachée a caractériser la structure de PB1-F2 en se basant
sur un panel de protéines recombinantes diversifié (issues de souches d'origine humaine et
aviaire). La structure aléatoire en milieu aqueux ainsi que la formation d’hélices a en présence
de TFE ont été confirmées. Toutefois, dans d'autres milieux mimant un environnement
membranaire - acétonitrile, SDS, présence de liposomes - la formation de feuillets B a
également pu étre identifiée [539]. La proportion de feuillets B la plus importante a été
observée avec la PB1-F2 issue d'une souche H5N1 et la plus faible avec la souche PR8. Par
ailleurs, les différentes protéines PB1-F2 étudiées sont présentes sous forme monomérique
dans du TFE alors qu'elles s'oligomérisent dans de I'acétonitrile ou en présence de SDS. Dans
le dernier cas, la formation de fibres amyloides a pu étre observée, en lien avec |'adoption
d'une structure secondaire en feuillets B (Figure 27). PB1-F2 peut également s'organiser sous
la forme d'oligomeres amorphes [540].

A/WSN/1933 (HTN1) A/Swan/FR/06299/2006 (H5N1)

Figure 27 : fibres amyloides de PB1-F2.
Observation au microscope électronique de fibres formées par la protéine PB1-F2 du virus WSN ou d'un
virus H5N1 en présence de 0,01% de SDS. Barres = 200 nm. Adapté de [539].

La structure de PB1-F2 évolue au cours de l'infection : monomérique lors des premiéres
phases, elle s'accumule ensuite sous forme d'oligomeres-B solubles [524,541]. Ce changement
de conformation pourrait justifier le fait que I'expression de PB1-F2 n'est plus détectée a des
temps post-infection tardifs, les anticorps utilisés ne reconnaissant pas les formes
oligomérisées de PB1-F2. L'agrégation de PB1-F2 sous forme de fibres amyloides a été associée
a des propriétés fonctionnelles. En effet, a l'inverse des oligoméres amorphes insolubles, la
présence de certaines formes fibrillées dans le milieu de culture de cellules épithéliales et
monocytes est cytotoxique [540]. Cependant, il est importante de noter que la formation de
fibres amyloides en contexte infectieux semble ne se produire qu’en monocytes [539,542]. Cela
peut étre relié au fait que PB1-F2 présente une fonction pro-apoptotique en cellules
immunitaires mais pas de facon consensuelle en cellules épithéliales. De plus, I'activation de
I'inflammasome NLRP3 par PB1-F2 semble étre propre a des formes de poids moléculaire élevé
[534]. Ainsi, a l'instar des fibres amyloides AB [368], la forme agrégée de PB1-F2 sous forme
de fibres amyloides pourrait constituer un signal d'activation extracellulaire de NLRP3.

En résumé, les propriétés variables de PB1-F2 pourraient étre le reflet de la diversité de
structure de la protéine, qui adopte des conformations différentes en fonction de son
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environnement.

1.4.5 PB1-F2 favorise les surinfections bactériennes

Comme cela a été évoqué précédemment, le développement d'une surinfection
bactérienne constitue un facteur de risque important et est fréquemment observé chez les
patients présentant une forme sévere d'infection. Ce point a été particulierement critique dans
le cas de la grippe espagnole. Des analyses anatomopathologiques ont en effet indiqué que la
majorité des déces avait pour origine une - voire des - surinfection(s) bactérienne(s) [543]. De
facon intéressante, la protéine PB1-F2 favorise ce phénomeéne. Un modeéle d'infection de souris
avec la souche PR8, WT ou son homologue AF2 incapable d'exprimer PB1-F2, suivi par une
seconde infection par un pneumocoque a été développé. Cela a permis d'observer que
I'expression de PB1-F2 favorise une surinfection bactérienne [544]. De plus, en mutant les
acides aminés différents entre les PB1-F2 PR8 et HIN1 1918 au sein du segment PB1 du virus
PRS8, les auteurs ont observé que la colonisation bactérienne du tissu pulmonaire est amplifiée
dans le cas de la PB1-F2 1918.

Hors contexte infectieux, I'instillation du domaine C-terminal de la protéine PB1-F2 de
la souche PR8 favorise également une colonisation bactérienne chez la souris [544]. A contrario,
le domaine N-terminal n'a aucun effet sur la sensibilité des animaux au pneumocoque. De plus,
une étude a permis d'identifier que le motif cytotoxique 168, L69, V70 porté par la PB1-F2 de
la souche PR8 constitue un élément déterminant la contribution de la protéine au
développement d'une surinfection bactérienne [506]. Enfin, le motif pro-inflammatoire 62L,
75R, 79R, 82L identifié chez les virus H3N2 a également été associé a une colonisation
bactérienne plus importante [503].

Les études évoqués précédemment sont toutefois descriptives et, actuellement, les
mécanismes par lesquels PB1-F2 contribue au développement d'une surinfection bactérienne
n‘ont pas été démontrés. Par ailleurs, ce phénomene n’a pas été étudié chez un hote aviaire.

1.4.6 Bilan des propriétés de PB1-F2

Compte tenu de I'importante variabilité inter-souche des fonctions de PB1-F2, il est
délicat de dresser un schéma général des propriétés de cette protéine. Un modele résumant
les modes d’action principaux est proposé en Figure 28. Il semble important de retenir que
PB1-F2 interfere avec les voies cellulaires de la réponse immunitaire innée, bien que le sens
des régulations et le point post-infection auquel s'exerce les fonctions de PB1-F2 soient
variables.
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Figure 28 : bilan schématique des actions de PB1-F2 sur le fonctionnement cellulaire.

Au cours de ce projet de thése, les modeles développés se sont basés sur les protéines
PB1-F2 exprimées par les virus A/Turkey/Italy/977/1999 (H7N1 LPAI) et A/Scotland/20/1974
(H3N2). Un alignement de ces deux protéines est présenté en Figure 29. Les deux séquences
peptidiques sont relativement similaires, un taux d'identité de 77,8% étant observé. Pour
exemple, ce taux chute a 56% lors du comparatif entre la PB1-F2 d'un autre virus H3N2
saisonnier (A/Taiwan/220/2004) et aviaire LPAI (A/chicken/Vietnam/HU1-1050/2014 (H9N2)).
La position des principaux motifs peptidiques associés a une action de PB1-F2 sur la
pathogénicité est également identifiée. Les deux PB1-F2 étudiées ne portent aucune des
formes complétes de ces motifs. Toutefois, la protéine exprimée par le virus H3N2 Scotland
arbore trois résidus sur quatre du motif pro-inflammatoire identifié chez les souches H3N2
(LHRL plutét que LRRL). Cela suggere que cette PB1-F2 pourrait présenter une fonction pro-
inflammatoire plus prononcée que celle observée avec d'autres virus saisonniers.
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% d'identité : 77,8

sites de phosphorylation (T27 et S35) identifiés polymorphisme N66S associé a une virulence accrue
chez la souche PR8 (H1N1 1918,H5N1 1997)
résidus T51, V56, E87 augmentant la pathogénicité chez motif cytotoxique 168, L69, V70 identifié chez la souche PR8

le canard colvert (virus HSN1 HPAI)

résidus pro inflammatoires (L62, R75, R79, L82) ou
l non inflammatoires (P62, H75, Q79, S82) identifiés chez
des souches H3N2
Figure 29 : comparatif des protéines PB1-F2 de I'étude.
Les acides aminés colorés en rouge identifient les résidus variant entre les PB1-F2 exprimées par les virus
A/Turkey/Italy/977/1999 (H7N1) et A/Scotland/20/1974 (H3N2).
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2. Problématique & objectifs

La gestion des virus influenza constitue une problématique importante en matiere de
santé publique. Sur la période 1995-2015 et a I'échelle mondiale, les virus saisonniers ont été
a l'origine de 290 000 a 645 000 déces annuels. Les virus influenza A (IAV) possedent un large
spectre d'hOtes au sein duquel des franchissements de la barriere d'espece et des
réassortiments de matériel génétique viral surviennent. Ces phénomeénes sont favorables a
I'émergence de virus inédits chez I'Homme et présentant un potentiel pathogene et
pandémique préoccupant.

La protéine PB1-F2 est un facteur de virulence des IAV chez les mammiferes,
notamment compte tenu de son exacerbation de la réponse inflammatoire. La majorité des
études conduites se sont premierement appuyées sur la protéine issue de la souche H1N1 PR8.
Les résultats obtenus avec ce modeéle sont cependant difficilement généralisables a I'ensemble
des PB1-F2 existantes et, suite a I'élargissement du panel de souches de PB1-F2 étudiées,
certaines propriétés définies ont été sujettes a controverses. Notamment, dans le cas des
souches aviaires, un role atténuateur de la virulence a plutot été identifié. Ces observations
sont appuyées par un polymorphisme important. Si I'expression d’'une PB1-F2 fonctionnelle est
majoritairement conservée chez les especes aviaires, cette tendance s'inverse chez I'Homme,
particulierement dans le cas des sous-types HIN1. Ces éléments suggérent ainsi un réle de
PB1-F2 dans I'adaptation d'une souche virale a son hote.

De 1997 a 2013, les souches virales aviaires transmises a 'Homme appartenaient
majoritairement au sous-type H5N1 HPAI. En 2013, un virus H7N9 LPAIl a émergé en Asie et a
causé a ce jour le plus grand nombre de cas d'infections humaines. La circulation a bas bruit
des virus LPAI dans les élevages avicoles complexifie la gestion du risque associé. Par ailleurs,
les virus LPAI fournissent régulierement des segments viraux au cours des réassortiments.
Notamment, dans le cas des virus pandémiques H2N2 1957 et H3N2 1968, émergés suite a un
réassortiment virus aviaire/mammifere. Le segment PB1 sélectionné a été celui issu du virus
aviaire, probablement LPAI. Cela souligne ainsi la compatibilité d'un segment aviaire PB1 au
sein d'un génome viral d'origine humaine. Outre l'impact sur l'activité polymérase du virus,
I'apport d'un segment 2 aviaire implique également une expression de la protéine PB1-F2
aviaire au sein d'un héte mammifere.

L'ensemble des éléments de contexte précédents nous ont conduit a construire un
projet visant a caractériser les propriétés des protéines PB1-F2 issues d'une souche aviaire et
humaine chez leur hote natif respectif ainsi que dans un contexte de franchissement de la
barriere d'espece ou de virus réassortant pour la PB1-F2 aviaire. Le but de ce projet est donc
d'améliorer les connaissances relatives aux déterminants de la pathologie des virus influenza a
la lumiere des modulations de la virulence médiées par PB1-F2. Nous avons émis I'hypothese
que la modulation de la réponse de I'hnGte médiée par PB1-F2 contribue a I'adaptation d'une
souche virale a son hote. Les objectifs de ce projet de thése se sont décomposés en deux axes.

Le premier objectif fixé a été la caractérisation des modulations de la réponse de I'hote
induites par la protéine PB1-F2 a la fois en modeles cellulaires et murin. Un virus H3N2 a été
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choisi comme modele de virus humain car les sous-types H3N2 expriment majoritairement une
protéine PB1-F2 fonctionnelle, contrairement aux sous-types H1IN1. Un virus H3N2 est ainsi
plus représentatif des souches exprimant naturellement PB1-F2. Un virus H7N1 LPAI a été
choisi comme modele de virus aviaire car la trés grande majorité des caractérisations de
protéines PB1-F2 d'origine aviaire ont été réalisées a partir de virus HPAI. Utiliser un virus LPAI
permettait d'apporter des informations différentes et complémentaires des travaux déja
produits. Les virus LPAI constituent un risque pour I'Homme car des contaminations humaines
avec ces virus sont régulierement recensées. De plus, la surveillance de la circulation des virus
LPAI en élevage est délicate compte tenu de I'absence de signes cliniques évidents. Nous avons
produit les virus H3N2 et H7N1 incapables d'exprimer PB1-F2 (AF2). Nous avons également
produit un virus chimérique H3N2/H7N1 en remplacant uniquement le segment 2 natif du
virus H3N2 par celui H7N1 (noté C PB1) et sa version AF2 (C PB1AF2).

|dentifier les intéractants d'une protéine offre la possibilité d’appréhender les voies
cellulaires modifiées par la protéine considérée et donc la conséquence globale de son
expression sur le fonctionnement cellulaire. Nous avons émis I'hypothése que la variabilité des
fonctions de PB1-F2 était le reflet d'interactomes différentiels. Dans un second temps, nous
avons ainsi cherché a définir les interactomes des PB1-F2 étudiées afin d'apporter une précision
mécanistique aux modulations de la réponse de I'h6te étudiées lors du premier volet du projet
Techniguement, nous avons opté pour une méthode relativement récente qui s'appuie sur une
biotine ligase (BiolD2). La fusion de BiolD2 a PB1-F2 conduit a la biotinylation des protéines
situées a proximité du complexe et sont alors assimilées a des interacteurs potentiels de PB1-
F2. L'objectif a été de définir I'interactome de la protéine PB1-F2 issue du virus H7N1 en cellules
épithéliales pulmonaires aviaires et de le comparer avec celui des PB1-F2 H7N1 et H3N2 au
sein du modele cellulaire humain équivalent. En s'appuyant sur la comparaison de ces trois
interactomes, nous avons souhaité identifier les fonctions partagées des protéines PB1-F2
étudiées ou au contraire celles spécifiques a une souche virale et/ou un hote considéré.
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3. Matériels et méthodes

3.1 Culture des lignées cellulaires

Les lignées cellulaires 293T, A549 et MDCK ont été achetées a I'organisme ATCC
(American Type Culture Collection). La lignée CLEC213 a été immortalisée par I'équipe I3M [545]
(UMR ISP, INRAE) et transmise par le Dr Pascale Quéré. La lignée BEAS-2B est un don du Dr
Mustapha Si-Tahar (équipe Infection respiratoire & Immunité, Inserm U1100). La lignée DF1
est un don du Dr Romain Volmer (équipe IHAP, UMR 1225 INP ENVT-INRAE). Les cellules 293T
et A549 ont été cultivées en milieu DMEM a 37°C. Les cellules BEAS-2B, DF1, et CLEC213 ont
été cultivées en milieu DMEM F-12 a 37°C pour les deux premiers types et a 41°C pour le
troisieme cité. Les cellules MDCK ont été cultivées en milieu MEM a 37°C. Tous les types
cellulaires ont été incubés dans une atmosphere régulée a 5% de CO,. Les milieux de culture
utilisés ont été supplémentés avec 10% de SVF non décomplémenté, 2 mM de L-glutamine,
100 unités/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine. Par la suite, I'appellation « milieu
complet » désignera un milieu de culture supplémenté avec de la L-glutamine, de la
pénicilline/streptomycine et du SVF non décomplémenté.

3.2 Production des virus de I'étude

3.2.1 Génétique inverse

Les virus inclus dans |'étude ont été produits par génétique inverse via un systéme
composé de 8 plasmides pRF483, chacun codant un segment du génome viral. Ce plasmide
est un dérivé du pHW200 et permet une transcription bidirectionnelle [546]. En effet, I'unité de
transcription de I'’ARN polymérase 1 au sein de laquelle est insérée 'ADNCc viral est flanquée
par un promoteur de I'ARN polymérase 2 et un signal de polyadénylation (Figure 30). La
coexpression des 8 plasmides permet donc la production de particules virales par la synthése
de I'ensemble des ARN viraux et messagers codant les protéines virales.

Le systeme de génétique inverse de la souche A/Turkey/Italy/977/1999 (H7N1) a été
construit par I'équipe IHAP (UMR 1225 INP ENVT-INRAE) et nous a été fourni par le Dr Mariette
Ducatez. Le systeme de génétique inverse a été développé a partir d'une souche LPAI prélevée
sur une dinde lors des épizooties qui ont touché le nord de l'ltalie en 1999. Le systeme de
génétique inverse de la souche A/Scotland/20/1974 (H3N2) a été réalisé au sein de notre
équipe par le Dr Bruno Da Costa. Il s'agit d'un virus isolé chez 'Homme et murinisé. Le systeme
de génétique inverse a été développé a partir d'un isolat fourni par l'institut Pasteur.

Les plasmides codant PB1 n’exprimant pas la protéine PB1-F2 ont été obtenus en
mutant dans 'ORF de PB1-F2 la sérine 12 (TCA) en codon stop (TAA). Cette mutation,
silencieuse pour PB1, a été réalisée a l'aide du kit de mutagénese dirigée Quickchange (Agilent
Technologies). Elle permet d'annihiler I'expression d'une PB1-F2 fonctionnelle sans perturber
celle des autres protéines codées par le segment 2 (PB1 et PB1-N40). La persistance de la
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mutation introduite au sein du stock viral a été vérifiée par séquencage du segment d’ADNc
obtenu apres extraction de I’ARN viral issu de cellules infectées suivie d'une rétrotranscription
spécifique au segment PB1.

protéine virale

I

5 3
ARNm viral (+) @ polyA i—*

I ARN pol I

promoteur pol Il séquence de polyadénylation

pRF483 ------- CMV ATG ------- ADNc viral ------- stop BGH [------

pol | terminateur pol | promoteur

l ARN pol |
3

ARNY

UTR

Figure 30 : production de virus a partir du plasmide pRF483 a transcription bidirectionnelle.
Adapté de [546].

A JO, des plaques de 6 puits ont été ensemencées avec une co-culture de cellules 293T
et MDCK, respectivement 0,7 et 0,3.10° cellules par puits dans du milieu DMEM complet. Puis,
aJ1, les cellules ont été transfectées avec un mélange contenant les 8 plasmides de génétique
inverse (0,5 pg ADN/segment). Les plasmides ont été homogénéisés dans du milieu OptiMEM
a une concentration de 0,02 ug ADN/pl. Le FUGENE HD (Promega #E2311) a été utilisé comme
agent de transfection avec un ratio de 3 pl pour 1 ug d’ADN. Le mélange de transfection a été
incubé durant 15 min a température ambiante (TA) puis versé au goutte-a-goutte sur toute la
surface du puits. A J2, le milieu de culture a été remplacé par du milieu sans SFV et supplémenté
en trypsine traitée a la TPCK (Worthington #LS003740, 1 ug/ml). Le surnageant de culture a été
reporté a J3 sur des cellules MDCK ensemencées en plaque de 6 puits (1.10° cellules/puits) et
cultivées en milieu MEM supplémenté avec 1 ug/ml de trypsine (Worthington). Le surnageant
de culture a été prélevé lorsqu'un effet cytopathogeéne (ECP) était observable puis clarifié par
une centrifugation a 4000g durant 10 min a 4°C et enfin aliquoté pour conservation a -80°C.
Un deuxiéme report sur MDCK du surnageant de co-culture a éventuellement été effectué dans
le cas ou un ECP ne serait pas survenu 48 heures apres le report n°1.

3.2.2 Construction de virus encodant la nanoluciférase

La production de virus dont le génome inclut la nanoluciférase (virus nanoluc) a été
permise grace aux travaux de I'équipe du Dr Andrew Mehle. A partir de la souche A/WSN/1933
(HTN1), son équipe a construit un segment 3 encodant la nanoluciférase dont l'insertion
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n'impacte pas la capacité réplicative du virus généré [547]. L'organisation de la construction
qui nous a été transmise est schématisée dans la Figure 31. Un peptide 2A autoclivant [548]
permet de séparer les protéines fusionnées afin de ne pas compromettre les fonctions de PA.
De plus, 'empaquetage du segment 3 n'est pas régi uniquement par les régions non transcrites
(UTR) situées aux extrémités 5’ et 3' de I'’ARNv. En effet, une partie des séquences de I'ORF
immédiatement adjacentes aux UTR est également requise [549-551]. Notamment, les 40
derniers nucléotides de I'ORF sont, au minimum, nécessaires au processus [551]. En
conséquence, les 50 derniers nucléotides de la séquence codant PA ont été répétés en aval de
celle codant la nanoluciférase afin de restaurer une continuité entre les éléments nécessaires a
I'empaquetage du segment. Suggérant que cette redondance pouvait étre néfaste pour la
stabilité de la construction, I'équipe de Dr Mehle a choisi d'introduire des mutations
silencieuses a la fin de la séquence du gene PA, au sein des 50 nucléotides répétés. Cette région
est ainsi nommée « codon swap ».

codon swap 50 nt repeat

UTR
5 — segment #3 - PA 2A nanoluciferase UR 3

site de restriction Ncol

Figure 31 : schéma de la construction PA-nanoluc.

Nous avons transposé cette construction au sein des vecteurs pRF483 PA H7N1 et
H3N2. Pour cela, le site Ncol faisant la jonction entre la séquence codant la protéine PA et celle
codant le codon swap a été généré par une mutation silencieuse : le codon CCC_TGG (proline-
leucine) devenant CCA_TGG. Par ailleurs, le vecteur pRF483 posséde un site de restriction Ncol
qui a donc été substitué par mutagénese dirigée également. Nous avons inséré, suite a une
digestion unique par I'enzyme Ncol, la séquence codant le bloc codon swap-peptide 2A-
nanoluciférase. Les 50 nucléotides répétés pour garantir I'empaquetage du segment
proviennent ainsi de la séquence propre du gene PA considéré. La séquence insérée a été
amplifiée a partir du vecteur fourni par I'équipe du Dr Mehle (amorce sens 5'-
CACGGGCCATGGGTTCTGCTGAACGCTAGCTGGTTTAATA-3" et antisens 5'-TTTAAACCAT
GGCTACGCCAGAATGCGTTCGCACAGCCGC-3', le site de restriction étant dans les deux cas
Ncol).

3.3 Infections des lignées cellulaires

Les cellules ont été ensemencées dans du milieu complet a JO de fagcon a ce qu'elles
soient confluentes lors de I'infection réalisée 24 heures plus tard. Pour la suite des étapes, les
milieux utilisés n'étaient plus supplémentés avec du SVF car celui-ci inhibe I'infection virale. A
J1, les cellules ont été premierement rincées trois fois avec du milieu puis incubées durant 2
heures au contact de l'inoculum viral. Ce dernier a été préparé dans un volume de milieu réduit
afin de favoriser les contacts virus-cellules et les plaques de culture étaient placées sur un
agitateur basculant durant cette phase. Enfin, I'inoculum viral a été remplacé par du milieu neuf
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et les cellules ont été maintenues jusqu'au temps indiqué. Lorsque que la MOI (« multiplicity
of infection » i.e. nombre de particules virales par cellule) appliquée était inférieure a 0,5, le
milieu de culture post-infection (pi) a été supplémenté avec de la trypsine traitée a la TPCK
(Worthington) selon la concentration indiquée. En effet, dans cette situation, la loi de Poisson
estime un taux d'infection inférieur a 50%, la population cellulaire infectée n'est ainsi pas
majoritaire. La propagation de l'infection est dépendante des nouveaux virions formés au cours
de la premiére phase d'infection. Or, I'activation des protéines HA des virus utilisés dans cette
étude est dépendante de I'ajout de trypsine.

3.4 Amplification des inocula viraux

Les inocula utilisés au cours de cette étude sont issus de I'amplification d'un aliquot
conservé du report n°1 ou 2 produit par génétique inverse d'un virus considéré. Pour cela, des
flacons de culture cellulaire T25 ont été ensemencés avec 3.10° cellules MDCK par flacon dans
du milieu complet. Les cellules ont été infectées 24 heures plus tard a une MOI de 0,001 et le
milieu post-infection supplémenté avec 1 ug/ml de trypsine. Le surnageant a été récupéré a
environ 48 heures pi (selon I'apparition de I'ECP) puis clarifié par une centrifugation a 4000g
durant 10 min a 4°C avant d'étre aliquoté pour conservation a -80°C.

3.5 Titrage viral

Des plaques de 12 puits ont été ensemencées a raison de 0,45.10° cellules MDCK par
puits dans du milieu complet. Les cellules ont été infectées 24 heures plus tard avec des
dilutions en série de 10 en 10 du virus a titrer. L'inoculum viral a été remplacé par 2 ml de
milieu de titrage composé de MEME 3X (complémenté avec 100 unités/ml de pénicilline et 100
pug/ml de streptomycine), de L-glutamine a 2 mM, de bicarbonate de sodium a 0,25%,
d'agarose a 0,4% (Bio-Rad #1620100) et de trypsine a 1 pg/ml (Worthington). La texture
gélifiée du milieu appliqué obtenue grace a l'agarose permet de limiter la propagation des
virus a un espace en deux dimensions et donc I'apparition de plages de lyse. Au troisieme jour
post-infection, 1 ml d'une solution de formaldéhyde (Sigma #252549) diluée a 3,7% dans du
PBS a été ajouté pour fixer le tapis cellulaire. Aprés 1 heure d'incubation, cette solution ainsi
que le milieu de titrage gélifié ont été retirés puis les tapis cellulaires colorés avec une solution
de cristal violet composée de 10% de cristal violet (Sigma #HT90132), 3,7% de formaldéhyde
et 20% d'éthanol. Enfin, apres ringages a l'eau, les plages de lyse ont été comptées.

3.6 Cinétiques de réplication virale

3.6.1 Cellules aviaires

Des plaques de 12 puits ont été ensemencées avec 0,6.10° cellules CLEC213 par puits
dans du milieu complet. A J1, les cellules ont été infectées a une MOI de 0,01 et le milieu post-
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infection a été complémenté avec 20 ng/ml de trypsine (Worthington). Aux temps pi indiqués,
les surnageants de culture ont été prélevés et les cellules lysées en utilisant le tampon du kit
Nano-Glo luciferase assay sytem (Promega #N1110) dilué au demi dans du PBS (200 pl/puits).
La mesure de l'activité nanoluciférase a été quantifiée a I'aide d'un appareil Tecan Infinite M200
PRO en engageant 30 ul de lysat additionnés de 30 pl de substrat issu du kit cité précédemment
dilué au 5000°™ dans du PBS.

3.6.2 Cellules humaines

Des plaques de 24 puits ont été ensemencées avec 0,15.10° cellules BEAS-2B par puits
dans du milieu complet, puis les infections ont été réalisées a J1. La cinétique de réplication
des virus non porteurs de la cassette nanoluciférase a été réalisée en infectant a une MOI de
0,01. Concernant celle des virus nanoluc, une MOI de 0,01 a été appliquée pour les virus de
fond génétique H7N1 (WT et AF2) et 0,1 pour ceux de fond H3N2 (WT, AF2 ainsi que les deux
chimeéres). Dans le cas des deux cinétiques, les milieux post-infection ont été complémentés
avec 0,25 pg/ml de trypsine (Worthington). Aux temps pi indiqués, les surnageants de culture
ont été prélevés et les cellules lysées en utilisant le tampon du kit Nano-Glo luciferase assay
sytem (Promega) dilué au demi dans du PBS (100 pl/puits). La mesure de l'activité
nanoluciférase quantifiée a I'aide d'un appareil Tecan Infinite M200 PRO en engageant 30 pll
de lysat additionnés de 30 pl de substrat issu du kit cité précédemment dilué au 5000°™ dans
du PBS.

3.7 Usage de rapporteurs luciférase

3.7.1 Etude de I'effet de la co-expression de PB1-F2 et de protéines 14-3-3 sur l'activité
NF-kb et IFN

Afin de tester I'impact de différentes conditions sur l'activité des protéines IFNB et NF-
kB, des plasmides codant la luciférase firefly et dont I'expression est sous le contréle d'un
promoteur activé par I'une des deux protéines ont été utilisés. Le signal bioluminescent généré
est rapporté au taux de transfection évalué par la fluorescence de la GFP co-transfectée. Nous
supposons qu'une cellule ayant intégré le plasmide rapporteur aura également intégré celui
codant la GFP (ainsi que tous les autres plasmides inclus dans la condition testée).

amorce sens 5" — 3’ amorce antisens 5' — 3’
7N GGGGCCTCTAGATCAGTTTATCCACTCTTGTTTGCTG
AGTGCTCTCGAGATGGAACAGGAACAGGATACAC site de restriction Xbal
site de restriction Xhol AATCGTGTCGACTCAGTCTGTCCACCCTTGTTT
H3N2 : T
site de restriction Sall

Tableau 5 : amorces utilisées pour la construction des vecteurs pCl PB1-F2.

Les constructions pCl PB1-F2 ont été obtenues suite a I'amplification par PCR des ORF
respectifs a partir du plasmide pRF483 PB1 correspondant. Les amorces utilisées sont détaillées
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dans le Tableau 5. Des plaques de 24 puits ont été ensemencées avec 2,5.10° cellules 293T par
puits dans du milieu complet, puis les transfections ont été réalisées 24 heures plus tard. Une
quantité totale de 0,6 ug d’ADN a été transfectée par puits, I'apport pour chaque type de
plasmide étant précisé dans le Tableau 6. Lorsque cela était nécessaire, les quantités de
plasmides ont été harmonisées avec un plasmide pCl n'incluant aucun ORF. Le protocole de
transfection est présenté en page 74 (3.2.1 Génétique inverse). La polyethylenimine (PEl) a été
utilisée comme agent de transfection avec un ratio de 3 pl pour 1 ug d’ADN. Les cellules ont
été lysées a 40 heures post-transfection dans 60 ul de tampon de lyse (25 mM de Tris pH 8,
10% de glycérol, 1% de Triton X-100, 10 mM de MgCl, 2mM d'EDTA et 1 mM de DTT). La
mesure du signal fluorescent produit par la GFP a été réalisée a partir de 30 pl de lysat cellulaire
(Aexcitation = 480 NM, Aémission = 520 nm) a I'aide d'un appareil Tecan Infinite M200 PRO. L'activité
luciférase a été mesurée également a partir de 30 pl de lysat additionnés de 60 ul de substrat
(1 mM de DTT, 5 mM d'ATP et 10 uM de D-luciférine (Synchem #S039), solvant = tampon de
lyse) a I'aide d'un appareil IVIS 200 (PerkinElmer).

plasmide quantité transfectée (ng)
pCl GFP 50
pGL3 IFNB-luc 100
protéine humaine, luciférase firefly
pNF-kB-luc (protéine humaine, luciférase firefly) 100
pCl-neo 3xFlag-MDAS5 (protéine humaine) 50
pEF-BOS J19ARIG-I 50
protéine humaine constitutivement active
pCl PB1-F2 H7N1 300
pCl PB1-F2 H3N2 300
pCS2 HA-YWHAH 100
protéine humaine 14-3-3n, Addgene #116887
pcDNA3.1 YWHAE-HA 100

protéine humaine 14-3-3¢, Addgene #48797
Tableau 6 : détail des plasmides utilisés dans les expériences rapporteurs luciférase.

3.7.2 Evaluation de I'activité IFN sur cellules infectées

Des plaques de 24 puits ont été ensemencées avec 8.10* cellules BEAS-2B par puits
dans du milieu complet, puis les transfections ont été réalisées 24 heures plus tard. Une
quantité totale de 0,5 ug d'ADN a été transfectée par puits divisée entre les deux plasmides
suivants : pGL3 IFNB-luc (0,3 pg) décrit précédemment et pCMV mCherry (0,2 pg). Le signal
fluorescent produit par la mCherry permet de rapporter le signal luciférase généré au taux de
transfection. Le protocole de transfection est présenté en page 74 (3.2.1 Génétique inverse). Le
FUGENE HD (Promega) a été utilisé comme agent de transfection avec un ratio de 4 ul pour 1
ug d'ADN. Les cellules ont été infectées a 24 heures post-transfection a une MOI de 1 et enfin
lysées a 16 heures pi dans 100 pl de PLB (« passive lysis buffer », 1 M de Tris pH 7,9; 1 M de
MgCl ; 10% de Triton X-100 ; 20% de glycérol et 1 mM de DTT). Le signal fluorescent produit
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par la mCherry a été mesuré a partir de 25 pl de lysat cellulaire (Aexcitation = 580 NM, Aémission =
620 nm). L'activité de la luciférase firefly a également été mesurée en engageant 25 pl de lysat
additionnés de 50 pl de substrat (1 uM de D-luciférine (Synchem #S039), 1 mM d'ATP et 1 mM
de DTT, solvant = PLB). Les deux mesures ont été réalisées a I'aide d'un appareil Tecan Infinite
M200 PRO.

3.8 Purification de protéines PB1-F2 recombinantes

Les ORF des protéines PB1-F2 H7N1 et H3N2 ont été clonés dans un vecteur pET-22(b+)
(noté pET22) afin de permettre la production en £scherichia coli des protéines recombinantes
possédant un His-tag en position C-terminale. Les ORF respectifs ont été amplifiés a partir du
plasmide pRF483 PB1 correspondant (amorces détaillées dans le Tableau 7).

amorce sens 5' — 3’ amorce antisens 5’ — 3’

TN GGTACGCTCGAGGTTTATCCACTCTTGTTTGCTG
AGCCCGATCATATGGAACAGGAACAGGATACACC site de restriction Xhol

H3ND site de restriction Ndel AATCAGCTCGAGGTCTGTCCACCCTTGTTTGTTG

site de restriction Xhol

Tableau 7 : amorces utilisées pour la construction des vecteurs pet22-PB1-F2-His-tag.

Des bactéries compétentes BL-21 Rosetta ont été transformées avec les plasmides
pET22-PB1-F2-His-tag et cultivées dans du milieu L jusqu'a obtention d’'une densité optique
comprise entre 0,4 et 0,6 mesurée a 600 nm. L'expression des protéines a été induite par I'ajout
d'isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside a 1 mM final puis les cultures bactériennes ont été
incubées 4 heures a 37°C sous agitation. Les cultures bactériennes ont été centrifugées a 5000g
durant 15 min a 4°C puis les culots bactériens ont été lysés avec un tampon composé de 50
mM de Tris pH 7.5 ; 10 mM d'EDTA et 0,1% de Triton X-100. Aprés 30 min d'incubation a 37°C
et une étape de sonication, les lysats ont été centrifugés a 10 000g durant 30 min a 4°C. Les
protéines PB1-F2-His-tag s'accumulent sous forme de corps d'inclusion cytoplasmiques non
solubles, ainsi les culots obtenus ont été incubés jusqu’'a solubilisation dans un tampon
composé de 20 mM de Tris pH 7,4 ; 0,5 M de NaCl ; 5 mM d'Imidazole et 8 M d'urée. Les lysats
ont été clarifiés par centrifugation a 10 000g durant 30 min a 4°C. Les surnageants ont ensuite
été purifiés par chromatographie d'affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC). La colonne
(HiTrap IMAC) a été préalablement chargée en ions Ni** et équilibrée avec le tampon de
solubilisation avant I'injection des lysats. Un rincage de la colonne a été effectué (20 mM de
Tris pH 7,4; 0,5 M de NaCl; 0,8 M d'Imidazole et 8 M d'urée) puis les protéines fixées a la
colonne ont été éluées. Les fractions obtenues ont été analysées par SDS-PAGE et coloration
au bleu de Coomassie. Les fractions d'intérét ont été soumises a une étape de purification par
chromatographie d’exclusion stérique en utilisant une colonne de billes de Sepharose (HiLoad
Superdex 200) équilibrée avec un tampon composé de 20 mM de Tris pH 7,4 ; 0,5 M de NaCl
et 8 M d'urée. Les fractions obtenues ont été de nouveau analysées par SDS-PAGE et celles
pertinentes dessalées a I'aide d'une colonne HiPrep équilibrée avec un tampon contenant 5
mM d'acétate d'ammonium a pH 5. La qualité des protéines PB1-F2 ainsi purifiées a été
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analysée une derniére fois par SDS-PAGE avant leur lyophilisation pour conservation a -20°C.
3.9 Evaluation de la capacité de PB1-F2 a fibriller

La propension des protéines PB1-F2 a former des fibres a été évaluée suite a une
induction de la fibrillation par I'ajout de SDS. La Thioflavine T (ThT) a été utilisée comme
marqueur de la quantité de protéines PB1-F2 présentes sous forme fibrillée. Concretement, le
mélange suivant a été préparé dans un volume total de 100 pl : 5 uM de protéine recombinante
(solubilisée dans un tampon d'acétate de sodium 5 mM a pH 5), 25 uM de ThT et 0,01% de
SDS (inférieur a la concentration micellaire critique). La mesure du signal fluorescent a été
réalisée aprés 30 min d'incubation a I'aide d'un appareil Tecan Infinite M200 PRO (Aexcitation=
435 nm, Aémission = [450 ; 600] nm).

3.10 Détermination des interactomes par I'approche BiolD2

3.10.1 Principe de la méthode

En 2012, une nouvelle approche est venue étayer I'arsenal de techniques disponibles
afin d'identifier des partenaires cellulaires protéiques. Développée par le Dr Kyle Roux et son
équipe, elle repose sur I'utilisation d'une biotine ligase [552]. La biotine (vitamine H) est un
coenzyme synthétisé par les plantes et la plupart des procaryotes. Il est essentiel au
fonctionnement métabolique de tous les organismes. Hydrosoluble, la biotine est fonctionnelle
apres sa fixation par liaison covalente au site actif de certaines carboxylases jouant un role
important dans diverses voies métaboliques (lipogenése, glycogénogénése, synthese d'acides
aminés) [553]. Ces enzymes catalysent le transfert du groupement carboxylate dérivé du CO;
vers des métabolites cellulaires en s'appuyant sur la biotine comme transporteur [554]. La
biotinylation est ainsi une modification post-traductionnelle qui consiste en I'attachement de
biotine a une lysine inclue dans un motif tétrapeptidique AMKM spécifique [553]. La réaction
se divise en deux étapes détaillées en Figure 32. La biotine ligase catalyse premierement
I'activation de la biotine par fixation d'un groupement AMP. La molécule de biotinoyl-AMP
ainsi formée reste liée au site actif de la biotine ligase jusqu'a ce que celle-ci identifie un motif
de biotinylation présent sur une carboxylase biotine-dépendante. La fixation de la biotine a la
lysine de ce motif est issue d'une substitution nucléophile : I'amine primaire présente sur le
carbone e de la lysine constitue le groupe nucléophile attaquant la fonction anhydride d'acide
du biotinoyl-AMP. La biotine restera fixée a la carboxylase tout au long de la durée de vie de
I'enzyme [553]. Cette propriété ainsi que la tres forte affinité du complexe biotine-streptavidine
(Kp= 107" M) [555] permettant de purifier efficacement les protéines biotinylées ont suscité un
intérét quant a l'usage d'une biotine ligase en tant que marqueur de partenaires cellulaires.
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Figure 32 : synthése organique d'un peptide biotinylé.

Le développement de cette approche s’est appuyé sur une biotine ligase exprimée par
la bactérie Escherichia coli (E. coli) nommée BirA. Deux propriétés de cette enzyme ont été
identifiées comme obstacle a une utilisation optimale. Premierement, sa spécificité de réaction
inhérente au groupe des biotine ligases, la biotinylation étant en effet un phénomeéne
relativement rare. Seules une et quatre carboxylases porteuses du motif nécessaire ont été
identifiées respectivement chez £ col/[556] et la souris [557]. De plus, BirA possede un domaine
de liaison a I'ADN en extrémité C-terminale [558] lui permettant d'agir comme facteur
répresseur de la voie de synthese biologique de la biotine [559]. Des travaux ont permis
I'ildentification d'une mutation (R118G) au niveau de la boucle d'interaction avec la biotine de
BirA se traduisant par une affinité pour le biotinoyl-AMP trés réduite [560]. L'application de
cette modification réside en la possibilité d'utiliser le mutant (BirA*) en tant que biotinylateur
universel. En effet, une affinité moindre pour la forme active de la biotine permettrait sa
libération dans I'environnement cellulaire et donc la biotinylation de lysines indépendamment
de la reconnaissance du motif spécifique mais selon la proximité de la protéine [560].
L'expression de BiolD au sein d'un complexe protéique dont I'organisation structurelle est
connue a permis d'identifier que les peptides biotinylés se situent dans un rayon d’'environ 10
nm autour de I'enzyme [561]. Cependant, cette observation est trés empirique et peu robuste,
ainsi il ne s'agit pas d'une valeur absolue. Toutefois, une faible distance telle que 10 nm est
corroborée par la réactivité de la fonction anhydride d'acide qui, étant facilement hydrolysable,
suggere une courte durée de vie du biotinoyl-AMP. L'expression d'une protéine d'intérét
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fusionnée a BiolD résulte en la biotinylation des protéines situées dans un environnement tres
proche du complexe ce qui suggere des interactions avec la protéine étudiée. La mutation
R118G citée est également associée a une perte de la capacité d'interaction avec I'ADN [562].
Suite a ces observations, I'usage de BirA* (également nommée BiolD) a été mis en pratique
dans plusieurs études s'attachant a définir des interactomes [563-567].

Une optimisation de BiolD a ensuite été présentée en 2016 [568]. Le Dr Roux et son
équipe ont identifié une biotine ligase (BiolD2) chez une autre souche de bactérie, Agquifex
aeolicus, |égérement plus petite que BirA* car elle ne possede naturellement pas de domaine
de liaison a I'ADN (27 contre 35 kDa). De la méme facon, une mutation a été réalisée au niveau
de la boucle d'interaction de BiolD2 avec la biotine de fagcon a perdre la spécificité stricte de
biotinylation (R40G). Le rayon de biotinylation est évalué a 10-40 nm, ce qui rejoint I'estimation
d'une dizaine de nanomeétres proposée pour BiolD. Enfin, une efficacité de biotinylation
supérieure de BiolD2 a été observée. Cette propriété de BiolD2 ainsi que sa taille réduite
constituent ses atouts envers son prédécesseur. L'usage d'une biotine ligase comme outil
d'identification d'intéractants offre la possibilité d'une étude cinétique et I'accumulation
d'information. En effet, la biotinylation étant permanente, l'identification des protéines
marquées retrace I'historique des interactions réalisées au cours de I'expression de la protéine
d'intérét fusionnée a BiolD2 et permet ainsi de prendre en considération des interactions
transitoires. Cela s'oppose aux approches dimmunoprécipitation plus classiques dans
lesquelles seules les protéines interagissant a un instant donné peuvent étre analysées. De plus,
la tres forte affinité biotine-streptavidine annonce une purification des intéractants efficace
ainsi qu'un bruit de fond réduit. Nous avons donc opté pour cette approche afin de définir
I'interactome des protéines PB1-F2.

O biotine libre
(® O O biotinoyl-AMP

® Dbiotine fixée

aJout de blotlne
PB1 F2

B|0ID2

purification par affinité
avec la streptavidine

analyse par spectrométrie de masse o O Q /
05 ®

Figure 33 : principe de fonctionnement de I'approche BiolD2.
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3.10.2 Constructions BiolD2

Les ORF des protéines étudiées ont été clonés dans un vecteur pcDNA3.1 BiolD2-HA
(Addgene #36047). Les amorces utilisées sont précisées dans le Tableau 8 (sites de restriction
Nhel et BamHI pour les amorces sens et antisens respectivement). L'expression de ces
constructions permet ainsi la synthése de la protéine d'intérét associée a une cassette BiolD2-
HA en position C-terminale.

amorce sens 5' — 3’ amorce antisens 5" — 3’

GFP TTTAAAGCTAGCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC GTATTAGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

H7N1 PB1-F2 | AACAGGGCTAGCATGGAACAGGAACAGGATACACC AGGCCAGGATCCGTTTATCCACTCTTGTTTGCTG

H7N1 NS1 TCCTCCGCTAGCATGGATTCCAACACGATAACCTC AAAGGGGGATCCAACTTCTGACTCAACTCGTCG
H3N2 PB1-F2 GACTCTGCTAGCATGGAACAGGAACAGGATACACC GACTTCGGATCCGTCTGTCCACCCTTGTTTGTT
H3N2 NS2 TTGTGCGCTAGCATGGATTCCAACACTGTGTC AGCGGAGGATCCATCAGCCATCTTATCTCTTCG

Tableau 8 : amorces utilisées pour la construction des vecteurs pcDNA3.1 BiolD2-HA.

3.10.3 Immunofluorescence

Des cellules A549 ont été ensemencées dans des plaques de 12 puits dans du milieu
complet et sur des lamelles a raison de 4.10° cellules par puits. Le milieu de culture a été
remplacé 24 heures plus tard par du milieu OptiMEM supplémenté avec de la D-biotine (Sigma
#B4639, solubilisée dans du DMSO) a une concentration finale de 50 uM, puis les transfections
ont été réalisées. Une quantité totale de 1 ug d’ADN a été transfectée par puits. Le protocole
de transfection est présenté en page 74 (3.2.1 Génétique inverse). Le FUGENE HD (Promega) a
été utilisé comme agent de transfection avec un ratio de 4 pl pour 1 ug d’ADN. Vingt-quatre
heures post-transfection, le milieu a été remplacé par une solution de formaldéhyde a 3,7%
diluée dans du PBS afin de fixer les cellules. Apres 15 min d'incubation a TA, les cellules ont été
rincées 3 fois avec du PBS puis perméabilisées durant 10 min avec une solution contenant 0,2%
de Triton-X100 dilué dans du PBS. Trois ringages ont été effectués avec du PBS puis les sites
non spécifiques saturés par application durant 1 heure d’'un tampon composé de 2% de BSA
et 0,05% de Tween®20, le solvant étant du PBS. Les anticorps utilisés ont été dilués dans le
tampon de saturation et incubés durant 2 heures a TA. Leur détail est précisé dans le Tableau
9. Entre chaque étape de marquage, 3 lavages dans un tampon PBS-Tween®20 a 0,05% ont été
réalisés. Enfin, les cellules ont été rincées 3 fois avec du PBS avant de réaliser le montage des
lames en utilisant un milieu contenant du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole, Molecular
Probes, #15247528) permettant de marquer les noyaux cellulaires.

anticorps espece référence produit dilution

anti-HA lapin Sigma #H6908 1/100

anti-lapin Alexa Fluor® 488 chevre abcam #ab150077 1/2000
streptavidine Alexa Fluor® 594 - Molecular Probes™ #10626153  1/500

Tableau 9 : détail des anticorps utilisés en immunofluorescence.
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3.10.4 Purification de protéines biotinylées

Des flacons de culture cellulaire T175 ont été ensemencés avec 13.10° cellules A549,
15.10° cellules CLEC213 ou 18.10° cellules 293T dans du milieu complet. Les transfections ont
été réalisées 24 heures plus tard. Une quantité de 50 ug d’ADN a été transfectée par flacon. Le
protocole de transfection est présenté en page 74 (3.2.1 Génétique inverse). Le FUGENE HD
(Promega) a été utilisé comme agent de transfection avec un ratio de 4 pl pour 1 ug d’ADN. Le
milieu de culture a été supplémenté avec de la D-biotine (Sigma, solubilisée dans du DMSO) a
une concentration finale de 50 uM. Vingt-quatre heures post-transfection, le milieu de culture
a été remplacé par du milieu neuf supplémenté avec 50 uM de D-biotine. Quarante-huit heures
post-transfection, les cellules ont été décollées par traitement a la trypsine puis centrifugées a
1200 rpm durant 5 min a TA. Le culot cellulaire a été rincé avec du PBS a 4°C puis centrifugé
de nouveau (2200 rpm, 5 min, 4°C). Cette étape a été répétée une seconde fois puis les cellules
ont été lysées dans 3,5 ml de tampon de lyse (150 mM de NaCl; 0,1% de SDS ; 1% d'lgepal ;
0,5% de désoxycholate de sodium; 1 mM d’EDTA ; 25 mM de Tris pH 7,4; 1 mM de DTT et
inhibiteurs de protéases). Aprés une incubation de 10 min a 4°C, les lysats ont été centrifugés
a 16 000g durant 30 min a 4°C afin d'éliminer les débris cellulaires. Les surnageants ont été
prélevés et filtrés a I'aide d'une membrane d'ultrafiltration ayant un poids moléculaire nominal
limite de 3 kDa (MERCK #UFC8003) dans le but de concentrer les protéines et éventuellement
d'exclure la D-biotine qui serait présente sous forme libre. Les surnageants ont ainsi été placés
sur un filtre et centrifugés durant a 5000g durant 45 min et a 4°C. Les éluats obtenus ont été
incubés avec 250 pl de billes magnétiques couplées a la streptavidine (Invitrogen™, #11205D)
durant toute une nuit a 4°C sous agitation douce afin de purifier les protéines biotinylées de
I'extrait total. Les billes ont été préalablement équilibrées par 4 ringages successifs : 3 avec du
PBS et 1 avec du tampon de lyse. Apres I'étape de fixation, les billes ont été premiérement
rincées avec du SDS a 2%. Un second ringage a été réalisé avec un tampon composé de 500
mM de NaCl, 1 mM d'EDTA, 1% de Triton-X100, 50 mM d'HEPES et 0,1% de désoxycholate de
sodium. Les billes ont ensuite été lavées avec un troisieme tampon (300 mM de NaCl; 1 mM
d'EDTA ; 0,5% de désoxycholate ; 0,5% d’lgepal et 10 mM de Tris pH 8). Enfin, trois lavages
dans du Tris 50 mM pH 7,4 ont été réalisés. Afin d'éluer les protéines fixées, les billes ont
ensuite été reprises dans 30 pl d'un tampon Laemmli 5X (25 mM Tris-HCl ; 192 mM glycine ;
10% SDS ; 25% glycérol et 0,01% bleu de bromophénol) et I'ensemble incubé durant 15 min a
95°C. Les éluats ont été séparés des billes et conservés a -20°C.

3.10.5 Western Blot

Afin d'évaluer le profil des protéines biotinylées purifiées, 10% des éluats ont été
séparés par SDS-PAGE sur un gel de polyacrylamide 12% dans le but d'étre analysés par
Western Blot et coloration au bleu de Coomassie. Dans le premier cas, apres la migration, le
gel a été incubé pendant 15 min dans le tampon de transfert (25 mM de Tris-HCl ; 192 mM de
glycine pH 8,3 ; 20% éthanol) puis éléctrotransféré sur une membrane de nitrocellulose 0,2 um
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(Bio-Rad #1620112) par application d'une tension électrique de 18 V durant 45 min. La
membrane a été saturée durant 1 heure a TA dans du PBS contenant 2% de BSA et 0,05% de
Tween®20. La membrane a ensuite été incubée dans du tampon de saturation contenant de la
streptavidine couplée a la HRP (Horseradish Peroxidase, abcam #ab7403, dilution 1/5000)
durant toute une nuit a 4°C sous agitation douce. La membrane a été rincée 3 fois dans du PBS
puis incubée durant 5 min dans la solution Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad #1705060).
La chimioluminescence a été acquise a I'aide d'un appareil ChemiDoc (Bio-Rad).

Afin d'évaluer I'expression des constructions BiolD2, 40 ug de protéines extraites du
lysat total de cellules transfectées avec les différents vecteurs ont été analysés par Western Blot.
L'anti-HA cité dans la partie « Immunofluorescence » a été utilisé comme anticorps primaire
dilué au millieme. Apres 3 rincages de la membrane réalisés avec du PBS, I'anticorps secondaire
(anti-lapin HRP, KPL #5450-0010, dilution 1/5000°™) a été incubé durant 2 heures. La mesure
de la chimioluminescence a été réalisée comme décrit précédemment.

3.10.6 Analyse par spectrométrie de masse

Les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées en collaboration avec Céline
Henry, Lydie Correira et Aaron Millan-Oropeza de la plateforme INRAE - PAPPSO (plateforme
d'analyse protéomique de Paris sud-ouest).

3.10.6.1 Digestion des protéines sur gel

Suite a la purification des protéines biotinylées, une migration courte sur gel dénaturant
de polyacrylamide commercial (Bio-Rad #4561095) des volumes réservés des éluats a été
réalisée afin de concentrer I'ensemble des protéines dans un volume de gel restreint. La
position des protéines groupées a été identifiée par coloration au bleu de Coomassie et la
bande de gel correspondante découpée afin de réaliser une digestion sur gel des protéines. Le
gel a été décoloré par ringage avec une solution A (10% acide acétique, 40% éthanol) puis B
(50% acétonitrile (ACN), 50% bicarbonate d’'ammonium), chacune incubée durant 15 min. Cette
association de lavages a été réalisée jusqu’a disparition du bleu de Coomassie. Le gel a été
ensuite incubé dans une solution d’ACN 100% afin de le déshydrater. Une solution de DTT a
10 mM a été ajoutée afin de réduire les protéines et I'ensemble maintenu a 56°C durant 30
min sous agitation orbitale. L'alkylation a été réalisée par incubation du gel dans une solution
de iodoacétamide a 55 mM durant 45 min, a I'obscurité et sous agitation orbitale. Le gel a
ensuite été rincé avec la solution B puis déshydraté. La Trypsine Gold (Promega #V5280) a été
utilisée afin de digérer les protéines. Le gel a été saturé par incubation sur glace dans une
solution contenant 200 ng de trypsine (le solvant étant une solution de bicarbonate
d’'ammonium a 50 mM). Le volume a été ajusté de facon a couvrir la totalité du gel. Une fois
que la totalité de la solution a été absorbée, le gel a été placé a 37°C durant toute une nuit.
Puis, 10 pl d'une solution de bicarbonate d'ammonium a 50 mM a été ajoutée. Le surnageant
a été prélevé apres 10 min d'incubation. Les peptides séquestrés dans le gel ont été extraits
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par ajout de 50 pl d'une solution contenant 0,5% d'acide trifluoroacétique (TFA) et 50% d'ACN.
Apres une incubation de 15 minutes, le surnageant a été prélevé. Enfin, 30 ul d'une solution
d’ACN 100% ont été ajoutés sur le gel et le surnageant prélevé une fois le gel déshydraté.

L'ensemble des surnageants a été regroupé puis concentré a I'aide d'un évaporateur centrifuge.

Les peptides séchés obtenus ont été resuspendus dans une solution contenant 0,1% de TFA et
2% d'ACN.

3.10.6.2 Séparation et détection des peptides par LC-MS/MS

Les peptides ont été séparés par chromatographie en phase liquide. Un systeme
incluant une pré-colonne en dérivation a été utilisé (pré-colonne: ThermoFisher Scientific
#163589, colonne : ThermoFisher Scientific #164540). Un flux de 20 pl/min pour la pré-colonne
et de 300 nl/min pour la colonne a été appliqué. L'analyse a été conduite a I'aide d'un Orbitrap
Fusion Lumos Tribrid (Thermo Scientific) utilisé en tandem avec un analyseur quadripOle.
L'ionisation des peptides a été réalisée par électronébulisation (2800 V). Les spectres de masse
ont été acquis sur un intervalle allant de 400 a 1500 m/z et avec une résolution de 120 000
(valeur AGC : 5.10°) (MS1). Les cycles ont été espacés de 3s, intervalle durant lequel les ions
les plus abondants ont été fragmentés (MS2) avec une énergie de collision de 30%. Une
résolution de 30 000 (valeur AGC : 5.10% et une fenétre d'exclusion dynamique de 80 secondes
ont été appliquées. Les peptides identifiés ont été analysés a l'aide du logiciel X! Tandem
Alanine (2017.2.1.4) et confrontés aux bases de données UniprotKB_ HomoSapiens_
sp26314_26032018 pour les échantillons produits en cellules A549 et UniprotKB_G_Gallus_
sp2291_04062018 pour ceux produits en cellules CLEC213. Seules les protéines identifiées avec
au minimum 2 peptides spécifiques ont été conservées.

3.11 Expériences /in vivo en modele murin

3.11.1 Lignées utilisées et infection

Les souris femelles BALB/c ont été achetées au centre d'élevage JANVIER LABS. Les
animaux étaient agés de 8 semaines en début de protocole. Les souris BALB/c NF-kB-luciférase
firefly (NF-kB-luc) sont issues de I'élevage conduit a la plate-forme expérimentale
d'infectiologie du centre INRAE fle de France (IERP, site de Jouy-en-Josas). Cet élevage a pu
étre initié grace au centre d'élevage du CDTA (département de Cryopréservation, Distribution,
Typage et Archivage) appartenant a I'unité TAAM (Typage et Archivage des Animaux Modeles)
du CNRS. En effet, ce département conserve le sperme d'animaux de la souche C57BL/10Sn)J
(B10) dont le génome intégre une cassette NF-kB-luc. Le pelage noir des souris B10 étant peu
adapté a la mesure de luminescence, des femelles BALB/c ont été croisées avec des males B10
NF-kB-luc puis, a la suite de 6 rétrocroisements successifs, une lignée BALB/c NF-kB-luc a été
obtenue. Les animaux utilisés étaient agés de 8 a 14 semaines.
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Les protocoles ont été réalisés dans une animalerie confinée de niveau de sécurité
biologique 2 (IERP). Les animaux ont été anesthésiés par injection en intra-péritonéale d'un
mélange de kétamine/xylazine (60 mg/kg et 12 mg/kg respectivement) puis infectés par
I'administration en intra-nasale de 50 pl d'inoculum viral dilué dans du PBS. Les souris du
groupe contréle ont requ 50 pl de PBS seul. Les animaux ont été observés quotidiennement
afin de relever les signes cliniques (poids et température). Les points limites des
expérimentations ont été fixés a une perte de poids supérieure a 25% du poids initial et/ou
une température rectale inférieure a 32°C.

3.11.2 Evaluation de la perméabilité pulmonaire et intestinale

Le réactif FITC-dextran (isothiocyanate de fluorescéine-dextran, Sigma #46944) a été
utilisé comme marqueur de la perméabilité pulmonaire et intestinale. Il s'agit d'un polymere
d'anhydroglucose de faible poids moléculaire (4 kDa) et n'interagissant pas avec les protéines
membranaires, caractéristiques lui permettant de franchir les barrieres épithéliales et
endothéliales. Le signal fluorescent mesuré dans le sérum des animaux est ainsi corrélé
positivement au niveau de perméabilité de I'organe considéré.

Pour étudier la perméabilité pulmonaire, les animaux ont recu en intra-nasale 50 pl
d'une solution contenant 30 mg de FITC-dextran par kg dilués dans du PBS. Dans le cas de la
perméabilité intestinale, 200 ul incluant 500 mg/kg dilués dans du PBS ont été administrés par
gavage. Le sang des animaux a été prélevé au niveau de la veine faciale 1 heure post-
traitement pour la sphére respiratoire et 1Th30 pour la sphere digestive. Les échantillons ont
été centrifugés a 5000 rpm durant 10 min et a 4°C, étape répétée avec le surnageant récupéré
afin d’enisoler le sérum. La mesure de fluorescence a été réalisée en engageant 10 pL de sérum
(Aexcitation = 485 NM, Aémission = 528 nm).

3.11.3 Analyse histologiques

Le traitement des échantillons pour analyse histologique a été réalisé en collaboration
avec la plateforme INRAE - @BRIDGE (Marthe Vilotte et Julie Riviere).

Le lobe pulmonaire gauche des animaux a été prélevé pour analyse histologique. Les
tissus ont été fixés durant 24 heures dans une solution de paraformaléhyde a 4% diluée dans
du PBS, transférés dans I'éthanol a 70% puis stockés a 4°C. Chaque lobe a été inclus en paraffine
et des sections de 5 uM ont été découpées puis une coloration Hémalun-Eosine-Safran a été
réalisée. Le niveau d'infiltration cellulaire au sein des tissus a été évalué avec le logiciel Fiji. Les
images ont été binarisées, les zones correspondant a des cellules ont ainsi été converties en
blanc et les zones lacunaires en noir. Cette dichotomie permet d'identifier et donc de mesurer
la surface du tissu occupée par des cellules. Le rapport de cette surface sur celle de tissus totaux
indique le taux d'occupation cellulaire et donc le niveau d'infiltration. Les espaces
correspondants aux bronchioles ont été exclus car, bien que lacunaires, ils ne sont pas
directement concernés par l'infiltration.
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3.11.4 Analyse des parametres respiratoires

L'analyse des cycles respiratoires des souris a été réalisée par pléthysmographie. D'un
point de vue sémantique, ce terme regroupe toutes les techniques qui permettent de mesurer
des variations de volumes. Nous avons utilisé cette approche sur animaux vigiles. La souris est
placée dans une cloche divisée en deux chambres, A et B (Figure 34A). Un flux d'air constant
est maintenu a travers la chambre A. Un capteur mesure la différence de pression entre les
deux chambres, la B servant de référence car isolée des variations de pression exogenes au
systéeme. Toutes les modifications du différentiel sont attribuées aux mouvements respiratoires
de I'animal qui perturbent la pression de la chambre A. L'importance des variations de pression
et les durées associées permettent de définir les cycles respiratoires de la souris dont un
exemple est modélisé en Figure 34B.

A
—_— 4 flux d’air
B

Te : temps d'expiration

Tr : temps de relaxation

(évacuation de 65% du volume inspiré)
Pmi : pression maximale a l'inspiration
Pme : pression maximale a 'expiration

expiration
AP>0

P=0 —> temps

c
8 o h Pme " Te-Tr
© v penn = -
% % Pmi Tr
c

Figure 34 : méthode d’évaluation de paramétres respiratoires chez la souris.
Principe de fonctionnement d'un pléthysmographe [A] et présentation d'un cycle respiratoire ainsi que
des parametres mesurés [B].

La penh est un indicateur déduit a partir de différents paramétres déterminés par les
cycles respiratoires. Une diminution de la pression maximale a I'expiration ou une
augmentation du temps de relaxation (évacuation de 65% du volume courant) sont deux
évenements conduisant a une augmentation de la penh et témoignent d'une difficulté a
I'expiration. Cette derniere étant passive, un gradient de pression entre l'air atmosphérique et
celui intra-alvéolaire est nécessaire. Le recrutement cellulaire lié a I'état inflammatoire du
poumon infecté implique une surpopulation cellulaire a l'interface épithélium respiratoire-air
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inspiré. Le volume disponible pour accueillir ce dernier au niveau des alvéoles et bronchioles
est donc réduit compte tenu de cette obstruction ce qui n'est pas favorable a I'expiration. En
conséquence, une difficulté a I'expiration témoigne d'une bronchoconstriction associée au
niveau inflammatoire pulmonaire. En ce sens, la penh est donc un indicateur reflétant la
détresse respiratoire de I'animal.

L'évaluation des cycles respiratoires a été réalisée a I'aide d'un pléthysmographe (emka
technologies). Les souris ont été placées au sein de la chambre adéquate et les mouvements
respiratoires ont été suivis jusqu'a ce que l'appareil ait pu discerner au minimum 10 cycles
complets. Les parameétres déduits des cycles respiratoires d'un animal correspondent ainsi a la
moyenne des résultats issus de 10 mesures minimum.

3.11.5 Mesure de signaux bioluminescents

Les souris ont été anesthésiées par l'inhalation d'un mélange isoflurane/O; et les
substrats administrés par voie intra-nasale : 50 yl de PBS contenant de la D-luciférine a 10 mM
(Synchem #S039, 7 mg/kg) ou de la furimazine (substrat issu du kit Nano-Glo® luciferase assay
system (Promega) dilué 1/50) pour les mesures respectives de I'activité luciférase firefly et
nanoluciférase. Dans le cas d'une expérience, I'administration du substrat de la luciférase firefly
par voie intra-péritonéale a été testée : 150 ul de PBS contenant de la D-luciférine a 10 mM (21
mg/kg) ont été injectés a I'aide d'une seringue tuberculine. Les acquisitions ont été réalisées 1
min apres l'injection du substrat a 'aide d'un appareil IVIS 200 (PerkinElmer). L'analyse a été
réalisée avec le logiciel associé Living Image qui permet une visualisation du signal luminescent
représenté par de fausses couleurs superposées sur la photographie des animaux. Le flux de
photons a été quantifié dans des zones d'intérét puis normalisé par rapport a la surface de
celles-ci. Le temps d'acquisition a été défini automatiquement par l'appareil de facon a
optimiser le signal bioluminescent.

3.12 Extraction de I'ARN total et analyse par PCR quantitative

3.12.1 Extraction - cultures cellulaires

L'ARN total issu de lignées cellulaires en culture a été extrait en utilisant le kit RNeasy
plus kit (QIAGEN #74136). Des plaques de 12 puits ont été ensemencées avec 0,6.10° cellules
CLEC213 ou 0,35.10° cellules BEAS-2B par puits. Puis, 24 heures aprés, les cellules ont été
infectées a une MOI de 3. Les cellules ont été lysées a 8 heures post-infection avec 350 ul de
tampon RLT complémenté avec 1% de B-mercaptoéthanol. L'ensemble des étapes du
processus d'extraction ont été réalisées a TA. L'ADNg (ADN génomique) présent dans
I"échantillon a premierement été éliminé grace a une colonne fixant spécifiquement celui-ci (12
000g, 30s). Un volume d'éthanol 70% a été ajouté a I'éluat puis I'ensemble a été homogénéisé
et déposé sur une seconde colonne fixant I'’ARN (12 000g, 30s). La colonne a été lavée avec
700 pl de tampon RW1 (12 000g, 30s) afin d'éliminer les biomolécules non spécifiques. Les sels

89



Matériels et méthodes

résiduels ont ensuite été éliminés par deux lavages successifs avec 500 pl de tampon RPE (12
000g durant 30s puis 2 min). Enfin, aprés séchage de la colonne (16 000g, 1 min), I'’ARN total a
été élué dans 30 pl d’eau RNase-free puis dosé par quantification de I'absorbance a 260 nm a
I'aide d'un spectrophotomeétre NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) et enfin stocké a -
80°C.

3.12.2 Extraction - poumons de souris

Les extractions relatives aux infections de souris NF-kB-luciférase ont impliqué la
totalité du lobe gauche des animaux. Les extractions relatives a l'infection de souris BALB/c ont
impliqué la totalité du lobe droit des animaux. Les tissus ont été placés dans de la glace
carbonique immédiatement apres préléevement puis conservés a -80°C.

Le TRI-REAGENT® a été utilisé comme méthode d'isolation de I'ARN total. Le tissu
pulmonaire engagé a été placé dans un tube a vis contenant des billes en céramique (Minéralex
#N1100) et 1 ml de TRI-REAGENT®. L'ensemble a été placé dans un homogénéisateur de tissus
(Precellys Tissue Homogenizer) dont le cycle programmé était deux fois 15s a 6000 rpm afin
de broyer le tissu par collision avec les billes. Aprés 5 min d'incubation a TA permettant la
dissociation des complexes nucléoprotéiques, les billes et les débris cellulaires ont été culottés
par centrifugation a 12 000g durant 5 min a 4°C. Le surnageant a été récupéré et additionné
de chloroforme (200 pl). Apres 15s d'agitation et 15 min d'incubation a TA, I'ensemble a été
centrifugé a 15 000g durant 15 min a 4°C. Trois phases sont alors discernables : les ARN se
situent dans la phase aqueuse supérieure tandis que les ADN et les protéines dans l'interphase
et/ou la phase organique. La phase aqueuse a été récupérée et les ARN précipités par I'ajout
d'isopropanol (500 pl). Aprés mélange au vortex et un temps d'incubation de 10 min a TA,
I'ensemble a été centrifugé 10 min a 4°C a 12 000g. Le culot d’ARN obtenu a été lavé deux fois
avec de I'éthanol 75% puis séché a I'air libre avant d'étre repris dans 200 pl d’eau RNase-free,
dosés au NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) et enfin conservé a -80°C.

3.12.3 Rétrotranscription des ARN

3.12.3.1 Rétrotranscription non spécifique

L'expression des génes de I'hote a été évaluée suite a une rétrotranscription non
spécifique de I'ARN total extrait a I'aide du kit iScript™ (Bio-Rad #17250). La réaction a été
réalisée dans un volume total de 20 pl incluant : 1 pL de transcriptase inverse iScript, 4 ul de
tampon iSript contenant notamment des oligonucléotides hexameéres aléatoires et 1 ug d’ARN.
Le volume a été ajusté avec de I'eau RNase-free. Le thermocycleur a été programmé a 46°C
durant 20 min puis 1 min a 95°C afin d'inactiver I'enzyme. Le volume du produit de réaction a
été ajusté a 100 pl avec de I'eau Milli-Q® (MERK, eau ultra pure de type 1) puis les ADNc
conservés a -20°C.
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3.12.3.2 Rétrotranscription spécifique de géenes viraux

Pour le génotypage de virus ou la quantification absolue du génome viral au sein
d'échantillons, une rétrotranscription spécifique des ARNv PB1 ou M1 a été réalisée a I'aide de
la transcriptase inverse SuperScript™ Il (Invitrogen™ #180640). Dans un volume total de 12 pl,
1 pug d’ARN total, 2 pmol d'amorce spécifique (détail dans le Tableau 10) et 1 pyl d'un mélange
de dNTP (chacun a 10 mM) ont été incubés 5 min a 65°C. Puis, 4 pl de tampon « 5X First-
Strand » et 2 yl de DTT a 0,1 M ont été ajoutés au mélange réactionnel. Apres homogénéisation,
I'ensemble a été incubé a 42°C durant 2 min. La transcriptase inverse a ensuite été ajoutée (1
ul) et le volume total ajusté a 20 pl avec de I'eau RNase-free. L'ensemble a enfin été incubé a
42°C durant 50 min puis 15 min a 70°C afin d'inactiver I'enzyme. Les ADNc obtenus ont été
conservés a -20C°.

Dans le cas du séquencage d'ARNv, les ADNc ont été amplifiés par PCR avec une
polymérase haute fidélité Phusion (Thermo Scientific #F530). La réaction a été réalisée en
engageant 3 pl d'acides nucléiques rétrotranscrits. Les amorces sens utilisées (Tableau 10) ont
ensuite permis le séquencage des produits obtenus.

amorce 5" — 3’
rétrotranscription ARNv PB1 et amplification par PCR - PB1 sens TTACTTTTCTTGAAAGTGCCAG
H7N1 rétrotranscription ARNv M1 AGATCGCGCAGAGACTTGAAGA
amplification par PCR - PB1 antisens GGGTGTTGCAATTGCCCGTCTC
rétrotranscription ARNv PB1 et amplification par PCR - PB1 sens | GAAAGTTCCAGCGCAAAATGCC
H3N2 rétrotranscription ARNv M1 ATCGCGCAGAGACTTGAAGATG
amplification par PCR - PB1 antisens GCTCCTAGCTAGAGTTTCAACA

Tableau 10 : liste des amorces utilisées pour la rétrotranscription et le séquengage d'ARNv.
3.12.4 PCR quantitative

Les amorces utilisées en PCR quantitative (QPCR) ont été définies a l'aide de I'outil
PerlPrimer en incluant, lorsque que cela était possible, une jonction d'une région intronique et
exonique de fagon a ce que seul un ARN épissé puisse étre amplifié. Ce design permet ainsi de
discriminer une amplification de '’ADNg correspondant au segment d’ARNm considéré en cas
de contamination résiduelle de I'échantillon en ADNg apres extraction. Certains genes tels que
ceux codant les différents types d'interférons ne possedent cependant pas d'intron.

La qPCR est une méthode permettant d'évaluer la quantité relative ou absolue d'un
géne transcrit au sein d'un échantillon. L'amplification par PCR du segment d’ADNc d'intérét
est réalisée en présence d'un agent capable de se lier aux acides nucléiques, le SYBR Green
(cyanine asymétrique). La fixation de ce dernier induit un changement de conformation
permettant I'émission d'un signal fluorescent. La mesure de la fluorescence a chaque cycle de
la réaction permet d'évaluer le taux de fixation du SYBR Green et donc par corrélation la
guantité de segment générée par I'amplification. Le résultat de cette réaction est le cycle seuil
(noté Ct) représentant le nombre de cycles requis afin que le signal fluorescent mesuré soit
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significativement plus élevé que la ligne de base définie selon les parametres de I'appareil
utilisé.

La réaction a été conduite dans un volume total de 20 pl incluant 10 uL de SYBR Green
(Bio-Rad #1725122), 8 uL d'eau Milli-Q®, 1 pl d’ADNc et 1 pl du couple d’amorces du géne
d'intérét a 10 uM (amorces recensées dans le Tableau 11). L'appareil CFX Connect (Bio-Rad)
paramétré selon le programme suivant a été utilisé :

- dénaturation initiale et activation de la polymérase : 3 min a 95°C

- phase d'amplification : 40 cycles incluant 10s a 95°C puis 30s a 60°C

- courbe de fusion : incrémentation de la température sur l'intervalle [60-95°C] de 0,5°C
toutes les 5s avec mesure de la fluorescence a chaque température appliquée.
L'augmentation par paliers de la température induit la dissociation progressive des
produits double brin de I'amplification du geéne transcrit d'intérét et donc une
décroissance du signal fluorescent compte tenu de la libération du SYBR Green. La
température correspondant au maximum de dissociation est par définition le point de
fusion du segment d’ADNc considéré. Ce paramétre est dépendant de la longueur ainsi
que du taux de GC, il est donc caractéristique d'un segment d’ADNc. La courbe de
fusion permet ainsi de Vvérifier la spécificité de la qPCR.

Le niveau d'expression relatif d'un géne transcrit dans un échantillon considéré a été
déterminé selon les étapes présentées en Figure 35. En pratique, trois genes de ménage ont
été utilisés : celui codant la protéine hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT),
la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et la béta-tubuline (BTub) pour les
gPCR sur les échantillons issus de culture de cellules épithéliales. Pour les échantillons issus de
poumons de souris, les génes codant la protéine HPRT, la béta-actine (BAct) et la BTub ont été
utilisés.

Dans le cas d'une rétrotranscription spécifique de I'ARNm viral M1, le niveau
d'expression a été évalué de fagon absolue par extrapolation a partir d'une gamme standard
générée par des dilutions en série de 10 en 10 du plasmide pRF483 incluant le segment M
(H7N1 ou H3N2) de concentration initiale 1 ug/ml. La gamme a été définie en engageant 1 pl
des dilutions 10*a 10 dans la réaction. La conversion de la quantité d'’ADN évaluée dans un
échantillon en nombres de copies du géne M1 est détaillée en Figure 36.
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Pour un gene d'intérét dans un échantillon donné :

I, Ctgoi(ts) ~CLHKG(ts);,
N
ZII¥=1 Ct(M)gor(ren —Ct(M)HKGref)

(E;) ACt =

(E,) calibrateur = N

(E3) AACt = ACt - calibrateur

(E,) RGE = 2AACt

Cteoigsy © Ct du gene d'intérét obtenu pour
I'échantillon testé

Clukes) : Ct du gene de ménage obtenu pour
I'échantillon testé

Ct(m)goiren : Ct moyen des réplicats biologiques du
groupe de référence pour le géne d'intérét
Ct(m)ukeren : Ct moyen des réplicats biologiques
du groupe de référence pour le gene de ménage
considéré

GOl : géne d'intérét (« gene of interest) »

HKG : géne de ménage (« housekeeping gene »)

N : nombre total de genes de ménage utilisés

RGE : expression relative du geéne d'intérét
(« relative gene expression »)

ts : échantillon traité (« treated sample »)

Figure 35 : méthode de traitement des données de PCR quantitative.

nombre de copies =

S * AwW(pp) * 10°

g : quantité ADN (ng)

Na : nombre d'Avogadro (6,022.103 mol")
s : taille de I'amplicon (pb)

AW(py) : poids moléculaire moyen

d’'une paire de base (650 Da)

q*Ngy

Figure 36 : détermination du nombre de copies d'un géne dans un échantillon.

Tableau 11 : liste des amorces utilisées en PCR quantitative.

espéce géne amorce sens 5" — 3 amorce antisens 5" — 3’
gallus gallus BTub GCCACTGGCGGTAAATATGT CGAAGTTATCGGGTCTGAAGAT
Cx43 GTCTGTACCAACCCTCTTGTA CCATCATTCTGGACCACCTT
GAPDH CTGGAGAAACCAGCCAAGTAT TGTATCCTAGGATGCCCTTC
HPRT GGATGACCTCTCAACCTTGAC TTGACCAACAAACTGGCCAC
IFNB GCATTACATCCATCACCTTGAG TTGTGCTGTAGGAAGTTGTGG
IL18 GGTGAAATCTGGCAGTGGAA CTCTTATCTTCTACCTGGACGC
IL8L2 CCATTCAAGATGTGAAGCTGAC CTCTTCCATCCTTTAGAGTAGCT
ITGB6 CCCAAGAGAATTACACAGATTCAG AATTTCCACTTCTGAAACGGG
homo sapiens BTub CTTTGTATTTGGTCAGTCTGGG GTACCACATCCAGGACAGAAT
CCL5 TACCATGAAGGTCTCCGC GACAAAGACGACTGCTGG
CREB3 AGTACAGCTTCTGGAGGAAC CTAGTAGGACCAAGATGCAGG
Cx43 CCATCTTCATCATCTTCATGCTG CTTTCCCTTAACCCGATCCTTAA
GAPDH GCCTCAAGATCATCAGCAATG CATGGACTGTGGTCATGAGTC
HIF1a CTGGATGCTGGTGATTTGGATA ACCATCATCTGTGAGAACCAT
HPRT CTGGCGTCGTGATTAGTGAT TAGTCCATGAGGAATAAACACCC
IFITM3 TACTCCGTGAAGTCTAGGGAC ATGAGGATGCCCAGAATCAG
IFNB CAGCAGTTCCAGAAGGAGGA AGCCAGGAGGTTCTCAACAA
IL1B TGTACGATCACTGAACTGCA CATGGAGAACACCACTTGTTG
IL6 GGCACTGGCAGAAAACAACC GCAAGTCTCCTCATTGAATCC
IL8 CAAGAGCCAGGAAGAAACCA GTCCACTCTCAATCACTCTCAG
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ITGB6 AACTCTAAACGGAGCTGCAT TCTTCTTCACTGATGGTCGC
Mx1 AGGTCAGTTACCAGGACTAC ATGGCATTCTGGGCTTTATT
mus musculus BAct CCTTCTTGGGTATGGAATCCTGT CACTGTGTTGGCATAGAGGTCTTTAC

BTub CAACTTTATCTTTGGTCAGAGTGG CAGGCAGTCACAATTCTCAC

casp1 CATGGCTGACAAGATCCTGAG ACATGATCACATAGGTCCCGT

CCL5 ATCTTGCAGTCGTGTTTGTCA TCCTAGCTCATCTCCAAATAGTTG

CXCL10 GCCGTCATTTTCTGCCTCAT GCTTCCCTATGGCCCTCATT

HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

IFNo CTAGGCTCTGTGCTTTCCTG CTCTTGTTCCTGAGGTTATGAGTC

IFNB ATGAACAACAGGTGGATCCT TCTTCTCCGTCATCTCCATAGG

IFNB ATGAACAACAGGTGGATCCT TCTTCTCCGTCATCTCCATAGG

IL1B TTTGACAGTGATGAGAATGACC AATGAGTGATACTGCCTGCC
IL6 CTGGGAAATCGTGGAAATGAG TTTCTGCAAGTGCATCATCG

ITGB6 CAACCCTTGCAGTAGTATCC CTCGGCATCATCAGTTAATGG
Kcnip4 GAGCTTCAGATTCTTTACAGAGG TATGTGGTGGAGTCTCCCTG
MxA GTGGTAGTCCCCAGCAATGT TGCTGACCTCTGCACTTGAC

RELB CTTTGCCTATGATCCTTCTGC GAGTCCAGTGATAGGGGCTCT

souche virale géne amorce sens 5" — 3 amorce antisens 5" — 3’

H3N2 M1 ACCAATCCTGTCACCTCTGA CCATTCCCATTGAGGGCATT
H7N1 M1 GCTAAAGACAAGACCAATCCT CTCCATTCCCATTTAGGGCA

3.13 Etude de la capacité réplicative sur ceufs embryonnés des virus H7N1-nanoluc

3.13.1 Développement embryonnaire

Les ceufs fécondés de poules PA12 White Leghorn EOPS (exempt d'organisme
pathogéne spécifique) ont été achetés a I'élevage conduit par la plate-forme d'infectiologie
expérimentale du centre INRAE Val de Loire (site de Tours). Les ceufs ont été réceptionnés a JO
de développement embryonnaire, ce dernier étant initié lors de leur mise en couveuse au
laboratoire. Les ceufs ont été incubés a 37,7°C, avec une humidité relative de 53% et soumis a
un retournement horaire.

3.13.2 Infection d'ceufs embryonnés

L'infection a été réalisée a 11 jours de développement embryonnaire. Pour cela, les
ceufs ont été mirés afin de localiser la position de la membrane allantoique. Puis, la coquille a
été poncée de facon a ce que cette derniere soit apparente. Une aiguille enfoncée
verticalement jusqu’a la garde a travers cet espace dégagé a permis l'injection dans le liquide
allantoique de l'inoculum viral. Ce dernier incluait, pour un ceuf, 50 PFU diluées dans un volume
total de 100 pl de PBS complémenté avec 100 unités/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
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streptomycine. La portion de membrane allantoique dégagée a ensuite été recouverte d'un
adhésif. Les ceufs ont enfin été replacés en couveuse (parametres d'incubation identiques).

3.13.3 Mesure de la bioluminescence sur ceufs embryonnés infectés avec un virus
encodant la nanoluciférase

Le signal bioluminescent produit a été mesuré grace a un appareil VIS 200
(PerkinElmer). Le mode opératoire décrit lors de l'infection a également été appliqué pour
I'injection du substrat de la nanoluciférase via la méme portion de membrane allantoique
dégagée. Le substrat utilisé provient du kit Nano-Glo® luciferase assay system (Promega) et a
été utilisé dilué au 20°™ dans du PBS (300 pl/ceuf). Suite a l'injection du substrat, I'ceuf a été
retourné trois fois de facon a homogénéiser le substrat injecté dans le volume de liquide
allantoique. Apres 3 minutes d'incubation, I'activité de la nanoluciférase a été mesurée /n ovo.
Le temps d'acquisition a été défini automatiquement par 'appareil de facon a optimiser le
signal bioluminescent. Puis, 6 minutes apres l'injection du substrat, 'embryon a été extrait de
la coquille et rincé deux fois dans du PBS afin d'éliminer le signal issu du liquide allantoique et
donc non spécifique des cellules de I'embryon. L'activité de la nanoluciférase a été mesurée
dans 100 pl de liquide allantoique puis sur I'embryon isolé. Le signal bioluminescent a été
quantifié a l'aide du logiciel Living Image sur I'ensemble de la surface de I'entité considérée
puis rapporté a la surface de la zone définie.

substrat
nanoluciférase

BiN
d
\

0

membrane o
S

allantoique

ax

3 min

Figure 37 : mesure d'un signal bioluminescent sur un embryon de poule infecté par un virus nanoluc.
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4. Résultats

4.1 Etude des propriétés de PB1-F2 en modéles /n vitro

4.1.1 Caractérisation des virus de |'étude

Les travaux ont été conduits en s'appuyant sur les souches A/Turkey/Italy/977/1999
(H7N1) et A/Scotland/20/1974 (H3N2) comme modeles respectifs d'un virus aviaire faiblement
pathogéne et d'un virus d'origine humaine, produits tout deux par génétique inverse afin
d'éviter toute dérive du fond génétique viral. Dans le but d'évaluer la contribution de PB1-F2
au cours de l'infection, des virus mutants incapables d'exprimer cette protéine, notés par la
suite AF2, ont été produits. La stratégie adoptée a été d'introduire un codon stop en position
12 du cadre de lecture de PB1-F2, résultant en la synthese d'un peptide non fonctionnel tout
en maintenant la régulation traductionnelle du segment 2. La mutation introduite est
silencieuse au sein de I'ORF chevauchant de PB1 et sa présence a été vérifiée par séquencage
des ARNv. Son effectivité a I'échelle protéique n'a pas pu étre validée par défaut d'anticorps
adapté. Toutefois, une étude s'est appuyée sur l'insertion de la GFP en aval des séquences
codant les protéines PB1, PB1-N40 et PB1-F2 [569] afin de valider |'abolition de I'expression de
PB1-F2 par cette stratégie de mutation et vérifier que celle-ci n'a pas d'impact sur le niveau
d'expression des deux autres protéines codées par le segment 2 [488]. De plus, des travaux
conduits précédemment au sein du laboratoire avec la souche H7N1 ont permis de s'assurer
gue cette stratégie de mutation AF2 n'impactait pas la réplication en quantifiant le génome
viral par PCR quantitative [570].

Afin de caractériser les propriétés de PB1-F2 dans un modele de réassortiment virus
aviaire/humain, nous avons construit un virus chimérique H3N2/H7N1 en remplacant
uniquement le segment 2 natif du virus H3N2 par celui H7N1 (noté C PB1) ainsi que son
homologue incapable d'exprimer PB1-F2 (C PB1AF2).

De maniere a faciliter I'évaluation de la capacité de réplication des virus, notamment au
cours d'expériences conduites /n vivo, nous avons souhaité développer des virus intégrant une
cassette rapportrice, en I'occurrence une luciférase. Notre choix s'est porté sur la nanoluciférase
compte tenu de la taille réduite de cette protéine en comparaison avec les luciférases Firefly et
Renilla (Tableau 12). La luciférase Gaussia, bien que de taille équivalente, est une enzyme
sécrétée [571]. Cette propriété est peu adaptée a un suivi de la réplication virale /n cellulo
puisque la sécrétion de I'enzyme peut induire une sous-estimation de l'activité de réplication
dans les lysats cellulaires. Par ailleurs, il ne serait pas envisageable de mesurer le signal
luminescent dans le surnageant de culture en tant que reflet de l'avancée de I'effet
cytopathogene puisque l'origine de I'enzyme dans le milieu extracellulaire serait difficile a
déterminer.
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luciférase taille (kDa) substrat longueur d'onde d’'émission (nm)
Firefly 61 D-luciférine 560
Renilla 36 coelenterazine 480
Gaussia 20 coelenterazine 480
Nanoluciférase 19 furimazine 460

Tableau 12 : comparatif des propriétés des luciférases couramment usitées.

Afin de produire des virus H3N2 et H7N1-nanoluciférase (virus nanoluc, notés NL), nous
nous sommes appuyés sur les travaux conduits par I'équipe du Dr Andrew Mehle. Celle-ci a en
effet construit un segment PA encodant la nanoluciférase [547] a partir de la souche
A/WSN/1933 (H1NT1). Le détail de la construction est précisé en Figure 31 et les différents
éléments sont explicités dans le matériels et méthodes (en page 74).

Le segment PA a été choisi en tant que site d'insertion de la nanoluciférase car une
étude a permis d'observer que la protéine PA tolere la fusion d'une protéine exogéne a son
extrémité C-terminale [572]. Par sécurité, I'équipe de Dr Mehle a toutefois ajouté un peptide
auto-clivant entre PA et la nanoluciférase. Par ailleurs, I'empaquetage des segments viraux n'est
pas uniquement régi par les régions UTR, certains nucléotides limitrophes de I'ORF sont
également inclus au sein des motifs nécessaires [549-551]. Afin de ne pas réduire I'efficience
d'empaquetage du segment support de l'insertion, une continuité entre les extrémités N et C-
terminales et les régions UTR est donc essentielle. L'insertion d'un géne rapporteur en position
C-terminale implique ainsi la nécessité de restaurer l'unité fonctionnelle associée a
I'empaquetage par une répétition des nucléotides critiques en aval du géne exogene. Or, dans
le cas du segment PA, la séquence nucléotidique identifiée est plus courte que dans d'autres
segments viraux, notamment PB2 [551] et HA [573], ce qui a appuyé sa sélection.

Dans le but de caractériser les virus de I'étude et notamment de s'assurer que les
délétions AF2 ou l'insertion de la nanoluciférase n‘ont pas d'impact sur la production de
particules virales dans nos modeles, nous avons réalisé des cinétiques de réplication en cellules
aviaires et humaines.

4.1.1.7 Cinétiques de réplication en cellules aviaires

En cellules épithéliales pulmonaires de poulet (CLEC213), tout au long de la cinétique,
la délétion de PB1-F2 ne modifie pas la capacité réplicative de la souche H7N1 que ce soit en
termes de particules virales produites (Figure 38A) ou de l'activité nanoluciférase (Figure 38B).
De plus, les deux types de cinétiques présentent un profil relativement similaire : un pic de
réplication est atteint a 24 heures pi dans le premier cas et un peu plus précocement dans le
second (16 heures pi). Ce décalage reflete probablement le fait que la traduction des ARNm
viraux permettant la production de la nanoluciférase précede la libération des particules virales
produites. De plus, dans les deux approches, une décroissance de la réplication virale suit
immédiatement le point d'activité maximale ce qui témoigne de la faible stabilité des éléments
tracés.
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Figure 38 : cinétique de réplication des virus H7N1 en cellules aviaires.
Des cellules CLEC213 ont été infectées avec les virus H7N1 WT ou AF2 ainsi que leur homologue
encodant la nanoluciférase a une MOI de 0,01. Aux temps post-infection indiqués, les particules virales
présentes dans le milieu de culture ont été quantifiées [A] ou l'activité nanoluciférase a été mesurée
dans le lysat cellulaire [B]. Les données représentent la valeur moyenne + écart type (n=3).
Par conséquent, en cellules aviaires, le suivi du signal généré par la nanoluciférase
reflete ainsi globalement bien le titre viral associé et la délétion de PB1-F2 n'induit pas de

conséquence sur la réplication du virus H7N1.

4.1.1.2 Cinétiques de réplication en cellules humaines

En cellules bronchiques humaines (BEAS-2B), la cinétique de réplication de la souche
H7N1 par mesure des particules virales produites présente un profil similaire a celui observé
en cellules aviaires. Le pic d'activité maximal se situe également a 24 heures pi et la quantité
de virus atteinte en ce point est équivalente a celle mesurée en cellules aviaires (Figure 39A).
Cette observation n'est pas retrouvée dans le cas de la cinétique réalisée par suivi de I'activité
luciférase. En effet, le pic de réplication se produit ici bien plus tardivement, a 48 heures pi
plutét que 16 heures pi en cellules aviaires (Figure 39B). Ainsi, le temps nécessaire pour
atteindre le maximum d'activité traductionnelle de la souche H7N1 est augmenté en cellules
humaines, sans que cela ne se traduise pas une dégradation du rendement de production de
particules virales. Cela refléterait des conditions d'acces a la machinerie cellulaire moins
optimales pour le virus aviaire en cellules humaines. La délétion de PB1-F2 se traduit par un
léger impact sur la cinétique de réplication. La mesure de la luminescence générée par la
nanoluciférase révéle un léger ralentissement de la réplication virale en absence de la protéine
PB1-F2, cependant, cela ne modifie pas le point pi auquel survient le pic d'activité ni sur la
valeur maximale associée. Concernant la production de particules virales, un tres léger
décalage du pic est notable : il est en effet atteint a 24 heures pi dans le cas du virus H7N1T WT
et a 32 heures pi pour son homologue AF2. La concentration maximale en particules virales est
toutefois similaire. De plus, dans le cas des cellules infectées avec le virus H7N1 AF2, nous
observons un plateau entre 32 et 48 heures pi et une vitesse de dégradation des virus produits
réduite par rapport au virus WT. Ainsi, I'expression de la protéine PB1-F2 pourrait avoir un
impact négatif sur la stabilité des particules virales. Les modulations évoquées semblent
toutefois plutot modérées et les virus H7/N1 WT ou AF2 (encodant ou non la nanoluciférase)
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présentent ainsi des cinétiques de réplication globalement analogues.
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Figure 39 : cinétiques de réplication en cellules humaines des virus de I'étude.
Des cellules BEAS-2B ont été infectées avec les virus H7N1 WT, H7N1 AF2, H3N2 WT, H3N2 AF2, C PB1
ou C PB1AF2 a une MOI de 0,01. Les infections avec les virus homologues encodant la nanoluciférase
ont été réalisées a une MOI de 0,01 pour les virus aviaires (H7N1 WT ou AF2-nl) ou 0,1 pour les virus de
base H3N2 (WT, AF2, C PB1, C PB1 AF2-NL). Aux temps pi indiqués, les particules virales présentes dans
le milieu de culture ont été quantifiées [A;CE] ou l'activité nanoluciférase a été mesurée dans le lysat
cellulaire [B;D;F]. Les données représentent la valeur moyenne + écart type (n=3).

Dans le cas de la souche H3N2, la délétion de PB1-F2 ne présente pas de conséquence
sur la réplication virale. Nous n’'observons aucune différence entre les cinétiques des virus
H3N2 WT et AF2 a la fois par la quantification des particules virale (Figure 39C) et de l'activité
nanoluciférase (Figure 39D). Comme avec la souche H7N1 en cellules humaines, les profils des
deux types de cinétiques different. Le pic d'activité est atteint plus précocement lors de la
mesure du signal nanoluciférase : 16 heures pi alors que ce point se situe a 32 heures pi par
quantification des particules virales. Par ailleurs, une décroissance brutale du signal survient
peu apres le pic d'activité. Ce résultat n'étant pas observé avec le virus H7N1, cela pourrait
suggérer un effet lytique plus important du virus H3N2. La nanoluciférase serait libérée dans
le milieu de culture ce qui, en conséquence, réduirait le signal luminescent mesuré dans le lysat
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cellulaire.

Le virus C PB1 présente des cinétiques de réplication tres similaires au virus H3N2 WT
(Figure 39E et Figure 39F). Le remplacement du segment PB1 natif par celui du virus H7N1
n'impacte ainsi pas |'efficience réplicative. Cela souligne la compatibilité de cette association
de segments viraux en cellules humaines et appuie donc la pertinence de ce modéle de virus
réassorti. Par ailleurs, la délétion de PB1-F2 en contexte chimérique ne modifie pas non plus
les propriétés du virus.

Les cinétiques réalisées soulignent la contribution mineure de la protéine PB1-F2 dans
la définition de la capacité réplicative des virus étudiés en modeles /n vitro. Ces résultats
permettent d'envisager des analyses sans risque que les résultats ne soient biaisés par une
différence de réplication en l'absence de PB1-F2. La mesure du signal produit par la
nanoluciférase ne génére pas systématiquement une cinétique de réplication identique a celle
obtenue par quantification des particules virales. Toutefois, la comparaison de I'activité
réplicative de deux virus en considérant leur version nanoluc ou leur homologue sans cassette
donne le méme résultat. Cela valide l'usage de la mesure de l'activité nanoluciférase comme
méthode de comparaison des capacités réplicatives.

4.1.2 Caractérisation de la réponse cellulaire

Afin d'étudier I'impact de la protéine PB1-F2 sur la réponse de I'hote, des cellules
CLEC213 et BEAS-2B ont été infectées avec les différents virus afin de quantifier I'expression
de géenes codant des protéines. L'analyse a été réalisée a 8 heures pi.

4.1.2. 1 Modéle cellulaire aviaire

Les expressions relatives de génes liés a la réponse inflammatoire (IL18, IL8L2), antivirale
(IFNB, Mx1) ont été quantifiées ainsi que le génome viral basé sur I’ARNv M1. Compte tenu de
la propension de PB1-F2 a former des pores au sein des membranes [512,540], nous nous
sommes interrogés quant a l'impact - autre que mécanique - que ce stress pouvait engendrer.
Nous avons supposé que ce phénomene plt notamment modifier les voies cellulaires liées a
I'adhérence. En ce sens, I'expression du gene codant l'intégrine 6 (ITGB6) a également été
étudiée. Sur le panel de genes étudiés, la protéine PB1-F2 n'a pas été associée a une
modulation particuliere (Figure 40). Globalement, les ratios d'induction des génes étudiés sont
relativement peu élevés, notamment pour I'IFNB (Figure 40C). Cela est surprenant car les
CLEC213 étant tres sensibles a l'infection, un effet cytopathogéne était déja décelable a 8
heures pi. L'état avancé de dégradation cellulaire pourrait étre associé a un impact négatif sur
la stabilité des ARNm étudiés. Par ailleurs, une légere induction de I'expression de I'I'TGB6 est
toutefois notable ce qui soulignerait un impact de I'infection sur I'adhérence de la cellule hote
a la lame basale. Les intégrines activent également différentes voies cellulaires liées a la
transduction, notamment la voie de signalisation PI3K-AKT qui joue un role majeur dans
I'hnoméostasie cellulaire en régulant divers processus du cycle cellulaire [574]. La surexpression
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de I'ITGB6 induite par l'infection pourrait ainsi refléter un état d'alerte de la cellule qui
multiplierait la production de senseurs de messagers extracellulaires.
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Figure 40 : analyse de I'impact de PB1-F2 sur la réponse transcriptomique en cellules aviaires.
Des cellules CLEC213 ont été infectées avec les virus HZ/N1 WT ou AF2 a une MOI de 3. L'ARN total a été
extrait a 8 heures pi et I'expression relative des transcrits codant les genes M1 [A], IL18 [B], IFNB [C],
ITGB6 [D], IL8L2 [E] et Mx1 [F] a été quantifiée par gPCR. Les données représentent la valeur moyenne +
écart type (n=3).
Par conséquent, en cellules aviaires, hote naturel du virus H7N1 et a la lumiere des
génes considérés, la protéine PB1-F2 n'est pas impliquée dans la modulation de la réponse

inflammatoire et antivirale cellulaire.

4.1.2.2 Modéle cellulaire humain

La méme approche a été conduite en cellules BEAS-2B en intégrant un panel de génes
un peu plus large. L'expression des transcrits codés par les génes suivants a été analysée afin
de caractériser la réponse inflammatoire et antivirale : IL8, CCL5, IL1B, IL18, IL6, Mx1, IFITM3 et
IFNB. Afin d'apporter une lecture plus large de la réponse cellulaire, nous nous sommes
intéressés aux genes suivants : ITGB6, CREB3, Cx43 et HIF1a. La protéine CREB3 est un facteur
de transcription impliqué notamment dans la régulation de génes en réponse a un état de
stress du réticulum endoplasmique [575]. CREB3 a été inclus dans I'analyse car un crible double
hybride réalisé au sein du laboratoire a identifié cette protéine comme intéractant potentiel de
quatre protéines PB1-F2 et notamment celle associée a une souche H3N2 (A/Udorn/72). Par
ailleurs, nous nous sommes intéressés a l'activation de la voie liée au stress hypoxique, en ce
sens |'expression du gene codant le facteur de transcription HIF1a, notamment activé par une
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infection grippale [576], a été étudiée. Nous avons également inclus une connexine (Cx43) afin
d'apporter un élément de lecture relatif a la communication intercellulaire. Un facteur
décisionnel a la sélection de cette connexine a été I'inhibition de son expression en condition
hypoxique [577], ce qui permettait de faire un pont avec le point précédent. Enfin, le génome
viral a été relativement quantifié sur la base de I'ARNv M1. Une heat map synthétisant les
expressions relatives des genes cités précédemment selon les différents virus étudiés est
présentée en Figure 41. Les échantillons ont pu étre distingués selon deux clusters principaux :
le premier composé du virus H3N2 WT ainsi que des deux virus chimériques et un second
regroupant le virus H3N2 AF2 et les virus aviaires H7N1. Ainsi, de facon intéressante, I'infection
avec le virus H3N2 AF2 induit une réponse cellulaire plus proche de celle associée aux virus
H7N1 que celle induite par le virus H3N2 WT.
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Figure 41 : analyse de I'impact de PB1-F2 sur la réponse transcriptomique en cellules humaines.
Des cellules BEAS-2B ont été infectées avec les virus H7N1, H3N2, C PB1 ou leur homologue AF2 a une
MOI de 3. L'ARN total a été extrait a 8 heures pi et I'expression relative des transcrits codant les génes
IL8, CCL5, IL1B, M1, Cx43, IL18, HIF1¢o, IL6, CREB3, IFITM3, ITGB6, Mx1 et IFNB été quantifiée par qPCR.
La heatmap réalisée a l'aide du logiciel R représente I'expression relative des génes exprimée en
logio(fold change vs H3N2 WT) pour les genes M1 et CCL5 et en logio(fold change vs mock) pour les
autres genes.

La comparaison intra-virus permet d'identifier une régulation différentielle des génes
codant la chimiokine CCL5, I'lL6 et I'ITGB6. Les expressions relatives associées a ces genes sont
détaillées en Figure 42. Les genes codant M1, I'lFNB et Mx1 sont également représentés afin
de mettre en exergue des différences peu décelables sur la heat map. La quantification du
génome viral a été comparé au niveau basal représenté par le virus H3N2 WT (Figure 42A). Les
virus chimériques C PB1 et C PB1F2 présentent un niveau réplicatif équivalent au virus référent,
une activité légerement supérieure étant toutefois observée dans le cas du virus chimérique
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mutant vis-a-vis de celui sauvage. La délétion de PB1-F2 n'impacte pas la réplication du virus
H7N1, cependant les virus aviaires présentent une quantité d’ARNv M1 réduite de moitié par
rapport au virus H3N2 WT, témoignant probablement de conditions moins favorables a leur
réplication. Au contraire, la délétion de PB1-F2 au sein du virus H3N2 WT se traduit par une
inhibition de I'ordre de 50% de la synthese d’ARNv. La MOI d'infection employée étant élevée,
la presque totalité des cellules sont supposées étre infectées (95% selon la loi de Poisson). Ainsi,
I'activité de la trés grande majorité des cellules analysées est modulée directement par
I'infection. Pour les genes de I'hote étudiés, I'existence d'une linéarité exacte entre quantité
d'’ARNv/amplitude de la modulation n'a pas été abordée. Nous pouvons supposer que |'écart
observé en termes de matériel génétique viral ne détermine pas I'entiéreté des différences
observées entre le virus H3N2 WT et son homologue AF2 quant a I'expression des genes de la
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Figure 42 : analyse de I'impact de PB1-F2 sur la réponse transcriptomique en cellules humaines.
Des cellules BEAS-2B ont été infectées avec les virus H7N1, H3N2, C PB1 ou leur homologue AF2 a une
MOI de 3. L'ARN total a été extrait a 8 heures pi et I'expression relative des transcrits codant les génes
M1 [A], IL6 [B], IFNB [C], ITGB6 [D], CCL5 [E] et Mx1 [F] a été quantifiée par qPCR. Les données
représentent la valeur moyenne + écart type (n=3) et ont été comparées par ANOVA a un facteur. Les
comparaisons multiples ont été réalisées a l'aide du test de Tukey (seuil de significativité fixé a p-
value<0,05). Deux moyennes sont significativement différentes lorsque les dénominations des groupes
associés ne partagent aucune lettre).

Relativement au virus H3N2 WT, la quantification des transcrits IL6 (Figure 42B) et CCL5
(Figure 42E) suggere une activation de la réponse inflammatoire et une chimio-attraction de
cellules immunitaires (macrophages, cellules NK, lymphocytes T) plus modérée suite a
I'infection avec le virus H7N1. De surcroit, I'amplitude de la réponse IFNB est également
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limitée (Figure 42C). Tout comme en cellules aviaires, nous n'observons pas de modulation de
la réponse cellulaire par PB1-F2 dans le cas de la souche H7N1 quel que soit le géne considéré.
Dans le cas de la souche H3N2, au contraire, nous observons une fonction pro-inflammatoire
et antivirale de PB1-F2 compte tenu de I'impact négatif de la délétion sur I'expression de I'IL6
(Figure 42B), IFNB (Figure 42C), CCL5 (Figure 42D) et Mx1 (Figure 42E). L'introduction du
segment 2 aviaire au sein du virus H3N2 WT implique une amplification des inductions
générées par le virus H3N2 WT sur ces deux voies cellulaires. De fagon surprenante, la protéine
PB1-F2 apportée par le segment PB1 aviaire semble adopter un comportement opposé. Bien
gue qu'elle ne présente pas d'activité pro-inflammatoire particuliére lorsqu’elle est exprimée
par son virus natif, en contexte chimérique, PB1-F2 H7N1 tend ainsi a réduire I'impact du virus
C PB1 sur la réponse cellulaire. Par ailleurs, une spécificité aviaire non associée au segment PB1
est notable. En effet, I'expression de I'I'TGB6 (Figure 42F) est fortement induite lors d'une
infection avec le virus H7N1 alors que celle-ci est proche du niveau basal dans le cas des virus
de base H3N2. Une surexpression de ce gene avait également été observée en cellules aviaires,
ce qui pourrait définir une action du virus H7N1 commune aux deux hotes considérés.

Afin d'obtenir une lecture globale et identifier plus facilement les différences entre les
virus considérés, nous avons procédé a une analyse en composantes principales (ACP). Il s'agit
d'une méthode factorielle de réduction de dimension permettant de visualiser des individus
décrits par plusieurs variables quantitatives. Lorsque plus de trois variables sont engageées, il
devient en effet délicat d'appréhender les données. Concretement, I'’ACP extrait I'ensemble de
I'information générée par ces variables dans le but de caractériser les individus par des
combinaisons linéaires de celles-ci. Ces nouvelles variables, appelées composantes principales,
définissent des plans factoriels qui servent de base a une représentation graphique plane des
variables initiales. L'interprétation des résultats se restreint généralement aux deux premiers
plans factoriels, sous réserve que ceux-ci expliquent la majeure partie de la variance du nuage
des variables initiales. L'issue d'une ACP est donc la représentation des données dans un
espace a deux (ou trois dimensions) dont les axes correspondent a une combinaison linéaire
des variables prises en compte. La part de la variance intergroupes totale expliquée par I'ACP
est indiquée sur chaque axe.

Les résultats sont présentés ici en ACP normée, les variables utilisées sont ainsi centrées
réduites. En conséquence, les projections des variables sur chaque plan factoriel sont inclues
au sein d'un cercle trigonométrique. Plus une variable est projetée vers le bord du cercle, plus
elle contribue a définir I'axe considéré et mieux elle est représentée. Cela se traduit par le fait
que plus le cosinus de I'angle formé entre I'axe et le vecteur d'une variable est proche de 1 (ou
-1 selon le sens de la contribution), mieux celle-ci est représentée. En pratique, le cos® est utilisé
puisque déterminable viale théoreme de Pythagore. Seules les variables dont la valeur absolue
du cos® était supérieure a 0,7 ont été conservées. Par ailleurs, deux variables bien représentées
et proches l'une de l'autre sont corrélées positivement tandis que deux variables qui
s'opposent sont corrélées négativement. Une orthogonalité entre deux variables traduit
I'absence de corrélation linéaire. Le raisonnement est identique dans le cas d'un individu : plus
celui-ci est projeté proche du cercle, mieux il est décrit par la combinaison de variables

104



Résultats

définissant I'axe considéré. Ainsi, il est difficile de tirer des conclusions lorsque les individus
sont localisés proche de |'origine du repeére, tels que le groupe H3N2 WT (Figure 43C).
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Figure 43 : caractérisation de la réponse cellulaire induite par I'infection par analyse en composantes
principales.

Des cellules BEAS-2B ont été infectées avec une MOI de 3 durant 8 heures avec les virus H7N1, H3N2, C
PB1 ainsi que leur homologue AF2. Une ACP a été réalisées a I'aide du logiciel R avec pour variables les
expressions relatives de transcrits codants pour des genes caractérisant la réponse de I'hote. Seuls les
génes suffisamment bien représentés par I'ACP ont été conservés (|cos?|>0,7). [A] Graphique de
corrélation des variables. [B] Matrice de corrélation des variables (coefficient de Pearson). [C] Graphique
des individus.

L'ACP réalisée permet d'expliquer plus de 80% de la variance entre les individus, ce qui
est relativement satisfaisant, avec une contribution tres majoritaire de I'axe 1 (prés de 64%)
(Figure 43A). Celui-ci est expliqué par des variables contribuant a la réponse inflammatoire (IL6,
IL1B, CCL5) ou antivirale (IFNB, Mx1) et au niveau de réplication virale (M1). Toutes sont
corrélées positivement (Figure 43B et Figure 43C). L'axe 1 ségrége les virus étudiés selon trois
groupes : les virus aviaires et H3N2 AF2/ H3N2 et C PB1/ C PB1AF2 ; cités par ordre croissant
d'activation de la réponse inflammatoire et antivirale. Les expressions différentielles de certains
transcrits observées précédemment entre les virus H3N2 WT et C PB1 en Figure 42 sont ainsi
lissées et I'ACP estime que ces virus impactent de facon similaire le fonctionnement cellulaire.
Par ailleurs, la contribution de M1 a I'axe 1 souligne I'importance de modérer les différences
observées relativement au niveau de réplication virale non homogene entre les virus considérés,
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notamment dans le cas du virus H3N2 AF2. L'axe 2 est malheureusement peu caractérisé car
défini selon seulement deux variables : IFITM3 et Cx43, donc respectivement une fonction
relative a la réponse antivirale et a la communication intercellulaire. Il permet de distinguer les
virus aviaires du virus H3N2 AF2 et, dans une moindre mesure, ce dernier du virus H3N2 WT.
De facon intéressante, ces deux variables sont anti-corrélées. Ainsi cela suggere, de facon
hypothétique et en généralisant a I'échelle protéique, qu'une induction de la réponse antivirale
liée a IFITM3 serait associée en parallele a un impact a priori négatif sur la qualité de la
communication intercellulaire.

Compte tenu des résultats générés par la quantification de '’ARNm IFNB, nous avons
par la suite souhaité évaluer 'impact de PB1-F2 sur |'activité IFNB afin d’apporter une lecture a
I'échelle protéique. Pour cela, un plasmide rapporteur luciférase sous le contréle d'un
promoteur présentant un motif de liaison a I'lFNB a été utilisé. Des cellules BEAS-2B ont été
transfectées avec cette construction puis infectées avec les différents virus étudiés. Les
quantifications de l'activité luciférase sont présentées en Figure 44. Afin de permettre
I'accumulation de la luciférase et ainsi optimiser la mesure du signal luminescent, les cellules
ont été lysées a 16 heures pi plutot que 8 heures pi comme cela était le cas précédemment.
Nous observons que la protéine PB1-F2 du virus H3N2 présente une fonction pro-IFNB. Au
contraire, la PB1-F2 aviaire exprimée par le virus H3N2 possede une action opposée a la
protéine native puisqu’elle inhibe I'activité IFNB induite par le virus C PB1. Enfin, dans le cas de
la souche H7N1, la protéine PB1-F2 n'est pas impliquée dans la réponse IFNB développée par
la cellule. L'activité IFNB est donc corrélée ici au niveau de I'expression du gene.
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Figure 44 : impact de PB1-F2 sur I'activité IFNB.
Des cellules BEAS-2B ont été co-transfectées avec les plasmides pIFNB-luc et pCMV mCherry en tant
gue rapporteurs respectifs du niveau d'activation de la réponse inflammatoire et du taux de transfection.
Ce dernier a été utilisé afin de normaliser les signaux de bioluminescence. Les cellules ont été infectées
24 heures apreés la transfection avec une MOI de 1. L'activité luciférase a été évaluée dans les lysats
cellulaires a 16 heures pi. Les données représentent la valeur moyenne de l'activité luciférase normalisée
+ écart type (n=4) ; *: p-value <0,05 (t-test).
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Par conséquent, en modeéles /n vitro, nous n'observons pas de modulation de la réponse
cellulaire médiée par la protéine PB1-F2 exprimée par le virus H7N1 quelle que soit I'espece
hote considérée. Ainsi, PB1-F2 ne semble pas constituer un facteur contribuant a la
pathogénicité de la souche aviaire étudiée, au regard des génes considérés ici. Dans le cas de
du virus H3N2, PB1-F2 semble présenter une fonction pro-inflammatoire et pro-IFN.
L'introduction du segment PB1 aviaire au sein de la souche H3N2 se traduit par une
surexpression de genes liés a la réponse inflammatoire et antivirale. De fagcon surprenante, la
protéine PB1-F2 H7N1 tend a limiter cette régulation apportée par le segment 2 aviaire dans
le fond génétique H3N2. L'action de PB1-F2 en contexte chimérique serait ainsi opposée aux
fonctions portées par les autres éléments du segment. Cela constituerait ainsi un gain de
fonction pour la protéine PB1-F2 H7N1 puisque nous n'avons pas observé de role particulier
de cette protéine dans la réponse inflammatoire lors de son expression au sein de son contexte
viral natif.
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4.2 Etude de I'impact de PB1-F2 sur la réponse de I'héte in vivo

Suite aux observations en modeéles cellulaires, nous avons souhaité étudier le réle de la
protéine PB1-F2 a I'échelle de I'organisme complet de I'hdte. Bien que pratiques et faciles
d'accés, les cellules épithéliales immortalisées dégagent des conclusions caractérisant
uniquement le type cellulaire considéré et peuvent ainsi ne pas refléter I'impact réel de
I'infection. En effet, la dynamique dimensionnelle, la complexité cellulaire des tissus de
I'appareil respiratoire et |'effet des communications intercellulaires inhérentes ne sont ainsi pas
prises en considération. De plus, les fonctions de PB1-F2 different de fagon importante entre
un modele de cellules épithéliales ou immunitaires. Le recours a un modele /n vivo permet
d'englober les différentes propriétés de PB1-F2 et d'étudier son impact global au cours de
I'infection. Nous nous sommes en conséquence appuyés sur un modele d'ceufs embryonnés
de poule et sur un modele murin.

4.2.1 Capacité des protéines de I'étude a fibriller

L'organisation structurelle de la protéine PB1-F2 est dépendante de son environnement,
désordonnée en milieux aqueux [538], elle adopte une structure secondaire composée de
feuillets B dans un environnement membranaire [539]. Ce changement d'organisation peut se
traduire par la formation d'oligomeres solubles [541] et de fibres amyloides [539]. Or, les
fonctions de PB1-F2 sont dépendantes de sa structure puisque certains assemblages
présentent un caractere cytotoxique qui n'est pas retrouvé avec la protéine non structurée
[542]. Alors que les cellules épithéliales ne constituent pas un environnement favorable a la
formation spontanée de fibres amyloides, de telles structures ont été observées dans des
monocytes infectés avec un virus exprimant PB1-F2. Par ailleurs, les fonctions de PB1-F2
différent selon la position extra ou intracellulaire de la protéine. Ainsi, I'expression de PB1-F2
dans un modele /n vivo intégrant toute la diversité cellulaire permet de considérer ces
différents aspects des propriétés de la protéine.

Dans le but de caractériser les protéines PB1-F2 recombinantes exprimées ici, nous
avons souhaité évaluer leur propension a s'oligomériser sous forme de fibres amyloides. Pour
cela, les propriétés de la Thioflavine T (ThT) ont été utilisées. Cette molécule fluorescente
reconnait de fagon spécifique les fibres amyloides et cette interaction induit un changement
de conformation de la ThT se traduisant par un décalage de la longueur d’onde maximale
d'émission [578]. Le pic d'émission de la ThT sous forme liée est attendu aux alentours de 490
nm. Ce phénomene permet ainsi d'appréhender la quantité de fibres amyloides au sein d'un
échantillon considéré et donc ici la quantité de protéines PB1-F2 sous forme fibrillée. La
fibrillation de PB1-F2 nécessite une induction par la présence de SDS en tant qu'agent mimant
des structures membranaires [539]. La protéine PB1-F2 de la souche A/WSN/1933 a été incluse
en tant que contrble positif et référence car déja caractérisée précédemment par cette
approche dans I'équipe [539]. L'analyse des résultats de mesure de fluorescence est ici
empirique et ne donne pas acces a une quantification absolue des fibres amyloides présentes.
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Toutefois, nous observons que les deux protéines de I'étude sont capables de former des fibres
(Figure 45). Le signal mesuré avec la PB1-F2 H3N2 semble quelque peu inférieur a celui généré
par la souche H7N1. De plus, un décalage du pic d'émission est notable dans le cas de la PB1
H7N1, ce qui est assez surprenant car cette propriété est inhérente a la Tht et donc non
dépendante de son environnement. Cet événement a été observé dans deux expériences
indépendantes.
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Figure 45 : capacité des protéines PB1-F2 étudiées a former des fibres.

L'augmentation du signal fluorescent produit par la ThT suite a sa liaison avec des structures amyloides
générées en exposant protéines PB1-F2 recombinantes par du SDS a été mesurée. Les concentrations
finales appliquées ont été respectivement 25 pM, 5 pM et 0,01%. Les courbes représentent la moyenne
de trois réplicats techniques par condition.

Cette approche permet ainsi de valider /n vitro la capacité des deux protéines PB1-F2
étudiées a adopter une organisation sous forme de fibres amyloides, propriété pouvant
contribuer au caractére pro-inflammatoire de la protéine.

4.2.2 L'expression de la protéine PB1-F2 n'a pas d'impact sur la capacité réplicative et
le tropisme de la souche H7N1 lors de I'infection d'ceufs embryonnés

Une étude conduite avec une souche LPAI HIN2 a déterminé que, dans certaines
conditions, I'expression de la protéine PB1-F2 réduisait la virulence chez le poulet [488]. De
plus, cet évenement s'accompagne d'une prolongation du temps d'excrétion virale au niveau
de la sphere oro-pharyngée et d'une diffusion plus fréquente du virus vers la sphere digestive.
Compte tenu de ces observations, nous avons ainsi souhaité infecter des poulets avec des virus
H7N1 WT et AF2 exprimant la nanoluciférase. L'usage de ces virus offrait la possibilité de
localiser et de quantifier rapidement et facilement la réplication virale sur la totalité des tissus
de I'animal. Ainsi, en sus de la caractérisation de I'impact de PB1-F2 dans la pathologie du virus
et sur la réponse de I'h6te induite, des informations concernant le tropisme dynamique
auraient pu étre collectées. Toutefois, compte tenu des contraintes de biosécurité, I'infection
de poulets par les virus nanoluc n'a pas pu étre mise en ceuvre et nous nous sommes reportés
sur un modele plus simple a manipuler que constituent les ceufs de poule embryonnés. Ainsi,
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a 11 jours de développement embryonnaire, des ceufs ont été infectés avec 50 PFU des virus
H7N1 WT-NL et AF2-NL. A 24 heures pi, nous avons observé un taux de mortalité (absence de
mouvement de I'embryon et/ou hémolyse des vaisseaux sanguins) plus important chez les
ceufs infectés avec le virus WT (30% vs 9,5%). Cet écart se réduit a 48 heures pi puisqu’une
mortalité importante est survenue au sein du groupe infecté avec le virus AF2 (28%) tandis que
celle-ci a peu progressé dans le groupe WT (35%). Bien que la différence s'estompe a 48 heures
pi, I'expression de PB1-F2 semble étre associée au développement d'une pathologie plus
rapide et importante. L'activité luciférase des virus a été mesurée a 24 et 48 heures pi. Nous
avons opté pour injecter le substrat (furimazine) dans la cavité allantoique afin de s'appuyer
sur le systeme sanguin de I'embryon comme voie d'acces du substrat a ses cellules. Apres un
temps d'incubation, les signaux bioluminescents produits ont été mesurés /n ovo, dans le
liquide allantoique et au niveau de I'embryon. Nous n'avons observé aucune différence
significative quels que soient I'entité et le temps post-infection considérés (Figure 46A a F).
Ainsi, la protéine PB1-F2 n’est pas impliquée dans la capacité réplicative du virus H7N1-NL sur
des ceufs embryonnés. Le virus H7N1 AF2-NL semble se répliquer plus efficacement, mais il
s'agit d'une tendance non supportée par la variabilité des réplicats biologiques.
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Figure 46 : infection d'ceufs de poulet embryonnés avec les virus H7N1 WT-NL et AF2-NL.

Des ceufs de poule embryonnés ont été infectés a 11 jours de développement embryonnaire avec les
virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL a raison de 50 PFU/ceufs. L'activité nanoluciférase a été mesurée a 24
heures pi /n ovo [A], dans le liquide allantoique [C] et sur I'embryon [E] ainsi qu'a 48 heures pi sur les
mémes éléments [B;D;F] par injection de furimazine dans le liquide allantoique. La barre horizontale
représente la valeur médiane. [G] Visuels photographiques associés pour un embryon représentatif du
groupe considéré. L'échelle correspond a la radiance moyenne (flux total intégré et normalisé par
rapport a la surface considérée et I'angle solide, photons/seconde/cm?/stéradian).
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Par ailleurs, la localisation des zones de réplication virale n'a pas révélé de tropisme
particulier associé a I'expression de PB1-F2 (Figure 46G). Nous observons une activité virale
majoritairement localisée au niveau de la téte et de la zone dorsale. Compte tenu du
positionnement de I'embryon, il est envisageable que ce phénomene soit en réalité de
I'opportunisme et corresponde aux tissus les plus accessibles aux virus.

Ainsi, ces données indiquent que la protéine PB1-F2 semble accélérer la pathologie
associée au virus H7N1 sur des ceufs embryonnés. Cette observation n'est pas corrélée a une
capacité de réplication virale significativement favorisée par |'expression de la protéine ou a
une dispersion particuliere du virus au sein des tissus de I'embryon.

4.2.3 Contribution de la protéine PB1-F2 dans la pathologie de la souche H7N1 dans
un modele de franchissement de la barriere d'espece

4.2.3.71 Double acquisition d'activités luciférases en modeéle murin

Parmi les travaux décrivant I'impact de PB1-F2 sur la réponse inflammatoire, une étude
conduite au sein du laboratoire a identifié une fonction pro-inflammatoire de la protéine issue
de la souche WSN (H1N1) chez la souris en contexte infectieux [499]. Un des supports
employés est |'usage de souris transgéniques dont le génome intégre une cassette luciférase
rapportant l'activité NF-«kB (souris NF-kB-luciférase ou NF-kB-luc). La famille NF-«kB regroupe
cinq facteurs de transcription inductibles : NF-kB1, NF-kB2, RelA, RelB et c-Rel. lls régulent
notamment |'expression de nombreux génes pro-inflammatoires et constituent une voie
d'activation de I'inflammasome NLRP3 (revue [579]). L'insertion de la cassette NF-kB-luciférase
dans le génome des souris résulte en la synthese de la luciférase firefly sous controle d'un
promoteur activé par NF-«B. Le signal bioluminescent généré suite a I'administration du
substrat reflete I'activité de la luciférase et donc par extension le niveau inflammatoire de
I"animal qui peut étre quantifié.

Les expériences précédentes réalisées en modele cellulaire suggérent une modulation
de la réponse inflammatoire par PB1-F2 différentielle selon la souche virale considérée. L'usage
de souris NF-kB-luciférase nous offrait la possibilité de valider /n vivo ces résultats par une
approche cinétique et donc de tenter de cartographier finement l'intervalle d'action de PB1-
F2. Une modulation de la réponse inflammatoire pouvant étre attribuée a un niveau réplicatif
inégal, nous avons utilisé pour ces expériences des virus exprimant la nanoluciférase afin d'étre
en mesure d'évaluer I'activité virale en parallele de celle NF-kB. Ainsi, les jours d'acquisition,
nous avons premierement mesuré I'activité de la luciférase firefly (inflammation) puis, 7 heures
apres, celle de la nanoluciférase (réplication virale). La séquence d'acquisition est basée sur la
durée de persistance du signal bioluminescent afin d'éviter de biaiser une mesure par un signal
résiduel de I'acquisition précédente. En effet, celle de la nanoluciférase est 2,5 fois plus longue
par rapport a la luciférase firefly [580]. Nous avons donc choisi d'évaluer I'activité de la
nanoluciférase en second afin de I'espacer au maximum de la mesure de bioluminescence
luciférase firefly le lendemain. La décroissance du signal luciférase firefly a été vérifiée de facon
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empirique en imageant des animaux sans ajout de substrat au moment de l'acquisition de
I'activité de la nanoluciférase (Figure 47).
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Figure 47 : évaluation de la persistance du signal luciférase firefly.
L'activité luciférase firefly basale a été mesurée sur des souris NF-kB-luc contréle par injection de D-
luciférine par voie intranasale [A]. Puis, 7 heures apres, une seconde acquisition a été réalisée sans ajout
de substrat afin d'évaluer le signal résiduel [B]. L'échelle correspond a la radiance moyenne (flux total
intégré sur l'animal entier et normalisé par rapport a la surface considérée et l'angle solide,
photons/seconde/cmz/stéradian).

4.2.3.2 La protéine PBT-F2 H7NT1 exacerbe la pathologie en modéle murin

Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec une dose 10° PFU par animal de virus H7N'1
WT-NL ou son homologue mutant AF2-NL. Le suivi physiologique des animaux inclut un relevé
quotidien du poids et de la température rectale (Figure 48A et Figure 48B). Il est a noter que la
souris ne développe pas de fievre suite a une infection grippale mais une hypothermie qui est
corrélée positivement a la pathogénicité du virus.
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Figure 48 : suivi clinique de souris NF-kB-luc infectées avec les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL.
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H7ZN1 WT-NL ou AF2-NL (n=5) & raison de 10°
PFU/animal. Le poids [A] et la température rectale des souris [B] ont été relevés quotidiennement. Les
données représentent la valeur moyenne + écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-Whitney, H7N1
WT-NL vs H7N1 AF2-NL).

Les animaux ont développé des signes cliniques séveres, notamment ceux appartenant
au groupe infecté avec le virus WT-NL qui ont atteint les points limites de I'expérimentation,
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ce qui souligne la capacité du virus aviaire H7N1 a infecter un héte mammifere sans adaptation
préalable. La délétion de PB1-F2 est associée a une perte de poids et une hypothermie moins
importantes et ce dés l'apparition des signes cliniques pour le poids (3 jours pi). Ainsi, dans ce
modele, PB1-F2 contribue a la pathogénicité de la souche H7N1-NL, agit comme un facteur de
virulence et contribue a la mortalité.

En complément de ces éléments, une évaluation des parametres respiratoires des
animaux a également été réalisée par pléthysmographie (présentation de la technique dans le
matériels et méthodes, en page 88, 3.11.4 Analyse des parametres respiratoires). Nous nous
sommes appuyés sur la penh, indicateur reflétant la détresse respiratoire de I'animal. Une
augmentation de la penh a été observée suite a l'infection par les virus H7N1 WT-NL et AF2
(Figure 49). Une tendance de la protéine PB1-F2 a accentuer la détresse respiratoire est notable
a 5 jours pi. Cela rejoint les relevés de poids et température qui indiquent des signes cliniques
plus séveres lorsque PB1-F2 est exprimée. En outre, cette tendance pourrait souligner une
fonction pro-inflammatoire de PB1-F2.
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Figure 49 : évaluation de la détresse respiratoire
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus HZN1 WT-NL ou AF2-NL (n=5) a raison de 10°
PFU/animal. Le niveau de détresse respiratoire a été évalué a 2, 3 et 5 jours pi. Les données représentent
la valeur moyenne + écart type.

La réplication virale a été quantifiée a 1, 2, 3 et 5 jours pi par mesure de l'activité
nanoluciférase. A I'exception du premier jour post-infection, la délétion de PB1-F2 n’est pas
associée a une capacité réplicative différentielle par rapport au virus WT (Figure 50A et Figure
50B). Une tendance persiste durant la cinétique mais elle n'est pas significative. Ainsi, selon
I'évaluation de I'activité nanoluciférase, les deux virus considérés présentent des cinétiques de
réplication globalement similaires. Cela permet d’envisager |'analyse de la réponse de I'h6te
sans biais lié a une quantité de virus différente entre les virus H7N1 et WT-NL et AF2-NL.
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Figure 50 : cinétique de réplication des virus H7N1 WT-NL et AF2-NL chez des souris NF-kB-luc.
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL (10° PFU/animal). [A] Le
signal bioluminescent généré par |'activité nanoluciférase a été mesuré a 1, 2, 3 et 5 jours pi (jpi, n=5;
excepté a 5 jours pi pour le groupe WT ou n=4) par injection de furimazine par voie intranasale. Les
valeurs de luminescence représentent le flux total intégré sur la zone du tractus respiratoire et normalisé
par rapport a la surface considérée (photons/seconde/cm?). [B] Les visuels photographiques associés
sont présentés pour un animal représentatif du groupe considéré. L'échelle correspond a la radiance
moyenne (flux total intégré et normalisé par rapport a la surface considérée et l'angle solide,
photons/seconde/cm?/stéradian). Les données représentent la valeur moyenne + écart type; *: p-
value<0,05 (test de Mann-Whitney).

L'évolution de I'activité NF-«kB des animaux a été évaluée en paralléle de la réplication
virale. Tandis que les souris infectées avec le virus H7N1 AF2-NL présentent un niveau
inflammatoire proche de celui observé dans le groupe controle tout au long de la cinétique, le
virus WT initie une activation de la voie NF-kB a partir de 2 jours pi (Figure 51A et Figure 51B).
L'activité NF-kB maximale est atteinte a 3 jours pi dans les deux groupes. Les virus considérés
présentant des niveaux de réplication similaires, cette différence peut étre associée a des
propriétés spécifiques de PB1-F2 et non a une conséquence directe d’'une quantité de virus
inégale. Cela indique donc une fonction pro-inflammatoire de cette protéine. Cependant, cette
observation reste une tendance compte tenu de l'importante variabilité intra-groupe et
I'effectif du groupe H7N1 WT-NL réduit a une seule souris a 5 jours pi, les autres ayant di étre
euthanasiées car elles présentaient des signes cliniques trop importants. L'expression de PB1-
F2 joue ainsi un rdle sur la mortalité induite. De plus, il est intéressant de noter que la
localisation des tissus inflammatoires ne se limite pas aux zones de réplication du virus mais
s'étend a la cavité abdominale. Cette observation est relativement singuliere étant donné que
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le tractus digestif ne constitue pas un site réplicatif. Cependant, des animaux non infectés
présentent une activité NF-kB basale principalement concentrée dans cette zone. Ainsi,
I'induction de l'activité NF-«kB au niveau du tissu digestif ne semble pas étre une conséquence

directe de l'infection mais son amplification est associée a I'action du virus.
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Figure 51 : cinétique de la réponse inflammatoire chez des souris NF-kB-luc infectées par les virus
H7N1 WT-NL ou AF2-NL.

Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL (10° PFU/animal). [A] Le
signal bioluminescent généré par l'activité de la luciférase firefly a été mesuré a 1, 2, 3 et 5 jours pi (n=5
; excepté a 5 jours pi pour le groupe WT ou n=1) par injection de D-luciférine par voie intranasale. Les
valeurs de luminescence représentent le flux total intégré sur I'animal entier et normalisé par rapport a
la surface considérée (photons/seconde/cm?). [B] Les visuels photographiques associés sont présentés
pour un animal représentatif du groupe considéré. L'échelle correspond a la radiance moyenne (flux
total intégré et normalisé par rapport a la surface considérée et I'angle solide,
photons/seconde/cm?/stéradian). Les données représentent la valeur moyenne + écart type.

Les poumons des animaux ont été échantillonnés a 5 jours pi et I'’ARN total extrait dans
le but d'analyser la réponse transcriptomique de I'h6te par PCR quantitative. L'usage des souris
transgéniques ayant révélé un impact de PB1-F2 sur l'activité NF-kB, nous nous sommes
intéressés a |'expression des facteurs de transcription de cette famille et notamment RELB.
L'infection a eu pour conséquence une augmentation de la transcription de ce gene et la
protéine PB1-F2 joue un réle dans ce phénomene (Figure 52A). Nous retrouvons ainsi a
I'échelle transcriptomique les résultats observés précédemment via la mesure de I'activité NF-
kB. Bien qu’induite par NF-kB [581], I'lL6 n'a pas été modulée par PB1-F2 (Figure 52B).
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L'inflammasome NLRP3 étant activé par NF-«B [579] et PB1-F2 [364,508,534], |'expression de
la caspase 1 et de I'lL1B a été évaluée car ces protéines sont des indicateurs du fonctionnement
du complexe. En effet, la caspase 1 est directement activée par NLRP3, puis celle-ci permet la
production d'IL1B mature par clivage de son précurseur [348]. La protéine PB1-F2 favorise
I'expression de la caspase 1 (Figure 52C) mais ne présente pas d'action sur celle de I'lL1B (Figure
52D). Cependant, I'analyse réalisée a I'échelle du gene transcrit ne permet pas de projection
quant a la quantité de protéine exprimée en aval puisque cette issue est dépendante de
nombreux déterminants autres que I'abondance de transcrits. D'autre part, la maturation de
I'IlL1B étant essentielle a son fonctionnement, I'activité de cette protéine peut étre induite par
PB1-F2, éventuellement via la surexpression de la caspase 1, sans que cela ne soit visible d'un
point de vue transcriptomique.
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Figure 52 : quantification de cytokines pro-inflammatoires au sein de poumons de souris NF-«B-luc
infectées par les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL.
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL (10° PFU/animal) et 'ARN
total des poumons extrait a 5 jours pi. Les expressions relatives des transcrits codant I'IL6 [A], I'IlL1B [B],
RELB [C] et la caspase 1 [D] ont été déterminées par qPCR. Les données représentent la valeur moyenne

+ écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-Whitney).

En sus de la réponse inflammatoire, nous avons observé un impact de PB1-F2 sur
I'activité antivirale. En effet, le niveau de transcription des genes codant I'lFNB et Mx1 est plus
important dans les poumons des souris infectées avec le virus exprimant PB1-F2 (Figure 53A
et Figure 53B). L'effet pro-IFN de PB1-F2 est particulierement prononcé, nous observons en
effet prés d'un logio de différence entre le virus WT et AF2. Etant dans un modéle /n vivo, nous
nous sommes intéressés a I'expression de chimiokines afin d'apporter des éléments de lecture
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quant a l'impact de PB1-F2 sur le recrutement de cellules immunitaires. L'expression du
transcrit codant la protéine CXL10 est induite par la protéine PB1-F2 (Figure 53C). Cette
chimiokine est décrite pour son implication dans le trafic des cellules NK [582] ou reflete la
présence de différents types de cellules immunitaires (mastocytes [583], neutrophiles [584]).
Enfin, nous avions observé en modele cellulaire que le virus H7N1 induisait I'expression de
I'’ARNm codant l'intégrine B6 (ITGB6) en cellules humaines et ce phénomeéne était non
dépendant de PB1-F2. A linverse, en modele murin, I'expression d'ITGB6 est fortement
réprimée par l'infection et PB1-F2 y contribue (Figure 53D).
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Figure 53 : analyse de la réponse transcriptomique pulmonaire de souris NF-kB-luc infectées par les
virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL.
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL (10° PFU/animal) et 'ARN
total des poumons extrait a 5 jours pi. Les expressions relatives des transcrits codant I'IFNB [A], Mx1 [B],
CXCL10 [C] et I''TGR6 [D] ont été déterminées par qPCR. Les données représentent la valeur moyenne +
écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-Whitney).

Le génome viral a également été quantifié par gPCR sur la base de I'expression de
I’ARNm du géne M1 et révéle un niveau de réplication |légerement inférieur suite a la délétion
de PB1-F2 (Figure 54). Cette différence n'a pas été observée par mesure de l'activité
nanoluciférase, témoignant de la sensibilité moindre de cette technique par rapport a la gPCR.
L'écart observé est néanmoins plutét modéré (inférieur a un logso), De plus, les poumons ont
été échantillonnés a une phase tardive de l'infection ou les animaux présentaient des signes
cliniques importants. Dans cette situation d’hyper-inflammation, il est envisageable que la zone
d'une dose-réponse linéaire entre la quantité de virus et I'amplitude de l'induction de génes
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de I'immunité innée ait été dépassé. Par exemple, dans un modeéle d'infection sévere chez la
souris équivalent au notre en termes de pathogénicité, la concentration en IFNB mesurée dans
les lavages bronchoalvéolaires est similaire entre deux doses d'infection espacées d'un facteur
10 [385]. Ainsi, ainsi nous supposons que la différence de quantité en ARNm M1 entre les virus
WT et AF2 ne justifie pas I'entiereté des modulations de la réponse de I'hGte observées. Par
ailleurs, la quantité d’ARNm ne reflete pas linéairement le nombre de particule virales produites.
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Figure 54 : quantification du génome viral dans les poumons de souris NF-kB-luc infectées par les virus
H7N1 WT-NL ou AF2-NL.

Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H7N1 WT-NL ou AF2-NL (10° PFU/animal) et 'ARN

total des poumons extrait a 5 jours pi. L'ARN total des poumons a été extrait puis une quantification

absolue de I'expression du segment d’ARNm M1 a été réalisée par qPCR. Les données représentent la

valeur moyenne + écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-Whitney).

L'infection de souris NF-kB-luciférase avec des virus H7/N1-NL nous a permis dans un
premier temps d'observer la susceptibilité des animaux a une souche aviaire sans adaptation
préalable. Cela souligne le potentiel zoonotique de la souche utilisée et donc la pertinence de
son emploi dans notre étude. La protéine PB1-F2 est impliquée dans la surexpression de génes
liés a la réponse immunitaire innée et contribue a la sévérité des signes cliniques développés.
Ces éléments attribuent a PB1-F2 un role de facteur de virulence dans un modéle d'infection
de souris avec une souche aviaire LPAI. Par ailleurs, ces résultats ne corroborent pas totalement
I'analyse réalisée en cellules épithéliales bronchiques humaines. En effet, /n vitro, le virus H7N1
n'induisait pas une surexpression massive de genes liés a la réponse inflammatoire et aucune
modulation médiée par PB1-F2 n'a été identifiée. Cela souligne I'importance de I'impact de
PB1-F2 sur les cellules immunitaires dans la définition des propriétés de la protéine.

4.2.3.3 La protéine PB1-F2 H7N1 perturbe la perméabilité intestinale en modéle murin

La mesure de I'activité NF-«B a révélé que les sites inflammatoires induits par I'infection
ne se limitent pas au tractus respiratoire mais incluent également la cavité abdominale. Nous
avons souhaité étudier si cette propriété pouvait avoir un impact physiologique sur I'appareil
digestif en s'appuyant sur la mesure de la perméabilité intestinale comme indicateur de I'état
de l'organe. Pour cela, des souris BALB/c ont été infectées avec la méme dose que
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précédemment (10° PFU par animal) avec les virus H7N1 WT-NL et H7N1 AF2-NL.
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Figure 55 : évaluation de la perméabilité intestinale sur des souris BALB/c infectées par les virus H7N1
WT-NL ou H7N1 AF2-NL.

Des souris BALB/c ont été infectées avec les virus HZN1 WT-NL ou AF2-NL (10° PFU/animal). Le poids

(n=10) [A] et le niveau de détresse respiratoire (n=6) [B] des souris ont été relevés quotidiennement. La

perméabilité intestinale a été évaluée a 5 jours pi par mesure dans le sérum du signal fluorescent généré

par le réactif FITC-dextran administré par gavage [C]. */**: Les données représentent la valeur moyenne

+ écart type ; p-value<0,05/0,01 (test de Mann-Whitney, H7N1 WT-NL vs AF2-NL).

Au cours de cette expérimentation, les souris BALB/c ont développé des signes
cliniques bien plus modérés que ceux observés en souris NF-kB-luciférase, bien que la dose
d'infection soit identique. Cet effet peut étre potentiellement expliqué par un fond génétique
différent des animaux mais surtout par I'absence de mesures répétées de bioluminescence /n
vivo (instillation du substrat par voie intranasale). Cela a permis de confirmer I'impact de PB1-
F2 sur la pathogénicité induite puisque les animaux infectés avec le virus AF2 n'ont pas perdu
de poids (Figure 55A). De plus, le suivi de la penh a validé significativement I'impact négatif de
PB1-F2 sur la capacité respiratoire (Figure 55B). A 5 jours pi, le réactif FITC-dextran a été
administré par gavage aux animaux. Il s'agit d'un polymere d'anhydroglucose de faible poids
moléculaire (4 kDa) et n'interagissant pas avec les protéines membranaires, caractéristiques lui
permettant de franchir les barriéres épithéliales et endothéliales. Le signal fluorescent mesuré
dans le sérum des animaux est ainsi corrélé positivement au niveau de perméabilité de I'organe
considéré. L'infection a provoqué une légere augmentation de la perméabilité intestinale
(Figure 55C) ce qui apporte donc une conséquence physiologique a I'inflammation observée
précédemment. A l'inverse, les souris infectées avec le virus AF2-NL présentent un niveau de
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perméabilité intestinale équivalent a celui du groupe contréle. Ainsi, PB1-F2 contribue a
I'augmentation de la perméabilité digestive. Cette différence est ainsi cohérente avec les
résultats obtenus par mesure de I'activité NF-«B.

En résumé, en modele murin, la protéine PB1-F2 est un facteur de virulence majeur de
la souche H7N1 étudiée. PB1-F2 présente une forte activité pro-inflammatoire et altere
I'intégrité du tractus digestif. Cela se traduit par une contribution importante de PB1-F2 a la
sévérité des signes cliniques développés.

4.2.4 Caractérisation de la modulation de la réponse de I'hOte générée par un virus
H3N2 selon |'origine du segment PB'1

4.24.7 La réponse inflammatoire induite par la souche H3NZ differe selon l'origine du
segment 2

Les résultats précédents nous ont permis de caractériser les fonctions de la protéine
PB1-F2 issue d'une souche aviaire LPAI sur la réponse inflammatoire en modele mammifére.
Nous avons poursuivi cette approche en nous intéressant a la souche humaine H3N2 ainsi
gu’au virus chimérique C PB1. Dans un premier temps, des souris NF-kB-luciférase ont été
infectées avec les virus H3N2 WT-NL et H3N2 AF2-NL a raison de 350 PFU par animal. Cette
dose correspond a la dose létale 50 (LD50) du virus H3N2 WT déterminée sur souris BALB/c.
En effet, nous souhaitions nous placer dans une configuration ou les animaux ne
développeraient pas une pathologie trop importante car une infection massive pourrait
masquer une modulation subtile induite par PB1-F2. Un test de double mesure d'activités
luciférases a été réalisé mais le protocole appliqué a induit des signes cliniques sévéeres chez
les animaux, les points limites fixés comprenant une perte de plus de 75% du poids initial et/ou
une température rectale inférieure a 32°C (Figure 56).
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Figure 56 : suivi clinique de souris NF-kB-luc infectées par les virus H3N2 WT-NL ou H3N2 AF2-NL.
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL et H3N2 AF2-NL (350 PFU/animal). Le
poids des animaux [A] ainsi que leur température [B] ont été relevés quotidiennement. Les données
représentent la valeur moyenne + écart type (n=4).

La dégradation trop importante de I'état des animaux nous a conduit a réduire la dose
d'infection. En conséquence, des souris NF-kB-luciférase ont été infectées avec les virus H3N2

WT-NL, H3N2 AF2-NL, C PB1-NL et C PB1AF2-NL a raison de 100 PFU par animal. Nous nous
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attendions a ce que les souris développent des signes cliniques modérés a partir de 6 jours pi,
avec un pic aux environ de 8-9 jours pi suivi d'une rémission. Tout comme avec la dose
correspondant a la LD50, les animaux ont rapidement présenté une pathologie sévere et atteint
les points limites de I'expérimentation a 6 jours pi (Figure 57A). Nous n'avons pas observé de
modulation de la virulence ou de la réponse inflammatoire par PB1-F2 (Figure 57B), que ce soit
dans le cas de la souche H3N2 ou en contexte chimérique. Concernant I'activité NF-kB, une
légere tendance de PB1-F2 a activer la réponse inflammatoire est observable a partir de 5 jours
pi mais cette tendance est non significative compte tenu de l'importante variabilité intra-
groupe. Il est intéressant de noter que si les virus de fond génétique H3N2 WT-NL induisent
une pathologie équivalente a celle observée avec le virus H7N1-NL, une inflammation plus
importante est observée dans le premier cas (pres de 4/5 fois le niveau basal contre 3 avec le
virus aviaire). Le nombre d'injections intranasales que les animaux subissent dans cette
approche étant conséquent, nous avons supposé que ces évenements pussent expliquer la
pathogénicité exacerbée.

Nous avons réalisé un second essai en réduisant la dose d'infection (30 PFU) dans le
but de conserver I'approche cinétique réalisée avec les virus H7N1-NL. Cet ajustement n’a pas
eu d'impact sur la pathologie développée car elle a été tout aussi sévere qu'avec la dose
précédente (Figure 57C). Nous n'avons également pas observé de modulation de la virulence
ou de la réponse inflammatoire par PB1-F2 (Figure 57D). Suite a ces résultats, le mode
opératoire employé a été davantage suspecté. Les deux injections quotidiennes de substrat
par voie intranasale de substrat ont probablement créé un terrain inflammatoire qui, en
synergie avec l'effet du virus, ont provoqué une pathologie exacerbée peu favorable pour
étudier un effet ténu de la protéine PB1-F2. En conséquence, un essai a été réalisé en modifiant
la voie d'administration du substrat de la luciférase firefly (intra-péritonéale plutdt
gu'intranasale) afin de réduire le nombre d'injections intranasales. Une dose d'infection de 30
PFU a été conservée. Encore une fois, cela n'a pas eu d'impact sur I'importance des signes
cliniques (Figure 57E) et l'injection intra-péritonéale du substrat s'est avérée augmenter la
variabilité intra-groupe déja trés importante (Figure 57F). Une administration intranasale
permet un passage dans le sang du substrat viaune surface connue et maitrisée (les poumons).
Dans le cas de la voie intra-péritonéale, la diffusion du substrat dans le systeme vasculaire est
probablement plus aléatoire compte tenu qu'elle n'est pas réalisée dans un compartiment
défini En effet, la probabilité de rencontre du substrat avec les vaisseaux situés a proximité du
lieu d'injection et I'efficacité de diffusion sont ainsi plus variables. Dans notre modeéle, cette

voie d'administration ne constitue donc pas un remplacement pertinent a l'injection intranasale.
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Figure 57 : mise au point d'un protocole de double mesure d'activités luciférases.

Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL, H3N2 AF2-NL, C PB1-NL ou C PB1AF2-
NL (100 PFU/animal). Le poids des animaux [A] ainsi que |'activité luciférase firefly [B] mesurée suite a
I'injection par voie intranasale de D-luciférine ont été relevés quotidiennement. Des souris NF-kB-luc
ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL ou H3N2 AF2-NL (30 PFU/animal). Le poids des animaux
[C] ainsi que I'activité luciférase firefly [D] mesurée suite a I'injection par voie intranasale de D-luciférine
ont été relevés quotidiennement. Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL, C
PB1-NL ou C PB1AF2-NL (30 PFU/animal). Le poids des animaux [E] ainsi que I'activité luciférase firefly
[F] mesurée suite a I'injection par voie intra-péritonéale de D-luciférine ont été relevés quotidiennement.
Les valeurs de luminescence représentent le flux total intégré sur la zone du tractus respiratoire et
normalisé par rapport a la surface considérée (photons/seconde/cm?). Les données représentent la
valeur moyenne + écart type (n=5).

Bien que les expérimentations précédentes n'aient pas permis de dégager d'effet de
PB1-F2 quant a la virulence ou la réponse inflammatoire, nous nous sommes appuyés sur les
résultats issus des deux essais réalisés avec une dose de 30 PFU par animal afin de caractériser
les cinétiques de réplication virale basées sur la mesure de I'activité nanoluciférase (Figure 58A
et Figure 58C). Avec pour référence le virus H3N2 WT-NL, les 4 virus considérés ont des
capacités réplicatives similaires et atteignent leur maximum de réplication a 3 jours pi.
Toutefois, a 2 jours pi, le virus C PB1-NL présente un niveau de réplication supérieur a celui du
H3N2 WT-NL (Figure 58B). L'écart étant inférieur a un logio et non conservé aux points
ultérieurs de la cinétique, ces résultats rejoignent ce qui avait été observé avec les cinétiques
réalisées sur cellules épithéliales, a savoir que l'insertion du segment PB1 aviaire H7N1 au sein

d'un fond génétique H3N2 humain et la délétion de PB1-F2 ne modifient pas de fagon
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significative les capacités réplicatives des virus.
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Figure 58 : cinétique de réplication des virus H3N2 WT-NL, H3N2 AF2-NL, C PB1-NL et C PB1 AF2-NL
chez des souris NF-kB-luc.

[A] Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL ou C PB1-NL ainsi que leur
homologue AF2 (n=5) a raison de 30 PFU/animal. Le signal bioluminescent généré par l'activité
nanoluciférase a été mesuré quotidiennement. Les valeurs de luminescence représentent le flux total
intégré sur la zone du tractus respiratoire et normalisé par rapport a la surface considérée
(photons/seconde/cm?). [B] Comparaison du niveau réplicatif des virus H3N2 WT-nl et C PB1-nl a 2 jours
pi. [C] Les visuels photographiques associés sont présentés pour un animal représentatif du groupe
considéré. L'échelle correspond a la radiance moyenne (flux total intégré et normalisé par rapport a la
surface considérée et l'angle solide, photons/seconde/cm?/stéradian). Les données représentent la
valeur moyenne + écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-Whitney)

En s'appuyant sur les observations précédentes, nous avons infecté de nouveau des
souris NF-kB-luciférase avec les 4 virus (H3N2 WT-NL, H3N2 AF2-NL, C PB1-NL et C PB1AF2-
NL) a raison de 30 PFU par animal. Cependant, seule la mesure du niveau inflammatoire des
animaux a été maintenue, le niveau de réplication équivalent des virus ayant été validé par les
cinétiques précédentes. De plus, les acquisitions de I'activité NF-kB-luc ont été réduites a deux
temps post-infection. Nous avons opté pour 4 jours post-infection en tant que mesure précoce
car ce point correspond généralement a la phase d'initiation de la réponse inflammatoire
(Figure 57). Puis, le niveau inflammatoire a été mesuré a 8 jours pi, point situé dans la zone de
morbidité maximale. Ce mode opératoire a permis d'obtenir la configuration souhaitée car les
signes cliniques développés se sont avérés plus modérés étant donné que la pathologie a été
décelable a 6 jours pi plutdt que 4 (Figure 59A et Figure 59B). De plus, I'évolution du coefficient
directeur des courbes entre 7 et 8 jours pi suggere que le pic des signes cliniques se situe entre
8 et 9 jours pi et ainsi que les animaux n'auraient probablement pas atteint les points limites
de I'expérimentation. Toutefois, la pathologie développée a été similaire pour tous les virus
inclus dans I'étude, ne révélant pas de modulation particuliere de PB1-F2 quel que ce soit le
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Figure 59 : suivi clinique de souris NF-kB-luc infectées avec les virus H3N2 WT-NL, H3N2 AF2-NL, C
PB1-NL ou C PB1AF2-NL.
Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL (n=4), H3N2 AF2-NL (n=4), C PB1-NL
(n=7) ou C PB1AF2-NL (n=5) a raison de 30 PFU/animal. L'évolution du poids [A] et de la température
[B] a été relevée quotidiennement. Les données représentent la valeur moyenne + écart type.
L'évaluation de la réponse inflammatoire des animaux a 4 jours pi révele une
modulation de I'activation NF-kB par PB1-F2 a la fois pour le virus H3N2 et celui chimérique.
Dans le premier cas, les animaux infectés avec le virus H3N2 AF2 présentent un état
inflammatoire proche de celui du groupe contréle tandis que le virus H3N2 WT induit une
inflammation 2,5 fois plus importante (Figure 60A et Figure 60C). Nous observons ainsi une
fonction pro-inflammatoire de PB1-F2 pour la souche H3N2. De facon surprenante, le virus C
PB1 exprimant la protéine PB1-F2 H7N1 se comporte comme celui H3N2 AF2 et n'active pas la
voie NF-kB (Figure 60A et Figure 60C). Au contraire, le virus chimérique incapable d'exprimer
PB1-F2 induit une inflammation significative. L'activité NF-kB mesurée est modérée car
relativement proche de celle observée dans le groupe controle mais ce résultat appuie de
nouveau une fonction intrigante de PB1-F2 en contexte chimérique Nous avons observé
précédemment un caractéere pro-inflammatoire de la protéine PB1-F2 H7N1 exprimée au sein
de son contexte viral natif. Ainsi, un transfert de ses propriétés inflammatoires au sein du virus
d'accueil semblait envisageable. Toutefois, cela n'est pas le cas et I'expression d'un segment 2
aviaire par le virus H3N2 se traduit par une perte de sa capacité a induire une réponse
inflammatoire.

La mesure de I'activité NF-«kB a 8 jours post-infection révele que tous les virus étudiés
induisent une réponse inflammatoire supérieure a celle observée dans le groupe contréle et
celle-ci est d'un niveau équivalent (Figure 60B). Les modulations observées plus tét ne
perdurent ainsi pas dans le temps, associant I'exercice des propriétés de PB1-F2 a des temps
précoces de l'infection. Ainsi, I'expression de PB1-F2 par la souche H3N2 se traduit par une
accélération du développement de la réponse inflammatoire et inversement en contexte
chimérique, la PB1-F2 aviaire retarde ce phénomene.
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Figure 60 : étude de I'impact de PB1-F2 sur I'activation de la voie NF-«B.

Des souris NF-kB-luc ont été infectées avec les virus H3N2 WT-NL ou C PB1-NL ainsi que leur homologue
AF2 (30 PFU/animal). Le signal bioluminescent généré par I'activité de la luciférase firefly a été mesuré a
4 [A] et 8 jours pi [B]. Les valeurs de luminescence représentent le flux total intégré sur I'animal entier et
normalisé par rapport a la surface considérée (photons/seconde/cm?). [C] Les visuels photographiques
associés sont présentés pour un animal représentatif du groupe considéré. L'échelle correspond a la
radiance moyenne (flux total intégré et normalisé par rapport a la surface considérée et I'angle solide,
photons/seconde/cm?/stéradian). Les données représentent la valeur moyenne + écart type; *: p-
value<0,05 (test de Mann-Whitney).

Nous avons ainsi observé un impact différentiel de PB1-F2 sur la réponse inflammatoire
selon I'origine du segment PB1 exprimé. La protéine PB1-F2 native du virus H3N2 présente une
fonction pro-inflammatoire, ce qui rejoint les résultats obtenus avec la souche H7N1. Les
propriétés de la PB1-F2 H7N1 ne sont pas retrouvées lors de son expression au sein du génome
H3N2. Au contraire, son action s'inverse car elle contribue a la réduction de la réponse
inflammatoire induite par le virus H3N2. Dans les deux cas, ces fonctions sont restreintes a un
temps post-infection précoce.

4.2.4.2 Caractérisation de la réponse transcriptomique de I'hdte

Suite aux résultats précédents, nous avons souhaité apporter d'autres éléments de
lecture a la caractérisation de I'impact de PB1-F2 sur la réponse de I'hGte en s’appuyant sur
I'évaluation de I'expression de certains genes dans le tissu pulmonaire. Pour cela, des souris
BALB/c ont été infectées avec les virus H3N2 WT, H3N2 AF2, C PB1 et C PB1AF2 afin de
quantifier I'expression dans le tissu pulmonaire de certains genes d'intérét. Les essais réalisés
avec les virus H3N2 WT-NL et C PB1-NL, accompagnés de leur homologue mutant AF2,
indiquent une fonction plutét précoce de PB1-F2 et dans un contexte de pathologie modérée.
Les animaux ont donc été infectés avec une dose de 350 PFU, correspondant a la LD50 du virus

)
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H3N2 WT sur souris BALB/c sans acquisition de signaux bioluminescents.

Nous avons cherché a évaluer la perméabilité pulmonaire des animaux en utilisant le
réactif FITC-dextran précédemment présenté dans le cas de la perméabilité intestinale. Il a été
en l'occurrence administré par voie intranasale. La perméabilité pulmonaire reflete la
cohérence du tissu ainsi que le niveau inflammatoire. En effet, une augmentation de la
perméabilité pulmonaire est associée a un recrutement cellulaire [585]. A 3 jours pi, aucun virus
n'a induit de désorganisation de I'épithélium respiratoire conduisant a une augmentation de
la perméabilité pulmonaire (Figure 61A). A sept jours pi, tous les virus étudiés ont induit une
perméabilité pulmonaire au moins deux fois supérieure a celle relevée dans le groupe contréle
(Figure 61B). De plus, en contexte chimérique, I'expression de la protéine PB1-F2 H7N1 est
associée a une réduction de cet indicateur. Ce résultat pourrait suggérer un effet anti-
inflammatoire associé a I'expression d'une PB1-F2 aviaire au sein d'un génome viral humain.
Ce résultat doit toutefois étre considéré avec mesure. En effet, I'analyse histologique n'a pas
permis de relever un taux d'infiltration cellulaire dans le tissus pulmonaire plus important en
I'absence de PB1-F2 (non montré).
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Figure 61 : évaluation de la perméabilité pulmonaire chez des souris BALB/c infectées par les virus
H3N2 WT, H3N2 AF2, C PB1 ou C PB1 AF2.
Des souris BALB/c ont été infectées avec les virus H3N2 WT ou C PB1 ainsi que leur homologue AF2 (350
PFU/animal). La perméabilité pulmonaire des animaux a été déterminée a 3 [A] ainsi qu'a 7 jours pi [B]
par mesure dans le sérum du signal fluorescent généré par le réactif FITC-dextran administré par voie
intranasale. Les données représentent la valeur moyenne + écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-
Whitney).

L'ARN total des tissus pulmonaires a été extrait a 3 et 7 jours pi. Le génome viral a été
premierement quantifié relativement a I'expression de 'ARNm M1 (Figure 62). Nous n'avons
pas observé de différence entre les virus étudiés et cela aux deux temps post-infection
considérés. Ainsi, tous les virus présentent un niveau de réplication similaire ce qui rejoint les

observations faites par mesure de I'activité nanoluciférase.
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Figure 62 : quantification du génome viral dans les poumons de souris BALB/c infectées par les virus
H3N2 WT, H3N2 AF2, C PB1 ou C PB1 AF2.
Des souris BALB/c ont été infectées avec les virus H3N2 WT ou C PB1 ainsi que leur homologue AF2 (350
PFU/animal). L'ARN total des poumons a été extrait et I'expression relative de 'ARNm M1 a été
déterminée a 3 et 7 jours pi par qPCR. Les données représentent la valeur moyenne + écart type.
Compte tenu des résultats obtenus avec le modeéle souris NF-kB-luciférase, nous nous
sommes intéressés a I'expression de genes impliqués dans la réponse inflammatoire. En ce
sens, les genes codant I'IL6, I'IL1B et RELB ont été étudiés. A trois jours pi, seule I'expression de
I'lL1B présente une modulation (Figure 63A, Figure 63B et Figure 63C). La délétion de PB1-F2
ainsi que l'introduction du segment PB1 aviaire se sont traduites par une inhibition de
I'expression de ce gene. Dans le cas du virus chimérique, cet effet du segment PB1 aviaire est
indépendant de I'expression de PB1-F2. A 7 jours pi, PB1-F2 H3N2 semble contribuer a la
surexpression du gene codant RELB mais cette tendance n’est pas significative (Figure 63E).
L'expression de I'IL6 n'est toujours pas modulée (Figure 63D). L'expression de la PB1-F2 aviaire
en contexte chimérique est associée a une inhibition de la réponse inflammatoire. Dans le cas
du géne RELB, nous retrouvons le méme résultat que celui observé précédemment sur souris
NF-kB-luciférase : lI'introduction du segment PB1 aviaire altere la fonction pro-inflammatoire
du virus H3N2 et la protéine PB1-F2 contribue a cet effet puisque sa délétion restaure en partie
cette fonction (Figure 63E). Concernant I'lL6, contrairement a RELB, le virus C PB1 induit une
surexpression de ce géne équivalente au virus H3N2 WT et la délétion de PB1-F2 amplifie cette
induction (Figure 63D). Ainsi, é&tonnamment, I'expression de la protéine PB1-F2 H7N1 semble
inhiber I'expression de I'IlL6 mais ce phénomene se conclut finalement par un virus chimérique
se comportant comme celui H3N2 WT.
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Figure 63 : analyse de la réponse inflammatoire pulmonaire de souris BALB/c infectées par les virus
H3N2 WT, H3N2 AF2, C PB1 ou C PB1 AF2.
Des souris BALB/c ont été infectées avec les virus H3N2 WT ou C PB1 ainsi que leur homologue AF2 (350
PFU/animal). L'ARN total des poumons a été extrait a 3 ainsi que 7 jours pi. Les expressions relatives des
transcrits codant I'IlL18 [A], I'lL6 [B;D] et RELB [CE] ont été déterminées par gPCR. Les données
représentent la valeur moyenne + écart type ; * : p-value<0,05 (test de Mann-Whitney).

Les résultats de cette étude conduite sur souris BALB/c indiquent un effet modéré de
la protéine PB1-F2 H3N2. D'un point de vue physiologique, son expression n'a pas d'impact
sur la perméabilité pulmonaire. L'effet pro-inflammatoire de PB1-F2 H3N2 observé
précédemment par mesure de I'activité NF-«kB est partiellement retrouvé ici, seule I'expression
de I'lL1B a été sujette a une régulation. La protéine PB1-F2 H7N1 exprimée en contexte
chimérique semble limiter la désorganisation de I'épithélium pulmonaire. A l'instar de
I'approche conduite sur souris NF-kB-luciférase, un effet anti-inflammatoire est également
notable selon I'évaluation de I'expression de genes liés a la réponse inflammatoire. Cependant,
les modulations de la réponse de I'hote associées a PB1-F2 en contexte chimérique ne se
manifestent qu'a un temps tardif de l'infection, ce qui ne corrobore pas les résultats obtenus
sur souris NF-kB-luciférase. Ainsi, bien que les propriétés soient similaires dans les deux
modeles, la cinétique associée differe.
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4.3 Interactomes différentiels des protéines PB1-F2

4.3.1 |dentification d'interacteurs par usage d'une biotine ligase

Les activités cellulaires reposent sur des processus moléculaires concrétisés
essentiellement par des interactions protéine-protéine. Définir le répertoire des partenaires
cellulaires d'une protéine d'intérét, ou son interactome, est ainsi un moyen d'identifier les voies
cellulaires sur lesquelles elle exerce une action. Le regroupement de l'ensemble de ces
fonctions offre une lecture globale du réle de la protéine. Nous avons souhaité identifier le
réseau d'interaction de la protéine PB1-F2 afin d'apporter des éléments de compréhension
guant aux conséquences de son expression. La littérature existante décrit une dichotomie entre
I'action des protéines PB1-F2 exprimées par les virus aviaires et humains chez leur hote naturel.
Le fait que cette variabilité soit la traduction d'interactomes différentiels constitue I'hypothese
de travail. Nous avons donc cherché a comparer l'interactome de la protéine PB1-F2 issue de
la souche aviaire H7N1 exprimée en cellules de poulet et celui de la protéine PB1-F2 issue de
la souche humaine H3N2 exprimée en cellules humaines. Nous avons également souhaité
intégrer 'interactome de la protéine PB1-F2 native de la souche H7N1 en cellules humaines
afin d'étudier les fonctions potentielles de PB1-F2 dans le cadre d'une infection d'un hoéte
humain par un virus aviaire ou d’origine aviaire suite a un réassortiment impliquant le segment
PB1. Nous nous sommes appuyés sur une techniques récente basée sur l'usage de la biotine
ligase BiolD2 comme méthode d'identification des interacteurs potentiels (présentée en page
80).

4.3.2 Caractérisation des outils utilisés

4.3.2.1 Expression des constructions

Les séquences codantes des protéines d'intérét ont été clonées dans un plasmide
pcDNA3.1-BiolD2-HA afin de fusionner a leur extrémité C-terminale la biotine ligase.
L'expression effective des constructions a été vérifiée en cellules humaines (A549) et de poulet
(DF1) (Figure 64). En sus des protéines H3N2 et H7N1 PB1-F2-BiolD2 nécessaires a |'étude, les
deux constructions suivantes ont été incluses : H3N2 NS1-BiolD2 et H7N1 X-BiolD2. Compte
tenu du role majeur de NS1 en tant que facteur de virulence, l'interactome de cette protéine a
été particulierement étudié et donc caractérisé. En ce sens, la construction H3N2 NS1-BiolD2
a été intégrée a I'étude afin de comparer les interacteurs obtenus par I'approche BiolD2 a ceux
déja décrits dans la littérature. Une redondance permettrait de valider I'efficacité de la
technique développée et ainsi d'apporter du poids aux intéractants des protéines PB1-F2
identifiés. La construction H7N1 X-BiolD2 a été réalisée dans le but de caractériser
I'interactome d'un autre facteur de virulence, PA-X, cependant cet axe n'a pas été poursuivi
ultérieurement. Nonobstant les bandes aspécifiques, I'expression des 4 protéines de fusion a
pu étre confirmée dans les deux types cellulaires considérés. La différence d'intensité notable

129



Résultats

entre ces deux derniers est probablement le reflet de la capacité de transfection moindre des
cellules A549.
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Figure 64 : expression des constructions BiolD2.
Les protéines étudiées possedent une cassette BiolD2-HA fusionnée a leur extrémité C-ter. L'expression
des constructions a été vérifiée dans deux cellules humaines et de poulet (A549 et DF1) par Western Blot
avec un anticorps anti tag HA.

4.3.2.2 Fonctionnalité des constructions

La fonctionnalité des constructions a été évaluée dans une lignée cellulaire facilement
transfectable (293T) afin de s'affranchir de la limite fixée par I'efficacité de transfection dans un
premier temps. Les constructions H7N1 NS1-BiolD2 et WSN PB1-F2-BiolD2 ont servi de base
afin d'évaluer la capacité de biotinylation de notre modéle par extrapolation. Aprés transfection
et ajout de biotine, les cellules ont été lysées et les protéines biotinylées purifiées a l'aide de
billes couplées avec de la streptavidine. Les échantillons proviennent d'un nombre équivalent
de cellules 293T.

A B

1 2
- . .———‘*
| - z e
= ! : construction BiolD2
-
- -

1 293T_H7N1 NS1
2 293T_WSN PB1-F2
3 293T_controle

1

- '
- ' -

Figure 65 : évaluation de I'efficacité de biotinylation.

Les constructions utilisées possédent une cassette BiolD2-HA fusionnée en leur extrémité C-ter,
I'échantillon controle correspondant a la cassette seule. Elles ont été exprimées en cellules épithéliales
293T (milieu supplémenté avec 50 uM de D-biotine), puis les protéines biotinylées purifiées grace a des
billes couplées a la streptavidine. Le profil des protéines purifiées a été évaluée par SDS-PAGE (marquage

au bleu de Coomassie) [A] et le matériel biotinylé spécifiquement marqué avec de la streptavidine-HRP
[B] en engageant 10% des éluats.

L'analyse des éluats indique que des protéines de poids moléculaires variés ont pu étre
précipitées, attestant de l'activité de BiolD2 (Figure 65A). Un échantillon contréle
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correspondant a I'expression de la cassette BiolD2-HA seule reflete le niveau de biotinylation
basal de la biotine ligase. L'environnement intracellulaire étant chargé, des protéines peuvent
étre marquées par proximité fortuite avec BiolD2 sans que cela ne témoigne d'une réelle
interaction. La quantité de protéines éluées est tres réduite dans la condition controle en
comparaison avec les deux protéines d'intérét. Cela supporte le fait que leur fusion a BiolD2
modifie le comportement de I'enzyme et augmente la fréquence de la présence de protéines
dans la surface biotinylable. Toutefois, il est difficile a ce stade d'identifier des bandes
différentielles entre les échantillons qui attesteraient d'une biotinylation spécifique a la
protéine d'intérét considérée. Seule I'activité de biotinylation accrue de BiolD2 fusionnée est
révélée. Le différentiel quantitatif observé entre les échantillons NS1 et PB1-F2-BiolD2 n’est
ainsi attribuable pour le moment qu’a une activité de biotinylation non équivalente. Nous ne
connaissons pas |'organisation des complexes de ces protéines fusionnées a BiolD2, ainsi il est
envisageable que la structure PB1-F2-BiolD2 soit stériquement peu favorable a la biotinylation
des interactants. Le marquage spécifique des protéines biotinylées avec de la streptavidine-
HRP (Figure 65B) donne des résultats similaires a ce qui a été décrit en amont. Cependant, le
nombre réduit de bandes dans chaque échantillon par rapport a la coloration au bleu de
Coomassie suggere la présence de protéines non biotinylées au sein des éluats. Cela est
surprenant puisque la forte affinité biotine-streptavidine autorise des rincages extrémement
stringeants. En conséquence, peu de protéines non biotinylées devraient étre retrouvées au
sein des éluats.

Cette difficulté a été soulevée par une étude réalisée par I'équipe du Dr Cline en 2014
[586]. Elle propose une méthode s'appuyant sur une pré-digestion des protéines avant de
purifier les peptides biotinylés sur billes couplées a la streptavidine et a été nommée DIDBIT
(« Direct Detection of Biotin-Containing Tags »). Elle se distingue des approches plus classiques
qui consistent a digérer les protéines purifiées directement sur les billes ou une fois éluées.
Incuber des peptides plutot que des protéines permettrait de réduire le bruit de fond, point
fortement limitant de la spectrométrie de masse. En effet, dans un échantillon complexe, il est
difficile de séparer totalement tous les peptides présents lors de leur analyse ce qui peut
aboutir a des spectres se chevauchant : seuls les plus abondants seront alors discernables. Un
faible ratio protéines d'intérét/protéines totales est donc peu favorable a une identification
efficace. Les travaux conduits par I'équipe du Dr Cline concluent que leur stratégie permet
d'augmenter tres fortement la capacité de détection de peptides biotinylées (environ 200 fois)
par rapport a une digestion des protéines réalisées sur billes. Pour les analyses par
spectrométrie de masse, nous avons souhaité tester premiérement I'approche DiDBIT afin de
vérifier si elle pouvait étre adaptée a notre modele. Les protéines extraites suite a I'expression
en cellules 293T de la construction H7N1 NS1-BiolD2 accompagnée du contréle correspondant
a la cassette BiolD2 seule ont ainsi été traitées selon cette méthode. Le résultat a été peu
encourageant puisque seulement deux protéines biotinylées ont été identifiées dans
I'échantillon d'intérét : BiolD2 elle-méme et HNRPC, protéine impliquée dans le métabolisme
des ARN. Des protéines impliquées dans le process des ARN sont régulierement identifiées
dans des études interatomiques caractérisant NS1 [587,588], ainsi HNPRC semble pertinente
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bien que cette interaction ne soit pas décrite actuellement a notre connaissance. Une seule
protéine a été identifiée dans le cas de I'échantillon contrdle et il s'agit de BiolD2. Le nombre
de protéines identifiées par spectrométrie de masse ne concordait pas avec ce qui était observé
lors de la migration SDS-PAGE des échantillons (exemple en Figure 65). De plus, le recours a la
méthode DiDBIT implique une précipitation des protéines, étape qui s'est révélée apporter des
difficultés techniques importantes. Nous avons ainsi abandonné cette approche pour les
analyses par spectrométrie de masse et opté pour une digestion des protéines une fois éluées
des billes couplées a la streptavidine.

4.3.3 Analyses par spectrométrie de masse

Suite a la phase de pré-test en cellules 293T, nous avons souhaité réaliser les
interactomes dans des cellules hotes des IAV afin de tenter d'apporter davantage de pertinence
aux interacteurs identifiés. Les cellules A549 et CLEC213 ont ainsi été utilisées comme modele
d'épithélium pulmonaire respectivement humain et aviaire (poulet).

B

ADN tag HA protéines biotinylées

10 -
construction BiolD2
A549 H3N2 NST A549_H3N2 PB1-F2 1 CLEC213_GFP 4 A549_H7N1 PB1-F2
2 A549_GFP 5 A549_H3N2 PB1-F2
3 | CLEC213_H7N1PB1-F2 | 6 A549_H3N2 NS1

Figure 66 : caractérisation des échantillons BiolD2 analysés par spectrométrie de masse.

Les constructions utilisées possédent une cassette BiolD2-HA fusionnée en leur extrémité C-ter. Elles ont
été exprimées en cellules épithéliales A549 (milieu supplémenté avec 50 uM de D-biotine) et les
protéines biotinylées (rouge), le tag HA (vert) et le noyau des cellules (bleu) ont été révélés par
immunofluorescence [A]. Les protéines biotinylées générées par I'expression des constructions en
cellules épithéliales (A549 ou CLEC213, milieux supplémentés avec 50 uM de D-biotine) ont été purifiées
grace a des billes couplées a la streptavidine. Le profil des protéines éluées a été évalué par SDS-PAGE
(marquage au bleu de Coomassie) en engageant 10% des éluats [B].

De facon peu surprenante, |'efficacité de transfection de ces lignées cellulaires a

constitué une limite au modéle. Un marquage par immunofluorescence révele une expression
des constructions ainsi qu'une présence de protéines biotinylées en cellules A549 trés limitée
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(Figure 66A), ce qui est corroboré avec la quantité de protéines biotinylées purifiées (Figure
66B). De plus, la localisation des protéines biotinylées semblent étre majoritairement nucléaire.
Cette observation est singuliere dans le cas de PB1-F2 compte tenu qu'une localisation
cytosolique ou mitochondriale lui est plutot attribuée [487,509,510]. L'ajout de la cassette
BiolD2-HA pourrait générer un biais en imposant une migration au noyau. L'échantillon servant
de référence a évolué par rapport aux tests précédents réalisés sur cellules 293T puisque nous
avons opté pour la construction GFP-BiolD2-HA plutot que I'étiquette seule. Nous souhaitions
associer une protéine non pertinente dans notre modele afin de mimer plus fidelement la
biotinylation aléatoire induite par un complexe incluant BiolD2. Les échantillons présentés en
Figure 66B ont été analysés par spectrométrie de masse en suivant un protocole de digestion
des protéines biotinylées apres purification. A I'instar de I'approche DiDBIT, peu de protéines
biotinylées ont été identifiées : respectivement 4, 17, 3, 8, 2 et 3 pour les échantillons 1 a 6 (en
omettant BiolD2 elle-méme). Cela ne reflete également pas les profils obtenus par
électrophorese SDS-PAGE. Compte tenu du fait qu'il s'agissait de la deuxieme observation de
ce phénomene et selon deux approches différentes, nous nous sommes interrogés quant a la
capacité de détection des peptides biotinylés par spectrométrie de masse. En effet, parmi les
études ayant eu recours a la biotinylation de proximité, certaines n'explicitent pas
I'identification de peptides biotinylés comme base de I'analyse. Seule la sélection des protéines
statistiquement enrichies (dans le cas de la présence de réplicats biologiques ou techniques)
ou identifiées uniquement dans I'échantillon d'intérét par rapport a celui de référence est
précisée ([589-592] pour exemple). Cela suggére que la difficulté a discerner des peptides
biotinylés dans ce type d'échantillon n'est pas anecdotique. Les rincages opérés sur les billes
utilisées pour la purification des protéines biotinylées sont extrémement stringeants. Ainsi, une
protéine identifiée par spectrométrie de masse dans un échantillon donné a été considérée
biotinylée, méme en |'absence d'un peptide présentant la modification post-traductionnelle.
Nous nous sommes appuyés sur un différentiel entre les échantillons d'intérét et celui
contréle afin d'identifier les interacteurs potentiels. En outre, les échantillons n‘ont pas été
réalisés en incluant des réplicats biologiques. Ainsi une quantification des protéines et leur taux
d’enrichissement par rapport au contrOle n'est pas accessible. Cela implique que dans le cas
de figure ou une protéine est identifiée a la fois dans un échantillon d'intérét et dans celui
contrble, celle-ci est systématiquement exclue des interacteurs potentiels. En effet, une
protéine commune mais considérablement plus enrichie dans I'échantillon d'intérét pourrait
étre pertinente mais nous ne sommes pas en mesure d'apporter cette lecture. L'analyse
factuelle des résultats révele un faible taux de conversion des peptides identifiés en protéines
dans le cas des échantillons produits en cellules CLEC213 (Tableau 13). En effet, en cellules
A549, pres de la moitié des peptides distingués ont pu servir a I'identification d'une protéine
tandis que cette proportion chute a environ "4 en cellules aviaires. Cela témoigne d'une qualité
d'annotation moindre du génome de poulet par rapport au génome humain. Ce point est
notamment appuyé par le fait que, relativement a d'autres vertébrés, un faible nombre de
génes a été identifié chez le poulet et globalement un seul transcrit est associé a une zone
codante [593]. Il s'agit d'un point limitant puisqu’'une part importante de I'information est
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perdue par défaut d'association. De plus, le bruit de fond de la technique semble plus
important en cellules aviaires car 70% des protéines identifiées dans les échantillons d'intérét
sont communes avec celui contréle, contre environ 40% en cellules humaines. Dans ce méme
type cellulaire, enfin, nous observons une part importante des protéines identifiées occupée
par des isoformes (pres de 50%) (Tableau 13). Cependant, I'approche par spectrométrie de
masse ne permet pas de les discerner. En effet, compte tenu de la forte homologie de séquence,
les peptides ayant permis l'identification d'une protéine sont trés probablement retrouvés au
sein de la séquence des autres protéines membre de sa famille. Par exemple, trois membres
appartenant a la famille des protéines MTA (metastasis-associated protein) ont été identifiés
au sein de |'échantillon A549_H7N1 PB1-F2. Nous ne pouvons déterminer, parmi les trois,
lesquelles ont réellement été purifiées. Cela peut provoquer deux biais d'analyse.
Premierement, la mise en exergue d'une famille de protéines et donc de leurs fonctions
associées parmi les voies cellulaires visées par la protéine d'intérét sans que cela ne soit justifié.
Deuxiémement, cette derniere n'interagit pas nécessairement avec toutes les isoformes reliées
a la séquence peptidique identifiée. Dans cette configuration, le résultat est ainsi peu précis.
Les protéines isoformes strictement codées par le méme gene ont néanmoins été exclues de
I'analyse car cela apportait assez peu d'information. Les interacteurs identifiés dans les
échantillons relatifs aux protéines PB1-F2 sont listés dans le Tableau 14 et le Tableau 15 situés
en fin de chapitre.

échantillon npmbre dg y nombre tgtal de prqt’éir]es identifiées nombre dg protéines fiqa!es identifiées pqmbre Qe prgtéines
peptides identifiés | (% de peptides associés a une protéine) (isoformes retirées) spécifiques identifiées (%)
GFP 563 306 (54%) 138
H7N1 PB1-F2 623 329 (53%) 154 73 (47%)
A549 H7N1 NS1 669 371 (55%) 176 107 (61%)
H3N2 PB1-F2 614 267 (43%) 135 92 (68%)
H3N2 NS1 725 379 (52%) 186 132 (71%)
GFP 397 78 (20%) 7
CLEC213 | H7N1 PB1-F2 244 55 (22%) 51 15 (29%)
H7N1 NS1 149 35 (23%) 32 9 (28%)

Tableau 13 : caractérisation des résultats issus de I'analyse par spectrométrie de masse.
L'appellation « protéines spécifiques » désigne les protéines exclusivement identifiées dans I'échantillon
d'intérét avec pour référence la construction GFP-BiolD2.
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4.3.3. 7 Interactome de PB71-F2 H7N1 en cellules aviaires

Les protéines identifiées dans les échantillons produits en cellules aviaires ont été
converties en orthologues humains en amont des analyses. Le réseau d'interactions directes
au sein de l'interactome de la protéine PB1-F2 de la souche H7N1 a été visualisé via le logiciel
IPA (Ingenuity Pathway Analysis) (Figure 67). Quelques interactions ont pu étre identifiées ce
qui suggere une interconnexion de fonctions relative.

.0
@

Figure 67 : réseau d'interaction au sein de l'interactome de la protéine PB1-F2 H7N1 en cellules
aviaires.
Les lignes bleues indiquent des interactions directes.

Afin d'appréhender I'impact fonctionnel global que les interactions entre PB1-F2 et les
protéines identifiées pourraient induire, les voies biologiques définies par les intéractants
potentiels ont été déterminées. Une voie biologique est considérée surreprésentée si la
fréquence d'observation de protéines qui y sont associées est significativement plus
importante dans I'échantillon considéré qu'au sein du protéome de référence (bases de
données : IPA).

Parmi les interacteurs potentiels, une prépondérance de protéines appartenant a la
famille des tyrosine kinases dépourvues de domaine transmembranaire est notable (FGR, FYN,
SRC, YAP1, YEST). Elles sont regroupées au sein de la voie des Tec kinases, principale voie
enrichie identifiée par le logiciel IPA (Figure 68C). Leur vaste fonction de kinase suggere une
implication assez générale dans les phénomeénes de transduction. Cela est appuyé par les voies
de signalisation considérées comme pertinentes par le logiciel IPA et qui incluent, en outre des
Tec kinase, la signalisation liée aux protéines 14-3-3 et ERK/MAPK ainsi que la voie HIPPO. Par
une lecture trés globale, les régulations associées aux Tec kinases concernent la gestion du
cycle et de la différenciation cellulaire [594,595]. De plus, une part importante des protéines
identifiées sont associées a une localisation au niveau de la membrane plasmique (Figure 68B).
Cela pourrait appuyer une forte dominante liée a linterface entre la cellule et son
environnement. Les phénomenes d'endocytose et d'adhérence cellulaire représentent
également une part importante des voies cellulaires enrichies. La protéine ITGB1, la Tec kinase
FYN ainsi que SRC sont les principaux acteurs ayant permis l'identification de telles voies
cellulaires.
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Tec kinases signalisation 2,51E-08 FGR,FYN,ITGB1,SRC,YES1
Production IL-15 4,68E-07 FGR,FYN,SRC YES1
Sécrétion d'insuline 7,94E-06 FGR,FYN,SRC, YES1
Endocytose cavéole dépendante 8,91E-06 FYN,ITGB1,SRC
FAK signalisation 2,51E-05 FYN,ITGB1,SRC
Récepteurs a éphrine signalisation 1,48E-04 FYN,ITGB1,SRC
ERK/MAPK signalisation 1,82E-04 FYN,ITGB1,SRC
Intégrine signalisation 1,95E-04 FYN,ITGB1,SRC
Phospholipase C signalisation 3,72E-04 FYN,ITGB1,SRC
?aeﬁlgi'l;téon de processus cellulaires par la protéase 7 94E-04 ITGB1,SRC
Macropinocytose signalisation 8,51E-04 ITGB1,SRC
Paxilline signalisation 1,66E-03 ITGB1,SRC
14-3-3 signalisation 2,29E-03 SRC,YAP1
p70S6K signalisation 2,40E-03 RPS6,SRC
Jonction d'adhérence signalisation 3,24E-03 SRC,YEST1
Endocytose clathrine dépendante 5,25E-03 ITGB1,SRC
HIPPO signalisation 4,79E-02 YAP1

Figure 68 : interactome de la protéine PB1-F2 H7N1 en cellules aviaires.
[A] Les voies cellulaires significativement enrichies associées aux protéines identifiées ont été
déterminées a l'aide du logiciel IPA. La fréquence d'observation de protéines appartenant a une voie
cellulaire au sein de I'échantillon a été comparée a celle dans le protéome de référence (seuil de
significativité fixé a p-value<0,05). [B] Localisations cellulaires relatives des interactants identifiés
déterminées selon I'annotation proposée par Gene Ontology.

En cellules aviaires, les intéractants identifiés suggerent ainsi de fagon générale un
impact de la protéine PB1-F2 H7N1 dans les phénomenes de transduction et d'organisation
membranaire. Ces deux points s'integrent dans la caractérisation de la relation entre la cellule
et son environnement puisqu'ils témoignent d'une réorganisation du rythme et de la
morphologie cellulaire en réponse a un contexte donné. Toutefois, les voies cellulaires
proposées par le logiciel IPA sont fortement extrapolées et redondantes compte tenu qu'elles
reposent presque uniquement sur l'intégrine B1 et les tyrosine kinases. De plus, ces derniéres
peuvent étre surreprésentées compte tenu de leur homologie de séquence.
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4.3.3.2 Interactomes en cellules humaines

A l'instar de I'étude en cellules aviaires, le réseau d'interactions directes a été visualisé
grace au logiciel IPA (Figure 69). Les interactomes spécifiques aux protéines PB1-F2 H3N2 et
H7N1 et celui regroupant les interacteurs communs (donc exclus des groupes précédents) ont
été distingués pour I'analyse. Nous observons une interconnexion plus importante au sein de
I'interactome PB1-F2 H3N2 que celui H7N1. De plus, les protéines communes présentent
également un nombre conséquent d'interactions.

H7N1 PB1-F2
52 éléments

RABM SPBOAB
. H2BCO ‘ .

Figure 69 : réseau d interaction au sein de l'interactome des protéines PB1-F2 H3N2 et H7N1 en
cellules humaines.
Les traits bleus, rouges et violet indiquent des interactions directes respectivement spécifiques aux
interactants de PB1-F2 H3N2, H7N1 et communs aux deux protéines.

4.3.3.2.a Interactome de PB1-F2 H7N1 en cellules humaines

Les fonctions prédominantes identifiées au sein de I'interactome de la protéine PB1-F2
H7N1 par le logiciel IPA sont liées au métabolisme des ARN (Figure 70C). Parmi les protéines
représentant cette fonction, l'identification des DEAD-box hélicases DXH29 et DHX9 peut étre
soulignée puisque cette famille integre RIG-1 et MDAD5. Cela pourrait refléter un impact de PB1-
F2 H7N1 sur la réponse immune médiée par MAVS des |'étape de reconnaissance des ARN
viraux.

Précédemment observées en cellules aviaires, les fonctionnalités des protéines
impliquées dans l'adhésion cellulaire, la structuration membranaire et les phénomenes
d'endocytose sont retrouvées ici. Toutefois, elles semblent ici plus robustes compte tenu du
nombre de protéines associées. Notamment, la composante endosomale semble relativement
importante puisque trois éléments pertinents dans la formation des endosomes ont été
identifiés : RAB1B, CAVIN1 et une sous unité du complexe WASH.
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Figure 70 : interactome de la protéine PB1-F2 H7N1 en cellules humaines.
[A] Les voies cellulaires significativement enrichies associées aux protéines identifiées ont été
déterminées a l'aide du logiciel IPA. La fréquence d'observation de protéines appartenant a une voie
cellulaire au sein de I'échantillon a été comparée a celle dans le protéome de référence (seuil de
significativité fixé a p-value<0,05). [B] Localisations cellulaires relatives des interactants identifiés
déterminées selon I'annotation proposée par Gene Ontology.

De facon intéressante, le processus lié a I'apoptose est ressorti de I'analyse. Un rdle pro-
apoptotique de PB1-F2 a été initialement observé en cellules immunitaires [41]. Une étude sur
cellules épithéliales 293T et A549 a cependant permis d’'observer une interaction de la PB1-F2
de la souche PR8 avec les protéines mitochondriales VDACT (« Voltage Dependent Anion
Channel 1 ») et ANT3, ce qui induirait une perméabilisation de la membrane mitochondriale et
favoriserait le relargage du cytochrome c [514], biomarqueur de I'apoptose. Parmi les protéines
décrivant cette voie cellulaire, la présence de BCLAF1 est notable. En effet, cette protéine
interagit avec le facteur Bcl2, largement décrit pour sa contribution dans la régulation de
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I'apoptose [596]. L'identification de cette voie cellulaire et donc basée sur des acteurs
relativement pertinents. Nous pouvons également remarquer la protéine TRIM28 qui
appartient a la famille TRIM présentant un fort lien avec la médiation de la réponse antivirale
[597].

Par conséquent, en cellules humaines, les interacteurs de PB1-F2 H7NT1 identifiés
indiquent une modulation de voies cellulaires qui se distinguent de celles identifiées en cellules
aviaires. Notamment, nous observons une part importante des protéines de l'interactome
impliquées dans le métabolisme des ARN. Ainsi, la protéine PB1-F2 H7N1 exprimée en cellules
humaines développerait un réle lié a la régulation de I'expression des genes de I'h6te ou viraux.
Des points plus précis liés a I'apoptose et a la régulation de la réponse immune ont également
pu étre définis. La thématique liée aux phénomenes de transduction n'est pas retrouvée en
cellules humaines mais la présence de partenaires cellulaires impliqués dans |'organisation de
la membrane plasmique constitue une base commune. Compte tenu du tropisme membranaire
de PB1-F2, l'identification de telles protéines fait sens. La régulation de la morphologie
cellulaire caractériserait ainsi une propriété constante de la protéine PB1-F2 H7N1, quel que
soit I'n6te considéré.

4.3.3.2.b Interactome de PB1-F2 H3N2 en cellules humaines

L'interactome de la protéine PB1-F2 H3N2 en cellules A549 a permis d'identifier des
voies cellulaires caractérisant trés majoritairement des processus liés a la transduction ou a la
régulation du cycle cellulaire : famille de protéines 14-3-3, ERK5, HIPPO, IGF-1, PI3K/AKT, PKA,
ERK/MAPK (Figure 71C). A l'instar de ce qui a été observé dans l'interactome de la protéine
PB1-F2 H7N1 en cellules aviaires, les voies cellulaires associées aux phénomenes de
transduction sont tres redondantes. Elles sont de plus basées essentiellement sur les protéines
de la famille 14-3-3. Ainsi, a I'échelle des voies cellulaires, seule la famille 14-3-3 semble
pertinente puisqu'elle constitue une base commune. Ces protéines sont toutefois
éventuellement surreprésentées en conséquence de leur homologie de séquence Sept
membres ont été dénombrés chez les mammiferes (B, € n, v, o, T, et Q) [598] et une forte
conservation inter-espéces est observée [599]. De facon générale, ces protéines régulent des
mécanismes cellulaires en interagissant avec certains éléments clefs de la voie concernée, ce
qui se traduit par un impact sur leur localisation cellulaire ou leur aptitude a exercer leurs
fonctions. De facon plus spécifique, la translocation des senseurs cellulaires RIG-1 et MDAS a la
membrane mitochondriale est médiée respectivement par les protéines 14-3-3¢ et n [339,340].
Celles-ci contribuent ainsi au développement de la réponse antivirale via I'activation de la voie
MAVS, soulignant l'intérét de leur identification.
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Figure 71 : interactome de la protéine PB1-F2 H3N2 en cellules humaines.
[A] Les voies cellulaires significativement enrichies associées aux protéines identifiées ont été
déterminées a l'aide du logiciel IPA. La fréquence d'observation de protéines appartenant a une voie
cellulaire au sein de I'échantillon a été comparée a celle dans le protéome de référence (seuil de
significativité fixé a p-value<0,05). [B] Localisations cellulaires relatives des interactants identifiés
déterminées selon I'annotation proposée par Gene Ontology.

Une part relativement importante des protéines identifiées est associée au
fonctionnement du cytosquelette (14%, Figure 71B). Dans l'interactome de la protéine PB1-F2
H7N1 en cellules humaines, cet ensemble de protéines représentait 6%. Cela est appuyé par
les voies cellulaires identifiées par le logiciel IPA liées a I'adhérence et a I'organisation

membranaire : « jonctions d'adhérence », « signalisation ILK », « jonctions de communication »,
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« endocytose » (Figure 71C). Nous retrouvons ainsi avec la PB1-F2 d'origine humaine une forte
dominante liée a la structuration de la morphologie cellulaire et aux phénomeénes
membranaires. Les protéines définissant ces fonctions différent entre les deux interactomes,
ainsi les voies cellulaire associées a ces protéines n‘ont pas été entierement regroupéesau sein
de I'interactome commun. Par ailleurs, I'implication de protéines dans deux types de transport
intracellulaire peut étre notée : la circulation entre le noyau et le cytoplasme représentée par
la voie de signalisation associée aux protéines RAN et le trafic vésiculaire (DENND4C, SNX1,
TPD52, RAB1A). Ce dernier point a également été observé au sein de l'interactome de la
protéine PB1-F2 H7N1 en cellules humaines.

Une fonction liée a la réponse inflammatoire est apportée par la protéine PPP6R1 qui
constitue une sous-unité régulatrice de la protéine phosphatase 6. Son interaction avec un
élément inhibant I'activation des facteurs de transcription de la famille NFkB, IkBg, a été décrite
[600]. L'interaction permettrait de prévenir de la dégradation d'lkBe médiée par I'activation de
la voie TNFa. Ainsi, cette protéine tendrait a limiter 'ampleur de la réponse inflammatoire
cellulaire.

Enfin, l'identification d'un peptide a fonctions antimicrobiennes (DCD) est également
remarquable. Plutot caractérisée dans le cadre d'une sécrétion au niveau de I'épiderme, cette
protéine est fonctionnelle sous forme oligomérisée et interagit avec la membrane des bactéries
a Gram négatif induisant la formation d'un canal ionique et par conséquent une dépolarisation
a l'origine de la mort de la bactérie [601].

Par conséquent, I'analyse de 'interactome de la protéine PB1-F2 H3N2 révéle une forte
dominante relative aux phénomenes de transduction. Notamment, les protéines de la famille
14-3-3 semblent d'intérét compte tenu de leur impact déja identifié sur la voie apoptotique
ainsi que la cascade MAVS. Ces deux voies cellulaires rejoignent des fonctions déja décrites de
PB1-F2. L'interaction potentielle avec la protéine PPP6R1 suggere un impact de PB1-F2 H3N2
sur l'activation de la voie NF-kB via une action sur les éléments imposant sa séquestration
cytoplasmique. Ces éléments étayent la contribution de PB1-F2 dans le développement de la
réponse inflammatoire et antivirale. Par ailleurs, la protéine DCD pourrait indiquer une
implication de PB1-F2 H3N2 dans le développement d'infections bactériennes. Enfin, nous
retrouvons également une part importante de protéines impliquées dans la régulation de la
morphologie cellulaire ainsi que des phénomenes membranaires. Compte tenu de la
redondance de cette thématique au sein des trois interactomes étudiés, elle semble constituer
un trait commun au sein de notre étude.

4.3.3.2.c Interactome commun aux PB1-F2 H7N1 et H3N2 en cellules humaines

L'analyse conduite avec le logiciel IPA met en exergue des fonctions liées aux
ubiquitines (Figure 72C). En effet, plus de 50% des voies cellulaires identifiées enrichies sont
basées sur ces protéines. Compte tenu de cette redondance et de la large gamme de fonctions
associées aux ubiquitines, ces voies cellulaires générées par extension paraissent ainsi peu
pertinentes (notamment la signalisation TLR). Par ailleurs, nous observons une dominante
relative au transport assez forte, notamment du calcium (ATP2B1) et du fer (EGFR, TRFC) qui
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constituent des voies cellulaires enrichies au sein de cet interactome. De plus, la protéine
SLC12A2 est un cotransporteur Na*, K*, CI” qui, via la balance ionique, agit sur la régulation du
volume cellulaire [602]. Enfin, la protéine SCL3A2 est impliquée dans le transport d'acides
aminés en tant que chaperonnes des transporteurs effectifs [602]. Un quart des protéines
identifiées sont associées a une localisation membranaire (Figure 72B), ce qui est relativement
plus conséquent que la part relevée dans les interactomes spécifiques aux protéines PB1-F2
H7N1 et H3N2 (respectivement 7 et 10,5%). Cela appuie ainsi également la thématique
transport comme base commune.

A
A549 PB1-F2 H3N2NH7N1

- PDAP1
transport ions et

acides aminés

25%

o

|l ; 35%
\ 35%

| | methylmalonyl
ubiquitination

\Yo

=

C
-log(p-value) protéines

TLR signalisation 7,41E-07 [RPS27A,UBA52,UBB,UBC
Endocytose clathrine dépendante 9,12E-07 |RPS27A,TFRC,UBAS52,UBB,UBC
Récepteur GABA signalisation 1,82E-06  |RPS27A,UBA52,UBB,UBC
Ubiquitination protéine 4,68E-06 [HSP90AB1,RPS27A,UBA52,UBB,UBC
Wnt/B<-caténine signalisation 1,95E-05 |[RPS27A,UBAS52,UBB,UBC
Methylmalonyl pathway 3,89E-03 |PCCA
Fe homéostasie 7,08E-03 [EGFR,TFRC
Transport calcium 9,55E-03 |ATP2B1
E:?’c\)&s'fzau stress oxydant médiée 1,386-02  |PRDX1,UBB
EIF2 signalisation 1,78E-02 |RPS27A,UBA52

Figure 72 : interactome commun aux protéines PB1-F2 H3N2 et H7N1 en cellules humaines.

[A] Les voies cellulaires significativement enrichies associées aux protéines identifiées ont été
déterminées a l'aide du logiciel IPA. La fréquence d'observation de protéines appartenant a une voie
cellulaire au sein de I'échantillon a été comparée a celle dans le protéome de référence (seuil de
significativité fixé a p-value<0,05). [B] Localisations cellulaires relatives des interactants identifiés
déterminées selon I'annotation proposée par Gene Ontology.

Par conséquent, I'analyse de l'interactome commun aux protéines PB1-F2 étudiées
identifie dans un premier temps, en tant que fonction partagée inter-souche, un impact sur
I'ubiquitination. Cela peut se traduire par une modification des cibles visées par I'adressage au

protéasome ou de la régulation de I'activité de protéines. De plus, la régulation du transport
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d'acides aminés ainsi que I'homéostasie ionique et du fer constituent également un socle
commun. Les thématiques relatives aux mécanismes impliquant la membrane plasmique et au
trafic cellulaire n'apparaissent pas ici compte tenu du fait que les protéines impliquées dans
chacun des interactomes respectifs different. Cet aspect est donc également a prendre en
compte.

4.3.4 Caractérisation fonctionnelle de l'interaction entre la protéine PB1-F2 H3N2 et
celles de la famille 14-3-3

Compte tenu du réle des protéines 14-3-3 dans la cascade de signalisation MAVS,
I'interaction de PB1-F2 avec ces protéines semble pertinente et s'insere dans les fonctions déja
décrites de PB1-F2. Nous nous sommes donc focalisés sur cette famille. De plus, une telle
interaction pourrait étre spécifique a la protéine PB1-F2 H3N2, ce qui soulignerait une fonction
différentielle de PB1-F2 selon I'espéce d'origine du virus considéré.

Les protéines 14-3-3 interagissent avec leurs partenaires cellulaires sous forme de
dimeres reconnaissant des motifs incluant des paires sérine/thréonine phosphorylées [603].
Nous nous sommes appuyés sur un outil prédictif afin d'identifier des motifs potentiels
d'interaction au sein de séquences protéiques des PB1-F2 étudiées (Figure 73). Cet outil
s'appuie sur trois scores issus de méthodes d'apprentissage automatiques supervisées (réseau
de neurones artificiels - ANN, machine a vecteurs support - SVM) et d'une matrice de poids de
position (PSSM). Deux sites ont pu étre déterminés : un premier commun aux deux protéines
et un second spécifique a la PB1-F2 H3N2, positionné en région C-terminale. Ce dernier,
pouvant appuyer l'interaction différentielle observée avec I'approche BiolD2, semble ainsi
particulierement d'intérét.

10 20 30 40 50 60 70 80 90

H7N1 MEQEQDTPWTQSTGHINTQKRGNGQQTQRLEHPNSTQLMDHYLRTTSQADMHKQIVCWKQWLSLKNPTQGSLKTHVLKRWKLFSKQEWIN

H3N2 MEQEQDTPWTQSTEHINILKKGSGQQTQRLGRPNLTQLMDHYLRIMSQVDMHKQIVSWKQWLSLKNHTQGSLKTRALKRWKSEFNKQGWTD

site probable d'interaction avec une protéine 14-3-3

Figure 73 : motifs d'interaction prédictif de PB1-F2 avec les protéines de la famille 14-3-3.
Les sites d'interaction prédictifs ont été déterminés a I'aide de I'outil « 14-3-3 pred » [604]. L'estimation
a été réalisée en compilant trois méthodes de prédiction. Seuls les sites présentant un score
suffisamment élevé pour les trois approches ont été retenus.

Une expérience de co-immunoprécipitation a été réalisée dans le but de valider
I'interaction PB1-F2 H3N2/14-3-3 par une seconde méthode et d'apporter de la précision
guant aux protéines de la famille concernées par cette interaction. Nous avons ainsi tenté de
co-immunoprécipiter les protéines 14-3-3B, €, n et o via PB1-F2 H3N2 - et inversement - mais
cela n'a pas été concluant. Ce type d'approche pouvant étre délicate, nous avons par la suite
eu recours a des plasmides rapporteurs afin de tenter de définir la relation PB1-F2/14-3-3 au

travers du prisme de I'impact de leur interaction potentielle sur la régulation de voies cellulaires.

Un modeéle de co-expression de ces protéines afin d'en étudier l'issue sur I'activation de I'IFNB
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et NF-kB a ainsi été mis en place. Nous nous sommes focalisés sur les protéines 14-3-3¢ et n,
les protéines RIG-1 et MDA5 constituant les signaux inducteurs, relativement au role respectif
des 14-3-3 étudiées dans leur translocation a la membrane mitochondriale.

4.34.1 Protéine 14-3-3n

Une contribution majeure de RIG-1 dans la synthése d'interférons suite a I'infection avec
un IAV a été identifiée et, par extension, RIG-I a été défini comme le principal détecteur du
génome des IAV [343]. Cependant, une étude a observé que la capacité d'un virus a
contrecarrer MDAS constituait un avantage réplicatif [344]. En ce sens, MDA5 semble jouer un
role complémentaire a RIG-I au cours du cycle viral, c'est pourquoi nous nous sommes tout de
méme intéressés a cette hélicase et a I'action que pouvait avoir le duo 14-3-3n/PB1-F2 sur son
activité.

IFNB
60-

=
H

activité luciférase normalisée
fold change vs contréle

20-
ol /= M — ™
1 2 3 6 8 9 10 M
MDA5 - - + + + - + - + - +
14-3-3n  + - - + B + o+ - - + o+
H3N2 - + - -+ + - -
H7N1 - - - - - - -+ o+ o+ o+

Figure 74 : impact de l'interaction entre PB1-F2 H3N2 et 14-3-3n sur I'activation de la réponse
antivirale cellulaire.

Des cellules 293T ont été co-transfectées avec différentes combinaisons de plasmides exprimant les
protéines PB1-F2 H3N2 ou H7N1, 14-3-3n, MDA5 en complément du plasmide pIFNB-luc en tant que
rapporteur du niveau d'activation de la réponse immune. Les signaux luminescents ont été normalisés
par rapport au taux de transfection des cellules reflété par le signal fluorescent généré par le plasmide
pCl GFP intégré. Les données représentent la valeur moyenne de I'activité luciférase normalisée + écart
type (n=4).; * : p-value <0,05 (test de Mann-Whitney).

L'amplification de I'action pro-IFN de MDAS par la protéine 14-3-3n déja observée [339]
est retrouvée dans notre modele (Figure 74). L'expression de la protéine PB1-F2 de la souche
H3N2 n'induit pas de modification sur I'induction générée par MDAS, seule ou associée a 14-
3-3n. La protéine PB1-F2 d'origine aviaire inhibe la réponse IFN générée par MDAS a la fois en
I'absence et présence de 14-3-3n. Cela pourrait refléter une action de PB1-F2 H7N1 sur les
protéines endogenes ou une action sur la voie MDAS indépendante de la protéine 14-3-3n.
Dans la seconde option, cela rejoindrait les résultats obtenus par I'approche BiolD2 qui ne
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relévent pas de lien entre cette protéine PB1-F2 et la famille 14-3-3.

Ainsi, I'activité de la protéine 14-3-3n n'est pas régulée par PB1-F2 H3N2, ce qui permet
de I'exclure de la liste des interacteurs potentiels identifiés. Dans le cas de la PB1-F2 aviaire,
nous ne pouvons conclure quant a la dépendance de |'action de PB1-F2 sur l'induction de la
voie IFNB par MDAS vis-a-vis de 14-3-3n.

4.3.4.2 Protéine 14-3-3¢

Tout comme la protéine 14-3-3n, la forme € posséde une activité pro IFN-I grace a son
réle dans la translocation de RIG-I vers la membrane mitochondriale [340]. Nous retrouvons
également ce résultat dans notre configuration (Figure 75A). L'expression de la protéine PB1-
F2 H3N2 inhibe cette action et la PB1-F2 d'origine aviaire n'induit pas de modulation
particuliere. De plus, nous observons une inhibition de l'activité NF-kB par I'action de la
protéine 14-3-3¢ (Figure 75B), ce qui lui attribue une action opposée sur les deux voies
découlant de I'activation de MAVS. Contrairement a la réponse IFNB, I'impact de 14-3-3¢ sur
la voie NF-kB n'est pas décrit actuellement, ainsi il est difficile d'évaluer cette information.
L'expression de la protéine PB1-F2 H3N2 appuie l'inhibition induite par 14-3-3e et PB1-F2
H7N1 ne joue également pas de role dans ce modeéle. Il est notable que I'effet inhibiteur de la
voie IFN observé avec une induction par MDA5 n’est pas retrouvé ici. Cela suggére un effet
spécifique de PB1-F2 H7N1 sur cette hélicase.
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Figure 75 : impact de l'interaction entre PB1-F2 H3N2 et 14-3-3¢ sur I'activation de la réponse
antivirale et inflammatoire cellulaire.
Des cellules 293T ont été co-transfectées avec différentes combinaisons de plasmides exprimant les
protéines PB1-F2 H3N2 ou H7N1, 14-3-3¢, RIG-I constitutivement active (J19ARIG-1) en complément du
plasmide pIFNB-luc ou pNF-kB-luc en tant que rapporteur du niveau d'activation de la réponse immune.
Les signaux luminescents ont été normalisés par rapport au taux de transfection des cellules reflété par
le signal fluorescent généré par le plasmide pCl GFP intégré. Les données représentent la valeur
moyenne de I'activité luciférase normalisée + écart type (n=4) ; *: p-value <0,05 (test de Mann-Whitney).
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Les observations précédentes apportent des arguments a l'interaction potentielle entre
la protéine PB1-F2 H3N2 et 14-3-3¢. En effet, la propension de PB1-F2 H3N2 a inhiber I'activité
IFNB et NF-kB découlant de I'activation de RIG-I est médiée par une régulation des propriétés
de 14-3-3e. Comme relevé précédemment, nous observons ainsi une cohérence entre
I'approche par plasmides rapporteurs et celle BiolD2 : l'interaction avec la famille 14-3-3
semble spécifique a la PB1-F2 d'origine mammifere. De plus, une précision a pu étre apportée
aux résultats générés par spectrométrie de masse en excluant la protéine 14-3-3n.
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cellules A549
H3N2 PB1-F2 H7N1 PB1-F2 commun
ACACB H2BC14 SF1 ABI2 LNPEP TBCB AHCTF1
ACTB H2BC15 SFN ADAR MATR3 TRIM28 ATP2B1
AKAP12 H2BC18 SNX1 BCLAF1 MTA1 WASHC2A/WASHC2C EGFR
CP H2BC5 SPTANT CALD1 MTA2 ZC3H18 HNRNPM
CSTA H2BC9 STAU2 CAST MTA3 HSP90AB1
DCD H2BS1 TPD52 CAVIN1 MTDH IGF2BP1
DENND4C | HNRNPA1 TTR CCT2 NAP1L4 NPM1
DSP ITGB1 TUBA1B CD2BP2 NECTIN2 PCCA
EPHA2 JUP TUBA1C CDC73 NIBAN2 PDAP1
FLG LMNA TUBB4B DBNL NOLC1 PRDX1
FLVCR1 LTF TXN DHX29 PCBP1 RPS27A
GAPDH MARCKS TXNL1 DHX9 PES1 SART3
H2AC1 MCCC1 VIM EIF3C POLDIP3 SLC12A2
H2AC12 MYOF YWHAB EIF3CL PRKAR2A SLC3A2
H2AC15 NACA YWHAG EIF4AG1 PTBP1 TFRC
H2AC20 NUP214 YWHAH ERBIN RAB1B THRAP3
H2AC21 PPP6R1 YWHAQ FUBP1 RANBP3 TMPO
H2AC6 PTPRJ ZNF638 FXR2 RBM17 UBA52
H2AC7 RAB1A GEMINS RPS12 UBB
H2AJ RAN HNRNPA2B1 SF3B2 UBC
H2AW RANBP2 HNRNPA3 SFPQ
H2AX RANGAP1 HSPE1 SPTBN1
H2BC12 RPL4 HSPH1 SRP54
H2BC13 RRBP1 KHSRP SYNCRIP

Tableau 15 :

Tableau 14 : liste des interacteurs potentiels identifiés en cellules humaines.

cellules CLEC213

H7N1 PB1-F2
NUCL ITGB1 YAP1
YEST RPS6 EIF5A2
YRK ZC3H11A RPL10
FYN CALD1
SRC HSP90AA1
IGF2BP1 P4HA1

liste des interacteurs potentiels identifiés en cellules de poulet.
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5. Discussion

Les infections humaines avec des virus influenza responsables des épidémies
saisonnieres sont un risque connu et anticipable. Par opposition, I'émergence de nouvelles
souches d'lAV par franchissement de la barriere d'espece ou réassortiment est une menace
difficilement maitrisable et prédictible. Ces virus émergents ont un potentiel pathogene et
pandémique conséquent et peuvent constituent une problématique de santé importante. La
protéine non structurale PB1-F2 des IAV est non essentielle a la réplication mais apte a moduler
la fois de souche, d'hote et de type cellulaire. De fagon assez générale, PB1-F2 semble présenter
une propension a atténuer la pathogénicité chez les espéces aviaires, qu'ils s'agissent de
souches LPAI [488] ou HPAI [496]. Au contraire, chez le mammifére, PB1-F2 peut contribuer
fortement a la pathogénicité et un effet pro-inflammatoire lui a été attribué [499,502,506,534].
L'émergence d'un virus zoonotique d’origine aviaire ou d'un virus réassorti intégrant un
segment PB1 aviaire implique |'expression d'une PB1-F2 aviaire au sein d'un héte humain. Au
vu des variabilités de fonctions de PB1-F2, nous nous sommes interrogés quant aux propriétés
d'une PB1-F2 aviaire exprimée au sein d'un hote humain et a l'issue sur la pathologie
développée. La majorité des études caractérisant la protéine PB1-F2 dans un modele
mammifere d'infection par un virus aviaire est basée sur des souches HPAI [486,500,528]. Tout
comme ces derniers, certains virus LPAl sont aptes a franchir la barriere d'espece
[242,243,605,606]. Le peu d'éléments de caractérisation des protéines PB1-F2 issues de virus
LPAI disponible nous a conduit a sélectionner une souche aviaire LPAI. Nous avons donc
entrepris d'étudier I'impact de PB1-F2 sur la réponse de I'hote en systémes cellulaires et chez
la souris avec pour virus modeéles les souches H7N1 LPAI, humaine H3N2 ainsi que la chimeére
produite par une insertion du segment 2 aviaire au sein du génome viral H3N2. Par ailleurs, les
actions d'une protéine étant dictées par ses partenaires cellulaires au sein de I'héte infecté,
nous nous sommes attachés a définir les interactomes différentiels des PB1-F2 étudiées afin
de relever les mécanismes communs et spécifiques d'espéce.

5.1 Propriétés de la protéine PB1-F2 H7N1 chez I'h6te aviaire

La protéine PB1-F2 H7N1 na pas induit de modulation de la réponse immunitaire innée
en cellules épithéliales pulmonaires de poulet. Cela suggere que, selon les indicateurs que nous
avons étudiés, la PB1-F2 aviaire ne jouerait pas de role clairement identifiable déterminant la
pathogénicité du virus. De plus, sur embryons de poule, la délétion de PB1-F2 n'a induit aucun
impact sur le niveau ou la dispersion de la réplication du virus. Néanmoins, les résultats sur la
mortalité indiquent que la protéine pourrait cependant accélérer le développement de la
pathologie. En 2014, Daniel Marc et son équipe (UMR ISP, INRAE Centre Val de Loire - site de
Nouzilly), au cours d’'une étude conduite sur poulets B13, ont observé des résultats similaires.
En effet, relativement au virus WT, les animaux infectés avec le virus H7N1 F2 n’ont présenté
aucune différence notable en termes de mortalité, excrétion virale oro-pharyngée ainsi que
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d'amplitude de la réponse inflammatoire et antivirale. Ces résultats basés sur un modele /n vivo
appuient nos conclusions. Toutefois, des études conduites a la fois avec des souches HPAI et
LPAI ont noté en modele aviaire une atténuation de la virulence par PB1-F2 [488,496,510]. En
effet, chez le poulet, la délétion de PB1-F2 s’est traduite par une augmentation nette de la
mortalité associée a un virus H5N1 HPAI et HIN2 LPAI. De plus, I'analyse de la réponse
cellulaire a relevé une surexpression de genes liés a la réponse antivirale et inflammatoire en
absence de PB1-F2. Les résultats générés dans notre étude seraient ainsi propres a la souche
H7N1 LPAI utilisée, cela souligne I'importante variabilité de fonctions associées a PB1-F2 et la
difficulté liée a la généralisation des observations.

L'interactome de la PB1-F2 H7N1 réalisé en cellules épithéliales pulmonaires de poulet
indique une forte composante liée a la transduction du signal, les voies biologiques liées aux
Tec kinases et la voie HIPPO ont notamment été identifiées dans ce cadre. Chez les mammiferes,
les Tec kinases sont principalement exprimées au sein des cellules hématopoiétiques et des
hépatocytes [607]. Leurs actions ont particulierement été identifiées dans le cadre de la
régulation de la signalisation des lymphocytes T [608]. Par ailleurs, dans un modele murin de
stimulation au LPS, une modulation par les Tec kinases de la réponse immune pulmonaire via
leur réle dans la synthese de I'lL8 a été identifiée [609]. Cette chimiokine notamment impliquée
dans linfiltration des neutrophiles [610]. Toutefois, la cartographie de I'expression de ces
protéines chez le poulet et I'analyse de leurs fonctions dans des cellules épithéliales n‘ont pas
été réalisées. Ainsi il est délicat d'évaluer la pertinence de leur identification au sein de cellules
épithéliales pulmonaires. La voie de signalisation HIPPO, identifiée par la protéine YAP1 qui
constitue un de ses effecteurs majeurs, correspond a une cascade de sérine et thréonine
kinases régulant des fonctions associées au cycle cellulaire [611]. Une forte activation de cette
voie cellulaire a été observée au sein de fibroblastes de poulet infectés avec un virus H7N9
[612]. Cette induction n'a pas été observée en cellules pulmonaires humaines (A549) ce qui
suggere qu’elle constituerait une spécificité d'hote. De plus, un virus inactivé aux UV perd cette
aptitude, ainsi celle-ci serait médiée par une protéine exprimée au cours du cycle viral.
Cependant, la conséquence fonctionnelle de I'induction - ou absence d'induction - de la voie
HIPPO n'a pas été déterminée. Enfin, nous avons observé une légere surexpression d'une
intégrine (ITGB6) suite a l'infection avec le virus H7N1. Cette famille protéique est retrouvée au
sein de I'approche interactomique qui a identifié I''TGBT comme intéractant potentiel. Cette
redondance pourrait témoigner d'un réel impact de PB1-F2 sur les intégrines. Une analyse
protéomique conduite sur des tissus pulmonaires embryonnaires de poulet a identifié une
surexpression de protéines liées a I'adhérence cellulaire, dont notamment une intégrine (sous-
unités non précisées), suite a une infection avec un virus HIN2 [613]. Il est ainsi envisageable
que PB1-F2 puisse contribuer a cette régulation ce qui pourrait agir sur la cohérence du tissu
épithélial.
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5.2 Propriétés de la protéine PB1-F2 H3N2 chez I'h6te mammifere

En modele cellulaire, une contribution de la protéine PB1-F2 a la réponse inflammatoire
et antivirale initiée suite a une infection avec le virus H3N2 a été observée. Ces résultats ont
par la suite été en partie appuyés par des expérimentations conduites chez la souris. En effet,
une fonction pro-inflammatoire de PB1-F2 assignée a une phase relativement précoce de
I'infection (avant I'apparition de signes cliniques) a pu étre identifiée par mesure de I'activation
de NF-kB. Ce phénomeéne a également été observée avec la souche WSN [498,499]. Par ailleurs,
au sein de l'interactome, la protéine PPP6R1 (sous-unité de PPP6) a été identifiée. Interagissant
avec IkBe [600], cette protéine tend a préserver cette derniére de la dégradation. Or, IkBe
séquestre NF-kB au cytoplasme. L'interaction de PB1-F2 avec PPP6R1 priverait IkBe de sa
protection, promouvant ainsi l'activité de NF-«kB. Cela pourrait constituer un mécanisme
moléculaire expliquant les propriétés pro-inflammatoires de PB1-F2. L'analyse de I'expression
de génes au sein du tissu pulmonaire a révélé que I'IL1B a été sujette a une régulation médiée
par PB1-F2. Cette cytokine reflete le niveau d'activité de la caspase 1 et ainsi par extension celle
de l'inflammasome NLPR3. Une activation de ce dernier par PB1-F2 a déja été observée
[364,508,534]. L'inflammasome agit notamment comme un senseur du stress mitochondrial,
une production excessive de ROS [367] ou d’ADN mitochondrial oxydé [365] constituant des
signaux d'assemblage du complexe. La propension de PB1-F2 a perturber le potentiel
mitochondrial via la formation de pores au sein de la membrane constituerait ainsi une voie
d'activation [509,512]. Enfin, nous pouvons noter que I'impact de PB1-F2 H3N2 sur la réponse
immunitaire semble de moindre ampleur en comparaison avec la protéine PB1-F2 H7N1. En
effet, le nombre de génes liés a la réponse inflammatoire dont I'expression est modulée par
PB1-F2 H3N2 et l'issue sur la pathogénicité du virus sont limités. Cela suggere que PB1-F2
jouerait un role moins critique au sein de ce virus. Contrairement aux virus H1N1, les sous-
types H3N2 encodent tres majoritairement une PB1-F2 fonctionnelle (plus de 80%) [495]. Cela
pourrait souligner un aspect moins délétere de la protéine et ainsi une pression de sélection
relative a sa troncature moins importante. Une étude a observé que les PB1-F2 exprimées par
des virus H3N2 saisonniers possedent un potentiel inflammatoire réduit par rapport a celle
exprimée par le virus pandémique H3N2/1968 dont le segment 2 était d'origine aviaire [495].
Cela suggeére une atténuation des propriétés de virulence de PB1-F2 au sein des souches H3N2
adaptées a I'Homme.

L'interactome de la PB1-F2 H3N2 a permis l'identification d'un peptide a fonctions
antimicrobiennes, la dermicidine (DCD). Ce point est assez intéressant compte tenu de la
propension de certaines PB1-F2 a favoriser les surinfections bactériennes. Notamment, la
présence des résidus 168, L69, V70 [506] ou L62, R75, R79, L82 [503,614] a été associée a ce
phénomene. La souche H3N2 incluse dans I'étude présente le phénotype L62, R75, R79, S82,
ce qui suggere qu'elle pourrait avoir un caractere pro-inflammatoire et étre propice a faciliter
une surinfection bactérienne. Il est a noter que les études précédentes ont été conduites avec
uniquement des souches de bactéries a Gram positif. Bien que la dermicidine semble plus
performante sur les bactéries a Gram négatif [615], elle est tout de méme capable d'agir
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également sur les Gram positifs (notamment S.aureus [616]). Cependant, la cartographie de
I'expression du gene codant DCD n'a pas identifié les poumons comme organe producteur
[615]. Ce point serait ainsi a étudier au sein de nos cellules modeles BEAS-2B afin de vérifier si
I'identification de ce peptide est due a une contamination de I'échantillon. Par ailleurs, I''TGB1,
déja identifiée dans I'interactome de PB1-F2 H7N1 en cellules aviaires, est également retrouvée
ici. Dans le cas du virus H3N2, nous n'avons observé aucune modulation de I'expression de
I'lTGB6 qui pourrait appuyer cette thématique. Toutefois, outre I'aspect gestion de la cohérence
cellulaire évoqué précédemment avec PB1-F2 H7N1, les protéines impliquées dans I'adhérence
cellulaire sont également exploitées par les bactéries comme point de fixation et d'entrée
intracellulaire, notamment par la voie des intégrines [617-619]. Une surexpression de diverses
intégrines a été observée sous I'action de TGFB1 [620] et par la suite, une étude conduite en
cellules A549 a révélé que la neuraminidase du virus PR8, via son activation de TGFB1,
augmentait la susceptibilité de I'épithélium a une colonisation bactérienne [621]. Une
interaction de PB1-F2 avec ITGB1 pourrait constituer une autre voie par laquelle le virus agirait
sur la probabilité d'une surinfection bactérienne. Cependant, la conséquence de cette
interaction sur la fonctionnalité de I'intégrine et par extension I'impact sur sa capacité a réguler
I'entrée d'une bactérie est difficile a prévoir. La modulation de PB1-F2 sur la voie de
signalisation ILK liées aux intégrines pourrait ainsi éventuellement constituer un mécanisme
favorisant - ou non - ce phénomene. Ces deux interactants potentiels pourraient ainsi définir

des mécanismes par lesquels PB1-F2 joue sur le développement d'une surinfection bactérienne.

Les protéines de la famille 14-3-3 sont a la base de la définition de la plupart des voies
cellulaires identifiées au sein de l'interactome. Ces protéines sont fonctionnelles sous forme de
dimeéres - principalement hétérodimeres — et interagissent avec leurs partenaires cellulaires en
reconnaissant des motifs incluant des paires de sérine/thréonine phosphorylées [622]. Chez
I'Homme, la régulation de plus de 200 phosphoprotéines par les membres de la famille 14-3-
3 a été identifiée [623]. Parmi le large panel de voies cellulaires régulées par ces protéines, des
impacts sur des fonctions liées a différentes infections virales ont été identifiés (Tableau 16).

La protéine 14-3-3t interagit avec le facteur pro-apoptotique Bax ce qui se traduit par
sa séquestration cytoplasmique [631]. Or, Bax est un membre de la famille des protéines Bcl-2
qui, suite a un signal apoptotique, migre a la membrane mitochondriale [516,517] puis
s'oligomérise [632], ce qui se traduit par sa perméabilisation et par conséquent un relargage
de cytochrome c [633]. La protéine 14-3-3t présente ainsi un role anti-apoptotique. Une
perméabilisation de la membrane mitochondriale médiée par la PB1-F2 du virus PR8 via les
protéines BAX et BAK (membre également de la famille Bcl-2) a été identifiée [507]. Ce
phénomene semble toutefois assez spécifique car non retrouvé avec six autres PB1-F2 issues
de souches H1N1, H3N2 et H5N1. La protéine 14-3-3t pourrait ainsi constituer le levier par
lequel PB1-F2 agit sur 'activité de BAX et donc le relargage de cytochrome c. Par ailleurs, les
protéines 14-3-3n [339] et € [340] sont impliquées dans la translocation de respectivement
MDAS et RIG-I vers la membrane mitochondriale et donc l'activation de MAVS. Une
exploitation de cette voie d'action sur la réponse immune a été identifiée pour la protéine NS3
du virus Zika [624]. En effet, I'interaction de NS3 avec ces deux protéines 14-3-3 abolit leur
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action sur les deux hélicases respectives.

) . protéine . . . i
14-3-3 génome virus . issue de l'interaction réf
virale
. . inhibe la réponse immune médiée par
£ N ARNSsDb(+) virus Zika NS3 [624]

RIG-I et MDA5S

) translocation du noyau vers le cytoplasme
T ARNSsb(+) coronavirus N L , [625]
de la protéine N phosphorylée

T ARNsb(+) HIV-1 Vpr arrét du cycle cellulaire (lymphocyte T) [626]

activation de l'apoptose viala

€ ARNsb(+)  virus de I'hépatite C Core . . . . [627]
translocation de Bax a la mitochondrie
virus parainfluenza inhibition du bourgeonnement des
B ARNsb(-) M . . [628]
de type 5 particules virales
virus adéno-associé e T .
Y ADNsb Rep68 inhibition de la réplication virale [629]

de type 2

Tableau 16 : recensement des interactions connues protéines virales/14-3-3.
Adapté de [630].

Compte tenu des liens entre PB1-F2 et MAVS, nous avons entrepris une caractérisation
de l'impact de l'interaction potentielle de PB1-F2 H3N2 avec ces protéines 14-3-3 sur la
réponse de I'hote. En s'appuyant sur une approche basée sur I'emploi de plasmides rapporteurs,
nous avons pu exclure 14-3-3n de la liste des interactants potentiels. Concernant 14-3-3¢, nous
avons observé une inhibition de la voie IFNB et NF-kB. Dans le premier cas, PB1-F2 H3N2
s'oppose a l'action de 14-3-3¢ et dans le second, elle amplifie son action (Figure 76). Tout
comme avec la protéine NS3 du virus Zika, I'interaction pourrait limiter le nombre de protéines
14-3-3¢ disponibles pour agir sur la translocation de RIG-I ce qui justifierait I'activité IFNB
réduite. Concernant NF-kB, I'impact de 14-3-3¢ sur cette voie n'étant pas spécifiquement
caractérisé, il est difficile de cibler la ou les protéine(s) sous-jacentes a I'activation de MAVS
dont le fonctionnement serait modulé par l'intervention de PB1-F2 H3N2. Ces résultats
s'opposent a nos observations réalisées en contexte infectieux puisqu'un réle pro-
inflammatoire et pro-interféron de PB1-F2 H3N2 a été relevé en phase précoce de l'infection.
Ces éléments soulignent la diversité des fonctions de PB1-F2 selon le modele considéré. En
outre, cela pourrait suggérer un aspect cinétique lié a l'interaction PB1-F2/14-3-3¢. Initialement
non effective, celle-ci prendrait place au cours de l'infection.
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Figure 76 : schéma modélisant la régulation de I'activité de la protéine 14-3-3¢ par PB1-F2 H3N2.
Les fleches en pointillés matérialisent les actions de la protéine 14-3-3¢ sur la cascade de signalisation
RIG-1 ainsi que les modulations de ces actions par la protéine PB1-F2 H3N2. Une fléche verte symbolise
une activation et fleche rouge une inhibition. Les symboles & indiquent I'effet global d'inhibition de la
protéine PB1-F2 H3N2 sur la réponse IFNB et NF-kB induite par RIG-I.

5.3 Propriétés de la protéine PB1-F2 H7N1 exprimée chez le mammifere

5.3.1 Modélisation d'un franchissement de la barriere d'espece

En cellules humaines, PB1-F2 n'a pas été associée a une modulation de la réponse
développée suite a 'infection avec le virus H7N1. Ainsi, en modele /n vitro, cette protéine ne
semble pas impliquée dans la régulation de la virulence, quel que soit I'héte considéré.
Cependant, une nette contribution de PB1-F2 a la réponse inflammatoire, antivirale ainsi qu‘a
la pathologie a été identifiée en modele murin. Cela souligne la capacité du virus aviaire a
infecter un hote mammifére sans adaptation préalable. Toutefois, il est délicat d'interpréter ce
résultat en modéle murin comme un témoignage du potentiel zoonotique de la souche compte
tenu du déséquilibre entre les récepteurs ASo2,3gal et ASa2,6gal observé au sein de
I'épithélium respiratoire de la souris qui serait plus favorable aux hémagglutinines aviaires
gu’humaines [172]. Le caractere pro-pathogene de PB1-F2 n’est ainsi révélé que dans un
modeéle complexe, ce qui suggere une forte implication de cellules immunitaires. Ce point est
appuyé par la contribution de PB1-F2 dans le développement d'une détresse respiratoire, reflet
de l'état inflammatoire des poumons et par extension du taux d'infiltration de cellules
immunitaires. Par ailleurs, un recrutement excessif de neutrophiles a été associé aux facteurs
contribuant a la pathogénicité de la PB1-F2 issue de la souche WSN [499].

Les propriétés pro-inflammatoires de PB1-F2 H7N1 développées en modele murin
rejoignent les résultats observés avec la souche H3N2 étudiée ici mais également d'autres virus
d'origine humaine [498,503,534]. Ainsi, dans un modele de franchissement de la barriere
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d'espéce, la protéine PB1-F2 H7N1 a acquis des fonctions non observées chez un hote aviaire
et qui se rapprochent de celles usuellement associées a des PB1-F2 exprimées pas des virus
humains.

Peu exprimée en condition basale, une analyse conduite sur des tissus pulmonaires
humains a identifié une surexpression d'ITGB6 au niveau de zones inflammatoires [634]. Cet
évenement serait peu avantageux pour I'organisme. En effet, en modele murin, la suppression
de I'expression de cette protéine se traduit par une sensibilité moindre des animaux a une
infection grippale [635]. Un modéle proposé est une inhibition de la réponse IFN-I médiée par
une activation de TGFpB elle-méme induite par ITGB6. Par ailleurs, de facon surprenante,
I'expression de cette protéine favoriserait la diffusion virale. En effet, la cartographie des zones
infectées au sein du tissu pulmonaire révele une distribution bien plus restreinte du virus
A/California/7/2009 (H1N1pdm) chez des souris ITGB6 -/-. En modéle cellulaire, nous avons
observé une induction de I'expression d'ITGB6 par le virus H7N1. Cela aurait ainsi pu constituer
un mécanisme contribuant au pouvoir pathogene du virus H7N1 chez la souris. Dans cette
configuration et selon les résultats présentés dans I'étude précédemment citée, la conséquence
aurait été une diffusion plus large du virus dans les poumons et donc une dégradation de ses
fonctions plus importante. Cependant, a I'inverse, nous avons observé une inhibition de son
expression en modele murin, phénomene auquel la protéine PB1-F2 contribue. Cette
orientation de la régulation opposée a ce qui est déja décrit dans la littérature suggere qu'il
existe d'autres mécanismes reliés a PB1-F2 associant I''TGB6 a la caractérisation de la
pathologie pulmonaire.

5.3.2 Modeéle de virus réassorti

En modeéle cellulaire, I'insertion du segment PB1 H7N1 au sein du virus H3N2 s'est
traduite par une potentialisation des effets du virus WT au regard de I'expression de I'IlL6 pour
la réponse inflammatoire et IFNB pour celle antivirale. Par ailleurs, I'induction de la réponse
immunitaire innée par le virus chimérique est augmentée en I'absence de I'expression de PB1-
F2. Dans ce contexte, PB1-F2 H7N1 atténuerait la réponse immune initiée suite a l'infection
avec le virus chimérique. Les résultats générés in vivo ne corroborent pas tout a fait les
observations précédentes. En effet, le virus chimérique ne présente pas une virulence accrue
par rapport a celui H3N2 WT. Au contraire, le virus C PB1 induit une inflammation globalement
réduite par rapport au virus WT. Il est surprenant que l'insertion du segment 2 aviaire ne se
soit pas traduit pas le transfert des fortes propriétés de virulence de la PB1-F2 H7N1 observées
en modele murin. De plus, la délétion de la protéine PB1-F2 a également été associée a une
amplification de la réponse inflammatoire induite par le virus C PB1. Cela suggere un role
atténuateur de PB1-F2 en contexte chimérique. Nous n'avons cependant pas observé d'effet
des régulations précédemment citées sur la pathologie développée. Ces modulations de la
réponse de |'hdte auraient ainsi un impact fonctionnel limité. A notre connaissance, il n'existe
pas d'étude similaire ayant caractérisé I'impact de I'l'insertion d'un segment PB1 aviaire au sein
d'un génome viral humain sur la réponse cellulaire induite par le virus. Nous observons que les
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propriétés de virulence de la protéine PB1-F2 aviaire ne lui sont pas intrinséques, au contraire
elles dépendent fortement du contexte viral dans lequel celle-ci est exprimée. Une contribution
d'autres protéines virales serait ainsi nécessaire a I'exercice de ses fonctions. Un autre élément
de lecture serait la propension différentielle de PB1-F2 a fibriller selon le contexte viral. PB1-F2
adopte une structure secondaire composée de feuillets B dans un environnement membranaire
[539,541], pouvant se traduire par la formation d'oligomeres solubles [539] et de fibres
amyloides [542]. Or ces dernieres présentent en cellules immunitaires un caractere pro-
apoptotique non observé avec des protéines non structurées [540]. Cet état de la protéine
contribue ainsi a la définition de son pouvoir de virulence, ainsi il est envisageable que la
capacité de la PB1-F2 H7N1 a former des fibres soit inégale lors de son expression au sein des
virus H7N1 ou C PB1.

Les principales régulations de la réponse de I'h6te associées a PB1-F2 selon les modeles
de souches virales et d’hdtes considérés au cours de cette étude sont exposées en Figure 77.
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Figure 77 : bilan des modulations de la réponse de I'héte associées a PB1-F2.

5.3.3 Partenaires cellulaires

L'analyse de l'interactome de la protéine PB1-F2 H7N1 en cellules humaines a révélé
une forte composante impliquée dans la régulation des mécanismes liés aux ARN. Notamment,
les DEAD-box hélicases DHX9 et DHX29 ont été DHX29 contribue a la
reconnaissance des ARN viraux en cellules épithéliales pulmonaires et a l'initiation d'une

identifiées.

réponse immune via son interaction MAVS [636]. Une telle action au niveau d'un senseur du
génome viral est généralement associée a la protéine NS1 compte tenu de son inhibition des
fonctions de RIG-I [637,638]. Une interaction de la PB1-F2 issue du virus H1N1 a l'origine de la
grippe espagnole avec la DEAD-box hélicase DDX3 a toutefois été recensée [522]. L'inhibition
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de la voie interféron qui en découle contribuerait a la pathogénicité de la souche. Tout comme
avec la PB1-F2 HIN1 1918, la protéine associée au virus H3N2 étudié ici pourrait inhiber
I'activation de MAVS en interférant avec la fonction de DHX29. Toutefois, cette lecture ne
rejoint pas les résultats relatifs a I'impact sur la réponse de I'hote. En effet, bien que certaines
PB1-F2 soient décrites pour leur effet antagoniste sur la voie IFN [502,519,523] et NF-«kB [525],
nous avons observé |'inverse avec le virus H3N2. Ainsi, il est difficile d’appuyer cette potentielle
interaction par une conséquence fonctionnelle au cours de l'infection.

Une seconde composante importante au sein de l'interactome est liée a I'apoptose.
Usuellement, I'effet pro-apoptotique de PB1-F2 est plutot observé en cellules immunitaires
[41,498,509,533], toutefois certaines études ont recensé une telle action en cellules épithéliales
si les cellules sont premiérement soumises a un stress (TNFa par exemple) [514,639]. Le facteur
de transcription BCLAF1 identifié au sein de I'interactome favoriserait I'apoptose. Les fonctions
de cette protéine sont réprimées suite a sa séquestration au cytoplasme provoquée par son
interaction avec le facteur anti-apoptotique Bcl2 [596]. Par mimétisme avec l'action de Bcl2,
cela semble suggérer que PB1-F2 H7N1 s'opposerait a I'activation de BCALF1 en empéchant
sa migration au noyau ce qui limiterait I'induction de |I'apoptose. Compte tenu de |'opposition
de cette hypothése avec I'état des connaissances sur PB1-F2, I'impact fonctionnel de cette
interaction serait a creuser.

Nous avons observé une nette fonction pro-virulente de PB1-F2 H7N1 en modéle murin.

Deux protéines identifiées au sein de cet interactome pourraient illustrer des mécanismes
d'action a l'origine de cette propriété. La protéine TRIM28, contrairement a la plupart des
protéines de la famille TRIM [597,640], est associée a un caractére immunosuppresseur
puisqu’elle inhibe notamment I'activité d'IRF7 (Interferon Regulatory Factor 7) [641]. TRIM28 a
été identifiee comme un facteur chez I'h6te humain impliqué dans la virulence des virus HPAI
[642]. Lors d'une infection par un virus d'origine humaine, TRIM28 est présente sous forme
active ce qui limiterait une réponse immunitaire excessive et donc la sévérité des symptomes
développés. Dans le cas de virus zoonotiques d’origine aviaire, la reconnaissance du génome
viral est en partie médiée par la PKR. Or, l'activation de cette derniére conduit a la
phosphorylation de TRIM28 ce qui résulte en sa perte de fonction et donc une réponse
immunitaire exacerbée. Il est donc intéressant d'avoir identifié cette protéine au sein de
I'interactome de la protéine PB1-F2 d'origine aviaire réalisé en cellules humaines. La deuxieme
protéine est PCBP1 (poly(rC)-binding protein 1). Par son implication dans la dégradation des
protéines MAVS activées [643], celle-ci joue ainsi un réle important dans I'équilibre de la
réponse immune. Une inhibition de son expression a d'ailleurs été observée au sein du
protéome de cellules A549 infectées avec un virus H7N9 [644]. L'interactome suggére donc
que la protéine PB1-F2 H7N1 pourrait, en privant ces protéines d'exercer leur fonction
« d'atténuation » via une interaction compétitive, contribuer a une virulence et a une réponse
inflammatoire exacerbée. Cela rejoint ainsi les résultats associés a la caractérisation de la
réponse de I'hote réalisées en modele murin. Par ailleurs, les fonctions opposées de cette PB1-
F2 exprimée en contexte chimérique pourrait refléter le fait que ces interactions ne sont pas
maintenues au sein d'un génome viral humain.
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5.4 Fonctions partagées entre les PB1-F2 étudiées

L'analyse de l'interactome partagé entre les protéines PB1-F2 H7N1 et H3N2 met
fortement en exergue les différentes ubiquitines identifiées. Ces dernieres n‘ont pas été
identifiées en tant que modifications post-traductionnelles, mais en tant qu'intéractants. Dans
le premier cas, cela aurait témoigné d'une orientation de PB1-F2 vers la voie de dégradation
liée au protéasome [645], comme cela a déja été décrit [41,484]. Les ubiquitines sont
fonctionnelles lorsqu’elles sont associées sous forme de chaines par une liaison covalente a
une protéine, ainsi il est difficile d'évaluer la pertinence de leur présence sous forme libre.
Aucune ubiquitine n'a été identifiée au sein de I'échantillon contréle (GFP-BiolD2), ainsi ces
protéines ne correspondraient pas a un bruit de fond généré par la méthode employée. Cela
pourrait refléter une augmentation de la concentration en ubiquitine a proximité du complexe
PB1-F2-BiolD2.

Un impact commun des PB1-F2 étudiées sur la régulation de la concentration ionique
semble également se dessiner compte tenu de l'identification de plusieurs transporteurs. Un
déséquilibre ionique constitue un signal de danger capable d'initier l'assemblage de
I'inflammasome NLRP3 [358,646,647]. Au regard du niveau d'expression de la caspase 1 et de
I'IlL1B, les deux PB1-F2 étudiées ont présenté des signes d'une activation de NLRP3. La
perturbation de I'hnoméostasie ionique pourrait constituer un des mécanismes a l'origine de ce
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Figure 78 : bilan des principales fonctions biologiques différentielles de PB1-F2 identifiées par BiolD2.
Les fonctions universelles correspondent aux fonctions communes aux protéines PB1-F2 H7N1 et H3N2
a la fois chez le poulet et 'Homme.
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5.5 Considérations techniques et perspectives

5.5.1 Approche BiolD2

Au cours du développement de I'approche BiolD2, plusieurs éléments ont soulevé des
limitations techniques a l'usage de cette approche pour définir l'interactome des protéines
PB1-F2. Premierement, nous avons préféré utiliser des lignées cellulaires correspondant a des
cellules naturellement hotes des IAV plutét que d'avoir recours a des cellules sélectionnées
pour leur capacité de transfection mais moins pertinentes d'un point de vue fonctionnel.
Cependant, I'efficacité de transfection des cellules A549 a constitué une difficulté importante.
De facon a s'affranchir de cela, des lignées exprimant de fagon stable les différentes
constructions BiolD2 auraient pu constituer une approche plus optimisée. De plus, les auteurs
ayant développé la méthode recommandent de ne pas réduire le temps alloué au marquage
des interactants a moins de 16 heures (24 a 48 heures étant préférable) [568], cela semble ainsi
suggérer que la biotinylation est une réaction peu efficace. Par conséquent, la probabilité d’'une
biotinylation effective suite a la proximité entre le complexe protéine d'intérét-BiolD2 et un
interactant serait trés peu élevée. Cela impliquerait la nécessité d'une forte fréquence de
rencontres afin de pouvoir obtenir au minimum un exemplaire biotinylé de linteractant
considéré et donc son identification. La problématique de I'organisation structurelle du
complexe et de I'aptitude de la protéine dont l'interactome est étudié a interagir avec ses
interacteurs malgré la fusion d'un tag est récurrente et partagée avec les méthodes
d'immunoprécipitation plus classiques. Cependant, BiolD2 possede une taille conséquente
(~27 kDa), ce qui renforce ce point limitant, particulierement au regard de celle de PB1-F2 (~10
kDa). Il est envisageable que I'organisation du complexe PB1-F2-BiolD2 soit peu favorable a
I'acces des interactants de PB1-F2 dans la zone biotinylable. Lors des premiéres étapes de mise
au point de I'approche, nous avons testé l'insertion de BiolD en extrémité N-terminale de PB1-
F2 mais cela n'a pas amélioré I'efficacité de biotinylation. Compte tenu de la propension de
PB1-F2 a s'oligomériser et a s'agréger sous forme de fibres, la fusion de BiolD2 pourrait géner
ce processus. Or, il est possible que certains intéractants n'interagissent avec PB1-F2 que sous
sa forme oligomérisée. Cette réflexion suggere que l'aspect cinétique et transitoire que
semblait offrir BiolD2 ne serait pas réellement appliqué dans notre modele puisqu’une part
importante de l'information serait perdue en conséquence d'une faible efficacité de
biotinylation des candidats éligibles. Ainsi, parmi les atouts de cette technique, seul resterait le
fait que la biotinylation permet une purification efficace des interactants grace a I'affinité avec
la streptavidine. La génération suivante des biotines ligases se nomme TurbolD et a été
présentée en 2018 [648]. L'efficacité de cette enzyme serait bien supérieure a son prédécesseur
BiolD2 et permettrait un marquage des protéines situées dans la zone biotinylable en une
dizaine de minutes. Le recours a cette biotine ligase pourrait ainsi permettre de rendre I'analyse
cinétique plus envisageable qu'avec BiolD2. De plus, la capacité a identifier des peptides
biotinylés par spectrométrie de masse a constitué un point limitant tres important, le nombre
de peptides arborant cette modification n’était pas cohérent avec 'analyse des échantillons
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par SDS-PAGE. Cela nous a conduit a raisonner par un différentiel entre les échantillons
d'intérét et celui controle afin de sélectionner les interacteurs potentiels. Apres échange avec
des experts en spectrométrie de masse, I'idée que les peptides biotinylés soient difficilement
retrouvés par cette approche a été suggérée, mais nous n'avons identifié aucune étude
démontrant cette supposition. Une autre méthode de purification des protéines biotinylées
basée sur un anticorps anti-biotine a la place de I'usage de la streptavidine a été développée.
Cette approche permettrait une purification et une identification par spectrométrie de masse
plus aisée des protéines biotinylées [649].

Enfin, la confusion apportée par les homologies de séquence entre protéines
appartenant a une méme famille est a prendre en considération lors de I'analyse des résultats
générés par BiolD2. Parmi un groupe de protéines identifiées a partir des mémes peptides,
nous ne pouvons affirmer lesquelles étaient réellement présentes. Certaines voies cellulaires
peuvent alors paraitre extrémement enrichies au sein d'un échantillon sans que ce ne soit
relevant. De plus, cela est problématique lorsque des fonctions tres spécifiques sont associées
aux membres d'une famille puisque nous ne pouvons pas intégrer avec certitude la régulation
de I'ensemble de ces fonctions au sein des propriétés de PB1-F2.

5.5.2 Modéle souris NF-kB-luciférase

Au cours de ce projet, nous nous sommes beaucoup appuyés sur la lignée de souris
transgéniques NF-kB-luciférase. Nous avons observé une variabilité des signaux
bioluminescents intra-groupe trés importante et ce malgré les tentatives d’harmoniser au
maximum les conditions expérimentales. Cela a été assez problématique, notamment
concernant les résultats générés avec les virus H7N1-nl puisque la forte tendance pro-
inflammatoire de PB1-F2 observée n'a pas pu étre validée statistiquement. Par ailleurs, le taux
de variabilité n'était pas constant entre différentes expérimentations, ce qui suggére que son
origine réside plutdt dans le génome des animaux et non dans des facteurs extérieurs. Bien
que les souris utilisées aient été génotypées afin de s'assurer de la présence de la cassette NF-
kB-luciférase, le nombre d'insertion de celle-ci n'a pas été controélé. Il est ainsi vraisemblable
que cet indicateur ne soit pas constant et ainsi que la variabilité de réponse observée soit le
reflet de la non homogénéité des animaux. Une caractérisation des reproducteurs est en cours
afin de réduire cette hétérogénéité en associant uniquement des géniteurs présentant un
nombre similaire d'insertions.

5.5.3 Perspectives

Au cours de ce projet nous avons souhaité travailler avec des virus encodant la nanoluciférase
de facon a étre en mesure de controler l'activité de réplication virale mais également
d'éventuellement pouvoir acquérir des informations relatives au tropisme des virus. En modele
murin, les tissus supports de la réplication virale du virus H7N1 étaient restreints au tractus
respiratoire et nous n'avons pas observé de modification particuliere de la dispersion virale
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suite a la délétion de PB1-F2. Pour le pendant aviaire de cette approche, nous avons utilisé des
ceufs de poule embryonnés par facilité d'acces du modéle mais il aurait été intéressant de
conduire ce type d'expérimentation en modele poulet. Par ailleurs, chez le canard, un important
tropisme digestif des virus LPAI est observé alors que ceux HPAI, bien que systémiques,
seraient principalement excrétés par la voie respiratoire [650,651]. Ainsi, I'usage d'un virus
H7N1 LPAI bioluminescent serait particulierement intéressant afin, dans un premier temps, de
quantifier la cinétique de réplication, puis dans un second temps d'étudier I'impact de PB1-F2
sur le tropisme viral, respiratoire comme digestif. Chez le poulet, une prolongation de la durée
d'excrétion virale sous l'action de la PB1-F2 d'un virus LPAI a été observée [488]. Il serait ainsi
également intéressant d'aborder ce phénomeéne chez le canard a I'aide d'un suivi par imagerie
intravitale. Le choix de la nanoluciférase comme molécule tracable s'est appuyé sur sa taille
réduite par rapport aux autres luciférases et sa brillance [580]. Cependant, méme si le nombre
de photons émis est plus important, un probléeme se pose quant a leur longueur d’onde. En
effet, I'absorption réalisée par I'hémoglobine constitue un point limitant a I'imagerie intravitale.
Compte tenu de sa pigmentation rouge, les photons émis a des longueurs d'onde en dehors
de la gamme associée a cette teinte subiront une absorption de leur énergie (Figure 79A). En
ce sens, seuls les photons associés a une longueur d'onde supérieure a 600 nm permettent
une haute efficacité dans la localisation de la luciférase considérée et sont susceptibles de
tracer un signal situé dans un tissu profond. Bien que les longueurs d'ondes maximales
d'émission de la nanoluciférase et de la luciférase firefly soient toutes deux situées dans la
gamme absorbée par I'hémoglobine, seule la luciférase firefly émet une quantité non
négligeable de photon au-dela de 600 nm (Figure 79B).
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Figure 79 : compatibilité des luciférases pour I'imagerie /in vivo.
[A] Evolution du coefficient d'extinction de I'némoglobine en fonction de la longueur d'onde a P(Oy)
normale. Adapté de [652]. [B] Spectres d'émission de la nanoluciférase et de la luciférase firefly. Adapté
de [653].

Ainsi, la luciférase firefly est plus adaptée pour les acquisitions intravitales, sa taille
d'environ 60 kDa est cependant a prendre en considération dans la balance des bénéfices
apportés. Pour la nanoluciférase, ces observations expliquent probablement le fait que, lors
des cinétiques de réplication des virus nanoluc, nous n'avons pas observé de signal pulmonaire
contrairement au nez et a la trachée. Cette perte d'information en modele murin suggere que
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la nanoluciférase serait probablement peu efficace dans le cadre d'expériences conduites sur
un organisme plus volumineux tel que le canard. Il serait plus pertinent de s'appuyer sur un
virus H7N1 encodant une nanoluciférase red shifted plutot que la nanoluciférase classique.
Présentées en 2017, les nanoluciférases red shifted sont optimisées pour les acquisitions /n
vivo [654]. Des mutations permettant a I'enzyme d'interagir avec d'autres substrats que la
furimazine ont été identifiées. Ces nouvelles associations nanoluciférase/ substrat produisent
4 a 13 fois plus de photons de longueur d'onde supérieure a 600 nm que le couple luciférase
firefly/D-luciférine.

Au cours de I'étude de la relation entre PB1-F2 H3N2 et 14-3-3¢ a l'aide de plasmides
rapporteurs, nous avons observé un effet négatif de cette derniére sur la réponse NF-kB. Tandis
que l'effet pro-interféron de 14-3-3¢ est déja décrit dans la littérature [340,624], son action sur
la voie NF-kB n’est pas caractérisée. Il serait intéressant d'apporter des éléments de lecture a
cette dualité d'action sur la cascade MAVS. En effet, I'induction de l'activité IFN peut
s'interpréter par la contribution déja caractérisée de 14-3-3¢ dans la translocation de RIG-1 a la
membrane mitochondriale. L'effet opposé sur NF-kB suggere cependant que 14-3-3¢
interviendrait également en aval de |'étape d'activation des senseurs de I'ARN viral. L'action
pourrait cibler le complexe IKK séquestrant NF-kB au cytoplasme [655] ou en amont au niveau
des protéines TRAF6 ou TAK1 dont les activités de kinase inactivent le complexe précédent
[656] (Figure 16 et Figure 18). Complémenter les expériences de plasmides rapporteurs avec
des constructions exprimant TRAF6, TAK1, leur dominant négatif ainsi que la localisation
cellulaire par immunofluorescence de NF-kB permettrait de cibler plus finement I'action de 14-
3-3e. Dans ce modele, PB1-F2 a présenté une action inhibitrice sur la réponse IFNB et NF-«B.
Cela s'oppose aux résultats générés en contexte infectieux, /n vitro et in vivo pour la réponse
inflammatoire. Il serait intéressant, dans un premier temps, d'évaluer le niveau d'expression de
la protéine 14-3-3¢ suite a une infection avec le virus H3N2 ainsi que la contribution de PB1-
F2. Cela validerait I'implication de cette protéine au cours du cycle viral et |I'existence d'un lien
avec PB1-F2. En cas de validation de cette étape, I'usage d'une lignée cellulaire 14-3-3g KO
constituerait une approche permettant d'appréhender de facon quantitative I'impact de
I'interaction sur la réponse de |'hote. L'étude en modeéle murin serait cependant peu
envisageable car la protéine 14-3-3¢ étant impliquée dans la neurogéneése, une forte mortalité
juvénile est par conséquent observée chez les souris 14-3-3¢”" [657].

L'usage du modele de souris NF-kB-luciférase a permis d'identifier un impact des PB1-
F2 étudiées sur l'activité du facteur de transcription. De plus, nous avons observé une inhibition
médiée par PB1-F2 de I'expression des génes codant la caspase 1 et I'lL1B avec respectivement
les virus H7N1 et H3N2. Sachant que NF-kB constitue un facteur activant I'inflammasome
NLRP3 (revu dans [658)), il serait intéressant de différencier les deux voies inflammatoires. Pour
cela, I'infection de souris ASC”" (déficientes vis-a-vis de l'inflammasome) pourrait constituer
une approche permettant de caractériser plus précisément les points d'action de PB1-F2 en
excluant la voie inflammasome de I'analyse.
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5.6 Conclusion

Nos travaux ont permis d'apporter des éléments de caractérisation relatifs a la protéine
PB1-F2 des IAV en prenant en compte la spécificité de souche et d'hote qui lui est associée.
Dans notre modele, la protéine PB1-F2 exprimée par le virus H7N1 LPAI ne contribue pas a la
modulation de la réponse immunitaire innée chez le poulet. PB1-F2 H7N1 pourrait toutefois
jouer un role qui ne se serait pas en lien direct avec le développement de la pathogénicité. Au
contraire, dans un modele murin d'infection zoonotique, cette protéine acquiert un role pro-
inflammatoire et pro-virulent majeur. La protéine PB1-F2 H3N2 favorise également a la réponse
inflammatoire, toutefois I'ampleur de cette régulation et les conséquences sur la pathogénicité
semble moins critique. De facon surprenante, la construction d’un virus chimérique intégrant
segment PB1 H7N1 dans un génome de base H3N2 ne s’est pas traduit pas un transfert des
propriétés de virulence de la protéine PB1-F2 aviaire. Ainsi, dans notre étude, le contexte viral
conditionne fortement le développement des propriétés de PB1-F2. La définition des
interactomes différentiels des deux PB1-F2 a permis d'identifier certains partenaires cellulaires
pouvant définir des mécanismes d'action sur la réponse de I'héte, notamment sur la voie
inflammatoire.
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Annexes

Annexes

1 - Cartes plasmidiques (page 196)

2 - Participation a l'article : Oliva J, Mettier J, Sedano L, et al. Murine Model for the Study of
Influenza D Virus. / Virol 2020;94(4). doi:10.1128/JV1.01662-19 (page 202)

Tout comme les IAV, les IDV comptent un nombre important d'hotes réceptifs. L'objectif de cet
article a été de développer un modéle murin d'infection afin de faciliter I'étude de la
pathogénicité des IDV. Ma contribution aux travaux a porté sur I'étude cinétique de la réponse
inflammatoire induite par un IDV en modele murin (Figure 6).

3 - Participation a I'article : Galloux M, Gsponer N, Gaillard V, et al. Targeting the Respiratory
Syncytial Virus N(0)-P Complex with Constrained a-Helical Peptides in Cells and Mice.
Antimicrob Agents Chemother. 2020;64(10). doi:10.1128/AAC.00717-20 (page 219)

Le virus respiratoire syncytial (RSV) est le principal agent responsable des pathologies
respiratoires chez les enfants en bas-age dans le monde. Actuellement, il n'existe pas de
traitement disponible. Comme pour les 1AV, le génome viral du RSV est encapsidé par une
nucléoprotéine (NP). Avant I'encapsidation des brins d’ARN synthétisés au cours du cycle viral,
NP interagit avec la phosphoprotéine P. Cette interaction maintient NP sous forme
monomérique et non associée a de 'ARN. Le but de cet article a été de tester le potentiel
inhibiteur de la réplication virale de peptides dérivés de la protéine P. En interagissant avec la
protéine NP, ces peptides pourraient limiter I'encapsidation du génome. Ma contribution a ces
travaux a porté sur les expériences conduites en modele murin (étude de la toxicité du peptide
et test d'inhibition de la réplication virale, Figures 7 et 8).

4 - Participation a l'article: Kocabiyik O, Cagno V, Silva PJ, et al. Non-Toxic Virucidal
Macromolecules Show High Efficacy Against Influenza Virus Ex Vivo and In Vivo. Adv Sci
Weinheim, Baden-Wurttemberg, Ger. 2021;8(3):2001012. doi:10.1002/advs.202001012 (page
238)

Le but de ces travaux a été de développer de nouveaux antiviraux contre les IAV. Il s'agit de
macromolécules composées de B-cyclodextrines (B-CD) associées a de longues chaines
hydrophobes terminées par des motifs 6'sialyl-N-acetyllactosamine ou 3'sialyl-N-
acetyllactosamine (6'SNL ou 3'SNL). La structure particuliere des B-CD leur permet d'exercer
des forces sur les particules virales entrainant leur déformation. Les motifs 6'SNL et 3'SNL
miment les récepteurs préférentiels respectifs des IAV humains et aviaires (ASa2-6gal et ASa2-
3gal). Ces motifs sont ainsi capables d'interagir avec les protéines HA et d'inhiber la fixation
des particules virales a leurs cellules hotes. Ma contribution a ces travaux a porté sur la
détermination de la concentration efficace médiane d'un composé 3'SNL/B-CD sur le virus
H7N1 utilisé comme modeéle aviaire dans cette these (Tableau 1).
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5 - Article publié dans la revue Virulence : Mettier J, Marc D, Sedano L, Da Costa B, Chevalier C,
Le Goffic R Study of the host specificity of PB1-F2-associated virulence. Virulence.
2021;12(1):1647-1660. doi: 10.1080/21505594.2021.1933848 (page 246)

Cet article inclut des résultats présentés au sein des parties 4.1 et 4.2. L'objectif de cet article
était ainsi d'étudier la contribution de PB1-F2 a la pathogénicité en considérant deux types
d'hotes (mammifere vs aviaire) mais également différentes souches virales (virus humain,
aviaire ou chimérique correspondant a un fond génétique humain ayant intégré un segment
PB1 aviaire). La partie 4.3 fera I'objet d'une valorisation post-these.
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ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]

T7 promoteur [276-293]

[4201-5061]
AmpR

pRF483-H3N2 PB2

5302 bp

PB2
[386-2665]

[2942-3169]

BGH polyA

ARN pol | promoteur
[2700-2912]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]

T7 promoteur [276-293]

[4201-5061]
AmpR

pRF483-H3N2 PB1AF2

5302 bp

PB1
[383-2656)

[2942-3169]

BGH polyA

ARN pol | promoteur
[2700-2912]

site Ncol supprimé (A25C) 25

T7 promoteur [276-293]

[4741-5601]
AmpR

pRF483-H3N2 PA nanoluc

5842 bp

[3482-3709]
BGH polyA
pov 2094
ARN pol | promoteur { | | site Ncol généré (C2094A)
[3240-3452] 50 nt repeat | codon swap [2480-2530]
[3128-3181] peptide 2A [2540-2596]

ARN pol | terminateur [323-358]
[4201-5061]

ARN pol | terminateur [323-358]

mutation stop (C129A) 511 [4093-4953]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]

ARN pol | terminateur [323-358]

[3625-4485]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

-F2 [477-749
AmpR PB1-F2 [ 1

pRF483-H3N2 PB1

5302 bp

PB1
[383-2656)

[2942-3169]

BGH polyA

ARN pol | promoteur
[2700-2912]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

AmpR

pRF483-H3N2 PA

5194 bp

PA
[383-2533]

[2834-3061]
BGH polyA

ARN pol | promoteur

[2592-2804]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

AmpR

pRF483-H3N2 HA

4726 bp

BGH polyA ARN pol | promoteur
[2366-2593] [2124-2336]

196



ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]

[3425-4285]
AmpR

pRF483-H3N2 NP
4526 bp

ARN pol | promoteur
[1924-2136]

BGH polyA
[2166-2393]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]

M2 exon 1
[381-409]

[2887-3747)

AmpR [381-1142]

M1
pRF483-H3N2 M

3988 bp

M2 exon 2
[1098-1365]

ARN pol | promoteur
[1386-1598]

BGH polyA

[1628-1855]

ARN pol | terminateur [323-358]

ARN pol | terminateur [323-358]

[2750-3610]
AmpR

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

[3326-4186]
AmpR

pRF483-H3N2 NA
4427 bp

ARN pol | promoteur
BGH polyA [1825-2037]
[2067-2294]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293
A ol | terminateur [323-358]
NS2 exon 1
[385-414]

[385-1098]
NS1

pRF483-H3N2 NS
3851 bp

NS2 exon 2
[887-1222]

ARN pol | promoteur
[1249-1461]

BGH polyA
[1491-1718]
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ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

[4201-5061]
AmpR

pRF483-H7N1 PB2

5302 bp

PB2
[386-2665]

[2942-3169]

BGH polyA

ARN pol | promoteur
[2700-2912]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 E{omoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

mutation stop (C129A) 511

[4201-5061]
AmpR

pRF483-H7N1 PB1AF2

5302 bp

PB1
[383-2656]

[2942-3169]

BGH polyA

ARN pol | promoteur
[2700-2912]

site Ncol supprimé (A25C) 25

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]

ARN pol | terminateur [323-358]

[4741-5601]
AmpR

pRF483-H7N1 PA nanoluc

5813 bp

[3482-3709]
BGH polyA 2094
ARN pol | promoteur [ | site Ncol généré (C2094A)
[3240-3452] 50 ntrepeat

[3128-3181] ‘peptide 2A [2540-2596]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

[4201-5061]

AmpR PB1-F2 [477-749]

pRF483-H7N1 PB1

5302 bp

PB1
[383-2659]

[2942-3169]
BGH polyA
ARN pol | promoteur
[2700-2912]

ARN EI)_oI Il promoteur (CMV) [1-246]
7 promoteur [276-293
ARN pol | terminateur [323-358]

[4093-4953]
AmpR

pRF483-H7N1 PA

5194 bp

[2834-3061]
BGH polyA

ARN pol | promoteur

[2592-2804]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]
ARN pol | terminateur [323-358]

[3592-4452]
AmpR

pRF483-H7N1 HA

4693 bp

HA
[380-2062]

ARN pol | promoteur
[2091-2303]

BGH polyA
[2333-2560]
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ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]

[3422-4282)
AmpR

pRF483-H7N1 NP
4523 bp

ARN pol | promoteur
[1921-2133]

BGH polyA
[2163-2390]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293]

M2 exon 1
[384-409]

[2887-3747]

AmpR [384-1142]

M1
pRF483-H7N1 M

3988 bp

M2 exon 2
[1098-1365]

ARN pol | promoteur
[1386-1598]

BGH polyA

[1628-1855]

ARN pol | terminateur [323-358]

ARN pol | terminateur [323-358]

[2749-3609]
AmpR

ARN pol 1] prom?teur[z(CMV) 1-246]
oteur
ARN pol | terminateur [323-358]

[3252-4112]
AmpR

[379-1350]
NA
pRF483-H7N1 NA

4353 bp

ARN pol | promoteur
BGH polyA [1751-1963]
[1993-2220]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-246]
T7 promoteur [276-293
50| | ter{nmateur [323-358]

[385-414]

[385-1077]
NS1

pRF483-H7N1 NS
3850 bp

NS2 exon 2
[887-1222]

ARN pol | promoteur
[1248-1460]

BGH polyA
[1490-1717]
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ARN pol Il promoteur (CMV) ARNT';O,L:merggﬂﬁng\%) [1-204]
T7 promoteur H3N2 PB1-F2 [267-556]

GFP [287-1003]

[563-1258]
BiolD2

[5115-6034] osssser]
AmpR [1010-1705] AmpR

BiolD2

[1259-1285]
HA tag

pcDNA3.1 GFP-BiolD2 pcDNAS.1 H3N2 PB1-F2-BiolD2

BGH polyA

[18321-1545]
[1706-1732] 6338 b
6785 bp s p
BGH polyA
[1768-1992]
ARN pol Il promoteur (CMV) [1-204] ARN pol Il promoteur (CMV) [1-204]

T7 promoteur [249-266] 7 plzo;?\‘%te#é 1[?;%-2[33;556]

H3N2 NS1 [287-997]

[563-1258]
BiolD2

[5109-6028]

4668-5587
AmpR [1004-1699] [ ?frisgs !

BiolD2

[1259-1285]
HA tag

pcDNA3.1 H3N2 NS1-BiolD2 pcDNA3.1 H7N1 PB1-F2-BiolD2

BGH polyA
[1321-1545]
6779 bp 6338 bp
BGH polyA
[1762-1986]

ARN pol Il promoteur (CMV) [1-204]
T7 promoteur [249-266]

H7N1 NS1 [287-976] ARN pol Il promoteur (CMV)

[1-978]
[5088-6007]
AmpR [983-1678]
Blolbz 1070-1096]
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ABSTRACT A novel genus within the Orthomyxoviridae family was identified in the
United States and named influenza D virus (IDV). Bovines have been proposed to be
the primary host, and three main viral lineages (D/OK-like, D/660-like, and D/Japan-
like) have been described. Experimental infections had previously been performed in
swine, ferrets, calves, and guinea pigs in order to study IDV pathogenesis. We devel-
oped a murine experimental model to facilitate the study of IDV pathogenesis and
the immune response. DBA/2 mice were inoculated with 10> 50% tissue culture in-
fective dose (TCIDs,) of D/bovine/France/5920/2014 (D/OK-like). No clinical signs or
weight loss were observed. Viral replication was observed mainly in the upper respi-
ratory tract (nasal turbinates) but also in the lower respiratory tract of infected mice,
with a peak at 4 days postinfection. Moreover, the virus was also detected in the in-
testines. All infected mice seroconverted by 14 days postinfection. Transcriptomic
analyses demonstrated that IDV induced the activation of proinflammatory genes,
such as gamma interferon (IFN-y) and CCL2. Inoculation of NF-kB-luciferase and If-
nar1~/~ mice demonstrated that IDV induced mild inflammation and that a type |
interferon response was not necessary in IDV clearance. Adaptation of IDV by serial
passages in mice was not sufficient to induce disease or increased pathogenesis.
Taken together, present data and comparisons with the calf model show that our
mouse model allows for the study of IDV replication and fitness (before selected vi-
ruses may be inoculated on calves) and also of the immune response.

IMPORTANCE Influenza D virus (IDV), a new genus of Orthomyxoviridae family, pres-
ents a large host range and a worldwide circulation. The pathogenicity of this virus
has been studied in the calf model. The mouse model is frequently used to enable a
first assessment of a pathogen’s fitness, replication, and pathogenesis for influenza A
and B viruses. We showed that DBA/2 mice are a relevant in vivo model for the
study of IDV replication. This model will allow for rapid IDV fitness and replication
evaluation and will enable phenotypic comparisons between isolated viruses. It will
also allow for a better understanding of the immune response induced after IDV in-
fection.

KEYWORDS influenza D virus, mouse model, replication

n 2011, a new influenza virus was isolated from a pig with influenza-like symptoms

in Oklahoma. Electronic microscopy and real-time reverse transcription-PCR (RT-PCR)
revealed that it was neither an influenza A virus (IAV) nor an influenza B virus (IBV).
Next-generation sequencing (NGS) analyses allowed for the identification of 7
Orthomyxovirus-like RNA segments, but this virus presented only 50% overall identity to
human influenza C virus (ICV). Furthermore, serological analyses demonstrated that
antibodies against this new virus failed to cross-react with 1AV, IBV, or ICV (1). All of
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these results suggested that it was a new genus of Orthomyxoviridae, temporarily
named C/swine/Oklahoma/1334/2011 (C/swine/OK) and then influenza D virus (IDV)
1, 2).

IDV is widely distributed in the world: so far, it has been detected in North and
Central America (1, 3-6), Asia (7-11), Europe (12-18), and Africa (19, 20). Two clades of
IDV that are antigenically and phylogenetically different were identified in the United
States, D/OK-like and D/660-like. Both were shown to frequently reassort in the United
States (21). More recently, a third clade, circulating specifically in Japan, was identified
(D/Japan-like) (11, 22, 23).

Several studies detected IDV in cattle, with a higher prevalence in sick than in
healthy cattle (2, 10, 21) and a higher prevalence in cattle than in swine, suggesting that
bovines could be a main host of IDV (1, 3). IDV was also detected in small ruminants,
horses, and camels (19, 22, 23).

The zoonotic potential of IDV is still not clear, but serological and virological studies
suggested that the virus might infect humans, especially those exposed to cattle (1,
24-26). An experimental study in ferrets was conducted in order to understand IDV
pathogenesis and zoonotic potential (1). The ferret is a good model for studying human
influenza virus. Indeed, these animals express the same pattern of viral receptors and
present clinical signs similar to those observed in humans (27). Despite the absence of
clinical signs, the virus replicated in the upper respiratory tract of the ferrets. Moreover,
direct contact transmission between ferrets was observed. Taken together, these results
suggested that humans could be susceptible to IDV, but studies are still needed to
confirm this hypothesis.

IDV is involved in bovine respiratory disease complex (BRDC). BRDC causes a major
economic and public health problems in young calves worldwide. The causes are
multifactorial, represented by the following: (i) the presence of one or several patho-
gens (virus and/or bacteria), (i) a compromised immune system of bovines, and (iii)
environmental factors. Recently, three metagenomics studies identified IDV among
viruses associated with BRDC. IDV was mainly associated with BRDC, alone or in
combination with bovine adenovirus-3, and bovine rhinitis A in U.S. cattle (6) or with
bovine rhinitis A and B viruses, bovine coronavirus, or bovine respiratory syncytial virus
in Canadian cattle (5). The role of IDV in BRDC remains unclear, but the high prevalence
in cattle and the mild clinical signs by experimental infections suggest that it could be
an initiating pathogen (28, 29).

Little is known about IDV pathogenesis, transmission, or the associated immune
response. It is therefore necessary to develop a small-animal model in order to have a
better understanding of IDV's biology. Four experimental infection models had been
developed in swine, ferrets, guinea pigs, and calves (1, 28, 30, 31). Swine and ferrets did
not present clinical signs, and IDV was only detected in the upper respiratory tract (1).
In guinea pigs, IDV replicated with high titers in the upper and lower respiratory tracts
but was not associated with clinical signs (30). Ferguson et al. (28) and Salem et al. (29)
also studied the pathogenesis and transmission of the virus in calves, the main host
known so far. They observed mild clinical signs, and IDV was detected in both upper
and low respiratory tracts. Transmission by direct contact and aerosols was observed.
Salem et al. (29) studied the immune response of calves post-IDV inoculation. The
calves presented an innate immune response involving proinflammatory cytokines and
chemokines, such as CCL2, CCL3, and CCL2. Surprisingly, the type | interferon mRNAs
were not overexpressed. A mixed Th1 and Th2 response was also observed, with
IDV-specific IgG1 production starting from 10 days postinfection.

Mice have so far not been used for studying the pathogenesis of IDV. Mice are,
however, the most used animal model for studying influenza viruses (32). The mouse
model is a very convenient model for studying viral replication (33), tissue tropism (34),
and the immune response (35) but also for testing vaccines or antiviral molecules (36,
37). It has clear practical advantages such as a low cost, small size, ease of husbandry,
and good availability of reagents for immunology testing (32). The main disadvantages
are the inefficient influenza virus transmission between mice, the rare clinical signs, and
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FIG 1 Absence of clinical signs during IDV infection in mice. A group of 36 mice was intranasally infected
with 10> TCID,, of D/5920, and a group of 11 noninfected mice was used as a control. Clinical signs and
mortality were recorded every 2 days for 14 days. There was no significant weight variation between

noninfected and infected DBA/2 mice (P > 0.05). Weight changes expressed as the mean percentage of
initial body weight = standard deviation (SD).

the requirement of adaptation for some influenza virus strains. It was shown that the
mouse genetic background has also an impact on their susceptibility to IAV (38).

The mouse model was especially used to study the pathogenicity of 1AV, namely,
tissue tropism, fitness of replication, and the immune response. The most visible clinical
signs post-IAV infection are weight loss and changes in behavior. IAV was shown to
replicate mainly in the upper and lower respiratory tract of mice, especially in epithelial
cells, endothelial cells, and type | pneumocytes. A viral peak has often been observed
around 3 to 4 days postinfection (dpi). Systemic replication was observed with a highly
pathogenic H5N1 virus and was associated with severe disease (38, 39).

Here, we developed a murine experimental model to study the pathogenesis and
immune response of IDV. We aimed to reproduce the clinical signs, viral replication, and
tissue tropism as observed in the main host. We also used this model to better
understand the immune response induced after infection of IDV in DBA/2, Ifnar1—/—,
and NF-kB-luciferase transgenic mice.

RESULTS

Influenza D virus infects mice but does not cause clinical signs. DBA/2 mice are
known to be highly susceptible to IAV infection and were therefore selected for the
present study. In order to determine if the mice are susceptible to IDV, we infected a
total of 50 DBA/2 mice intranasally with 105 50% tissue culture infective dose (TCIDs,)
of D/bovine/France/5920/2014 (D/5920; D/OK-like clade), and 25 mice served as neg-
ative controls (inoculated with phosphate-buffered saline [PBS]). This infection was
carried out in two separate experiments.

We did not observe clinical signs or weight loss in the DBA/2-infected mice. No
mortality was recorded either, suggesting that IDV could not induce disease in mice
(Fig. 1).

The antibody response against IDV was measured at 14 days postinfection (dpi),
using a hemagglutination inhibition (HI) assay. Two viral strains were used, D/5920
(inoculum) and D/bovine/Nebraska/9-5/2012 (D/660-like, heterologous strain). All of
the infected mice seroconverted, suggesting that they had all been infected by the
virus. The mice presented high antibody titers ranging from 15 to 240 against D/5920
(homologous strain), but the antibody titers against D/Neb were much lower
(>20 but <40) (Table 1).

IDV efficiently replicates in DBA/2 mice with a peak at 4 dpi. To assess the viral
replication and tissue tropism of the virus, eight mice were necropsied at 2, 4, 6, and
8 dpi, and different organs and samples (brain, nasal turbinates, trachea, lungs, spleen,
liver, kidneys, intestines, and blood) were collected. IDV was titrated by TCIDs, (Fig. 2).
The virus was detected in nasal turbinates of all mice (n = 10) with high titers at 4 dpi
(1034 to 10%7 TCIDso/g) but not at 2 or 6 to 8 dpi (Fig. 2B). The virus was detected in
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TABLE 1 Seroconversion in infected DBA/2 mice 14 days postinfection with D/5920

HI titer in mouse no.:

Strain 1 2 5 4 5 6 7 8 9 10
D/5920 120 80 80 15 160 240 240 120 60 120
D/Neb® 20 20 20 20 20 40 40 40 20 20

aD/5920, D/bovine/France/5920/2014.

bD/Neb, D/bovine/Nebraska/9-5/2012. Hl assays were performed with viral inoculum (D/5920) and a
genetically and antigenically distinct strain of IDV (D/Neb). All noninfected mice did not seroconvert after
IDV infection (data not shown).

the trachea of three mice only at 4dpi but with low titers (102 to 103 TCIDs,/g)
compared to those in nasal turbinates (Fig. 2C). In the lungs, IDV was detected in two
mice (n = 2/10) at 2 dpi (102 to 103 TCID,/g), in four mice (n = 4/10) at 4 dpi (10"° to
1028 TCIDsy/g), and in one mouse (n = 1/10) at 8 dpi (102" TCID5y/9) (Fig. 2D).

The virus was also sporadically detected in nonrespiratory organs (Fig. 2A, F, and G).
Four mice at 2 dpi were positive for IDV in the liver (1024 to 102¢ TCID,/g), suggesting
viremia (Fig. 2E). However, blood samples taken at 2 and 6 dpi were negative for IDV
(undetected titers). Finally, the virus was detected in the intestines of mice with titers
ranging from 102 to 1033 TCID,y/g (6/8 mice virus positive at 2 dpi, 3/8 positive at
4 dpi, 2/8 positive at 6 dpi, and 3/5 positive at 8 dpi), suggesting that IDV could have an
enteric tropism.

Histology analyses were performed for each organ at 2 and 6 dpi for negative-
control mice and infected mice. At 2 dpi, no lesion was observed irrespective of the
organ. At 6dpi, mild inflammation was observed only in the nasal turbinates. In
comparison with noninfected mice, there was an infiltration of lymphocytes, macro-
phages, and plasma cells, cell degeneration, and loss of cilia. Inmunohistochemistry
(IHC) staining confirmed the presence of virus in the nasal turbinates at 6 dpi (Fig. 3).
No immunohistochemistry signal was detected in any other organs (data not shown).

These results confirmed that the virus presented a respiratory tropism, especially for
the upper respiratory tract, regarding the viral titers. Although there were no clinical
signs, we observed mild inflammation at 6 dpi in the nasal turbinates (Fig. 3).
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FIG 2 IDV mainly presented upper respiratory tropism. Mice were infected with 10> TCIDs, of D/5920. (A to H) At 2, 4, 6, and 8 dpi, 8 mice per days were
euthanized, and brain (A), nasal turbinates (B), trachea (C), lungs (D), spleen (E), liver (F), kidneys (G), and intestines (H) were collected. Virus titers were
determined using the TCID., method and are expressed in log,, of TCID,,/g of tissue. Each dot represents one mouse. The dotted line represents the positivity
threshold (1.5 log,, TCDIs./g of organ).
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FIG 3 Microscopic lesions at 6 dpi and evidence of IDV replication in nasal turbinates of infected mice as
done by hematoxylin and eosin staining (H&E) and immunohistochemical reaction (IHC). Magnifica-
tion, X1,000; scale bar = 10 um. (A and B) Hematoxylin and eosin staining shown for the control (A) and
infected mice, with infiltration of macrophages, lymphocytes, and plasma cells (long arrow), epithelial cell
degeneration, and loss of cilia (short arrows) (B). (C and D) IHC is shown for the control (C) and infected
mice, with anti-IDV cytoplasmic and nuclear immunohistochemical expression (D).

IDV induces a mild proinflammatory response. To investigate the immune re-
sponse against IDV, we evaluated the induction of genes involved in innate and
adaptive responses in tissues by measuring the transcript levels of 36 associated genes.
The immune response was assessed in the lungs (Fig. 4) to understand the local
response, and in the spleen (Fig. 5) to understand the systemic response. Twofold
changes between infected and noninfected control mice were considered significant.

In the lungs, we observed overexpression of several genes of the innate response.
Looking at the sensors of the innate immunity, we observed a =2-fold overexpression
of Toll-like receptor 4 (TLR4) and TLR7 at 6 dpi compared to at 2 to 4 dpi. For TLR3, we
observed a higher expression at 4 dpi than at 2 and 6 dpi. Finally, we did not observe
significant overexpression of TLR9 or retinoic acid-inducible gene | (RIG-I) transcripts
(1.77- and 1.41-fold increases, respectively; Fig. 4). We also noticed an inflammatory
response with a significant increase in interleukin 6 (IL-6) or IL-13 at 2 dpi. The highest
fold changes were observed at 2 dpi for CCL5 and gamma interferon (IFN-vy) (5.3- and
6.9-fold changes, respectively; Fig. 4), with a decrease in their expression at 4 to 6 dpi
(5-fold decrease, Fig. 4). These results suggested that IDV could induce a mild innate
response in the two first days postinfection.

The gene coding for 2',5'-oligoadenylate synthetase (2',5'-OAS) was slightly over-
expressed at 2 dpi, suggesting that type | interferon could be induced after IDV
infection. Moreover, we observed an increase in interferon regulatory factor 3 (IRF3)
mRNA levels at 6 dpi. Surprisingly, we did not observe overexpression of IFN-£ or IFN-A
mMRNA levels. Finally, we also observed a slight increase of Gata3 and T-bet at 6 dpi,
suggesting the involvement of an adaptive and mixed Th1/Th2 response (Fig. 4).

In the spleen, the pattern of transcript expression was different. We observed
overexpression of the RIG-I transcript at 4 dpi but not of the Toll-like receptors (TLR).
Overexpression of NF-kBp65 at 4 and 6 dpi was also detected, suggesting inflammation
in the spleen. However, no increase in IL-6 or IL-18 mRNA levels was observed. We
noticed an increase in the anti-inflammatory cytokine transforming growth factor beta
1 (TGF-B1) at 4 dpi. The highest increase in the expression of proinflammatory effectors
was observed for CCL2 at 4 dpi. An increase in IFN-vy, lower than that observed in the
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FIG 4 IDV induced a mild local proinflammatory response in DBA/2 mice. Mice were infected with 10° TCID,, of D/5920. At 2, 4, and 6 dpi, 3 infected and 3
noninfected mice were euthanized per day, and lungs were collected. Relative expressions for each gene were calculated by AAC; analysis after normalization
with the GAPDH housekeeping gene. The results are expressed as mRNA fold induction.

lungs, was also observed. At 6 dpi, slight overexpression of T-bet transcript was also

observed but not of Gata3, in contrast to what was observed in the lungs (Fig. 5).

The NF-kB transcription factor is involved in the activation of genes coding for some
proinflammatory cytokines. As we observed overexpression of NF-«B in the spleen of
DBA/2 mice (3.3- and 4.4-fold changes at 4 and 6 dpi, respectively), we inoculated
transgenic mice expressing a firefly luciferase gene under the control of the NF-«B
promoter (NF-«B-luciferase mice) with D/5920 to determine the inflammation induced
by IDV. The NF-«kB-dependent inflammatory response was analyzed daily by lumines-
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FIG 5 IDV induced a mild systemic proinflammatory response in DBA/2 mice. Mice were infected with 10° TCID,, of D/5920. At 2, 4, and 6 dpi, 3 infected and
3 noninfected mice were euthanized per day, and spleens were collected. Relative expressions for each gene were calculated by AAC; analysis after
normalization with the GAPDH housekeeping gene. The results are expressed as mRNA fold induction.

cence monitoring in the whole bodies of the infected mice. We observed mild inflam-
mation in mice starting from 2dpi and lasting until 6 dpi (Fig. 6A). A two-phase
response was noticed, with peaks of luminescence at 2 and at 5 dpi (Fig. 6B).

These results suggested that IDV could induce only a mild proinflammatory re-
sponse with a limited increase in NF-kB transcript involved in cellular pathway for
cytokine production.

The type | interferon response is not essential to resolve IDV infection. Type |
interferons are especially involved in innate immunity against influenza A virus (IAV),
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Bioluminescence activity was quantified using the Living Image software and represented as a graph. fc, fold change; ctrl, control.

and they are induced after NF-«B, IRF3, and IRF7 activation. Here, we conducted an
experiment on mice with a type | interferon receptor knockout (Ifnar1=/7) in order to
understand the role of this pathway during IDV infection. Ten 12-week-old Ifnar1—/—
mice were infected intranasally with 10> TCID,, of D/5920, and seven Ifnar1 =/~ mice
were inoculated with PBS as the controls.

As observed for the DBA/2 mice, the Ifnar1 =/~ mice did not show clinical signs or
weight loss (Fig. 7A). All of the mice seroconverted (80 = HlI titers =160), demonstrating
that they had all been successfully infected by IDV. These observations suggested that
type | interferon response is not essential for the protection against IDV.

To assess viral replication and tropism, we performed necropsies of four infected
mice at 4 dpi. IDV presented almost the same tropism and viral titers in Ifnar1 =/~ and
DBA/2 mice, where the virus was detected in nasal turbinates (1037 to 10* TCIDsy/9),
lungs (10"# to 102° TCIDs,/g), and intestines (1029 to 1034 TCID,/g). Contrary to what
was observed in DBA/2 mice, IDV was not detected in the trachea and liver of Ifnar1—/~
mice (Fig. 7B).

Together, these results suggested that type | IFN (IFN-I) response could be induced
during IDV infection in mice but without being critical in antiviral response against IDV,
in contrast to what has been observed for influenza A virus (40).

D/bovine/France/5920/2014 does not undergo much adaptation after passages
in DBA/2 mice. In order to understand if D/5920 could adapt to mice after a few
passages and then could induce clinical signs or higher viral replication, we performed
5 serial passages in DAB/2 mice. Briefly, three mice were infected with 10> TCID,, of
D/5920 intranasally. At 4 dpi, DBA/2 mice were euthanized, and the respiratory organs
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TCIDsy/g of tissue. The dotted line represents the positivity threshold (1.5 log,, TCDI,./g of organ). KO, knockout.
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FIG 8 Adaptation of D/5920 in DBA/2 mice. Three DBA/2 mice were infected with 10° TCID,, of D/5920. At 4 dpi, mice were euthanized,
and nasal turbinates, trachea, and lungs were collected and homogenized. The pure homogenate was used to inoculate three naive DBA/2
mice. After five serial passages, 8 DBA/2 mice were infected intranasally with 30 ul of mouse passage 5 IDV (D/5920-M5). (A) Weight was
measured every 2 days, and clinical signs were recorded daily. (B) At 4 dpi, 4 infected mice were euthanized, and different organs were
collected. Virus titers were determined using the TCID;, method and are expressed in log,, of TCID;y/g of tissue. The dotted line
represents the positivity threshold (1.5 log,, TCDl,,/g of organ).

(nasal turbinates, trachea, and lungs) were collected and homogenized. The homoge-
nates were used to inoculate three new mice intranasally again. We performed 5 serial
passages and then infected eight DBA/2 mice intranasally with the “mouse passage 5"
virus (D/5920-M5). Each passage was titrated to confirm the presence of the virus.

The DBA/2 mice infected with the D/5920-M5 virus did not show clinical signs or
weight loss, as observed with DBA/2 mice infected with nonadapted virus (Fig. 8A). All
of the mice infected with the D/5920-M5 virus seroconverted, with antibody titers
similar to those observed with mice infected with nonadapted virus. The viral replica-
tion at 4 dpi was assessed in the different organs. IDV tissue tropism was unchanged,
as it replicated in respiratory organs and intestines. Moreover, the viral titers were
similar between mice infected with nonadapted and mouse passage 5 virus in nasal
turbinates (10*' to 10°> TCID5y/g), trachea (103 to 1043 TCIDs,/g), lungs (1031 to 1034
TCIDso/g), and intestines (103" to 1044 TCIDso,/g) compared with mice infected with
nonadapted virus (P > 0.05) (Fig. 8B).

We then performed whole-genome sequencing on the D/5920-M5 homogenate. No
mutations were observed in the PB1, PB2, P3, NS, and M1 genes. A single substitution
(nucleotide [nt] C842T, amino acid [aa] A281V) was observed on the HEF gene.

These results suggested that adaptation did not increase the pathogenicity of IDV
(clinical signs or higher viral replication) or that the number of passages (5 passages)
was not sufficient to adapt the virus.

DISCUSSION

This study aimed to develop a murine model in order to understand the pathogen-
esis of a recently identified virus, influenza D virus (IDV).

IDV and absence of clinical signs in mice. In this study, DBA/2 mice infected with
D/5920 did not present respiratory or general clinical signs or weight loss. IDV does
not seem to induce disease in mice, as observed in guinea pigs, ferrets, and
specific-pathogen-free (SPF) and feral swine models. This contrasts with IAV infec-
tion in mice, where mortality and/or morbidity is often observed with high doses of
low-pathogenic virus, with mouse-adapted strains, or with highly pathogenic
strains (32, 41). IDV was discovered recently, and so far, the pathogenicity of the
viral strains remains unknown. We cannot exclude the possibility that the D/5920
strain is more or less pathogenic than are other IDV strains, but further analyses,
such as the screening of different viral strains in vivo, could help answer this
question. It is likely that the viral dose used for the infection was not responsible for
the absence of clinical signs; indeed, we used 10> TCID;,, which is a strong dose in
mice. The minimal infectious dose for IDV in mice remains unknown, and an
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experiment with mice infected with different doses of IDV would help determine if
the infective dose may play a role in the induction of clinical signs. In the calf model,
a dose of 107 TCID, of D/5920 was used, and only mild clinical signs were observed
(29).

The absence of pathogenesis in mice has also been observed with other respiratory
viruses, such as the highly prevalent bovine and human respiratory syncytial viruses
(bRSV and hRSV, respectively). Several studies used BALB/c mice to reproduce the
clinical signs, viral replication, and immune response of hRSV. Almeida et al. developed
a murine BALB/c model of bRSV; however, the mice did not present clinical signs, and
the virus was difficult to detect using PCR (42). In another study, BALB/c mice were
infected with recombinant hRSV expressing the firefly luciferase protein. Despite
replication in the mouse respiratory tract, the mice did not present any clinical signs or
mortality (43).

IDV adaptation in mice. Sreenivasan et al. suggested that viruses from the swine
D/OK-like clade and from the bovine D/660-like clade may have different tropisms in
guinea pigs (30). They hypothesized that the recognition of the HEF glycoprotein to its
receptor may vary depending on the clade. A mutation in the binding site of the HEF
glycoprotein was observed between isolates from swine D/OK-like (K212) and bovine
D/660-like clades (R212); this mutation may modify the specificity and affinity of HEF for
its cellular receptor and thus may modify tissue tropism between the two clades (21).
So far, the potential differences of IDV strains have not been studied.

As mice are not the main host for IDV, viral adaptation may be required to induce
disease. We attempted to adapt the IDV in DBA/2 mice in order to see if this would
reveal clinical signs or an increase in viral replication. Many IAV strains indeed need
adaptation to induce disease or even viral replication in mice (32, 44). Here, we
performed five serial passages in mice to obtain a virus named D/5920-M5. DBA/2 mice
infected with D/5920-M5 did not present clinical signs or a significant increase in viral
replication at 4 dpi compared to DBA/2 mice infected with original virus. We observed
very little genetic adaptation in mice; indeed, full-genome sequencing showed that
adaptation only induced one mutation in the HEF gene (not located in the receptor
binding site). In comparison, 6 amino acid mutations were observed on D/bovine/
Oklahoma/660/2013 after one passage in the guinea pig model (30).

The number of serial passages was maybe not sufficient to adapt IDV to DBA/2
mice. For example, an adaptation of seasonal HIN1 (A/Brisbane/59/2007) virus in
mice showed that mice presented clinical signs from the fifth passage and mortality
from the sixth. A higher level of viral replication was also observed after the fifth
passage in mice (45). For influenza B virus (IBV), clinical signs and an increase in viral
replication were observed after 12 passages in mice (46). D/5920, however, did not
lose fitness in mice after passages, as evident by similar titers and tissue tropisms.
Another hypothesis is that IDV may not induce disease in mice no matter the
number of passages. However, we noticed an important D/5920 adaptation in swine
testis (ST) cells. Our inoculum virus, passaged 5 times on ST cells, was indeed
different from the initially sequenced D/5920 virus, with 2 mutations in HEF (G628A
and G684A) suggesting adaptation in cells (data not shown). It is unknown whether
a wild-type, non-cell-culture-adapted virus would be virulent in mice.

IDV’s tropism in mice is respiratory but also enteric. The limited literature
available on IDV pathogenesis in vivo suggested a respiratory tropism of the pathogen.
In ferrets and pigs, IDV replicated in nasal turbinates only (1). In calves and guinea pigs,
virus replicated in both the upper and lower respiratory tract (28-30).

Our findings confirmed the respiratory tropism of D/5920 in mice. Here, D/5920 (D/OK-
like clade) replicated mainly in the upper respiratory tract, with a peak at 4dpi (nasal
turbinates). We also observed replication to a lower extent in the middle (trachea) and
lower respiratory tract, as observed in a guinea pig model (30). Contrary to this model, we
observed lesions only in the nasal turbinates but not in the lungs of mice. We also noticed
a time difference between virus detection and microscopic lesions for D/5920 infection
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(positive virus detection data at 4dpi and microscopic lesions at 6 dpi). The immune
response at 6 dpi may be sufficient to inhibit IDV replication and avoid more severe lesions.
Interestingly, viral replication was similar to that observed in the main host, bovines,
experimentally (29). In the calf model developed by Salem et al., the viral strain D/5920
replicated both in the upper and lower respiratory tract (29). In this model, the virus was
detected at a higher titer in nasal swabs (5.6.108 RNA copies/ml) than in bronchoalveolar
lavage fluid (1.4.10° RNA copies/ml), and also with similar titers in organs (lungs and nasal
mucosa).

IDV was also detected with low titers in the intestines, but no lesions were observed.
Previous studies of IAV infection showed high titers of HIN1 viruses in the respiratory
tract and low titers in the intestines and feces of DBA/2 mice (47). Bao et al. also
observed low titers of H7N9 in BALB/c intestines (48). No IDV (or with very low titers)
has been detected in the enteric organs so far in other experimental models (intestines
for ferrets [1] and rectal swabs for a calf model [28, 29]). The differences in physiology
and receptor expression in the intestines could be responsible for these results. In a
recent study, however, IDV was detected in rectal swabs from goats, suggesting that
IDV could present an enteric tropism or could be orally transmitted in other susceptible
species (9). Unfortunately, no rectal swabs were so far tested for cattle or swine in the
field, which makes difficult to determine if IDV harbors an enteric tropism. IDV is able
to bind cells through 9-O-acetylated sialic acids expressed on the cell surface (49). So
far, the presence of 9-O-acetylated sialic acids has not been demonstrated in mouse
intestines. However, a study demonstrated that rats express these sialic acids in the
intestines, suggesting that it could be the same in mice (50). Here, we cannot exclude
the possibility of oral contamination during infection.

Surprisingly, IDV was detected in mouse livers with low titers at 2 dpi, while
blood samples were negative at the same time point. Transient viremia may occur
early in the course of IDV infection. Blood samples collected in the first hours
postinfection would help us understand if IDV indeed causes viremia. It was
previously suggested that IAV could be viremic in mice. Indeed, virus was detected
in the red blood cell fraction in the early step of infection, but it was virus strain
dependent and required high PCR sensitivity and a high dose of inoculum (51).
Recently, a study from China detected IDV in diseased dairy cattle, buffalo, and goat
serum samples using PCR (9). Transient viremia was also observed in feral swine and
calf experimental models. The virus was detected at 3 and 5 dpi in feral swine and
3 and 5 dpi in cattle, with around 3 log,, TCIDs,/ml in both studies, suggesting that
IDV induces viremia (31, 52). We hypothesize that IDV could pass into the blood-
stream using blood vessels in nasal turbinates and thus infect other tissues, such as
those of the liver or the intestines. Further evidence, however, is warranted to really
assess the putative viremia associated with IDV in mice. Our IHC findings confirm
the presence of IDV in nasal turbinates but not in any other organs (Fig. 3). This
suggests either that the sensitivity of the technique does not allow for the detection
of low levels of virus or that the nonrespiratory tissues may carry virus without it
replicating locally. Previously, IDV seemed to harbor a respiratory tropism in the
field and in all animal models (1, 28, 30). Most IDV studies focused on the respiratory
tract, except for a pathogenesis study in ferrets, where no IDV replication was
observed outside the respiratory tract (1). We now have confirmed the respiratory
tropism of IDV, but our findings also warrant further investigation of a putative
viremia and/or intestinal tropism of the pathogen at least in mice.

Influenza viruses and the humoral immune response. The antibody response
likely plays an important role in controlling IDV infection, as it does for IAV infection.
Previously, when several antigens were used to determine the titer of IDV antibodies in
ruminant sera using a hemagglutination inhibition assay, 2-fold differences in titers were
observed in average (19), suggesting a limited antigenic diversity between the 2 IDV clades
(genotypes). In contrast, here, all infected mice seroconverted at 14 dpi, with antibody titers
ranging from 1:15 to 1:240 against the homologous strain and from 1:20 to 1:40 against a
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heterologous strain (D/Neb or D/5920), suggesting a high antigenic difference between the
two clades, as was initially observed in the United States by Collin et al. (21).

A mild proinflammatory response is sufficient to clear IDV infection. To under-
stand the immune response against IDV in mice, we analyzed 36 genes involved in
innate and adaptive responses using transcriptomics. Previously, the immune response
was analyzed only in the calf model, using both transcriptomics and proteomics (29).
IDV seems to induce a mild innate response in mice. Here, we observed differences
between the mouse and calf models. First, we observed a lower induction of proin-
flammatory gene expression in mice than in calves. The greater IDV fitness in calves
than that in mice could explain these differences, although we cannot exclude the
possibility that the immune response in calves contributes to the clinical outcome.

Differences between the calf and mouse models could also be explained by the type
of samples and the times of sample collection; bronchoalveolar lavage fluid was used
for calves versus lung and spleen homogenates used for mice, and the immune
response was measured at 2, 4, and 6 dpi in mice but at 2, 7, and 14 dpi in calves. The
methodology and biostatistical analyses used for the two studies (microfluidic quanti-
tative PCR [qPCR] on the platform BioMark for calves and classical real-time RT-PCR on
a LightCycler for mice) were different. Indeed, the immune response was monitored for
each time point with the same calves, and the statistical analysis was performed using
a linear mixed model with random effect for group, considering interactions between
time and status (infected or control). In the mouse model, one mouse was used at each
time point, modifying the data analysis.

Another difference between the two models was the pattern of gene overexpres-
sion after IDV infection. A higher number of genes was overexpressed in calves than in
mice. The highest fold changes between infected and control mice were observed for
IFN-vy, IL-18, and CCL5 at 2 dpi and TLR7 at 6 dpi in the lungs, and for RIG-I, CCL2, and
TGF-B1 at 4 dpi and NF-«kB at 4 to 6 dpi in the spleen. In calves, an overexpression of
RIG-I, TGF-B1, IFN-v, and CCL2 at the different time points was observed. Moreover, an
increase in TLR, chemokine, cytokine, and pathway molecule transcript levels was also
observed in calves. No overexpression of NF-kB, IL-18, and CCL5 was, however,
recorded in this model, but the different methodologies could be responsible for this
observation (29).

TLR7 is an endosomal TLR and recognizes single-stranded RNA (ssRNA), whereas
RIG-I recognizes RNA bearing a 5’-triphosphate end (53). The activation of TLR7 and
RIG-I led to the recruitment of transcriptional factors such as NF-«B and then the
production of cytokines. IDV infection induced an increase in NF-«kB and in IL-1j3,
TGF-B1, CCL2, and CCL5 transcript levels in the lungs or spleen of mice. These
molecules are produced by epithelial cells, neutrophils, and monocytes during the first
step of the immune response. CCL2 and CCL5 are proinflammatory chemokines in-
volved in the recruitment of T cells and monocytes. TGF-B1 is involved in the regulation
of immune response, both inflammatory and regulatory. Recently, it has been demon-
strated that TGF-B1 acts as a proviral molecule in the lungs of mice infected by IAV by
inhibiting the type | interferon response (54). The early overexpression of IFN-y and
CCLS5 suggests the involvement of NK cells during IDV infection. Indeed, CLL5 is known
to recruit NK cells in the lungs of mice infected with IAV (55). It has been demonstrated
that NK cells are important during the early stage of IAV infection by secreting different
cytokines, including IFN-v, and also acting as cytotoxic cells. The production of IFN-y by
NK cells also stimulates the activation of macrophages (56, 57).

Finally, at 6 dpi, mild overexpression of Gata-3 and T-bet transcription factors
suggests the activation of mixed and local Th1/Th2 lymphocyte responses, as observed
in the calf model (29). Contrary to the observation in the calf model, we did not detect
IFN-y or IL-13 overexpression in the latest stage of IDV infection. Their secretion in mice
may occur at a later point (after 6 dpi).

In order to confirm the mild inflammation induced by IDV infection, we inoculated
NF-kB-luciferase mice. This mouse model was previously used for IAV infection. Indeed,
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NF-«B-luciferase mice infected with 1.10° PFU of A/WSN/1933 (H1N1) developed clinical
signs and presented a high level of inflammation, with detection of luciferase starting
at 1dpi, reaching a peak at 2 to 3 dpi in the respiratory tract, and showing systemic
inflammation after 3 dpi (58).

Here, we did not observe clinical signs during IDV infection. Moreover, we only
observed a mild and two-phase response after infection at 2 and 5 dpi. The inflamma-
tion observed at 2 and 5 dpi in NF-kB-luciferase mice seems to correlate with the time
pattern of cytokine expression observed in in DBA/2 mice and viral replication at 4 dpi.
Moreover, the intensity of inflammation in NF-«B-luciferase mice correlates with the
mild overexpression of proinflammatory genes in DBA/2 mice. Unfortunately, a tran-
scriptomic method cannot allow us to discriminate which cells are secreting the
cytokines. Analyses with flow cytometry could help us gain a better understanding of
the immune response after IDV infection in mice. In NF-«kB-luciferase mice, we can
hypothesize that the inflammation observed at 2 dpi could be induced by the infected
epithelium of respiratory organs. These cells are the first target of influenza virus and
induce a rapid production of antiviral, proinflammatory, and chemotactic molecules
after TLR induction. Airway epithelial cells produce IFN-I and cytokines such as IL-1, IL-6,
and CCL5 during the first 3 to 6 h postinfection to target the virus and recruit and
polarize the immune cells (59). The second peak of inflammation at 5 dpi in NF-kB-
luciferase mice could be induced by the other cells involved in innate immunity, such
as monocytes, macrophages, and neutrophils, which also secrete proinflammatory
cytokines during infection.

In infected DBA/2 mice, we did not detect overexpression of IFN-I, but we observed
an increase in IRF3 and 2',5'-OAS transcript levels, suggesting the involvement of this
pathway during IDV infection. Type | IFNs are critical in the anti-IAV response in mice
(40, 60). In order to determine the role of these proteins during IDV infection, Ifnar1—/—
mice, which do not express the receptor for IFN-I, were infected with D/5920.
These mice did not present clinical signs or higher level of viral replication than
with DBA/2 mice.

Four hypotheses could explain our results. The first is that IFN-I are not involved in
the immune response against IDV. Another possibility is that IFN-1 would be involved
in the immune response but the virus would inhibit them rapidly after secretion, hence
the absence of overexpression or differences in Ifnar1—/— mice. IAV escape from the
immune system occurs thanks to the NS1 protein. It has been demonstrated that NS1
inhibits IFN-I by the inhibition of STAT1 and STAT2 phosphorylation and upregulation
of the JAK/STAT inhibitors SOCS1 and SOCS3 (61).

Our results are supported by the results obtained in the calf model. Indeed, no
overexpression of IFN-I or IFN-I pathway molecules was observed in calves infected with
D/5920. Salem et al. observed overexpression of SOCST and SOCS3 (29). In DBA/2 mice,
we unfortunately failed to detect SOCS1T mRNA in both the lungs and spleen. Moreover,
we did not also analyze SOCS3 transcripts; therefore, we are unable to further explore
this hypothesis. Thus, analyses are required to understand the involvement of the IFN-I
response during IDV infection. The third hypothesis is the involvement of type I
interferons (IFN-IIl) instead of IFN-I during IDV infection. These cytokines are also
induced during IAV infection and stimulate the same interferon-stimulated genes (ISGs)
as IFN-1 (62). Here, we did not observe overexpression of IFN-A in the lungs and spleen
of DBA/2 mice, suggesting that IFN-IIl are not major players in the immunity against
IDV. It is also possible that SOCST and SOCS3 are able to inhibit these interferons, as
IFN-IIl use the same signaling pathway as IFN-1 (62). Finally, since the Ifnar1 =/~ mice
used here were not generated on a DBA/2 strain (but on a C57BI/6 strain), one cannot
rule out that the genetic background plays a role on mouse susceptibility to IDV
infection (hypothesis 4). However, 10 wild-type C57BI/6 mice were infected with IDV as
a control, and virus replication was observed in the respiratory tract with titers similar
to those in DBA/2 mice (data not shown).

In summary, despite the absence of clinical signs, mice were susceptible to IDV
infection. IDV replicated mainly in the upper respiratory tract, corroborating the notion
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that IDV presents a respiratory tropism. IDV might also induce viremia and show a slight
enteric tropism. Little is known about the immune response against IDV. Susceptible
hosts, including mice, seroconverted after infection, suggesting a strong antibody
response (IgG), but the induced innate and cellular responses are still to be fully
assessed. Taken together, mice are a convenient and relevant small-animal model to
study IDV viral replication and will help better understand the phenotypes associated
with different strains of the recently discovered pathogen. It could also be a useful
model to study the immune response through transgenic mice and the availability of
reagents. Disease, however, cannot be reproduced in DBA/2 mice, and further studies
are warranted to develop a more relevant model to study IDV pathogenesis.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. Swine testis cells (ATCC) were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) complemented with 10% fetal bovine serum and penicillin-streptomycin (Dutscher) and incu-
bated for 24 h at 37°C with 5% CO,. In this study, we used the viral strain D/bovine/France/5920/2014
(D/5920) (29). Viruses were grown on ST cells in Opti-MEM medium complemented with penicillin-
streptomycin (Dutscher) at 37°C and 5% CO, for 5 days. Viruses were stored at —80°C until further used.
The virus titers were determined by the TCID,,, as described below.

Mice. Six- and 10-week-old female DBA/2JRj mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France). Twelve-week-old Ifnar1—/— (C57BL/6 backbone) mice were bred at IBPS (Toulouse). Ten-week-old
NF-«B-luciferase BALB/c mice were bred at INRA-VIM (Jouy-en-Josas). The DBA/2 and Ifnar1—/— mice were
housed at the Veterinary School of Toulouse in animal biosafety level 2 (ABSL-2) facilities and had food and
water provided ad libitum. NF-«kB-luciferase BALB/c mice were housed at INRA of Jouy-en-Josas (France) in
ABSL-2 facilities as well. Experimentations were conducted in accordance with European and French legisla-
tions on Laboratory Animal Care and Use (French Decree 2001-464 and European Directive CEE86/609), and
the animal protocol was approved by the ethics committee Sciences et Santé Animale, committee number
115 (protocol no. 2018030212288103) and by the Animal Care and Use Committee at Centre de Recherche
de Jouy-en-Josas (COMETHEA) (protocol no. 2015100910396112v1).

Experimental design. (i) Infection of DBA/2 mice. Six-week-old female DBA/2JRj mice were
separated in two groups, with 11 noninfected (controls) mice and 36 infected mice. Mice were lightly
anesthetized with a ketamine-xylazine combination and infected with 30 ul of virus intranasally or with
PBS as a control. Clinical observations were recorded daily, and weight was measured every 2 days. Any
animal showing a weight loss greater than 30% or signs of suffering was humanely euthanized. Mice
were infected intranasally with 10> TCID,, of D/5920. Necropsies were performed at 2, 4, 6, and 8 dpi (5
infected mice per day), and brain, nasal turbinate, tracheal, lung, spleen, liver, kidney, and intestinal
(duodenum, jejunum, and colon) tissues were sampled. Blood was also collected at 2, 6, and 14 dpi. All
the mice were euthanized at 14 dpi.

(ii) Comparison between DBA/2 and Ifnar1—/~ mice. Ten-week-old female DBA/2JRj mice and
12-week-old Ifnar1=/— mice were separated into two groups, with 11 noninfected (controls) and 11
infected DBA/2 mice and 7 noninfected (3 females and 4 males) and 10 infected (5 males and 5 females)
Ifnar1 =/~ mice. Mouse infection and monitoring were performed as described above.

Necropsies were performed at 2, 4, and 6 dpi for DBA/2 mice with 3 noninfected and 3 infected mice
per day. For Ifnar1—/— mice, necropsies were performed only at 4dpi (1 female noninfected and 2
females infected, and 2 males noninfected and 2 males infected). The brain, nasal turbinates, trachea,
lungs, spleen, liver, kidneys, and intestines were collected and treated as described in Materials and
Methods. Blood was collected at 14 dpi before the remaining mice were euthanized.

(iii) Infection of NF-kB-luciferase mice. Ten-week-old NF-kB-luciferase mice were separated into
two groups, with 5 noninfected (controls) and 8 infected mice. Infection was performed under anesthe-
sia, and 10° TCID,, of D/5920 were inoculated intranasally in mice. Control mice were inoculated with
PBS. Weight loss and clinical signs were recorded daily. Bioluminescence measurements were performed
from 1 to 7 dpi. Mice were anesthetized with isoflurane (2% in oxygen as a carrier gas), and luminescence
was measured 2 min after intranasal inoculation of 50 ul of PBS containing luciferin (0.75 mg kg—7;
Sigma). Luciferase activity was measured using the Living Image software (version 4.0; PerkinElmer).
Bioluminescence images were acquired for 1 min with f/stop = 1 and binning = 8. A digital false-color
photon emission image of the mouse was generated, and photons were counted within the whole-body
area. Photon emission was measured as radiance in p s~ cm~2 sr—" (58).

(iv) Adaptation of IDV in DBA/2 mice. Six-week-old female DBA/2JRj mice were infected with 10°
TCID,, of D/5920 intranasally. Necropsies were performed at 4 dpi for three mice, and nasal turbinates,
trachea, and lungs were collected and the tissues homogenized. The pure homogenate was used to
intranasally infect three naive mice (30 ul/mouse) and titrated in parallel using the TCID5, method. After
five serial passages, 16 DBA/2 mice were separated in two groups, with 8 noninfected (controls) mice and
8 mice infected intranasally with 30 ul of mouse-passaged IDV (D/5920-M5). Clinical observations were
recorded daily, and necropsies were performed at 4 dpi (3 mice infected and 3 mice noninfected; the
organs collected were the brain, nasal turbinates, trachea, lungs, spleen, liver, kidneys, and intestines).
Blood was collected at 14 dpi before euthanasia of the remaining mice.

Sample treatments. Whole organs were dissociated using the tissue homogenizer Precellys 24 (Ozyme),
resuspended in 500 ul of PBS, centrifuged, and stored at —80°C until further analysis. Blood was also taken at
the end of the experiments (14 dpi) for serology. Blood was taken at 2 dpi and 6 dpi to study viremia.
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Determination of virus titers by TCID,. All samples from infected mice were titrated using the 50%
tissue culture infective dose (TCID,,), as described elsewhere (63), using ST cells and with a 5-day culture.
The titers were determined using the Reed and Muench method (64). A positivity threshold was set at
1.5 log,, TCIDsy/g of organ.

Real-time PCR to study the immune response. The real-time RT-PCR for immune response
quantification was performed using the iTaq Universal SYBR green one-step kit (Bio-Rad), and the
primer sequences are available upon request. For the relative quantification, we used a housekeep-
ing gene (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [GAPDH]) to normalize the amount of the
target gene. We used the following calibrator formula: 2722¢7. Here, C; is the cycle threshold, and
AAC; represents the following: AC; (sample) ([Creyiokine gene — Crhousekeeping genel Of infected mice) —
AC; (calibrator) ([Creyrokine gene = Crhousekeeping genel Of NONINfected mice). The mean AC; values were
used for analysis, and the results are represented as the mean * standard deviation (SD).

Hemagglutination inhibition assay. Sera were treated with receptor-destroying enzyme (RDE;
Seika), following the manufacturer’s instructions. Then, they were hemadsorbed on packed horse red
blood cells. The HI assay was performed as previously described (29), with 4 hemagglutination units
(UHA) of D/bovine/France/5920/2014 or D/bovine/Nebraska/9-5/2012 and 1% horse red blood cells.

Histology and immunochemistry. At 2 dpi and 6 dpi, organs were collected and fixed in 10%
paraformaldehyde for 2 days. Nasal turbinates were decalcified in EDTA for 1 week. After fixation, tissues
were routinely processed in paraffin blocks, sectioned at 3 um, and stained with hematoxylin and eosin
for microscopic examination. Lesions were assessed histologically and graded as follows: —, no lesion; +,
light lesions; ++, moderate lesions; and +++, marked lesions.

Immunoreaction was performed on the paraffin-embedded sections with an in-house polyclonal
rabbit anti-IDV antibody (0.05% pronase retrieval solution, 10 min at 37°C; antibody dilution 1/1,000,
incubation overnight at 4°C) after a blocking step with normal goat serum (1/10 dilution; catalog no.
X0907; Dako). The anti-IDV antibody was revealed with a biotinylated polyclonal goat anti-rabbit
immunoglobulin conjugated with horseradish peroxidase (HRP; LSAB2 system-HRP, catalog no.
K0675; Dako) and the diaminobenzidine chromogen of the HRP (catalog no. TA-125-HDX; Thermo
Scientific).

Sequencing. Viral RNA was extracted from organ homogenates or from cell culture supernatant for
the inoculum, as described above, and cDNA was generated using the RevertAid reverse transcriptase
(RT) kit (Thermo Fisher), according to the manufacturer’s instructions. PCR was performed for each gene
segment using Phusion high-fidelity polymerase (Thermo Fisher) and previously published primers (12).
The PCR products were purified using the QIAquick gel extraction kit (Qiagen), according to the
manufacturer’s instructions. Sanger sequencing was performed using the GATC Biotech platform (Ger-
many), and the sequences were aligned with ClustalW, available on BioEdit (65), and compared with
reference D/5920 sequences.

Statistics. The variations in the weights of the mice were analyzed using a two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by the Bonferroni multiple-comparison test. The viral (TCIDs,) titers were
compared with a one-way ANOVA, followed by the Tukey multiple-comparison test. The fold changes in
mRNA transcript levels for the immune response were compared using a one-way ANOVA, followed by
Dunn’s multiple-comparison test. Statistical tests were performed using GraphPad Prism 5.0. A P value of
=0.05 was considered significant.
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ABSTRACT Respiratory syncytial virus (RSV) is the main cause of severe respiratory
infection in young children worldwide, and no therapies have been approved for
the treatment of RSV infection. Data from recent clinical trials of fusion or L poly-
merase inhibitors for the treatment of RSV-infected patients revealed the emergence
of escape mutants, highlighting the need for the discovery of inhibitors with novel
mechanisms of action. Here we describe stapled peptides derived from the N termi-
nus of the phosphoprotein (P) that act as replication inhibitors. We demonstrate that
these peptides inhibit RSV replication in vitro and in vivo by preventing the forma-
tion of the N°-P complex. The present strategy provides a novel means of targeting
RSV replication with constrained macrocyclic peptides or small molecules and is
broadly applicable to other viruses of the Mononegavirales order.

KEYWORDS N°-P complex, RSV resistance mutants, antiviral agents, inhibitors,
phosphoprotein, respiratory syncytial virus, stapled peptides

espiratory syncytial virus (RSV) is very contagious and represents the main cause of

severe acute respiratory tract illness in young children worldwide. In 2005, RSV
caused almost 34 million cases of lower respiratory infections in children under 5 years
of age, with 3 to 10% of them requiring hospitalization, accounting for 45% of the total
child admissions (1). In the United States, it has been estimated that RSV is responsible
for 86,000 child hospitalizations per year, with an estimated cost of $394 million (2). A
recent study performed by Pneumonia Etiology Research for Child Health (PERCH)
across 7 countries revealed that RSV was the reason for hospitalization for 31% of all
children hospitalized with severe pneumonia (3). In addition, the virus is also increas-
ingly recognized as an important pathogen in the elderly population as well as in bone
marrow transplant recipients (4). The current standard of care consists of prophylactic
treatment of at-risk infants with palivizumab (Synagis), a monoclonal antibody that is
administered monthly as an injectable during the peak season of infection (typically,
November to March in Europe and in the United States). However, its limited efficacy
(approximately 50%) and high cost (€5,000 per treatment) limit its use to preterm
infants with bronchopulmonary dysplasia and chronic respiratory disease and new-
borns with congenital heart disease (2). As a result, 60% of at-risk children remain
untreated, and no efficient therapy is available to treat the adult population.

RSV is an enveloped negative-strand RNA virus that belongs to the Mononegavirales
order and that is a member of the Pneumovirus family (5). The genomic RNA of RSV is
15 kb in length and contains 10 tandemly linked genes that encode 11 proteins in the
following order: the nonstructural NS1 and NS2, nucleoprotein (N), phosphoprotein (P),
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Ni N Ni+1

FIG 1 Partial representation of the nucleoprotein ring with 3 out of the 10 N subunits, showing the
interactions between protomers (PDB accession number 2WJ8). The surface of the N, protomer is shown
in gray. The ribbon structures of the N, _ ; and N, , , protomers are shown in red and green, respectively,
and the RNA is shown in gold. The CTD and NTD are indicated on the structure of the N, _ , protomer.
The N; _ , protomer CTD-arm, which binds atop the N, protomer CTD, and the N, , , protomer NTD-arm,
which binds against the flank of the N, protomer, are shown.

matrix (M), small hydrophobic (SH), glycoprotein (G), fusion (F), M2-1 and M2-2 (bicis-
tronic), and large (L) proteins. To replicate, the negative-strand RNA genome must be
converted into the antigenome positive strand by the RNA-dependent RNA L polymer-
ase. The newly synthesized antigenome strand serves as the template for further copies
of the genomic RNA. Both the neosynthesized antigenome and genome strands are
encapsidated by nucleoprotein N to form ribonucleocapsids (RNCs). The nucleoprotein
oligomerizes and enwraps the genomic RNA with its two globular domains, the
N-terminal domain (NTD) and the C-terminal domain (CTD), linked through a hinge
region (6). The NTD and the CTD have N- and C-terminal extensions, named NTD-arm
and CTD-arm, respectively (Fig. 1), that play a key role in the formation of the
nucleocapsid: the N; _ ; protomer CTD-arm binds atop of the N, protomer CTD, and
simultaneously, the N; , ; protomer NTD-arm binds against the flank of the N; protomer
(i is the middle subunit of three adjacent N protomers). These two protein-protein
interactions mediated by the CTD- and NTD-arms hold the protomers together and are
therefore critical for the oligomerization of N. Prior to the encapsidation of genomic
RNA, N is kept in an assembly-competent form known as N° by binding to the
chaperone phosphoprotein (P) until it is delivered to nascent synthesized viral RNA (4).

Because of the high propensity of nucleoprotein N to interact with RNA and
oligomerize, the isolation and characterization of the N°-P complex are challenging and
have not yet been successfully achieved, and the molecular mechanisms involved in
the transition from the N°-P complex to the N-RNA nucleocapsid still remain to be
elucidated. Bioinformatic studies have suggested that all P proteins of the Mononega-
virales use their N-terminal subdomain (P N-ter) as a means to maintain N in its
monomeric RNA-free N° form (7). The resolution of the N°-P X-ray structures of Nipah
virus (8), measles virus (MeV) (9), human metapneumovirus (HMPV) (10), Ebola virus
(11), Marburg virus (12), vesicular stomatitis virus (VSV) (13), and parainfluenza virus 5
(PIV5) (14) confirmed this hypothesis and brought evidence that these viruses share a
similar mechanism. In all cases, P N-ter competes with the binding of the N, ,
protomer NTD-arm to the N; protomer, thereby preventing the oligomerization of N.
However, the mechanism to prevent the binding of RNA appears to differ among
viruses; in the case of VSV, P N-ter folds into a long a-helix and directly blocks the
RNA-binding groove (13), while for MeV, HMPV, PIV5, and Nipah, Ebola, and Marburg
viruses, P N-ter folds into two shorter a-helices and uses an allosteric mechanism to
keep N°in an open, RNA-free conformation. For RSV, although no X-ray structure of the
NO-P complex has been resolved to date, recent studies have provided hints about how
this complex might be structured. First, nuclear magnetic resonance (NMR) studies have
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identified a transient a-helix at the P N-ter spanning residues Asp12 to lle24 (15).
Second, the residues of P N-ter that are required to bind specifically to N° have been
identified by Ala scan mutagenesis, and it was shown that overexpression of P N-ter
from residues 1 to 29 [P(1-29)] can impair RSV polymerase activity (16). Third, a
biochemical study of the RSV N°-P complex in solution suggested a strong structural
homology with the N°-P complex of HMPV (17). The X-ray structure of the HMPV N°-P
complex revealed that P uses two structural motifs to bind to the N° CTD subdomain:
P(14-28) folds as an a-helix and binds atop the CTD, and P(1-12) is unfolded in an
extended conformation and binds at the flank of the CTD (10). Superimposition of the
NO-P complex with the N-RNA complex showed that the P peptide competes with the
binding of the N; . ; protomer NTD-arm and the N, _ ; protomer CTD-arm.

In the present work, we wished to investigate whether peptides derived from RSV
P(1-30) can be used to inhibit RSV replication through preventing the oligomerization
of N. Such a strategy has already been proposed for RSV and rabies and Nipah viruses
(8, 16-18). However, developing peptides into a drug can be very challenging due to
their poor bioavailability. Recently, the stapled peptide technology has emerged as a
promising tool to solve this issue (19, 20). Nonnatural olefinic amino acids are incor-
porated into the peptides, and the olefinic side chains are cross-linked by ruthenium-
catalyzed metathesis. The nature of the staple incorporated can increase dramatically
the potency, proteolytic stability, and cellular permeation of the peptide, as it consists
of a large hydrophobic all-hydrocarbon macrocycle (21). In the study described here,
we performed a stapled peptide scan of the RSV P N-ter and we identified a peptide
capable of inhibiting RSV infection in vivo.

RESULTS

Stapled peptide scan across the P N-terminal domain. Previous NMR studies
have shown that P(12-24) folds into an a-helix upon binding to N° (15). The helical
wheel representation of P(11-28) shows that the transient helix is composed of a core
of hydrophobic residues on one face of the a-helix and hydrophilic residues on the
other face (Fig. 2A and B), a characteristic of amphipathic helices. The amino acids that
were identified by Ala scan mutagenesis to be required for the binding of P to N° (16)
are located on the predicted hydrophobic face of the helix. Consistent with this,
modeling of the RSV N°-P complex revealed that Ala13, GIn14, Ala17, Phe20, Leu21, and
lle24 make van der Waals contact in the CTD N° binding groove (17) (Fig. 2C). Based on
these predictions, we decided to stabilize the transient a-helix of P(12-24). Given that
at least 16 to 18 residues are usually required to successfully stabilize an a-helix in
aqueous solution (22) and that Phe28 appeared to fit well into the helical wheel
representation, we decided to focus on P(11-30). A stapled peptide scan of P(11-30)
was performed by inserting the all-hydrocarbon cross-link at the hydrophilic face of the
helix, the presumed noninteracting face of the helix. (19). We tested all i, i + 3 and i,
i + 4 staples, which span one turn of the a-helix, as well as the i, i + 7 staples, which
span two turns of the a-helix (i is the position at the N terminus of the peptide where
the first amino acid used for stapling is incorporated) (Table 1). We also prepared
negative controls, peptides 1d and 2d, where the staple was introduced at two
positions, which should impair the binding of the peptide to N°. The peptides were
synthesized by solid-phase peptide synthesis, and the staples were incorporated by
closure of the macrocyclic bridge using ruthenium-mediated ring-closing olefin me-
tathesis (19).

To investigate whether the insertion of the staples in the P peptide resulted in an
increase in the a-helical content, the peptides were analyzed by circular dichroism (CD).
As it can be seen in Fig. 3, the CD spectra of wild-type peptide P(11-30) displayed a
negative Cotton effect at approximately 195 nm, the signature of a random coil
conformation. As expected, the insertion of a staple in the peptide resulted in a
significant shift in the CD spectra, which then displayed two negative Cotton effects at
approximately 207 and 222 nm, as well as a positive Cotton effect in the far-UV range,
the CD signature of « helices (Fig. 3A to C). The stabilization of P(11-30) was observed
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FIG 2 Primary amino acid sequence of the P N terminus and model of the P binding site on monomeric N. (A) The
sequence of the first 30 N-terminal amino acid of P is presented, with residues identified to be critical for the
interaction with N° indicated in red. The location of the a-helix, characterized by NMR (15), is indicated by a
blue arrow above the sequence. (B) Helical wheel representation (made with HeliQuest online software) of the
putative a-helix located between residues 11 and 28 of P. Residues critical for N° binding (16) are numbered in red.
The hydrophilic face is indicated by a black half circle. Positively charged residues are in blue, negatively charged
residues are in red, neutral residues are in gray, serine and threonine are in purple, uncharged residues are in pink,
and hydrophobic residues are in yellow. (C) Model of the N°-P binding site. The surface of N° is presented in gray.
The ribbon structures of the peptide P(1-28) (orange), of the N, _, protomer CTD-arm (red), and of the N, , ,
protomer NTD-arm (green) are superimposed on the N surface, showing that the P binding site overlaps both the
NTD- and CTD-arms of adjacent protomers. The putative P residues making hydrophobic contacts with N° are
shown on the a-helix in black. This model was generated with the Molecular Operating Environment (MOE) using
the structures with PDB accession numbers 2WJ8 and 5FVD.

in all staples tested, although the degree of a-helical content varied dramatically
depending on the staple (5% to 100%) (Fig. 3 and Table 1). Peptides displaying a-helical
contents higher than 30% were peptides 1¢, 1e, and 1f for the i, i + 3 staples, peptides
2b, 2e, and 2f for the i, i + 4 staples, and peptides 3a, 3b, 3¢, and 3d for the i, i + 7
staples. The a-helical stabilization appeared to be higher for the i, i + 7 staples overall.
Altogether, these data are consistent with those from previous studies (15-17) and
suggest that P N-ter does contain a transient a-helix subdomain.

Affinity of stapled peptides for the monomeric N protein. Next, we implemented
a biochemical fluorescent polarization (FP) assay to investigate the impact of the
incorporation of the staple on the binding affinity of the P peptides to N°. For this assay,
fluorescently labeled P(1-40) was synthesized and incubated with monomeric N
protein (Nm°nr°), a recombinant NK170A/R185A double mutant reported previously (16).
The K179A/R185A mutations were shown to impair the binding of RNA to the N
protein (here named N™°n°), thereby enabling the purification of a monomeric,
RNA-free RSV N protein. Upon binding to Nm°no, the rotation of the fluorophore of
6-carboxyfluorescein (FAM)-P(1-40) is reduced, thereby causing a significant increase in
the polarization of the fluorescence signal. The difference in the fluorescent signal
between the bound probe and the free probe could then be used to perform a
dose-response competition assay in the presence of a competitor capable of displacing
the labeled probe. The wild-type unstapled peptide, P(11-30), was able to displace the
binding of the labeled probe to N™ene with a half-maximal inhibitory concentration
(ICs0) of 7.9 uM (Table 1). As expected, no competition could be observed for negative-
control peptides 1d and 2d. In contrast to the beneficial effect observed in the circular
dichroism studies, stapling did not improve the competitive binding activity of the
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TABLE 1 Amino acid sequences, a-helical content, and IC5, values of single stapled peptides derived from P(11-30)9

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Sequence at position:

Staple and
peptide® 1 15 20 25 30 % helicity 1C5, (uM)
Wild type E D A N N K A T K F L E S 1 K G S NA 79+18
iit+3
la e - 55 >100
1b L L +o- X - oo - 11.5 337 * 25
Tc e - 589 49.7 *+ 26.1
1d e - 242 >100
le ..o oo - 307 37.6
1f Sy - >100 13 = 1.1
1g L L X 255 >100
ii+a
2a S X e X e e - 179 232 =74
b e - 310 114 + 53
2 e - 168 88 = 1.8
2d B - L T O - - 10.1 >100
2e e - >100 136 * 24
2f e . - 465 NA
29 .o oo o oo ..o oo X X 24 ND
iit+7
3a - S - 646 21 *07
3b S Y S D S - 365 NA
3c e - 9.0 39.2 = 640
3d e - 353 23+ 11
3e S X 199 2513

a8, R-octenylalanine; X, S-pentenylalanine; +, R-pentenylalanine; -, no change in sequence from the wild type; ICs,, half-maximal inhibitory concentration; NA, not
applicable (the labeled probe displays a polarization signal higher than that of the Nmono/labeled probe complex in the presence of the stapled peptide); ND, not
determined. The key amino acids that were shown to be required to bind to N° are underlined (16); the amino acids in bold are predicted with our model (Fig. 2C)

to make hydrophobic contact with N°.
bPeptides 1d and 2d were used as negative controls and are identified in boldface.

studied peptides (IC, value range, 1 to 50 wM). In two instances (peptides 1a and 1g),
stapling appeared to be detrimental to the binding (Fig. 3D). Unexpectedly, we could
not assess the competitive binding activity of peptides 2f and 3b in this assay, because
the polarization signal increased instead of decreased in the presence of the competitor
(Fig. 3E and F). We found that this artifact was due to the nonspecific binding of the
peptides to the fluorescently labeled probe only, which most likely results in an
oligomer inducing a higher polarization than the N°-P(1-40) bound complex (data not
shown).

Identification of stapled peptide inhibitors of RSV replication. To investigate if
the P a-helix can be further stabilized on the N terminus, we extended the peptide
length to P(7-30) and performed another stapled peptide scan at the N terminus of the
peptide (Table 2). P(1-6) was not included because of the presence of Pro6, a strong
helix-breaking residue (23) that most likely results in a random coil region at the N
terminus of P. Similar to what had been observed with the stapled peptide scan of
P(11-30), we measured an increase in the helical content in the range of from 17% to
48%, except for peptide 4, peptide 4a, and peptide 4c, which were mostly random coils
(Fig. 4A). This is expected, since peptide 4 is unstapled and since peptide 4a and
peptide 4c bear a staple beyond the region predicted to be a transient helix (15). In
parallel, the binding affinity of the P peptides to N° was assessed as described above
using our FP biochemical binding assay (Fig. 4B). The wild-type unstapled peptide 4
was able to displace the binding of the labeled probe to Nmene with an ICy, of 39.4 uM
(Table 2). Peptides 4a, 4c, and 4f were not able to compete with the binding of the
labeled probe to N° at peptide concentrations as high as 400 uM. However, the other
peptides, peptides 4b, 4d, 4e, and 4g, showed IC,, values close to 5 to 6 uM (Table 2).
To investigate whether double stapling can improve the inhibitory potency of such
short peptides, as has been observed previously (24), we combined these staples with
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FIG 3 Biochemical characterization of the stapled peptides derived from P(11-30) tested in this study. The circular dichroism spectra (A,
B, and C) and the results of the N™ene fluorescence polarization competition assay (D, E, and F) for peptides containing staples at positions
i, i+ 3;i,i+4,and i, i+ 7, respectively, are shown. Peptides 1d and 2d, in which the staple was introduced at two positions which should
impair the binding of the peptide to N°, were used as negative controls. The curves were fitted in Igor Pro software using the Hill equation
function. Error bars are standard deviations from duplicates.
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TABLE 2 Amino acid sequences, a-helical content, and IC5, values of single stapled peptides derived from P(7-30)9

Sequence at position:

Peptide 7 10 15 20 25 30 % helicity 1C5, (M)
4 E FH G ED ANN KATIKE E L ESI1T K G K F A S NA 394 + 16.7
4a - -+ - - X - - - - - - - - - - - - - - - - 9.5 >400

4b T G - - - - 217 58 * 1.1
4c D S - - - - 65 >100

4d - - X e X - e e e e - - - - 280 52+ 1.1
4e e T T G T - - - - 288 55+ 0.8
af R - S T - - - - 72 >100

4g e e G - - - - 476 65+ 17

a8, R-octenylalanine; X, S-pentenylalanine; +, R-pentenylalanine; -, no change in sequence from the wild type; ICs,, half-maximal inhibitory concentration; NA, not
applicable. The key amino acids that were shown to be required to bind to N° are underlined (16); the amino acids in bold are predicted with our model (Fig. 2C) to

make hydrophobic contact with N°.

the best staples of peptides 1f and 3b found in the P(11-30) scan (Table 3). Circular
dichroism analysis revealed that all double-stapled peptides contained a significant
content of a-helical structure (30 to 75%), confirming that the insertion of a second
staple further stabilized the secondary structure (Fig. 5A and C). However, these
modifications did not improve the affinity for N°, as measured using the FP assay (Table
3). Nevertheless, we decided to assess the inhibitory activity of the resulting double-
stapled peptides on RSV-infected cells. As the targeted N°-P complex is located in the
cytoplasm, the antiviral activity depends both on the affinity of the peptides for N° and
on their capacity to enter the cell. It has been shown previously that the incorporation
of the staples can result in enhanced cellular permeability through an endosomal
uptake mechanism (20). To evaluate peptide antiviral activity, HEp-2 cells were infected
with a recombinant RSV expressing the mCherry reporter gene, and the inhibitory
activity of the stapled peptides was quantified by fluorescence analysis, as previously
described (24, 25) (Fig. 5B and D). We found that although it was inactive in the FP
competitive binding assay, peptide 4a3b was the most potent inhibitor, with a half-
maximal response inhibitory concentration (ECs,) of 14.6 uM (Table 3), whereas pep-
tides 4d3b, 3a1f, 4c3b, 2b1f, 2e1f, and 4e3b were somehow less active (ECs,, 19.8 uM,
25.3 M, 39.9 uM, 41.0 uM, 67.9 uM, and 73.2 uM, respectively). Similar results were
obtained when the cells were treated during and after infection, showing that peptides
do not target virus entry and that their activity depends on long-lasting events mainly
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FIG 4 Effect of extending the single stapled peptides at the N terminus of P(7-30). (A) The circular dichroism spectra of single stapled
peptides show that insertion of a staple at the N terminus does not stabilize the a-helical conformation. Peptide 4 without a staple was
used as a negative control. (B) The results of the biochemical fluorescence competition assay of single stapled peptides show that the

insertion of staples beyond P(12-25) does provide inhibitory activity to the peptides.
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TABLE 3 Amino acid sequences, a-helical content, and IC;, and EC;, values of double-stapled peptides derived from P(7-30)¢

Sequence at position:

Peptide 7 10 15 20 25 30 % helicity ICso (uM)  ECsy (M)
4 EFHGEDANN KATIKTE LEGSTIK GKTFAS NA 394 + 167 >100

1c1f - oo o oo ..o+ o oX <-4 - - X - 392 >100 >100

2b1fF - - - - - - - . - o o X - - - X - - - 4+ - - X - 376 NA 410 * 05
2elf ... ..o o oo oo o oX - - B - - X - 270 NA 67.9 * 0.0
3alf e T G ST V.2 NA 253 + 17.9
3b1f - - - - - - - - - 8 - - - - . o X - - 4+ - - X - 466 NA >100

4a3b - - 4 - = X - - - 8 - - - - - o X - - - - - - - 732 >100 146 + 13.9
e Y - S G T V' 640 = 1.7 399 * 45
4d3b - - - - = X - - = B - - = - = - [ - - < - - - - 361 198 =90 198 = 9.0
4e3b - - 8 - - - - - - B - - - - - - [ - - - - - - - 511 579+ 21 732 = 31.1

a8, R-octenylalanine; X, S-pentenylalanine; +, R-pentenylalanine; /, S-octenylalanine; B, bis-S-pentenylalanine; -, no change in sequence from the wild type; ICs,, half-
maximal inhibitory concentration; ECs,, half-maximal response inhibitory concentration; NA, not applicable (the labeled probe displays a polarization signal higher
than that of the Nmono/labeled probe complex in the presence of the stapled peptide). The key amino acids that were shown to be required to bind to N° are
underlined (16); the amino acids in bold are predicted with our model (Fig. 2C) to make hydrophobic contact with N°.

dependent on their capacity to cross the cellular membrane (data not shown). Given
that no cytotoxicity was observed in HEp-2 cells with a peptide concentration as high
as 100 uM (data not shown), the question of how peptide 4a3b was still able to inhibit
viral replication arose. We hypothesized that the loss of one ion pair in peptide 4a3b,
resulting from the replacement of Asp12 and Lys16 by the unnatural amino acids used
to insert the staple, had a negative impact on the binding kinetics toward recombinant
Nmene_on pairs are thought to be particularly important in stabilizing a-helix domains
in solution (26). Charged residues (Lys, Arg, Glu, Asp) located across adjacent turns of
the helix can have an important effect on the thermodynamic stability of the helix. To
investigate this, we introduced novel ion pairs or moved existing ion pairs at the
noninteracting face of the peptide by inserting Lys and/or Glu at the i, i+ 3 ori, i + 4
positions (Table 4). When the resulting peptides (peptides 5a to 5d) were tested in the
FP assay, we found that the binding to N™°n° was restored for all peptides tested.
Consistent with previous studies, the best helix former was obtained when two
(i + 4)E,K ion pairs were inserted (peptide 5a) and the worse helix former was obtained
when a reverse (i + 4)K,E bridge was inserted (peptide 5d) (26). For all peptides
modified with these ion pairs, inhibition of viral infectivity was maintained at ECg,
values similar to those for parent peptide 4a3b (Fig. 6A). However, peptides 5b and 5d
showed some toxicity at a peptide concentration of 50 uM (Fig. 6B). Altogether, these
data suggest that peptide 4a3b inhibits replication in HEp-2 cells by targeting the N°-P
complex.

To confirm that the double-stapled peptides identified here (peptides 5a to 5d)
specifically target the N°-P complex, we tested the inhibitory activity of the peptides
using a plasmid-based RSV minigenome replication assay (27). Briefly, the dicistronic
RSV minigenome pM/Luc was cotransfected into BSRT7/5 cells expressing T7 RNA
polymerase, together with plasmids pN, pP, pL, and pM2-1, resulting in the replication
and transcription of the minigenome. Hence, preventing the formation of an N°-P
complex competent for genomic or antigenomic RNA encapsidation would result in a
decrease in the production of the luciferase (Luc) reporter. As shown in Fig. 6C,
incubation of the cells in the presence of 25 uM peptides reduced approximately 30%
to 40% of the luciferase activity compared to that of the control untreated cells. It is
noteworthy that at this concentration no cellular toxicity was detected for any peptide
except peptide 5d, which induced 40% cell mortality at this concentration (Fig. 6D).
Given that no toxicity for uninfected HEp-2 cells was seen in the viral cellular inhibition
assay with 50 uM peptides 5a and 5c (Fig. 6B), the toxicity observed here at concen-
trations higher than 30 uM was most likely due to the transfection of the plasmids with
the Lipofectamine reagent and not to the administration of the peptides. Previously, we
have shown, using the same minigenome assay, that the replacement of P residues
critical for the interaction with N° by Ala resulted in a 50% reduction in polymerase
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FIG 5 Effect of double-staple optimization on peptide 4. The single staples of P(7-30) were combined with the best staples of peptides 1f (A and C) and 3b
(B and D) identified in the P(11-30) scan. (A, B) Circular dichroism spectra of double-stapled peptides derived from P(7-30). (C, D) Inhibition of RSV infection
in HEp-2 cells by optimized double-stapled peptides. Cells were infected with rHRVS-mCherry at an MOI of 0.2, and the mCherry fluorescence was measured
at 48 h postinfection. The curves were fitted in Igor Pro software using the Hill equation function. Error bars are standard deviations from duplicates. Data are

representative of those from three independent experiments.

activity (16). We have also shown that the overexpression of P(1-29) led to the partial
inhibition of the polymerase activity. The data obtained with the stapled peptides 5a,
5b, and 5c in the present study are consistent with these previous observations.

In vivo activity of peptide 5a in living mice. Next, we assessed the antiviral activity
of our lead stapled peptide in a mouse RSV infection model (25). Given the similar range
of potency that was observed for our peptide 5a to 5d series in the cellular viral and
minigenome inhibition assays, peptide 5a was selected for this study, first, because it
displayed the highest affinity toward the N™°en° value in the biochemical inhibition
assay (Table 4) and, second, because it showed no toxicity (Fig. 6B and D). We first
investigated the potential toxicity of peptide 5a in vivo by treatment of BALB/c mice
8 weeks of age (n = 5) by intranasal (i.n.) administration of peptide 5a (50 wl at 215 uM
in phosphate-buffered saline [PBS]) or PBS at days 0 and 2. Daily monitoring of the
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TABLE 4 Amino acid sequences, a-helical content, and IC5, and EC;, values of double-stapled peptides derived from peptide 4a3b“

Sequence at position:

Peptide 7 10 15 20 25 30 % helicity 1C5, (M) ECso (M)
4a3b EF + G EXANN 8ATIKE LEXIK GKF S 732 >100 14.6 = 13.9
5a - - - - - - - - E - - - - - - - - K - - - >100 0.83 £ 0.13 184 £ 93
5b - - - - - - - - E - - - - - - A - - - - - - - >100 194 £ 026 169 = 5.1
5c e - 797 184 + 018 185 * 106
5d - L K - - - E - - - - - - - - - - - - - - 75.7 1421 £ 294 6.0 = 4.2

a8, R-octenylalanine; X, S-pentenylalanine; +, R-pentenylalanine; -, no change in sequence from the wild type; ICs,, half-maximal inhibitory concentration; ECs,, half-
maximal response inhibitory concentration. The key amino acids that were shown to be required to bind to N° are underlined (16); the amino acids in bold are

predicted with our model (Fig. 2C) to make hydrophobic contact with N°.

mouse body weight from days 0 to 4 did not reveal any signs of toxicity (Fig. 7A). At
day 4, the mice were sacrificed and the lungs were collected to detect potential lesions.
As shown in Fig. 7B, no macroscopic sign of toxicity was observed upon treatment with
peptide 5a. Histological analysis of the lungs revealed some focal lesions of the
pulmonary parenchyma with infiltration by neutrophils for 3 of the 5 animals treated
with peptide 53, in contrast to the findings for the untreated control mice (which were
administered PBS), which showed no lesions (Fig. 7C). To test the antiviral activity of
peptide 5a, BALB/c mice 8 weeks of age (n = 5) were treated as described above by
intranasal administration of peptide 5a (50 wl at 215 uM in PBS) or PBS, followed by i.n.
inoculation of a recombinant human RSV (rHRSV) encoding the gene for firefly lucif-
erase, rHRSV-Luc (1 X 105 PFU) (25). The mice were then anesthetized at 2 days
postinjection (dpi), and viral replication was quantified using an in vivo imaging system
(IVIS) after i.n. injection of p-luciferin. Although no significant difference was detected
at this time point when considering the whole luminescence signal, a 2-fold reduction
in the level of RSV replication was detected in the noses of mice treated with peptide
5a compared to that in the noses of untreated mice (Fig. 8A and B). Peptide 5a was then
administered a second time to the mice, and replication was measured at 4 dpi. As
shown in Fig. 8B, a significant reduction in the amount of bioluminescence was
detected at 4 dpi in mice treated with peptide 5a compared to that detected in the
untreated control group. Furthermore, the bioluminescence in the lungs was signifi-
cantly reduced in mice treated with peptide 5a compared to that in the untreated
RSV-infected mice. Daily monitoring of mouse body weights revealed that RSV infection
did not induce any significant weight loss (Fig. 8C). This result is not surprising, since
mice infected by RSV under experimental conditions similar to those used in the
present study did not show clinical symptoms, as previously reported (25). Likewise, a
statistically nonsignificant loss of weight was observed in infected animals which were
treated with peptide 5a. Histological analysis of the lungs showed that RSV infection led
to a multifocal extensive marked interstitial pneumonia, characterized by a diffuse
thickening of the alveolar walls with mixed inflammatory cells. Mild periarteritis some-
times associated with focal hemorrhages and mild bronchitis with intraluminal necrotic
debris were also observed in all 5 animals tested (Fig. 8D). In contrast, the intensity of
interstitial pneumonia decreased upon inoculation of peptide 5a. Consistent with this
observation, the vascular and bronchial lesions were less severe and were seen in only
2 out of 5 animals. These observations confirm the antiviral effect of peptide 5a.

Altogether, these data show that stapled peptides targeting the N°-P complex are
capable of inhibiting RSV infection in vivo. Furthermore, no major sign of in vivo toxicity
was observed in the present study.

DISCUSSION

RSV is the main cause of severe respiratory infection in young children worldwide,
and no therapies have been approved for the treatment of infections caused by RSV.
Most of the antivirals under development aim at targeting the fusion protein (F),
responsible for virus entry (28, 29), or the enzymatic activities of L polymerase (30-32).
Importantly, most of the studies focusing on these antivirals report the appearance of
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FIG 6 Validation of the antiviral activity and the specificity of double-stapled peptides derived from P(7-30) in cells. (A) Inhibition of RSV infection
in HEp-2 cells by double-stapled peptides. Cells were infected with rHRVS-mCherry at an MOI of 0.2, and the mCherry fluorescence was
measured at 48 h postinfection. The curves were fitted in Igor Pro software using the Hill equation function. Error bars are standard deviations
from duplicates. Data are representative of those from three independent experiments. (B) HEp-2 cell viability upon treatment with peptides
alone at peptide concentrations of 50, 25, and 12.5 uM. Error bars are standard deviations from duplicates. Data are representative of those from
two independent experiments. (C) Inhibition of RSV polymerase complex by doubled-stapled peptides. BSRT7/5 cells were transfected with
plasmids pP, pN, pM2-1, pL, and pM/Luc, together with pRSV-B-Gal for transfection standardization. At 6 h posttransfection, the medium was
replaced by DMEM without antibiotics containing stapled peptides at 25 uwM. The luciferase activities were quantified with an Infinite 200 Pro
microplate reader and normalized based on B-galactosidase (B-Gal) expression and on the signal obtained for untreated cells. Error bars are
standard deviations from triplicates. Data are representative of those from three independent experiments. (D) Viability of BRST7/5 cells
transfected with the minigenome and treated with peptides at a concentration of 37.7 or 25 uM. Error bars are standard deviations from
duplicates. Data are representative of those from two independent experiments.

escape mutants upon selection pressure (33-39). The detection of novel specific targets
is thus warranted to support the development of combination therapies to minimize
the emergence of resistance. Recent reports suggest that the RSV N°-P complex may be
a suitable target for the development of antivirals. According to these studies, the
N terminus of P (P N-ter) prevents the oligomerization of N, required for specific
encapsidation of the viral antigenome and genome, through folding into an a-helix
and binding in a region of N where the CTD- and NTD-arms of the N protomers
interact (15-17). Consistent with these observations, the overexpression of P N-ter
was shown to be inhibitory in an RSV minigenome replication assay (16). Here, we
wished to develop peptide inhibitors derived from P N-ter using the stapled peptide
technology (19), with the aim to stabilize the transient a-helical conformation of
this P subdomain.

Using this chemistry, we performed a stapled peptide scan of sequences derived
from P N-ter. We observed that the insertion of a staple at the noninteracting face of
the predicted a-helix of P stabilizes the a-helical configuration. We identified novel
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FIG 7 In vivo toxicity assessment of peptide 5a. Groups of 5 BALB/c mice were treated at days 0 and 2 either with 50 ul of PBS or with
peptide 5a in PBS (50 ul at 215 uM) and sacrificed at day 4. (A) Daily body weight monitoring of BALB/c mice treated with or without
peptide 5a. (B) View of the lungs of euthanized mice treated with peptide 5a. (C) Histopathological analysis of lungs treated with PBS
or peptide 5a. Sections of fixed lungs were subjected to HES staining. Compared to control mice (left), animals treated with peptide 5a

(right) showed small scattered foci of mixed inflammatory cell infiltration (arrowhead) in the lung parenchyma.

double-stapled peptides that interfere with the binding of N° to P, thereby preventing
the delivery of N to the nascent RNA, unlike the unstapled peptides, which were
previously shown to not be capable of inhibiting RSV in cells (40). Of all the single
staples that were screened, only the staples inserted in P(15-30) could successfully
stabilize the a-helix, corroborating the hypothesis that the a-helix must be located
within Asp12 and Lys25 (15, 16). Our efforts to further stabilize the helix at the N
terminus of P(7-12) were unsuccessful. Given that the N terminus contains an
a-helix-breaking residue (Pro6), it is therefore unlikely that P(6-12) folds into a
second short a-helix, as it has been described for other viruses (8-12). This
observation is consistent with the findings of the bioinformatics studies of Karlin
and Belshaw (7), which predicted that all Pneumovirinae have a conserved
N-terminal motif, named mir, located between Phe8 and Phe20 in RSV. Recently, the
X-ray structure of the N°-P complex of HMPV has been solved (10), revealing that
HMPV P uses two a-helices to contact N9, a long helix spanning Gly12 to Leu26 and
a short helix spanning Glu5 to 1le9 (yellow and green, respectively, in Fig. 9A). These
two helices bind to N° in an L shape and are connected by Leu10 and Phe11, which
make a deep hydrophobic contact with N°. The alignment of the RSV and HMPV P
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FIG 8 In vivo anti-RSV activity of stapled peptide 5a in mice. Groups of 5 female BALB/c mice were treated i.n. with peptide 5a or PBS as a control. The mice
were then infected with 1 X 10° PFU of rHRSV-Luc intranasally. The bioluminescence was measured at 2 dpi, and the mice were treated a second time. Finally,
bioluminescence was measured at 4 dpi, the mice were sacrificed, and the lungs were collected. (A) Bioluminescence was measured by inoculation of p-luciferin
i.n. (7mg-kg~") and by using an IVIS. The scale on the right indicates the average radiance (sum of the number of photons per second from each pixel inside
the ROI/number of pixels). p/s/cm?/sr, number of photons per second per square centimeter per steradian. (B) Bioluminescence activities were quantified using
Living Image software. The whole luminescent signal or specific signals in the nose or lungs of infected mice were quantified. The significance of the difference
between groups was determined using the Mann-Whitney test (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ns, not significant). p/s/cm?, number of photons per second per square
centimeter. (C) Body weight monitoring of RSV-infected mice treated or not treated with peptide 5a. (D) Histopathological analysis of lungs of RSV-infected mice

(Continued on next page)
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FIG 9 Comparison of the N terminus of the RSV and HMPV P proteins. (A) HMPV N°-P complex. The
surface of N° is shown in light brown. P(1-28) is shown as a ribbon. HMPV P binds to a flat surface atop
the N° CTD using a long a-helix (shown in yellow); it also binds at the flank of the N° CTD into a big cavity
using one turn of the a-helix and a random coil domain (shown in green). The side chains of P residues
that make strong hydrophobic contact with N° are highlighted in red. (B) Primary sequence alignment
of the RSV and HMPV P N-ter motifs (7). The putative a-helix of RSV P is shown as a black arrow above
the sequence. The RSV P residues making hydrophobic contact with N° are highlighted in green. The
long and short a-helices of HMPV P N-ter are represented as yellow and green arrows below the
sequence, respectively. The key residues binding to N° are color coded in red.

sequences shows a remarkable similarity between the long helix of HMPV and the
predicted a-helix of RSV (Fig. 9B). The HMPV P residues making the key hydrophobic
contact with N©, i.e., Phe23, GIn24, and Leu27, correspond to Phe20, Leu21, and
lle24, respectively, in RSV. These residues were identified to be critical in our former
biochemical studies and appear to be conserved between RSV and HMPV (16).
Strikingly, the two other amino acids making the hydrophobic contact with N° in
HMPV P (Ala16 and Ala20) are also conserved in RSV (Ala13 and Ala17, respectively;
Fig. 9B). Furthermore, the two HMPV P residues Leu11 and Phe12, which are deeply
buried in the N° cavity, correspond to Glu7 and Phe8, respectively, in RSV. As the
Phe8Ala substitution was also found to result in a drop of polymerase activity using
the minigenome assay, it is also possible that this residue makes an important
hydrophobic contact with N° (16). Altogether, these data strongly suggest that the
binding of the predicted a-helix of RSV P(12-25) to N° is similar to that of the long
helix of HMPV P. Whether a short helix is also used by RSV, as is the case in HMPV,
remains to be seen, but this seems to be unlikely, given the presence of a proline
and charged polar residues at the N terminus of the sequence.

Of the most interest, peptide stapling was shown to facilitate the cellular uptake of
our peptides, a condition necessary to successfully target the N°-P complex, since the

FIG 8 Legend (Continued)
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treated with PBS or with peptide 5a. Sections of fixed lungs were subjected to HES staining. Extensive suppurative pneumonia (top) was observed in all
RSV-inoculated animals, with the alveolar presence of neutrophils and cellular debris indicated (arrowhead). Untreated animals additionally displayed some
marked vascular lesions (bottom left). Treatment with peptide 5a reduced the intensity of pneumonia, and the occurrence of vascular lesions was noteworthy

(bottom right). (Top and bottom) Representative lungs sections at low and high magnifications, respectively.
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mechanism of viral replication occurs within cells. We optimized stapled peptides
derived from P(7-30) and were able to achieve inhibition of viral replication in cell
culture with an EC, of approximately 10 uM. Importantly, we found that the most
active peptide, peptide 5a, inhibited viral replication in vivo in a mouse model. Usually,
peptide antiviral strategies target the viral entry step because this mechanism has the
advantage of being extracellular and therefore does not require a cell-permeant
molecule to be inhibited. To prevent proteolytic degradation and improve the binding
affinity to the target, peptides are constrained with various macrocyclization chemis-
tries. A plethora of examples has been reported, including the insertion of a lactam
bridge in RSV F (41, 42) or the influenza virus hemagglutinin stem (43) and the insertion
of staples in RSV F (24, 44), HIV gp41 (21, 45), and Ebola virus GP2 (46). Because the
mechanism for viral replication occurs intracellularly, cell-permeant molecules are
needed to inhibit the N°-P complex. Despite the fact that the peptide was administered
through nasal inhalation, peptide 5a was still capable of reaching the upper and lower
respiratory tracts of living mice and inhibit viral replication. This is a significant
achievement, suggesting that stapled peptides may be used to develop novel antivirals
targeting the N°-P complex.

Of course, a medicinal chemistry effort is still needed to improve the potency of
these molecules, such as the replacement of critical residues of P by natural and
nonnatural amino acids with the aim to enhance the binding affinity of the stapled
peptides for N°.

In conclusion, we have shown that constrained a-helical stapled peptides derived
from P N-ter can inhibit RSV replication by targeting the N°-P complex. Based on the
structural homology between the N°-P complexes of the Mononegavirales, such a
strategy could also be used for all viruses of this order. More specifically, given the
strong sequence homology between the N termini of the RSV and HMPV P proteins, it
can be expected that the peptides identified in the work presented here may be
directly amenable to the inhibition of HMPV. Regardless of whether stapled pep-
tides, other macrocyclic peptides, or small molecules are used to target the N°-P
interaction, the present strategy is a novel means to develop antivirals with activity
against RSV and/or other Mononegavirales and opens new perspectives for combi-
nation therapies.

MATERIALS AND METHODS

Materials. 9-Fluorenylmethoxy carbonyl (Fmoc)-amino acids and coupling reagents were purchased
from Aapptec, Bachem, PolyPeptide, and Sigma-Aldrich. The nonnatural olefin-containing amino acids
were purchased from Okeanos Technology Co., Ltd. Solvents were purchased from Acros Organic,
Biosolve, and Sigma-Aldrich.

Cell culture. HEp-2 cells (ATCC number CCL-23) were maintained in Eagle’s minimum essential
medium (EMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, and penicillin-
streptomycin solution. BHK-21 cells (clone BSRT7/5) constitutively expressing the T7 RNA polymerase (47)
were grown in Dulbecco modified essential medium (DMEM) supplemented with 10% FCS, 2 mM
glutamine, and antibiotics. Cells were grown in an incubator at 37°C in 5% CO,. Recombinant human RSV
strains corresponding to the RSV Long strain expressing either the mCherry or the luciferase protein
(rHRSV-mCherry and rHRSV-Luc, respectively) were amplified and titrated as previously described (25). All
experiments with RSV were carried out in biosafety level 2 facilities.

Peptide synthesis. Peptides were synthesized by solid-phase peptide chemistry on Rink Amide AM resin
LL (100 to 200 mesh; Novabiochem), using an Apex 396 automated multiple-peptide synthesizer (Aapptec) at
a 50-umol scale. Each coupling was performed for 1 h at room temperature, using 200 umol of
Fmoc-amino acid preactivated with 190 umol of 1H-benzotriazolium-1-[bis(dimethylamino)methylene]-5-
chloro-hexafluoro-phosphate-(1-),3-oxide (HCTU) and 400 umol of diisopropyldiethylamine (DIEA) in
N-methyl-2-pyrrolidone (NMP). For the coupling following the nonnatural olefinic amino acids, HCTU was
replaced by 190 umol of 1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorophosphate (HATU), and the coupling was performed twice for 1 h each time at room
temperature. Following final Fmoc deprotection and N-terminal acetylation, the metathesis was per-
formed under constant nitrogen degassing in a 2-ml solution containing 10 mM 1st-generation Grubb’s
catalyst in dichloroethane (DCE). The metathesis was performed for 2h at room temperature. The
peptides were deprotected and cleaved from the resin with a cleavage cocktail consisting of trifluoro-
acetic acid-triisopropylsilane-H,O (95:2.5:2.5) for an hour and a half. Crude peptides were analyzed by
ultraperformance liquid chromatography (UPLC)-mass spectrometry (performed with a Waters Acquity
ultraperformance liquid chromatograph and a Micromass Quattro micro APl mass spectrometer) on an
Acquity UPLC BEH C, 4 column (particle size diameter, 1.7 ul; 1.0 by 50 mm) and purified by preparative
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high-performance liquid chromatography (performed with a Waters 2777 sample manager, a Waters
2545 binary gradient module, and a Waters 2487 dual A absorbance detector, using a Waters C, 4 Xbridge
PreShield RP18 column [19 by 100 mm; particle size diameter, 5 um]). Samples were lyophilized and
quantified with a Qubit (version 2.0) fluorometer (Life Technologies).

Expression and purification of recombinant monomeric N protein. Escherichia coli BL21(DE3)
bacteria (Novagen, Madison, WI) were transformed with the pET-NK170A/R185A yector, which has been
described previously (16). The bacteria were grown at 37°C for 8 h in Luria-Bertani (LB) medium
containing kanamycin (50 ng/ml), and then the same volume of LB was added and protein expression
was induced by adding 80-ug/ml isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG) to the medium. The
bacteria were incubated for 15 h at 28°C and then harvested by centrifugation. The protein was purified
using a C-terminal 6XHis tag. Briefly, bacterial pellets were resuspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCI,
pH 8, 500 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 10 mM imidazole, 1-mg/ml lysozyme) supplemented with
cOmplete protease inhibitor cocktail (Roche). After sonication, NaCl was added to obtain a final
concentration of 1M, before centrifugation. The lysates were incubated for 30 min with chelating
Sepharose Fast Flow beads charged with Ni2* (GE Healthcare). The beads were then successively washed
in washing buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8, 1 M NaCl) containing increasing concentrations of imidazole (10,
50, and 100 mM), and the proteins were eluted in the same buffer with 500 mM imidazole. In order to
isolate the recombinant monomeric N protein (N™°"°), eluate was loaded onto a Sephacryl S-200 HR
16/30 column (GE Healthcare) and eluted in 20 mM Tris-HCl, pH 8.5, 150 mM NaCl, 5% glycerol.

CD spectroscopy. The circular dichroism spectra were acquired on a Chirascan spectropolarimeter.
The samples were prepared in 10 mM phosphate buffer, pH 7.5, at a peptide concentration of 50 uM.
Data were recorded at 25°C by step scan from 180 nm to 260 nm in a 0.5-mm-pathlength quartz cell
using 0.2-nm-wavelength increments, a 1-nm bandwidth, and a response time of 1 s. Each spectrum was
an average of three measurements and was subtracted from the buffer baseline. The data were
converted to per residue molar ellipticity units (6; in degrees - square centimeters - decimoles~—" - number
of residues—') and smoothed using Igor Pro software. Percent helicity was calculated as follows:
(100 X CD,,,)/(C X N X {40,000 X [1 — (2.5/N)]}), where CD,,, is the molar ellipticity (6) at 222 nm (in
millidegrees), N is the number of amino acids in the peptide, and C is the peptide molar concentration
(in moles per liter).

Fluorescence polarization assay. The FAM-P(1-40) peptide probe was synthesized by standard
SPPS procedures at GenScript. The fluorescence polarization assay was performed in 384-well plates
using a SpectraMax Paradigm microplate reader (Molecular Devices) and excitation and emission
wavelengths of 485 nm and 535 nm, respectively. The acquisition time was 700 ms, and the read height
was 1T mm. Ten microliters of the appropriate peptide inhibitor concentration (serially diluted) in FP
buffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.5), 10 ul of FAM-P (1-40), and 10 ul of the N™m°"° recombinant
protein were added in that order, and the mixture was incubated for 30 min at room temperature in the
dark. The final concentration of N™ene protein was 2 to 8 uM, and the concentration of the FAM-P probe
was 10 nM. The IC;, value was calculated using Igor software.

rHRSV-mCherry inhibition assay. HEp-2 cells seeded at 5 X 10 cells per well in 96-well plates were
infected at a multiplicity of infection (MOI) of 0.2 for 2 h with rHRVS-mCherry diluted in minimum
essential medium (MEM) without phenol red and without fetal calf serum (FCS). In parallel, peptides were
2-fold serially diluted in dimethyl sulfoxide (11 dilutions) and then further diluted in MEM without phenol
red medium containing 2% SVF. After infection, the medium was replaced by MEM containing the
different concentrations of peptides. The plates were incubated 48 h at 37°C, and the mCherry fluores-
cence was measured using a spectrophotometer (Tecan Infinite M200PRO) with excitation and emission
wavelengths of 580 and 620 nm, respectively. The value obtained for noninfected HEp-2 cells was used
as a standard for the fluorescence background level, and the value obtained for infected and untreated
cells was used to normalize the data. The EC, value was calculated using Igor software. Cytotoxicity
assays were done with the CellTiter-Glo luminescent cell viability assay (Promega). Each experiment was
performed in duplicate and repeated at least twice.

Minigenome assay. BSRT7/5 cells at 90% confluence in 96-well dishes were transfected with a
plasmid mixture containing 62.5 ng of pM/Luc, 62.5 ng of pN, 62.5 ng of pP, 31.25 ng of pL, and 15.6 ng
of pM2-1, as well as 15.6 ng of pRSV-B-Gal (Promega), to normalize transfection efficiencies (27). Cells
were transfected using the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) in Opti-MEM
medium (Gibco), as described by the manufacturer. At 6 h posttransfection, the medium was replaced by
DMEM without antibiotics containing the stapled peptides at 25 uM. The cells were harvested at 24 h
posttransfection and lysed in luciferase lysis buffer (30 mM Tris, pH 7.9, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothre-
itol, 1% Triton X-100, 15% glycerol). The luciferase activities were determined for each cell lysate with an
Infinite 200 Pro microplate reader (Tecan, Mannedorf, Switzerland) and normalized based on
B-galactosidase (B-Gal) expression and on the value obtained for transfected and untreated cells. The
transfections were done in triplicate, and each independent transfection experiment was performed
three times.

Mouse infection and treatment. Female BALB/c mice were purchased from the Centre d’Elevage R.
Janvier (Le Genest Saint-Isle, France) and were used at 8 weeks of age. Mice (n =5 per group) were
anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine (1 mg and 0.2 mg per mouse, respectively) and
were treated intranasally (i.n.) with 50 ul of peptide 5a at 215 uM in PBS or PBS for control mice. For the
infection assay, the mice were infected i.n. with 50 ul of rHRSV-Luc (2 X 10 PFU/ml) 10 min later. Mouse
body weight was measured each day. At 2 days postinfection (dpi), the mice were anesthetized to
perform the in vivo luminescence measurement and treated i.n. a second time with 50 ul of peptide 5a
at 215 uM in PBS. Luminescence measurement was then performed at 4 dpi.
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In vivo luminescence measurements. Mice were anesthetized at 2 and 4 days postinfection (dpi),
and bioluminescence was measured 5 min following the i.n. injection of 50 ul of PBS containing
7mg- kg~ p-luciferin (Sigma). Living Image software (version 4.0; Caliper Life Sciences) was used to
measure the luciferase activity. Bioluminescence signals were acquired with an exposure time of 1 min.
Digital false-color photon emission images of the mice were generated and show the average radiance
(in number of photons per second per square centimeter per steradian). Photons were counted within
three different regions of interest (ROI), corresponding to the nose, the lungs, and the whole airway area.
Signals are expressed as the total flux normalized to the surface of the ROI (in number of photons per
second per square centimeter). The data were analyzed using GraphPad Prism software (version 6). The
nonparametric Mann-Whitney test (comparison of two groups, n = 4) was used to compare unpaired
values (GraphPad Prism software). Significance is indicated in the appropriate figure legends.

Histological analysis. The mice were sacrificed at 4 dpi, the chest cavity was opened, and the lungs
were perfused intratracheally with 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS. The lungs were then removed and
immersed in 4% PFA for 12 h before transfer in 70% ethanol. The lungs were embedded in paraffin, and
5-um sections were cut, stained with hematoxylin-eosin-saffron (HES), and evaluated microscopically.
Qualitative histological changes were described and, when applicable, were scored semiquantitatively
using a three-point scale ranging from 0 to 2 (0, none; 1, mild; 2, marked), focusing on histological
characterization of the lesion (interstitial pneumonia, respiratory epithelial cell apoptosis, and hyperpla-
sia) and inflammation.
Ethics statement. The in vivo studies were carried out in accordance with INRAE guidelines, which
are compliant with the European animal welfare regulation. The protocols were approved by the Animal
Care and Use Committee at the Centre de Recherche de Jouy-en-Josas (COMETHEA) under relevant
institutional authorization (Ministére de I'éducation nationale, de I'enseignement supérieur et de la
recherche; authorization number 201803211701483v2, APAFIS number 14660). All experimental proce-
dures were performed in a biosafety level 2 facility.
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Non-Toxic Virucidal Macromolecules Show High Efficacy
Against Influenza Virus Ex Vivo and In Vivo

Ozgun Kocabiyik, Valeria Cagno, Paulo Jacob Silva, Yong Zhu, Laura Sedano,
Yoshita Bhide, Joelle Mettier, Chiara Medaglia, Bruno Da Costa, Samuel Constant,
Song Huang, Laurent Kaiser, Wouter L. |. Hinrichs, Anke Huckeriede, Ronan Le Goffic,

Caroline Tapparel,* and Francesco Stellacci*

Influenza is one of the most widespread viral infections worldwide and
represents a major public health problem. The risk that one of the next
pandemics is caused by an influenza strain is high. It is important to develop
broad-spectrum influenza antivirals to be ready for any possible vaccine
shortcomings. Anti-influenza drugs are available but they are far from ideal.
Arguably, an ideal antiviral should target conserved viral domains and be
virucidal, that is, irreversibly inhibit viral infectivity. Here, a new class of
broad-spectrum anti-influenza macromolecules is described that meets these
criteria and display exceedingly low toxicity. These compounds are based on a
cyclodextrin core modified on its primary face with long hydrophobic linkers

Influenza viruses are among the most in-
fective viruses.l"?! Every year, different in-
fluenza strains infect a large fraction of
both the animal and human population!®!
endangering infants, the elderly, and im-
munocompromised people, which are at
high risk of hospitalization and death, due
to influenza-related complications.*®! As a
result, seasonal influenza has yearly a re-
markable socio-economic impact. Respira-
tory diseases can cost a significant fraction
of the total health expenditures in developed
and mainly in developing countries.[>1%] Be-

Check for

updates

terminated either in 6’sialyl-N-acetyllactosamine (6’SLN) or in 3’SLN. SLN
enables nanomolar inhibition of the viruses while the hydrophobic linkers
confer irreversibility to the inhibition. The combination of these two properties
allows for efficacy in vitro against several human or avian influenza strains, as
well as against a 2009 pandemic influenza strain ex vivo. Importantly, it is
shown that, in mice, one of the compounds provides therapeutic efficacy
when administered 24 h post-infection allowing 90% survival as opposed to

no sutrvival for the placebo and oseltamivir.

cause influenza mutates so rapidly, the de-
velopment of a lifelong vaccine is still a
major challenge.''"13] Vaccine development
would pose even higher challenges when
we focus on the occasional pandemics in-
stead of yearly outbreaks. In such a case,
the development time of a new vaccine
would represent a serious risk. Further-
more, even in the presence of a vaccine,
reaching reasonable vaccination coverage is
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far from a foregone conclusion. As a consequence, the risk of a
new pandemic, such as the Spanish-flu, is still present and rec-
ognized as one of the top threats to global health.[1*1¢]

Naturally, the second line of defense after vaccines, are an-
tiviral drugs. A number of anti-influenza drugs are currently
approved: neuraminidase inhibitors such as zanamivir and os-
eltamivir, ion channel inhibitors such as amantadine, fusion in-
hibitors such as umifenovir (only in Russia and China) and poly-
merase inhibitor such as baloxavir marboxil, which was recently
approved in the US and Japan. Yet, it is recognized that the ef-
ficacy of current drugs is far from ideal. Concerns about these
drugs range from significant side effects to the appearance of
drug-resistant viruses after a short period of use.l'’] Given the
importance of this issue, a number of other antivirals are in
clinical trials.'"®2°] The majority of these drugs are monoclonal
antibodies(?®?7] that inhibit the fusion of the virus to the host cell.
They are promising, but it is likely that they will be costly due to
their manufacturing processes. Furthermore, monoclonal anti-
bodies are expected to be good prophylactic drugs, but their effi-
cacy in therapeutic administration (i.e., post infection) is a matter
of intense research.

An ideal anti-influenza drug should be broad-spectrum, by tar-
geting a highly conserved part of the virus and, in order to avoid
loss of efficacy due to the dilution in body fluids, has an irre-
versible effect, that is, be virucidal. Obviously, this drug needs
to be truly non-toxic. There are quite a few research lines on
the development of molecules that target conserved parts of the
virus.[28-41] Peptide-based compounds have shown convincing in-
vivo results in therapeutic settings.*!l The situation is differ-
ent for compounds that are fully chemical (and hence inexpen-
sive to manufacture). These compounds employ elegant multiva-
lent strategy and reach very low inhibitory concentrations;!3*-38
but, to the best of our knowledge, these compounds are all re-
versible in their action and hence could face hurdles when trans-
lating into drugs. Indeed, to date, no multivalent compound
with broad-spectrum anti-influenza efficacy has shown convinc-
ing post-infection results in vivo of the type that we present here.

The search for virucidal (i.e., irreversible) drugs with limited
toxicity has been very challenging. Polymers bearing hydropho-
bic groups have previously been reported to show virucidal activ-
ity or enhanced antiviral activity.[“>*3] We have also shown that
gold nanoparticles*’l and g-cyclodextrins!*! (8-CDs) modified
with 11-undecane sulfonic acid display a virucidal mechanism
against a wide range of heparan sulfate proteoglycans (HSPGs)
binding viruses, with no cellular toxicity. These compounds were
capable of exerting forces that ultimately deform the virus parti-
cle. The chemical structure of the ligand was shown to be essen-
tial in order to achieve such irreversible inhibition.

Here, we adopted a similar strategy in order to target hu-
man influenza viruses and avian influenza viruses. 6’ sialyl-
N-acetyllactosamine (6’SLN) and 3’ sialyl-N-acetyllactosamine
(3’SLN), that specifically binds to hemagglutinin (HA) trimers of
influenza strains,!**! were grafted onto the primary face of -CDs
through a series of different linkers. The structure of all modi-
fied cyclodextrins discussed in this work is shown in Figure 1. Of
note, since each HA trimer has three sialic acid binding pockets,
we aimed to modify the g-CDs with three trisaccharides. There-
fore, the cyclodextrins are not fully modified but they all bear, on
average, a comparable number of trisaccharides (Figures S1 and
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S2, Supporting Information), determined using 'H Nuclear Mag-
netic Resonance Spectroscopy (NMR). In vitro dose-response as-
says against influenza A/Netherlands/602/2009 (HIN1) strain
(A/NL/09), were conducted to compare the inhibitory activity of
these molecules (Figure 1 and Figure S3, Supporting Informa-
tion). The infection was quantified with immunocytochemical
assays at 24 h post-infection (hpi). f-CDs bearing a sufficiently
long, hydrophobic linker and 6’SLN end-group (C6-6’, C11-6’,
and C14-6’) showed strong inhibitory activity against infection
with influenza A/NL/09, having ECs, values in the nanomolar
range. On the other hand, the -CD with a shorter linker, C1-
6’, poorly protects from the infection. Introducing a sufficiently
long linker clearly enhanced the end-group flexibility; hence the
inhibitory concentrations decreased. The ECg, was comparable
(vet slightly higher) when the hydrophobic linker was replaced
with a hydrophilic poly(ethylene glycol) (8) (PEG8) linker (P8-6’).

In order to demonstrate viral inhibition is due to trisaccharide
group but not due to #-CD or the linker bearing carboxylic acid
end group, we also tested f-CD solely modified with PEGS linker
(P8). P8 did not inhibit influenza A/NL/09, even at very high ma-
terial concentrations.

C11-6’, the molecule that showed the best inhibitory activity
against A/NL/09, displayed strong antiviral activity against hu-
man influenza strains from both the A (HIN1 and H3N2) and
the B type (Table 1 and Figure S4, Supporting Information). Im-
portantly, it inhibited very recent A (HIN1) and B clinical strains
(from the 2017/2018 influenza season), isolated from patients
in the University Hospital of Geneva and passaged only once in
Madin-Darby Canine kidney (MDCK) cells. C11-6’ did not show
any antiviral activity against herpes simplex virus 2 (HSV-2), an
HSPG-binding virus, indicating the specificity of the compound
for sialic acid dependent viruses.

6’SLN is known to be specific to human influenza strains,
whereas 3’SLN is preferred by avian influenza strains as a pri-
mary attachment point.[*’] To prove the generality of our ap-
proach, especially against influenza strains that are known to
have the ability to cross the species barrier, we synthesized and
tested C11-3’ (Figure 1) against avian influenza strains. We show
that C11-3’ inhibits both H5N1 and H7N1 avian strains, at 4.1
and 8.8 pg mL™! concentrations respectively (see Table 1). De
facto, these results confirm the antiviral strategy adopted against
human strains. We additionally tested whether C11-3’ could
inhibit the human strain A/NL/09 and whether C11-6° would
also be active against the avian strain, H5N1. C11-3’ displayed
good inhibitory activity against A/NL/09 (Figure 1 and Table 1),
whereas C11-6’ did not show any activity against H5N1 (Table 1
and Figure S5, Supporting Information). These results are in line
with previous literature comparing the binding affinities of avian
and human strains to the different types of sialic acids.[**8] Avian
influenza strains (particularly H5N1 strains) preferentially bind
to alpha -2,3 linked sialic acid, which has a thin and straight trans
conformation. On the other hand, the wider sialic acid binding
site of human strains can accommodate both the bulky cis con-
formation of alpha -2,6 linked sialic acid and the narrower -2,3
linked sialic acid.[*8]

The synthesis of similar compounds sharing the g-
cyclodextrin core and the 6’SLN moiety but different linkers
allowed us to highlight a structural feature conferring irre-
versible inhibitory activity, that is, virucidal action (Figure 2 and
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Figure 1. Summary of the modified cyclodextrins. The average number of 6'SLN or 3'SLN per -CD was calculated by "H NMR. The representative
chemical structures of modified cyclodextrins were constructed based on NMR results. ECs, represents the half-effective concentrations on MDCK cells
at 24 hpi against A/NL/09 with the respective 95% confidence interval (Cl) (Figure S3, Supporting Information). N/A: not assessable.

Figure S6, Supporting Information). This feature differs from
the one described in our previous work where only the length
of the linkers was compared.[**] Here, we hypothesized that one
of the key components of an irreversible viral inhibition is that
the binding moiety (here 6’SLN) is borne by a sufficiently long
hydrophobic linker. A hydrophilic linker such as PEG should
not be capable of generating forces that permanently inactivate
the virus. To test this hypothesis, we compared C11-6’ and P8-6’.
These two compounds differ solely in the hydrophobicity of the
linker and show comparable inhibitory activity against A/NL/09,
as shown on the left in Figure 2a,b. Virucidal assays were con-
ducted as previously described!*!] to compare the mechanism of
inhibition of these compounds, that is, virucidal (irreversible)
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or virustatic (reversible). Briefly, amounts of the compounds
that provide complete protection (10 pg of C11-6’ and 50 pg of
P8-6’) were incubated with the virus for 1 h. Serial dilutions of
the inocula were conducted followed by an evaluation of the
infectivity. In the case of P8-6’, the right graph in Figure 2a
shows that while at the initial concentration complete protection
was present, upon dilution the difference with the infectivity of
the control sample (virus alone) was lost, that is, the inhibitory
effect was found to be reversible (virustatic). In the case of C11-6’
the right graph in Figure 2b shows that complete protection
was kept upon dilution and the graphs in Figure 2c show that
this property was conserved against a number of different
strains.
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Table 1. Inhibitory activity of C11-6’ and C11-3’ against different influenza strains.

Compound CCs [g mL7T] ECso [pg mL™"] ECsoa) [nm]

A/Netherlands/602/2009 (H1N1) cne >100 0.18 (0.14 — 0.24) 22

C11-3’ >100 6.5 (4.1-10.7) >1000
A/Switzerland/8337/2018-MDCK1 (HIN1) cne >100 0.5 (0.4-0.67) 125
A/Singapore/37/2004 (H3N2) cl-e >100 0.23 (0.16 - 0.34) 56.5
B/Wisconsin/01/2010” c-e >100 2.2 (149 - 3.42) 500
B/Switzerland/3849/2018-MDCK1” cne >100 20 (10.5 - 28.7) >1000
Ajturkey/Turkey/2005 (H5N1) -y >100 4.1 (2.55-6.7) 931

c116 >100 N/A N/A
AJturkey/ltaly/1999 (H7N1) 3 >100 8.8 (3.2-26) >1000
HSV-2 (Control) ci-e >100 N/A N/A

? Molar concentrations were determined based on the modified cyclodextrins '8 Yamagata lineage CCg,: Half-cytotoxic concentration. ECs,: Half-effective concentration

with 95% Cl in brackets. N/A: not assessable

To further compare C11-6’ and P8-6’, we performed ex vivo
experiments in MucilAir, a 3D model of human airway recon-
stituted epithelia. These air-liquid interface cultures perfectly
mimic both the pseudostratified architecture (basal, ciliated, and
goblet cells) and the barrier defense mechanism (i.e., the mu-
cociliary clearance and epithelial cell immunity) of the human
upper respiratory epithelium, the main site of influenza virus
replication in humans. Ex vivo experiments were conducted
with clinical HIN1 pandemic 09 strain (A/Switzerland/3076/16)
that has not been passaged in cells to exclude any adaptation
bias. C11-6’ or P8-6’ (50 pg/tissue) and the virus (10* RNA
copies/tissue) were first added simultaneously on the apical sur-
face of the tissues, without prior incubation. After four hours,
the inocula were removed, the tissues were washed and the
progress of the infection was monitored on daily basis with quan-
titative polymerase chain reaction (QPCR) performed on viruses
isolated from the apical washes of the tissue, without any re-
addition of the molecule. C11-6’ completely prevented virus repli-
cation throughout the entire course of the experiment, while
P8-6’ slightly reduced viral replication the first two days post-
infection (dpi) but not thereafter (Figure 3a).

Moreover, in the tissues treated with C11-6’, the inhibition of
viral replication was also reflected by the absence of infected cells
and the undisturbed morphology of the treated tissues, strikingly
different from the untreated or P8-6'-treated tissues (Figure 3b).
Immunofluorescence images and the lack of lactate dehydroge-
nase release in the apical washes demonstrated that the ciliated
cell layer as well as the physiological cilia beating and tissue in-
tegrity were preserved (Figure 3b and Figure S7, Supporting In-
formation). In stark contrast, the untreated tissue or the P8-6’-
treated controls, presented reduced thickness due to alteration
of the ciliated cell layer, and the presence of infected cells (Fig-
ure 3b). To exclude that the residual viral level detected by qPCR
in the treated tissues was related to active replication, we kept the
tissues in culture for 23 days but never observed an increase in
viral titer over time, while the untreated tissues were persistently
shedding virus as previously reported*! (Figure S8, Supporting
Information). Importantly, ex vivo experiments were conducted
also in more stringent post-treatment conditions in which C11-
6’ (30 pg/tissue) was administrated every 24 h and for 4 days,
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starting at 1 dpi to mimic a therapeutic administration. Also in
these conditions, the compound showed a remarkable inhibitory
activity, proving its potential as a therapeutic agent (Figure 3c).
In the same ex vivo model, we also evaluated the biocompatibil-
ity of high doses of C11-6’, administered daily. C11-6’ did neither
show any cytotoxic nor pro-inflammatory activity in the above de-
scribed conditions (Figure S9, Supporting Information).

Lastly, in vivo experiments were conducted with BALB/c mice
administered first with C11-6’ (1.25 or 3.75 mg kg™') and im-
mediately after with A/California/09 via the intranasal route and
subsequently treated daily for 5 days. The weights of the mice
were measured daily in order to estimate the impact of C11-6’
administration on the infected animal’s physiological condition
(weight loss variation is shown in Figure S11, Supporting In-
formation). A significant increase in survival was observed in
presence of C11-6’ 3.75 mg kg~! (9/12 mice) and the oseltamivir
30 mg kg~!/day (10/10 mice) if compared to placebo control (3/12
mice). Additional experiments were carried out with the admin-
istration of 1.25 mg kg™ of C11-6’ at the time of infection by
measuring the viral load in the lungs and the viral titer in the
broncho-alveolar lavages at 2dpi (Figure S11, Supporting Infor-
mation). The significative reduction in presence of 1.25 mg kg™!
of C11-6’ demonstrates that a single administration before the
infection is able to significantly decrease the infectious titer of
the virus. Subsequently, we performed a post-treatment experi-
ment, in which mice were treated at 8 (Figure S12, Supporting
Information) or 24 hpi (Figure 3d) with C11-6’ (3.75 mg kg™
or 7.5 mg kg™!) or oseltamivir (30 mg kg™'/day). In presence of
C11-6’ with the start of treatment at 24hpi 9 out of 10 mice sur-
vived to the viral challenge in the 7.5 mg kg™ group and 4 in the
3.75 mg kg™! group, in contrast with oseltamivir in which group
0 out of 10 survived. Collectively, these results suggest a potent
prophylactic and therapeutic capacity of the C11-6° compound
in vivo.

In summary, we present here a new design rule to produce
effective, non-toxic, and virucidal compounds against influenza
virus. To dissect the relationship between the antiviral mecha-
nism of action and the structure of our newly designed virucidal
we compare, for the first time, its efficacy with that of a highly
similar compound displaying a virustatic activity. We show that if
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Figure 2. Antiviral activity comparison of C11-6' and P8-6' in vitro. a,b) These panels show on the graphs on the left the inhibitory activity of each
compound against A/NL/09, superimposed with the results of the cell viability assays. Both of the compounds inhibit the virus in the dose-response
assay. In the virucidal assays on the right, C11-6’ reduced the virus titer by 1000 times, whereas the infection was fully recovered in the case of P8-6’.
Hence C11-6’ has an irreversible inhibitory effect on the virus while the effect of P8-6’ is reversible. c) Virucidal activity of C11-6’ against other influenza
strains was further investigated confirming its irreversible activity independently of the strain.

Note that in the figure’'s axes ffu stands for focus forming units and NT for non-treated. In Figure 2c the following viral strains were tested:
A/Singapore/37/2004 (H3N2), B/Wisconsin/01/2010 and A/Switzerland/8337/2018-MDCK1 (H1N1) Figure 2c. Results are mean and SEM of 2 in-
dependent experiments performed in duplicate.

the inhibitory effect is reversible, that is, virustatic, the antiviral ~ standing potential for the prevention and the treatment of not
efficacy is lost when moving from in vitro to ex vivo. On the other  only human, but also avian influenza infections.

hand, the virucidal counterpart of the same molecule keeps its
efficacy is maintained from in vitro all the way to in vivo. Im-
portantly, we show in vivo results with remarkable effect on mice . .
survival for a pandemic strain of HIN1 with the compound given Expe"mental Section

intranasally 24h post-infection. Therefore, we believe that our Detailed information on the experimental procedures can be found in
approach to design non-toxic virucidal macromolecules has out-  the Supporting Information.
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Figure 3. Ex vivo (a to c) and in vivo (d to e) inhibitory activity of C11-6". a) Ex vivo, C11-6’ provided full protection against clinical HIN1 pandemic
09 strain in co-treatment condition, whereas P8-6’ only provided minor protection at the beginning of the infection. b) Immunofluorescence at 7 days
post-infection (co-treatment condition) confirms the protection provided by C11-6’. Red: monoclonal antibody influenza A, blue: DAPI, green: f-IV-
tubulin (marker of ciliated cells). The thickness of each tissue is shown at the bottom of the corresponding image. c) C11-6" also showed high efficacy in
post-treatment condition. Results of (a) and (c) are mean and SEM of 2 to 4 independent experiments with intra-experimental duplicates. Images of (b)
are representative of 10 images taken for each condition. In vivo, mice (12/group) were intra-nasally treated with PBS or C11-6’ or by oral gavage with
oseltamivir and infected with A/California/09. d) Subsequent treatments were administered daily for the following 5 days, image shows the survival curve.
e) Mice were infected and treated with C11-6’ or oseltamivir at 24 hpi and daily for the 4 following days, images show the survival curves ***p<0.001,

:‘:7‘:p<0.0'|
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Influenza A viruses cause important diseases in both human and animal. The PB1-F2 protein is Received 10 February 2021

a virulence factor expressed by some influenza viruses. Its deleterious action for the infected host is Revised 26 April 2021

mostly described in mammals, while the available information is scarce in avian hosts. In this work, we Accepted 14 May 2021
compared the effects of PB1-F2 in avian and mammalian hosts by taking advantage of the zoonotic
capabilities of an avian H7N1 virus. In vitro, the H7N1 virus did not behave differently when PB1-F2
was deficient while a H3N2 virus devoid of PB1-F2 was clearly less inflammatory. Likewise, when

KEYWORDS
Influenza virus; PB1-F2;
Species barrier; zoonotic

performing in vivo challenges of either chickens or embryonated eggs, with the wild-type or the PB1- viruses; reassortment; H7NT1;
F2 deficient virus, no difference could be observed in terms of mortality, host response or tropism. H3N2; mouse model;
PB1-F2 therefore does not appear to play a major role as a virulence factor in the avian host. However, intravital imaging; chicken
when infecting NF-kB-luciferase reporter mice with the H7N1 viruses, a massive PB1-F2-dependent infection

inflammation was quantified, highlighting the host specificity of PB1-F2 virulence. Surprisingly,
a chimeric 7:1 H3N2 virus harboring an H7N1-origin segment 2 (i.e. expressing the avian PB1-F2)
induced a milder inflammatory response than its PB1-F2-deficient counterpart. This result shows that
the pro-inflammatory activity of PB1-F2 is governed by complex mechanisms involving components
from both the virus and its infected host. Thus, a mere exchange of segment 2 between strains is not
sufficient to transmit the deleterious character of PB1-F2.

Introduction capacities of IAV to move from wild bird reservoir to
humans and adapt to their new opportunistic host [2].

IAVs belong to the Orthomyxoviridae family, their gen-
ome is composed of eight single-stranded RNAs of negative
polarity, encoding 11 to 17 proteins. Due to their segmen-
ted genome, IAVs are able to swap gene segments through
reassortment [6], and the emergence of novel subtypes
affecting human population generally results from one or
several successive events of reassortment [7,8]. Since influ-
enza A viruses have eight genome segments, there is theo-
retically a total of 254 reassortant combinations possible
during cellular co-infection by 2 viruses, in addition to the
two parental viruses (28 = 256). However, most of these
combinations are not observed due to sub-optimal compat-
ibility between the segment-vRNA packaging signals [9]. In
addition, incompatibility between viral components will
exclude certain combinations (due to functional mis-
match), while the fitness of the reassortant virus will also
be crucial: if it is lower than that of the parental viruses, its
chances to emerge are clearly reduced [10]. Interestingly,
the « Asian flu » (H2N2/1957) and the « Honk Kong flu »
(H3N2/1968) pandemic influenza viruses emerged via the
exchange of genomic RNA segments between human and

Influenza A viruses (IAV) are significant pathogens of
humans and animals. They pose continuous health
threat in the human population due to the rapid and
constant evolution of seasonal strains [1]. In addition,
animal strains of IAV have potential zoonotic capaci-
ties, which increase the risk of disease caused by these
types of viruses. Thus, in recent years, a significant
increase in human cases of H5 and H7 viruses of
avian origin has been observed [2]. For example, an
outbreak due to a highly pathogenic avian H7 virus
observed in the Netherlands in 2003 caused conjuncti-
vitis and influenza-like illness in 453 people [3]. Like
H5N1 highly pathogenic avian influenza viruses
(HPAIV), low pathogenic avian influenza viruses
(LPAIV) such as H7N9 viruses can cause severe
human cases and can be lethal for humans, which
underlines the zoonotic capacity of LPAIV [4].
Moreover, the absence of clinical signs in infected
poultry prevents the development of an efficient sur-
veillance and allows the circulation of LPAIV strains
[5]. Such sudden eruptions perfectly exemplifies the
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avian viruses. Both viruses received the PB1 segment from
the avian parent [11], which highlights the structural and
functional compatibility of this segment between strains.
This segment #2 reassortment seems to have contributed to
the H3N2/1968 replication and transmissibility properties
[12]. Moreover, the acquisition of segment 2 from the 1918
pandemic virus by a contemporary virus has been shown to
provide both a replication advantage and an increased
virulence to the chimeric virus (1918 PBI1: Tx/91 (1:7))
[13]. By contrast, the 2009 pandemic virus, which was
a triple reassortant, had acquired its #2 segment from an
H3N2 strain. Remarkably, despite its high transmissibility,
this virus proved to be relatively mildly virulent [14].
Segment 2, therefore, carries virulence determinants and
can be exchanged by reassortment. This segment encodes
three proteins: (i) PB1, the catalytic subunit of the viral
polymerase, (ii) PB1-N40 an N-terminally truncated ver-
sion of this protein, and (iii) PB1-F2, a small protein with
well-described apoptotic and pro-inflammatory capabil-
ities. It, therefore, seems likely that this segment can confer
a better replicative potential via PB1 and an increased
virulence via PB1-F2.

Beyond highly pathogenic viruses, the genetic reassort-
ment of avian low pathogenic viruses is also a concern.
Indeed, even low pathogenic IAVs appear to be able to
transmit elements that contribute to virulence by reassort-
ment with other strains. According to the literature, the H3
subtype could be the most appropriate sub-type to support
such reassortment. As a matter of fact, H3 is the most
ubiquitous subtype and has a wide range of hosts, including
humans, pigs, horses, dogs, cats, seals, poultry and wild
waterfowl [15]. H3, together with H1 subtypes, also causes
the seasonal influenza that is widely found in humans.
Recently, H3N2 isolates from live poultry markets and
poultry slaughterhouses in Shanghai were reported to be
reassorted with H5 and H7 subtypes, within domestic
ducks and wild birds [16]. The acquisition, by a human
seasonal influenza virus, of segment 2 from a low patho-
genicity avian virus therefore appears to be a possible event.
However, the likelihood of a gain in fitness and virulence
remains uncertain.

PBI-F2 is considered to be a virulence factor in mam-
mals hosts. This protein is able to induce cell death [17] and
to exacerbates the inflammation generated by viral replica-
tion [18-20]. Yet, the action of PB1-F2 on the host response
is different depending on the target cell type. Indeed, its
induction of cell death is mainly observed on macrophages
[21,22], while the pro-inflammatory effects seem to be
mainly exerted on epithelial cells [23]. However, its impact
on the infected cell is subject to debate and several func-
tions, antinomic or not, have been described. Further, it has
been shown that the activities of PB1-F2 vary depending on
the strain and even the host [24]. Some PB1-F2 have a more

or less marked mitochondrial tropism while others are
expressed in different cell compartments [25]. These differ-
ences in cellular compartmentalization could explain the
opposite effects observed. Accordingly, the pro-apoptotic
effects exerted by PB1-F2 on macrophages has recently
been called into question [26]. Similarly, the pro-
inflammatory activity of PB1-F2 is highly questioned, as it
has also been described that PB1-F2 is able to inhibit the
host response, especially through its inhibitory action on
MAVS [27,28]. Surprisingly, these virulence functions are
not observed in chickens, suggesting a specific function in
the mammalian host that is absent in fowl [29; 30].
Remarkably, the deletion of PB1-F2 on a highly pathogenic
H5N1 avian virus makes the virus more virulent in chickens
[29]. This gain in virulence associated with a loss of expres-
sion of PB1-F2 had also been described during infection of
chickens with low pathogenic HIN2 virus and is associated
with a prolonged infectious shedding period [30]. All these
elements show the important variability in PB1-F2 func-
tions and underline the need to improve the characteriza-
tion of this protein while distinguishing avian and human
strains. In addition, the impact on host response of the
introduction of an avian PB1-F2 in a human-adapted strain
through a reassortment involving the segment #2 is of
concern.

In this paper, we studied the functions of PB1-F2 in the
context of a reassortment between a human H3N2 virus
and a low pathogenic avian strain of subtype H7N1, in
order to gain knowledge on the virulence capabilities of
these reassortant viruses. Our data show that avian-origin
segment 2 is fully functional in an H3N2 context.
Furthermore, while H7N1 PB1-F2 does not cause any
particular pathology in chickens, its expression in the con-
text of infection in a mammalian model strongly exacer-
bates the inflammatory response. Another point identified
in this work is that the transmission of PB1-F2 virulence
features is not systematic and seems to be governed by other
mechanisms than simple strain-to-strain transmission of
viral genes.

Methods
Cell culture and viral infection

Chicken Lung Epithelial Cells (CLEC213) were isolated
from lungs of White Leghorns chickens as described in
reference [31]. Human bronchial epithelial cell-line
BEAS-2B was obtained from the American Type Cell
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Both cell lines
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium:
Nutrient Mixture F-12 (DMEM F/12) medium supplemen-
ted with 10% Fetal Calf Serum (FCS), 2 mM L-Glutamine
and 100 Ul/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin.
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Avian and human cells were maintained in a 5% CO2
incubator at 41 and 37°C respectively. For infection, cells
were washed with FCS-free medium and incubated with
virus at the indicated multiplicity of infection (MOI) for 2
h at 37°C or 41°C according to the cell line. Following this,
the infection mixture (FCS-free medium with excess virus)
was replaced by new FCS-free medium and the cells were
maintained at 37 or 41°C. Besides, in the case of kinetic
experiments, TPCK-treated trypsine (Worthington
Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) was
added to the new FCS-free medium (20 ng/ml and
0,25 pg/ml for the CLEC213 and BEAS-2B cell line respec-
tively). Avian influenza A/Turkey/Italy/977/1999 [H7N1]
and human influenza A/Scotland/20/1974 [H3N2] were
used in this study. The H7N1 virus was obtained using
the reverse genetic system as previously described [32,33].
H3N?2 reverse genetic system was developed by viral gen-
ome extraction from BEAS-2B-infected cells by using the
QIAamp viral RNA minikit (Qiagen, Venlo, Netherlands)
according to the manufacturer’s protocol. Each viral seg-
ment was cloned into vector pRF483 as described pre-
viously [34,35]. Quick-change mutagenesis kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used to generate
a recombinant virus containing a truncated form of
Polymerase Basic protein 1-Frame 2 (PB1-F2), referred to
as AF2. Briefly, a silent mutation in PB1 resulted in the
introduction of a stop codon at the twelfth amino acid of
PB1-F2 in order to abort its translation without affecting
the other proteins of segment #2 [33]. Introduced mutation
was confirmed by plasmid and vRNA sequencing.

IFN-B activity measurement

Twenty-four hours before transfection, 8.10* BEAS-2B cells
were seeded in 24-wells plates in complete DME F/12
medium. The cells were transiently transfected using
FuGENE HD (Promega, Madison, WI, USA).
Transfection complex was obtained by mixing 0,5 pg
DNA with 2 pL FuGENE HD in 25 uL. OptiMEM medium.
The cells were co-transfected with 0,3 pg of a human IFEN-(
luciferase-reporter plasmid [36] and 0,2 ug of a pmCherry-
N1 plasmid (Takara Bio, Mountain View, CA, USA) to
normalize the luciferase activity. Twenty-four hours post
transfection, cells were infected (MOI = 1) and lysed at
16 hours post infection with 100 uL of passive lysis buffer
(30 mM Tris pH 7.9, 10 mM MgCl2, 1% Triton X-100,
18,75% glycerol, and 1 mM dithiothreitol). Both fluorescent
and luminescent reporter signals were measured in 25 pL
cell lysates and using a Tecan infinite M200 PRO plate
reader. For luminescence, 50 pL of lysis buffer supplemen-
ted with 1 mM ATP, 1 mM dithiothreitol and 1 puM
D-luciferin (Synchem Inc, Aurora, OH, USA) were
added. Each point was performed in quadruplicate and
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results are expressed as normalized luciferase activity rela-
tive to control.

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from cell lysates using the RNeasy
Plus kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol
and reverse-transcribed [25] with iScriptTM Reverse
Transcription Supermix (Biorad, Hercules, CA, USA)
using random hexamer primers. The expression levels of
target genes and M1 were measured using the CEFX
Connect qPCR platform (BioRad) and iTaq™ Universal
SYBR' Green Supermix (BioRad). The qPCR thermal cycle
was as follows: initial denaturation 3 min at 95°C, followed
by 40 cycles including 10 s at 95°C and 30 s at 60°C. Each
point was performed in triplicate. To make sure that the
primers produced a single and specific PCR amplification
product, a dissociation curve was carried out at the end of
the PCR cycle. Host genes were quantified using the com-
parative AACt method. The mean ACt obtained in mock-
infected cells for each gene was used as calibrator, after
normalization to endogenous HPRT, GAPDH and pB-
tubulin housekeeping genes. Details of the primers are
provided in supplemental materials. Chicken RNA samples
were processed as previously described for host response
[32] and viral RNA quantifying [37].

Ethical statements

This study was carried out in accordance with INRAE
guidelines in compliance with European animal welfare
regulation. The protocols were approved by the Animal
Care and Use Committee at “Centre de Recherche de Jouy-
en-Josas” (COMETHEA) and “Centre de Recherche de
Nouzilly” (Comité d’Ethique pour I'Expérimentation
Animale, Région Val de Loire) under relevant institutional
authorization (“Ministére de I'’éducation nationale, de 'en-
seignement supérieur et de la recherche”). Authorization
number: mice  experiments  2015100910396112v1
(APAFIS#1487), chickens’ experiments: approval number
2010/7. All experimental procedures were performed in
a biosafety level 2 (mice) or biosafety level 3 (chickens)
facilities.

Animals and eggs

Female BALB/c mice were purchased from the “Centre
d’Elevage R. Janvier” (Le Genest Saint-Isle, France) and
were used at 8 weeks of age. NF-kB-Luciferase transgenic
Balb/C mice were obtained by backcrossing NEF-
kB-Luciferase Transgenic B10.A (kind gift of Pr Richard
Flavell, Howard Hughes Medical Institute) with Balb/c
mice to ensure the production of transgenic mice with
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white fur and hence avoid the light absorption due to the
dark one of B10 mice. Mice were housed in negative pres-
sure isolators in a containment level 2 facility. Food and
water were available ad libitum. Mice were lightly anesthe-
tized with a mixture of ketamine and xylazine (60 mg/kg
and 12 mg/kg, respectively) and inoculated intranasally
with the indicated dose of virus in 50 pL PBS. The condi-
tions of the mice were monitored daily. Humane endpoint
was used during survival study: mice were euthanized via
cervical dislocation when body weights were reduced to
75% of the starting weights or when the rectal temperature
was inferior to 32°C. Four-week-old specific-pathogen-free
(SPF) histocompatible B13/B13 White Leghorn chickens
were housed in biosafety level 3 cabinets under negative
pressure with HEPA-filtered air. Briefly, three groups of 23
(WT H7N1), 26 (AF2 H7N1) and 10 (mock) birds were
inoculated intra-tracheally with 5 x 10° EID50 (0.1 ml) of
each virus, along with 10° EID50 (0.2 ml) in the choanal
cleft, while in the mock group the virus suspension was
replaced by PBS. Birds were carefully monitored daily dur-
ing the course of the trial (one week). Four birds at days 1, 2,
3 and 4 post-inoculation (p.i.) and 1-3 birds at day 7 p.i. for
each virus-inoculated group were euthanized and necrop-
sied, along with two mock-inoculated birds at each of the
indicated times. Swabs and tissue samples from lung, kid-
ney, and brain were collected from each animal and frozen
at —80°C until use for further downstream analyses (viral
and host RNA quantification). SPF fertilized chicken eggs
(PA12 White Leghorn strain) were purchased from the
“Plate-forme d’Infectiologie Expérimentale - Centre
INRAE Val de Loire” (Nouzilly, France). Upon arrival,
the eggs were placed in an incubator and then infected
at day 11 of embryonic development with 50 PFU of WT
or AF2 H7N1 Nluc or mock-infected. Viruses were diluted
in PBS containing 100 Ul/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin. Inocula were injected into the allantoic cavity
(0,1 ml per egg). Eggs were processed for IVIS imaging at 24
h and 48 hours pi.

IVIS monitoring

Bioluminescence quantifications of the firefly luciferase
(NE-kB-Luciferase transgenic mice) and the nanoluciferase
(recombinant viruses) were achieved using the IVIS 200
imaging system (Perkin Elmer). Mice were anaesthetized
and luminescence was measured 1 min after intra-nasal
injection of 50 ul of PBS containing D-luciferin (7 mg.
kg™, Synchem) or 50 ul of PBS containing furimazine
(1:50 dilution of the Promega NanoGlo Luciferase Assay
Substrate). For chicken embryos imaging, 300 pl of furima-
zine (1:20 dilution in PBS of Promega substrate) was
injected into allantoic cavity of living eggs. Five minutes
post-injection, the embryos were extracted and washed

several times in PBS to remove allantoic fluid. Embryos
were then imaged using the IVIS device. Living Image
software (version 4.0, PerkinElmer) was used to measure
the luciferase activities. A digital false-color photon emis-
sion image of the mouse was generated, and photons were
counted within the whole-body area (firefly), airway area
(nanoluc) or the embryo surface (eggs). Photon emission

was measured as radiance in p.s '.cm 2 Sr™".

Results
In vitro virus characterization

To facilitate the analysis of the replication of the H7N1 and
H3N2 viruses under study, we inserted a nanoluciferase
(Nluc) cassette into the segment 2 of these viruses. The two
Nluc-tagged viruses were designed using the strategy
described by Tran and collaborators [38]. Sequences of
the two engineered segments are available in supplemental
material. We have also produced mutant viruses unable to
express PB1-F2 (AF2) in each strain, through introduction
of a stop codon at position 12 of segment #2-frame #2.
These mutations do not alter the coding sequence of PB1.
As shown in Figure 1, WT and AF2 viruses replicate
similarly in both avian and mammal hosts. In the avian
CLEC213 cells, the replication of the AF2 H7N1 virus
perfectly mirrors that of the parental WT virus, reaching
the peak of virus production in the supernatant at 24 hours
(Figure 1A), while the maximum of luminescence emitted
by the infected cells was observed at 16 hours (Figure 1B).
In the H3N2 virus-infected human BEAS-2B cells, the virus
titer in the supernatant reached a plateau at 24 hours
(Figure 1C) while the luminescence emitted by the infected
cells also peaked at 16 hours (Figure 1D). The decrease of
the viral titer after 24 hours in the supernatant of the
CLEC213 cells (Figure 1A) probably reflects a lower stabi-
lity of the H7N1 viral particles in the warm cell culture
medium (41°C), as compared to that of the H3N2 virus in
the supernatant of the BEAS-2B cells (Figure 1C). Thus, the
deletion of PB1-F2, whether in the avian H7N1 or in the
human H3N?2 virus, does not impair the virus growth in the
cognate system of cultured cells. Interestingly, the peak of
luminescence, which precedes by about eight hours the
peak or the plateau of the viral titer in the supernatant,
probably reflects the maximum activity of virus replication
inside the infected cells. Thereby, we chose to rely on the
kinetics of NLuc luminescence to monitor the viral replica-
tion in next experiments. We first compared the replication
of the WT and AF2 H7N1 avian viruses in human BEAS-2B
cells. As shown in Figure 1E, the peak of luminescence is
considerably delayed as compared to that observed in avian
cells with the same viruses (Figures 1B, 48 hours vs.
16 hours), probably reflecting the sub-optimality of the
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Figure 1. In vitro replication kinetics comparisons. Monolayers of CLEC213 and BEAS-2B cells were infected for 72 hours at MOI 0.01
with conventional H7N1 (A), NLuc H7N1 (B), conventional H3N2 (c), NLuc H3N2 (D). BEAS-2B cells were infected with NLuc H7N1 or
the reassortant NLuc H3N2 virus expressing PB1 segment from H7N1 (E and F). PFU production (A and C) and NLuc activity in cell
lysates (B, D, E and F) were quantified over time. Results represent the mean + SEM of triplicate wells of a representative experiment.

human cell context for the avian virus. It should be noted
that in this configuration, the deletion of PB1-F2 in the
avian virus causes a slight decrease, both of the lumines-
cence signal before the peak (Figure 1E) and of the virus
titer in the supernatant (not shown). Finally, in order to
examine the outcome of a plausible viral reassortment, we
assessed the compatibility of avian virus segment #2 in the

background of a mammalian virus by producing a pair of
chimeric viruses by reverse genetics: Nluc H3N2 w/PB1 H7
and Nluc H3N2 w/PB1AF2 H7. The profile of the viral
growth curve, as monitored by the NLuc activity (Figure
1F), is very close to that of the H3N2 virus (Figure 1D), and
here again, the deletion of PB1-F2 has no impact on viral
replication. The H7N1 virus is therefore capable of
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replicating abundantly within mammalian cells and its
segment #2 is compatible with the backbone of a human
H3N2 virus. The absence of PB1-F2 expression has little or
no effect on in vitro replication.

Host response analysis in vitro

We then aimed to characterize the effects of H7N1- and
H3N2-origin PB1-F2s on host response. We infected
BEAS-2B cells with the three virus pairs described above.
We used high MOI in this case to synchronize the infection
of the cell layer. We evaluated the response of the infected
cells, as assessed by the qRT-PCR-measured expression of
13 cellular genes, along with the quantification of the viral
M gene. Cellular genes were selected on the basis of their
antiviral (MxA, IFN-B, IFITM3), inflammatory (CCL5, IL8,
IL6, IL1B), immune (IL18) functions, or for their role in cell
integrity (Cx43, ITGP6, HIF1-a, Creb3). Mitochondrial
gene ND1 was also included because of its involvement in
the H7N1 infectious process [33]. Surprisingly, this expres-
sion analysis, which was carried out in parallel for all six
viruses, revealed that the viruses were grouped into two
distinct clusters: the H3N2 virus and the two chimeric
viruses, on the one hand, and the two H7N1 viruses and
the H3N2 AF2 virus, on the other hand (Figure 2A and B).
We performed principal component analysis (PCA) in
order to highlight the differences between the studied
viruses according to functional gene groups (Figure 2B
and C). In Figure 2B, each sample has been plotted in a two-
dimensional system whose axes are defined as a linear
combination of our originals variables. The variable factors
plot in Figure 2C show which variables contribute to define
the axes. The dimensions determined by the PCA explain
73% of the intergroup variability (58% explained by the first
dimension PC1 and 15% by the second one PC2). The
dimension 1 is defined by both inflammatory and antiviral
factors (Figure 2C). Thus, samples positioned to the right-
most side of the x-axis in Figure 2B (i.e. WT H3N2 and the
two chimeric viruses) indicated a strongest inflammatory
and antiviral response. It can therefore be seen that the two
H7N1 viruses are grouped together, indicating that their
PB1-F2 is neither involved in the inflammatory nor anti-
viral response in BEAS-2B cells. On the contrary, the two
H3N2 viruses are dissociated by the abscissa axis, the virus
expressing PB1-F2 being moderately more inflammatory.
Finally, for the chimeric virus, the deletion of PB1-F2
exacerbates the inflammatory response, which seems at
first instance counter-intuitive given the results obtained
for the other two viruses. The function of PB1-F2 is there-
fore highly dependent on the host/virus environment in
which it is expressed.

The qRT-PCR data obtained with IFN-B gene are
detailed in Figure 2D. In order to validate this gene

expression information in functional terms, we used
a reporter plasmid of type 1 IFN activity transfected into
BEAS-2B cells (Figure 2E). Functional IFN activity was
measured after 16 h pi (instead of 8h pi for mRNAs) to
allow accumulation of the reporter gene within the infected
cells. We observed that the IFN activity correlated with the
level of IFN-P gene expression: the activity is reduced for
the AF2 H3N2 virus compared to the WT virus while it is
increased in the case of infection by the chimeric virus
lacking PB1-F2 compared to the chimeric WT virus. Of
note, as replication kinetics are slightly different between
H7N1 and H3N2 viruses in BEAS-2B cells, comparisons
between H7N1 and H3N2 viruses can be hazardous, so only
comparisons between WT and DF?2 viruses should be con-
sidered here. In conclusion, the H7N1 virus, despite its
replication ability in BEAS-2B cells, is relatively non-
inflammatory and the expression of PB1-F2 does not influ-
ence the inflammatory response unlike what is observed
with the H3N2 virus. In addition, and unexpectedly, when
cells were infected with the H3N2 w/PB1 H7 virus, PB1-F2
expression reduced the inflammatory response.

PB1-F2 expression does not modulate H7N1
virulence during chicken infection

We next assessed the contribution of PB1-F2 to the viral
pathogenicity in the more realistic situation of an experi-
mental infection of chickens with the avian H7N1 virus. 25-
day-old specific-pathogen-free (SPF) White Leghorn chick-
ens were inoculated with 5 x 10° EIDs, through intra-
tracheal route combined with 10° EIDs, through oral
route (choanal cleft). 23 chickens were infected with the
WT H7NI, 26 chickens with the AF2 H7N1 and 10 chick-
ens were mock-infected. As shown in Figures 3A, 40 to 50%
of the virus-infected chickens died between 24- and 72-h
post-infection, with no obvious effect of PB1-F2 deletion on
the survival curve when compared to the WT virus. This
type of result has already been described when inoculating
chickens with a low dose of low pathogenic HIN2 virus
[30]. In both oropharyngeal swab (Figure 3B) and lungs
(Figure 3C), the maximum viral load was observed on days
2 and 3 pi, as previously observed in the same model
[32,37]. We notice that this peak of viral load coincides
with the peak of disease and death in the chickens. A high
viral load was observed in the kidney (Figure 3D), reflecting
virus transport by the blood. Overall, we observed no
noticeable difference between the two viruses as regards
the viral loads (Figure 3B-D). Finally, the intensity of the
host response was studied by quantifying the expression of
a pro-inflammatory mediator (IL1P), and an anti-viral
mediator (IFN-a). Here again, few biologically relevant
differences are noteworthy (Figure 3E and F), suggesting
that the function of PB1-F2 is neither involved in viral
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Figure 2. BEAS-2B host response characterization. BEAS-2B cells were infected with H7N1, H3N2, reassortant virus H3N2w/PB1 H7 and their
respective PB1-F2 deficient mutants (AF2) for 8h at MOI 3. After RNA samples processing, qRT-PCR were performed to quantify expression of 14
transcript: MxA, IFN-B, IFITM3, CCL5, IL8, IL6, IL1B, IL18, Cx43, ITGR6, HIF1-a, Creb3, ND1 and M1. Heat map was created by using the ClustVis
tool [57]. Both rows and columns are clustered using correlation distance and average linkage. We used mRNA quantifications (as fold change
vs control) to plot the heat map by using ClustVis tool. Coefficients were applied to fold changes so that values are centered and range from —2
to +2 as extreme values.(A). Principal component analysis was performed using ClustVist, individual factors plot (B) and variable factor plot (C)
are represented. IFN-3 mRNA relative quantification by gRT-PCR. (D). BEAS-2B cells were transfected with IFN-f -luciferase reporter and then
infected for 16 h at MOI 1 with the different viruses (E). Histograms are the means + SEM of 3 (qRT-PCR) or 4 independent samples (IFN-
activity). Data represented are representative of at least three independent experiments. **: p-value = 0.0055; ****: p-value < 0.0001 (ANOVA).

replication nor in modulation of the host response in
chickens. Due to biosafety considerations, we were unable

to perform intravital imaging on chickens. We therefore
tested the replication of WT and AF2 H7NI viruses in
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Figure 3. Time-course of dynamic parameters in chickens infected by WT- or AF2-H7N1. (A) Chickens survival curves (wt n = 23; AF2
n = 26). (B, C and D) gRT-PCR viral quantification in oropharyngeal swabs, lungs and kidneys. (E and F) qRT-PCR quantification of IL1-
B and IFN-a inductions in lungs of infected chickens. Curves represented are the mean values obtained from four animals.

embryonated eggs. The different experiments conducted
did not allow us to identify differential tropism between
viruses expressing or not PB1-F2. As shown in Figure 4A,
viral replication is observed throughout the whole embryo
with particularly intense signals in the brain and gut.
However, the same replication pattern is observed for
both viruses. Moreover, we found no difference in the egg-
based replication of the 2 viruses, whether as assessed by the
luciferase activity (Figure 4B) or by the hemagglutinin
activity measured in the allantoic fluids that were collected

at four days p.i. (not shown). In addition to the measure-
ments made on embryos, analysis of luciferase signals from
whole eggs as well as allantoic fluids also did not identify
any differences in replication between the two viruses (data
not shown).

Altogether, our avian in vivo data, both in the
chicken model and in the embryonated egg, indicate
that PB1-F2 from a H7N1 LPAIV has no impact on
virus replication, biodispersion and shedding, and does
not alter host response.
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Replication of H7N1 in mice

H7N1 viruses are not widely described for their zoono-
tic capabilities. However, evidence of anti-H7 antibo-
dies has been observed in serum samples collected from
poultry workers. In addition human cases of infection
with H7N9 viruses indicate that H7 viruses can,
although rarely, infect humans [39,40]. Moreover,
H7N1 subtypes isolated from ostrich and chicken
were able to induce mortality and morbidity in mouse
and ferret models without any prior adaptation, sup-
porting a minimal level of zoonotic potential of H7N1
viruses [41-44]. To study further the effect of PB1-F2
in a potential species barrier crossing, we infected mice
with various doses of our WT NLuc H7N1 strain. The
lethal dose 50% was estimated to be 7 x 10° PFU per
mouse. Then, we used transgenic NF-xB-luciferase
mice to study the host response through inflammatory
induction [18]. The WT H7N1 and the AF2 H7NI1
displayed comparable tropisms and kinetics of replica-
tion in mice airways (Figure 5A-left panels). However,
it should be mentioned that the AF2 virus replicated to
slightly lower levels than the WT virus (1.7 to 2.5 times
less, although not statistically significant; Figure 5B
upper panel). The inflammatory signal was also mon-
itored during the infection with both viruses. Yet, this
signal does not evolve in the same way as that of

e

H7N1wt ¢
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replication since the inflammatory process is clearly
more pronounced in mice infected with the WT virus
than in mice infected with AF2 (Figure 5A-right
panels). Indeed, mice infected with the PBI1-F2-
expressing virus show a continuous increase in inflam-
matory activity over time (Figure 5B-lower panel)
while mice infected with AF2 developed only moderate
inflammation. The avian PB1-F2 of the H7N1 virus
therefore contributed to induce or to increase the
inflammation developed during viral infection of
a mammalian organism, even though it had no effect
in vivo in chicken nor in an in vitro model of mamma-
lian epithelial cells. These data highlight the host spe-
cificity of PB1-F2 as well as its need to be expressed
within a complex tissue rather than in simple cell
culture to reveal its virulence functions.

Pathogenesis of a chimeric H3N2 harboring an
avian segment #2

To further investigate our data obtained on PBI1-F2
with the H7N1 virus, we evaluated the effect of H3N2
viruses (WT vs. AF2) on NF-kB Luc mice. Based on the
measured NF-kB Luc activity, the kinetics of inflamma-
tion was different from that observed in H7N1-infected
mice, being apparent only from the 4th day pi and
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Figure 4. Infection of embryonated eggs with WT and AF2 Nluc H7N1 viruses. Fertilized chicken eggs were infected at day 11 of embryonic
development with 50 PFU of WT or AF2 Nluc H7N1 viruses. Eggs were processed for IVIS imaging at 24 and 48 h pi. Bioluminescence was
acquired 5 min after injection of furimazine in the allantoic cavity (A) Embryos picture (top panel) and overlay of the NLuc signal (bottom panel)
at 48 h pi. The scale on the right indicates the average radiance (sum of the photons per second from each pixel inside the ROl/number of
pixels) p/sec/cm2/sr, number of photons per second per square centimeter per steradian. (B) Quantification of the NLuc signals at 24 and 48 h
pi. Data are represented as the total flux in each pixel (p/s) integrated over the whole surface of the embryos. Between 5 and 10 eggs were
monitored for each condition. Bars represent the geometric mean of a representative experiment performed twice.
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Figure 5. Kinetics of viral replication and induced inflammation in NF-kB-luciferase mice infected with WT or AF2 NLuc H7N1 viruses. NF-kB
luciferase mice were infected with 10° PFU of WT or AF2 Nluc H7N1 intranasally. (A) Bioluminescence was measured by intranasal inoculation
of furimazine or D-luciferin and using an IVIS system. NLuc signals (viral replication) were only observed in the nose and chest (left panels).
Firefly luciferase (NF-kB activity) was monitored in the whole body (right panels). The color scales indicate the average radiance (sum of the
photons per second from each pixel inside the ROl/number of pixels) p/sec/cm2/sr, number of photons per second per square centimeter per
steradian. (B) Time course of NLuc activity is represented in the upper panel, time course of firefly activity is shown in the lower panel.
Bioluminescence activities were quantified using Living Image software. Data are represented as the total flux in each pixel (p/s) integrated
over the whole surface of the respiratory tract (NLuc) or the mouse (firefly). Curves are the mean + SEM values obtained from five animals and

are representative of at least three independent experiments.

rapidly becoming very intense (Figure 6A). At day 6 pi,
the inflammatory levels reach those observed for the
H7N1 virus. Contrary to what we observed with the
H7N1 virus, the inflammation kinetics of the two
viruses were very similar, except for a slight augmenta-
tion observed at day 4 pi with the WT virus (Figure 6A
and B). This type of effect associated with PB1-F2 has
already been observed for other viral strains, such as
HIN1 [20]. We then chose to focus on this time point
to compare the effects of PB1-F2 in H3N2 viruses and

H3N2 w/PB1 H7 chimeric virus. We confirmed the
marked differences between the WT and AF2 H3N2
viruses (Figure 6C) since the level of inflammation was
two times more pronounced in WT-infected mice
(Figure 6D). Surprisingly, while it allows the expression
of the avian PB1-F2 with a strong pro-inflammatory
capacity, the chimeric virus expressing the H7N1 seg-
ment #2 was less inflammatory than the WT H3N2
virus. Importantly, there is no bias related to viral
replication since all viruses used in this experiment
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replicated to equivalent levels (sup Figure 1). Finally,
the chimeric virus devoid of PB1-F2 induced a higher
inflammatory response than the non-mutated chimeric
virus. Though unexpected and counter-intuitive given
our previous results, this increased inflammatory
response corroborates the data obtained in vitro, espe-
cially with regard to the IFN activity (Figure 2D and E).

These results suggest that the pro-inflammatory
responses induced by PBI1-F2 are governed by complex
mechanisms in which other viral proteins or strain-
specific mechanisms are clearly involved. Thus, and con-
trary to our initial hypothesis, the transmission of the
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inflammatory and host deleterious character of PB1-F2
proves to be much more complex than a mere segment
exchange.

Discussion

In this work, we used a low pathogenicity avian influenza
virus of H7N1 subtype. This virus is considered as one of
the precursors to the HPAI strains that caused a major
epizootic in Italy in the 2000s [32,45]. It appears that this
virus is naturally well adapted to replication in mice and
ferrets, since without prior adaptation, it can kill animals at
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Figure 6. NF-kB activity of mice infected with H3N2-NLuc or reassortant. Bioluminescence was measured by intranasal inoculation of
D-luciferin and using an IVIS system. Scales on representative pictures indicate the average radiance (the sum of the photons per second from
each pixel inside the ROI/number of pixels) p/sec/cm2/sr, number of photons per second per square centimeter per steradian.
Bioluminescence activities were quantified using Living Image software. Data are represented as the total flux in each pixel (p/s) integrated
over the whole surface of the mouse. (A) Time course of the inflammation induced after infection of NF-kB-luciferase mice with 30 PFU of H3N2
WT or AF2 (n = 6). (B) Representative pictures of H3N2 WT or AF2-infected NF-kB-luciferase mice at day 4 pi. (C) Representative pictures of the
inflammation induced after infection of NF-kB-luciferase mice with 30 PFU of H3N2 or H3N2 w/PB1 H7 and their AF2 counterparts (n = 5). (D)
NF-kB-luciferase activity quantification of infected NF-kB-luciferase mice. *: p-value < 5% (Mann-Whitney test).
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relatively low doses. Indeed, mice are not naturally infected
with influenza viruses and most strains require prior experi-
mental adaptation to mice through successive passages
from lung to lung [46]. However, several viruses of the
H?7 subtype have been shown to replicate efficiently in the
mouse model without any prior adaptation [42-44,47].
Such a strain able to infect both birds and mammals is
therefore ideal to study and better understand the host
specificities related to PB1-F2.

The primary objective of our study was to investigate the
virulence of PB1-F2 in relation to strain and host specifi-
cities. Our data confirm that the functions of PB1-F2 are
different between avian and mammalian hosts. It had
already been shown that PB1-F2 expression in chickens
tends to reduce the virulence of strains [29,30]. In our
work, we observed no difference between WT and AF2
H7NT1 infected chickens in terms of mortality, viral loads,
host response, and tissue tropism. While no effect could be
seen in the avian host, infection of mice revealed a clear
implication of PB1-F2 from the H7NI virus in the host
inflammatory response as previously published with HIN1
and H5NI1 strains [18-20,48,49]. These differences were
not observed in vitro since infection of human cells with
either WT or AF2 H7N1 viruses induced responses of
comparable magnitudes. The virulence property of the
H7N1 PB1-F2 therefore seems to be effective only within
a complex tissue such as the lungs.

It is interesting to note that a viral protein that does not
develop any apparent signs of pathology in its original host
can behave as a virulence factor after crossing the species
barrier. It can be assumed that its functionality could not be
exercised in its new host due to the absence of an essential
element, such as host interactors. PB1-F2 has been
described for its ability to polymerize into fibrillar struc-
tures in the vicinity of membranes [50,51], thereby acquir-
ing membrane-lytic activities [52]. As a result, the absence
of natural interactors could promote the accumulation of
these fibrillar structures in infected cells, inducing mem-
brane disruptions that in turn promote inflammation.
However, the situation in the H3N2 context is obviously
more complex since the expression of avian PB1-F2 (infec-
tion with the chimeric H3N2w/PB1 H7 virus) does not
confer the virulence function carried by the avian PB1-F2.
These results may appear contradictory at first sight, but
could actually reflect a functional dependence of PB1-F2 on
a viral component that is present only in its original virus.
Alternatively, PB1-F2 could also exert an effect dependent
upon a host factor specifically triggered by a virus.
A consequence of these findings is that the virulence deter-
minisms of PB1-F2 are probably not only carried by its
protein sequence but seem to rely on other factors depend-
ing on the viral strain and the nature of the host. As a result,
reassortment leading to the integration of an avian segment

#2 into an H3N2 background may not be sufficient to
confer the whole virulence potential associated with PB1-
F2 and the #2 segment.

Recently, HAX-1 was described by two different
groups to interact with PB1-F2 [53,54]. HAX-1 is an
enigmatic protein which has been described to bind to
the nuclear localization signal domain of PA, thereby
preventing its nuclear localization and reducing the repli-
cation of the virus [55]. While some PA of mammal-
adapted viruses are resistant to the restriction effect of
HAX-1, zoonotic viruses of avian origin remain sensitive
to it [54]. However, through competitive interaction with
HAX-1, PB1-F2 of zoonotic viruses can counteract HAX-
I’s restriction effect exerted on PA [54]. This specificity
therefore contributes to the species barrier and it would
be interesting to verify whether the PB1-F2s of the H7N1
and H3N2 viruses studied in our work are capable of
binding to HAX-1. Such a mechanism is unlikely to
explain our results, given the similar replication abilities
of the two viruses. However, it cannot be completely
excluded, as an interaction of PB1-F2 with HAX-1 could
mobilize other mechanisms associated with HAX-1 such
as its recently described links with the NF-kB transduc-
tion pathway [56]. We are currently characterizing the
interactomes of these two PB1-F2 in order to better
understand their respective mechanisms of action. We
believe that the key to the puzzles associated with PB1-
F2 lies in its own interactome within the infected cell. Its
ability to self-assemble in a hydrophobic environment and
to destabilize membrane structures also seems to us an
essential element in the biology of PBI1-F2, since this
event could potentially be favored by the lack of its
adequate interactors.
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Résumé : Les virus influenza A (IAV) sont les agents
étiologiques de la peste aviaire et de la grippe chez
certains mammiféres, dont I'Homme. lls constituent
une importante problématique de santé vétérinaire
et humaine. La protéine PB1-F2 est un facteur de
virulence des IAV dont les fonctions varient selon
I'n6te ainsi que la souche virale considérés. La
compréhension des mécanismes d'action de cette
protéine est incompléte mais son aptitude a moduler
la réponse immunitaire de I'héte suggére une
contribution de PB1-F2 dans l'adaptation d'une
souche virale a son hote. L'objectif de ce travail de
these a été de caractériser les propriétés de PB1-F2
chez I'héte aviaire et mammifére. En modeles
cellulaires, nous n'avons pas observé de modulation
de la réponse de I'hote par la protéine PB1-F2 d'un
virus aviaire H7N1 tandis que la protéine PB1-F2 d'un
virus H3N2 humain présente une action pro-
inflammatoire. A l'inverse, en modéle murin, la PB1-
F2 du virus H7N1 contribue de fagon majeure a la

Titre : Contribution de la protéine PB1-F2 des virus influenza A dans I'adaptation d'une souche virale a son
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pathogénicit¢é ~ en  exacerbant la  réponse
inflammatoire. De facon surprenante, un virus
chimérique de fond génétique H3N2 exprimant la
protéine PB1-F2 aviaire H7N1 induit une
inflammation réduite chez la souris par rapport au
virus H3N2 sauvage. Ainsi, les fonctions de PB1-F2 ne
sont pas strictement transposables et dépendent
fortement du contexte viral dans lequel elle est
exprimée. Enfin, les interactomes différentiels des
protéines PB1-F2 ont été définis en cellules aviaires et
humaines par biotinylation de proximité (BiolD2).
Nous avons identifié des voies biologiques régulées
par les protéines PB1-F2 étudiées et différencié les
voies spécifiques des voies communes. Nos travaux
apportent des éléments de caractérisation des
fonctions de PB1-F2 chez I'h6te aviaire et mammifére
mais également dans un contexte de franchissement
de la barriere d'espece ou de virus réassortant
exprimant une PB1-F2 d’origine aviaire.

Abstract: Influenza A viruses (IAV) cause flu in birds
and some mammals, including humans. They are an
important issue for both veterinary and human
health. The PB1-F2 protein is an IAV virulence factor
whose functions depend on the host as well as the
viral strain. The molecular mechanisms associated
with PB1-F2 are still enigmatic, but its ability to
modulate the host immune response suggests that
PB1-F2 contributes to viral fitness. Our work aimed to
compare the properties of PB1-F2 in avian and
mammalian hosts. In cellular models, an avian H7N1
PB1-F2 had no effect on the host response whereas a
human H3N2 PB1-F2 was pro-inflammatory.
Conversely, PB1-F2 H7N1 exacerbated the virulence
in mice and promoted a strong inflammatory
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response. Surprisingly, a chimeric H3N2 virus
expressing the avian PB1-F2 induced a reduced
inflammation in mice compared to H3N2 wild type
virus. Thus, the functions of PB1-F2 are not strictly
transposable and strongly depend on the viral
context in which it is expressed. Finally, we have
mapped the interactions between PB1-F2 and host
proteins in avian and human cells using the biotin
ligase BiolD2. We have identified both specific and
common PB1-F2 regulated biological pathways. Our
work provides elements characterizing the functions
of PB1-F2 in avian and mammalian hosts but also in
crossing host species barrier or with a reassortant
virus expressing an avian PB1-F2.
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