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Remerciements

Satisfaire a l'exercice délicat que constitue ’écriture de remerciements, n’est pas
loin de figurer parmi les taches les plus redoutables d'une these. Non qu'exprimer sa
gratitude envers ceux qui, de quelque facon que ce fit, vous ont apporté leur soutien, se
dresse comme un obstacle psychologiquement difficile a franchir; non que la crainte
d’oublier une personne importante inhibe I'auteur (quoique ?) A vrai dire, le choix de la
formule - qui se doit d’étre percutante mais calibrée - la quéte de ce subtil dosage entre
une certaine solennité naturellement requise par les circonstances et un humour
qu’autorise les amitiés bien établies, la recherche d’'un style que 'on voudrait léger voire
aérien, se révelent les redoutables castrateurs de I'inspiration d'un récipiendaire, guetté
par I’ épuisement de ce long cheminement, de ses errements et...de 'dge avancant. Apres
ce préambule, indispensable avertissement, je voudrais encore, avant de coucher sur le
papier, cet «acte authentique » de remerciements sincéres et émus, avouer que ma
tentation fut grande d’insérer ici une série, courte il est vrai, de « non merci » mais comme

indiqué, elle fut...

L’honneur m’est donné de remercier en tout premier lieu le professeur Freddy
Coignoul qui a accueilli avec enthousiasme et intérét, les recherches en biologie cellulaire
et moléculaire menées, loin des préoccupations premieres qui sont les siennes, au sein de
son service de pathologie. Dans cet intérét évident pour des disciplines venues d’ailleurs,
je suis convaincu que nous devons y voir 'ouverture d’esprit absente trop souvent du sein
des équipes de recherche, fussent-elles des plus performantes, mais indispensable si
lobjectif est de se donner la chance de réaliser les avancées les plus significatives qui,
comme chacun le sait, sont tapies dans les zones obscures, bordant les frontiéres entre les
différents champs de connaissance. Par ailleurs, I’élégance naturelle de son discours
souvent teinté d’'un humour subtil, restera comme un modele, une Joconde de l'art

oratoire dont les copies méme maladroites, conservent une certaine « gueule »...



Sur le professeur Daniel Desmecht, repose la responsabilité entiére de cette these.
Il m’a, en effet, donné l'opportunité d’entreprendre cette aventure a travers une série
d’initiatives. D’abord, il a créé ab ovo le laboratoire qui en a été le berceau. Ensuite, auteur
du projet « MX », il a, sans relache, assuré le développement de son équipe et élargi, avec
succes, 'horizon de ses recherches. En quelques années, tant sur le plan de I’équipement
que sur celui du personnel, le professeur Daniel Desmecht est parvenu a constituer un
environnement scientifique de qualité. Aujourd’hui, les publications issues de ses travaux
témoignent de I'ampleur de l'activité déployée. Sa ténacité et sa passion servies par ses
vastes connaissances et son esprit visionnaire, il les a mises au service de la recherche et de
nombreux chercheurs lesquels, jen suis convaincu, sont conscients de leur heureuse
fortune. Merci pour la confiance qu’il m’a accordée ; merci d’avoir été le promoteur

efficace et enthousiaste dont j’avais besoin.

Des le début de 'odyssée « BoOMX », j’ai eu la chance d’avoir a mes c6tés un jeune
technicien adroit, passionné, curieux et doté dun esprit scientifique rigoureux. Plus encore
que ses qualités professionnelles remarquables, c’est I'aspect humain qu’il a toujours
privilégié dans ses relations tant au sein du laboratoire que dans le domaine privé que je
garde en souvenir de cette période formidable. Monsieur Gregory Pire — Greg pour les
nombreux intimes — fait partie de ces quelques rares personnes qui parviennent a marier
une grande indépendance d’esprit et une sociabilité hors du commun. Aujourd’hui, il
exerce ses talents au sein d’'une grande société pharmaceutique, loin de nos modestes
installations de recherche. Cependant, dans cet environnement que j'imagine standardisé
et «standardisant », je suis certain qu’il a su garder ce caractére atypique qui lui vaut
certainement la reconnaissance de ses collaborateurs...Pour toutes ces heures passées au
service de cette thése et d’autres travaux connexes, je veux t'exprimer ici, Greg, ma plus

grande reconnaissance...

Autre personnage atypique s’il en est, membre de la premiére escouade, du trio
initial, cette « dream team » dont la premiére mission fut d’étudier le marché... de la

pipette automatique, indispensable outil en biologie moléculaire et cellulaire mais absente



de linfrastructure de base, Monsieur Joél Gérardin a participé avec délectation et
abnégation a ce saut dans le vide que représentait son engagement dans cette aventure.
Apres avoir pris une part active et efficace a la constitution d’'un laboratoire initial, il a,
pendant plusieurs années, étudié le géne bomx1, son promoteur et son polymorphisme
chez différentes races, tout en élargissant son horizon aux especes voisines de Bos taurus.
C’est avec émotion que je me souviens de nos longues discussions techniques ou carrément
savantes, qui, le soir ou a la nuit tombée, occupaient nos bureaux, baignés par les parfums
enivrants de la nécropsie... Merci a toi, Jojo, pour ces années de partage de connaissances

scientifiques et autres.

D’abord intéressé par la recherche en aquaculture, Michael Leroy a rejoint I'équipe
nouvellement constituée dans le cadre d'un doctorat. Chercheur infatigable, il s’est
consacré pleinement a la poursuite de ses objectifs, participant activement au
développement de notre petite équipe. Plus encore, il a apporté une importante
contribution a l'implémentation de nouvelles techniques au sein du laboratoire,
techniques largement utilisées par les autres équipes du groupe. Ce fut pour moi un plaisir
d’aborder la cytométrie en flux en sa compagnie et plus encore de partager plusieurs
années durant, un méme bureau. Curieux, ses nombreuses questions ont souvent alimenté
une réflexion qui a permis au bindme, jai la prétention de le penser, de progresser.
L’évocation du temps de notre collaboration efficace reste et restera pour moi, Mike, un

excellent souvenir sur les plans professionnels et humains.

Le laboratoire était encore bien jeune lorsque je découvris une nouvelle recrue qui
s’intéressait a nos travaux. Apres avoir réussi, étape obligée, I'épreuve du FRIA, Mélanie
Palm, Mel plus simplement, s’attela, avec un succes évident, a I'étude de la MX porcine.
Ce fut un plaisir de travailler avec elle et de partager les doutes, les hypotheéses et les
confirmations qui émaillent inévitablement ce type de recherche. De plus, la touche
féminine et germanique qu’elle distilla, n’est pas étrangere a la bonne humeur qui

prévalait parmi nous.



Le microcosme MX inspira encore une autre chercheuse que javais déja eu le
plaisir, in tempore non suspecto, de rencontrer car elle s’'intéressait a des bactéries
appartenant a un genre qui m’était cher, le genre Helicobacter...Prenant le taureau par les
cornes si jose dire, Anne Thomas décrivit notamment la structure génomique du géne Mx
porcin et contribua ainsi a la réputation du laboratoire dans ce domaine, nous apportant

par la méme occasion une série d’informations précieuses pour lesquelles je la remercie.

Il y a quelques années déja, alors qu’il présentait I’épreuve finale du graduat en
biotechnologie, j’avais eu '’honneur de faire partie du jury de Thomas Fett, aussi connu
chez nous sous 'amical pseudonyme de « Kascap le mauve »...Malgré cette expérience qui
aurait pu ou di le traumatiser, il est venu accomplir le « TFE » qui sanctionna son diplome
d’ingénieur au sein de notre équipe MX. Se rendant de plus en plus indispensable, il devint
incontournable et nombreux sont ceux qui lui sont redevables d’avoir bouclé articles et
theses. Thomas, sache ici que j’ai vraiment apprécié ta collaboration, ton dévouement ; je
te souhaite beaucoup de succés dans tes propres recherches et, de fagon plus générale, un

trés bel avenir.

Personnage professionnellement discret et efficace, diva au « bench » mais aussi
diva tout court (I’'avez-vous déja entendue chanter, le soir, impromptue au banquet d'une
noce ou attendue sur scene par une foule conquise ?), Aurore, pardon Madame Aurore
Broers, a apporté sérénité et sécurité, des valeurs essentielles, pour le chercheur souvent
traversé par le doute expérimental (ai-je bien ajouté le produit x au milieu y dans les puits
de la rangée z, il y a trois jours ?7?), doute qui, contrairement, a son a/ter ego scientifique,
n’est que ruine de la connaissance. Merci Aurore pour cette rigueur, cette fiabilité et merci

pour les illuminations de ta voix, les jours de détente.

Parmi les derniers arrivés, figure Mutien-Marie Garigliany dont une de mes
derniéres expériences (ou « manips ») a bénéficié de I'aide efficace et pour laquelle je le
remercie. D’autre part, et sans dévoiler des secrets stratégiques, je n’ignore pas que
«Mutien» a mené a bien des protocoles originaux dont les résultats assoiront

certainement la renommeée du laboratoire dans le domaine de la réponse innée.



Dans la vie d'un chercheur, 'importance de la qualité relationnelle entre les
différentes équipes est primordiale et les rivalités internes a proscrire ; seuls, une saine
émulation et un enthousiasme partagé, se concrétisant par une mise en commun des
connaissances sont sources de progres scientifiques et...humains. Dois-je le dire, la regle
était d’application pendant toutes ces années au sein du service de pathologie et elle n’a
souffert que de tres rares exceptions. Au quotidien, j'ai eu le plaisir de partager les
problémes et les réussites de chercheurs engagés sur des themes parfois assez éloignés des
noétres. Au rang de ceux-ci figurent Frangois Cornet, 'homme des « aptameres » et de bien
d’autres choses...dont le bricolage de haut vol ! Nos interactions sur le plan « technico-
scientifique » furent toujours plaisantes et intéressantes, le questionnement de Francois
étant toujours pertinent et « challengeant »! Et puis, il y avait ’humour, la bonne humeur,
le « pittoresque » du personnage, des atouts au sein d'un groupe ! J'ai écrit pittoresque ?
Alors, C’est ici qu’il me faut citer la plus bruyante d’entre toutes les icones du service, du
département, de la Faculté ... celle qui exerce ses talents sur un monde ou paradoxalement
régne un silence de mort, je veux bien entendu parler de Madame Dominique Cassart,
alias « Mamy ». Avant de la connaitre, je me demandais comment il était possible d’étre
passionné par l'autopsie et ses odeurs, I'histopathologie et ses descriptions alambiquées
Nos longues discussions n’ont certes pas fait de moi un spécialiste en ces disciplines mais
elles m’ont fait prendre conscience de leur intérét. De nos confrontations, j'ai retenu
I'indispensable complémentarité des approches morphologiques et moléculaires dans le
domaine de la recherche médicale. Grace a son enthousiasme pour I'étude des équidés et
de leurs pathologies, j’ai eu le plaisir de suivre et méme la chance de participer a I'aventure
passionnante de la «myopathie atypique »...Enfin et surtout, la personnalité de
Dominique constitue une forme de richesse particuliére qui rayonne sur 'atmospheére d'un
laboratoire, un cadeau que j’ai pu apprécier tout au long de ces années. Parallélement, j’ai
eu la chance d’interagir avec Pedro Faisca, vétérinaire portugais qui avait, fort
opportunément, choisi de faire ses études de troisieme cycle a Liege (ce choix a-t-il été
influencé par des éléments « footballistiques » ?). Infection de souris, culture de virus et
titration virale, suivi des parameétres respiratoires, examen post-mortem des tissus

pulmonaires... toutes ces techniques ont été prétexte a de nombreuses confrontations



constructives, débats contradictoires et réflexions. Ce fut pour moi une approche
expérimentale des plus enrichissantes de la physiopathologie...Au-dela de ses qualités
professionnelles, « oune mec » comme Pedro ne peut attirer que la sympathie tant sa
gentillesse et son inclination naturelle a porter de lattention aux autres sont
omniprésentes. Merci a toi, Pedro, pour cette facon d’étre et pour ta disponibilité. Juste a
coOté de la Lusitanie, la quéte doctorale avait placé le Pai Viét en la personne de Dao et ce
couple a tres bien fonctionné ! Au cours des mois et des années qui défilerent « a la vitesse
dun cheval au galop », jai pu apprécier I'avancement des travaux de Dao mais j’ai aussi
découvert un peu de son pays, de sa vision du monde et...a I'instar d’autres membres du
service, j'ai outrageusement profité des spécialités culinaires vietnamiennes (qui a oublié
ce somptueux repas qu’il avait préparé, en compagnie de sa femme, a l'intention des
membres de notre service 7). Une expérience humaine dans un environnement inattendu
et pour laquelle, Dao, je me fais une joie de te remercier ! J’ai également eu la chance de
compter parmi les collaborateurs de ce service, un certain Laurent Zecchinon. Ses
recherches avaient alors pour objectif de découvrir les mécanismes moléculaires d'une
toxine particuliere et ce fut bien entendu un sujet passionnant qui nous a permis de
procéder a de nombreux échanges qui ont élargi mon champ de connaissances. Mais
Laurent est un personnage dont les qualités extra-académiques ne se limitent pas a son
statut d’ « aikidoka », et englobent celles d’organisateur d’éléments festifs (jeux et paris
divers prétextes a quelques drinks mémorables, BBQ...), sans oublier I'animation réguliére
des boites e-mail (la blague du lundi matin, la gore de la semaine, la minute
philosophique...) et autres fantaisies qui distillent la bonne humeur indispensable a la
pratique d’'une recherche saine par un esprit sain. Pour cette dualité entre le sérieux
professionnel et le divertissement en offrande indispensable a tous, sois assuré, Laurent, de

ma reconnaissance.

Quelqu’un a écrit : « Une theése est une aventure trop souvent égoiste dont l'action
se situe au milieu de compagnons de fortune » (ou d’infortune ?). Le role primordial de
ceux-ci, confusément ressenti, ne se révele vraiment que lorsque les chemins se séparent.

Ce ne sont pas des remerciements que jadresserai a Sandra, Carine, Stéphanie, Philippe,



Adélite, Cédric, Annabelle, Anne, Vanessa, Amélie, Nicolas, Thierry, Hussein,...préférant
cultiver le souvenir de tous ces moments essentiels, insaisissables et incomparables, gravés
au sein de ma mémoire par autant de touches colorées, tableau impressionniste dune

tranche de vie inoubliable.

Autrefois, la recherche scientifique menée au sein des Universités en général, de
notre A/ma mater en particulier, se caractérisait par une liberté quasi totale d’action !
Aujourd’hui, un cadre administratif —sans doute nécessaire mais devenu peut-étre
excessif —s’est imposé. Toujours est-il que dans ce contexte, le développement dune
activité d’'une certaine tenue ne peut se faire qu’a la condition sine gua non de travailler
avec un secrétariat constitué de personnes qualifiées et motivées... ce qui était
certainement le cas ! C’est donc avec joie que je saisis I'opportunité qui m’est donnée ici de
remercier Lucie et Sandy, pour leur dévouement jamais démenti et leur accueil toujours
charmant, symbolisés par la porte bloquée en position ouverte de leur bureau. Autre
fonction essentielle est celle maitrisée avec brio et enthousiasme par Carine, que jai
souvent (trop peut-étre?) sollicitée pour « une petite commande!», ou tout autre
demande réclamant son expertise comptable. Pour I'efficacité et la gentillesse avec laquelle
tu as, sans exception, traité les divers dossiers et demandes, je suis a coup shr, Carine,
débiteur d’'une reconnaissance dont je ne pourrai sans doute jamais m’acquitter. Il me faut
encore préciser qu'il m’a été particulierement agréable de constater que le sérieux des
tdches administratives et financiéres accomplies par le secrétariat, n’a jamais empéché

I’humour de conserver la place qu’il mérite... !

Au-dela du champ d’étude de cette these, travailler dans un service qui s’occupe
d’autopsies m’a offert la possibilité de « toucher du doigt », un nombre non négligeable de
pathologies, celles dont on entend parler au quotidien mais dont la matérialité vous
échappe jusqu'a ce qu'un prosecteur vous laisse pénétrer dans son antre et, grace a sa
maitrise technique, vous fasse apparaitre, sous leurs meilleurs jours, sarcomes,
infarcissements, ou encore ces trop fameux entrappements du petit intestin sur le ligament
gastro-splénique. Longtemps, je me souviendrai de cette salle gérée par 'homme aux

couteaux virevoltants, remplie le matin de cadavres dépecés et si propre le soir qu'on



aurait pu y manger sans crainte ...Merci Michel pour m’avoir, a travers ton travail, permis
de découvrir une réalité dont je n’avais recu quun apercu trés théorique et merci aussi
pour cette joie que tu ne cesses de distiller au sein du service, plus particulierement a
I'heure du déjeuner. Souvent, 'observation macroscopique se doit d’étre affinée par
Iexamen microscopique et c’est la qu'interviennent les mains expertes de Michaél Sarlet.
Méticuleux et efficace — j’ai eu 'opportunité de le vérifier en travaillant avec lui a la
modification de quelques protocoles — il reste ouvert a de nouvelles techniques et c’est
toujours avec plaisir que j’ai pu interagir avec lui. Pour cette convivialité professionnelle,
je le remercie trés vivement. Mais je ne serais pas complet si je ne précisais que Michaél
est un homme qu’on apprécie aussi pour ses qualités humaines et sa capacité a partager des

éléments substantiels ou plus anodins de la vie.

Avant de rejoindre le département de morphologie et de pathologie, javais déja
passé un nombre certain d’années au sein du service de biochimie de la Faculté des
Sciences. Le plus souvent, mais pas exclusivement, les divers projets qui m’ont employé,
présentaient une finalité pratique pour ne pas dire commerciale. Appliqués ou pas, ils
m’'ont permis de progresser et je saisis ici la chance qui m’est offerte de remercier
Monsieur le Professeur Charles Gerday, pour la confiance qu’il m’a accordée tout au long
de ces années. Il va sans dire que je garde de cette période un excellent souvenir. Merci
donc « Chef », pour tout ce que vous m’avez apporté et m’apportez encore a ’heure du
café... Bien entendu, je m’en voudrais de ne pas associer a cette reconnaissance tous ceux
et celles, étudiants, assistants et techniciens que j'ai eu la chance de rencontrer dans votre
service. En particulier, je citerai Madame Nicole Otthiers et Monsieur René Marchand
avec lesquels la collaboration a toujours été des plus enrichissantes. Et comment ne pas
mettre ici en lumiére le soutien indéfectible de celui que les hasards de la vie active ont
voulu que nous nous rencontrions a de multiples reprises, Jean Marie Francois,

aujourd’hui a nouveau mon collégue ?

Apres avoir demandé pardon a tous ceux que j’ai oublié de nommer, je ne saurais
clore ces remerciements sans élargir le champ, sortir du cadre académique et me tourner

un instant dérisoire, en comparaison de la prépondérance de leur rdle, vers ceux qui ont
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été ou sont toujours présents tant au cours de périodes dominées par le doute ou la
tristesse que lors d’épisodes remplis de joie et d’enthousiasme. A toi, d’abord, Dominique,
«ma sceur », avec qui j'ai partagé tant de ces moments qui sont l'histoire de nos destinées
respectives, je veux témoigner publiquement de mon attachement. A ce lien si
indéfinissable qui nous unit et qui intrigue parfois nos proches, il m’est comme une
évidence de lui accorder la place primordiale qui lui revient. Ensuite, je voudrais associer a
ces remerciements ceux que je considére aujourd’hui comme faisant partie d'une grande
famille dont les liens se sont forgés dans le creuset de nos jeunesses contrariées ou
insouciantes, mais constamment alimenté en solidarité et en amitié. A ceux et celles que je
fréquente encore régulierement aujourd’hui comme a ceux et celles que je sais toujours
préts a partager quelques moments privilégiés, je voudrais éviter de leur adresser quelque
banalité de circonstances...mais comment ne pas écrire simplement « merci » pour ne pas
trahir davantage cette émotion qui, en cet instant précis, m’envahit ? Philippe, Patrick et
Patrick, Guy, Marc, Michele et Michele, Anne, Georges, Christian, Jacques, Jean
Marc,...vous citer tous ou non ne changera rien : vous habitez pour toujours au panthéon

de mon ceeur.

Ils ont d’abord peuplé mes réves d’enfant. Ambassadeurs nés, ils m’ont ensuite
introduits auprés de personnes remarquables avec lesquelles j’ai partagé une passion
commune, parcouru un bout de chemin, vécu des événements fantastiques ou émouvants ;
la destinée en a éloigné certaines, temporairement ou définitivement ; avec d’autres, j’ai
noué des liens tres forts, des amitiés irrévocables. Aujourd’hui, ils ont largement mérité
d’étre mis a I’honneur ; je les remercie de jouer a nouveau leur role d’'intermédiaire, et de
me permettre d’évoquer ici, par leur truchement, I'importance affective des relations
issues de leur fréquentation assidue. Merci donc a Dolly, Okla, Mystere, Loustic, Moka,
Fury, Windgirl, Volcan, Kiroko...et tous ceux de leur espece que jai eu le plaisir de

cotoyer. Merci aussi aux membres du Royal Cercle Equestre 'Eperon pour leur accueil.

Enfin, je terminerai en évoquant un personnage qui symbolise le renouveau a
travers des valeurs de fraternité, d’égalité et d’'unité. Transcendant, pour quelques heures,

I'homme qui Le célebre, Il 1'éleve, par l'effacement des traces dun individualisme
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méprisable, au rang de la divinité. C’est un peu de ce Gille authentique que je voudrais

offrir a mes amis de la Principauté.

Les coupes histochimiques qui apparaissent sur la page de couverture ont été
gracieusement fournies par Mutien-Marie Garigliany.

Le taureau qui y figure a été reproduit avec I'aimable autorisation de son auteur,
Frederic Usclat, artiste peintre.
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ADN
ADNCc
AEC
ARN
ARNm
ARNv
ARNc
ATP
ATCC
BoMX1
BoPI-3
BoRSV
BSA
CDS
CF
CMV
DMEM
dsARN
ElF2a
FCS
FITC
FSC
GAP
GDP
GTPase
huMXA
HRP
huRSV
IF

IFN
IFNAR
IxB

LISTE DES ABREVIATIONS

Acide désoxyribonucléique

ADN complémentaire
3-amino-9-éthylcarbazole

Acide ribonucléique

ARN messager

ARN viral (génomique)

ARN complémentaire

Adénosine triphosphate

American type culture collection
Protéine MX1 de bos taurus
Parainfluenza de type 3 bovin
Virus respiratoire syncytial bovin
Sérumalbumine bovine

Coding sequence ou « séquence codante »
Cytométrie en flux
Cytomégalovirus

Dulbecco’s modified eagle medium
ARN bicaténaire

Facteur 2 eucaryote d’initiation de la traduction
Serum feetal de veau

Fluorescein isothiocyanate
Forward scatter

GTPase activator proteins
Guanosine diphosphate

Guanosine triphosphatase

Protéine MX A de Homo sapiens
Horseradish peroxydase

Virus respiratoire syncytial humain
Immunofluorescence

Interféron

Récepteur des interférons

Facteur inhibiteur du facteur de transcription nucléaire KB
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IKK

1SG20
ISGF3
IRF
ISRE
JNK
kDA
LPS
MAPK p38
MDBK
MOI
MoMX1
MTS

MTT
MyD-88
NF-xB
NK
NLS
OAS
PBMC
PBS

PE

PFU

pi

PKR
Poly I:C
poMX1
PRD
P/v
PVDF
RIG
RIP-1

Complexe IkB kinase

Interleukine

Interferon-stimulated gene product of 20 kDa

Facteur de stimulation de génes sous controle d’IFN de type |
Interferon regulation factor

Interferon sensitive responsive element

c-Jun N-terminal kinase

Kilodalton

Lipopolysaccharide

Mitogen-activated protein kinase p38

Madin Darby bovine kidney

Multiplicity of infection

Protéine MX1 de souris (Mus musculus)
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulphonyl)-2H]-tetrazolium

Bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
Facteur de différenciation myéloide 88

Facteur nucléaire kB

Natural killer

Nuclear localisation signal

2’,5’-oligoadénylate synthéthase

Peripheral blood mononuclear cell

Phosphate buffer system

Phycoérythrine

Plaque forming unit

Post infection

Protéine kinase R (dépendante de I’ ARN bicaténaire)

Acide polyinosique-polycytidylique (ARN bicaténaire synthétique)
Protéine MX1 de Sus scrofa (porcine)

Proline rich domain

Poids/volume

Polyvinylidene difluoride

Retinoic inducible gene 1

Receptor interacting protein 1
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RSV
SD
SH2
STAT
sSARN
SSC
TBK-1
TBS
TBST
TCIDsy

Respiratory syncytial virus

Déviation standard

Src homology region

Signal de transduction et activateur de la transcription
Single-stranded ARN ou ARN monocaténaire

Side scatter

TANK binding kinase-1

Tampon tris salin ou Tris buffer salt

Tampon tris salin + tween20

Tissue culture infectious dose 50
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Summary

Type I interferons (IFNs o/f) induce the synthesis of many factors belonging
to the innate immune system which is known to play an essential role as the first
defence line against the viral infection. Among these contributors, the MX protein (a
member of the large GTPase family) along with the double stranded (ds) RNA
dependent protein kinase R (PKR) and the 2’5" oligoadenylate synthetase/Rnase L
system, has been shown to be one of the most efficient among the murine and the
human species. The bovine counterpart of the MX system was, at the beginning of this
work, described at the sole gene level (the CDS sequence) but its functional capacity
was still totally unexplored. Accordingly, our first aim was to assess the ability of the
bovine GTPase we called boMX1 to inhibit viruses infecting cattle. A Vero cell line
(V103) conditionally expressing the boMX1 was established. To proof the concept,
we firstly tested the inhibition of a canonical virus on this field, the vesicular
stomatitis virus (VSV) which was confirmed to be as sensitive to boMXI1 as
previously shown to MXA (Homo sapiens). In a second step, we focused our
investigation on the activity of boMX1 against two Paramyxoviridae viruses, the
boRSV and the boPI3, both of these being sensitive to IFNs as reported in the
literature and furthermore confirmed by our previous in vitro experiments. Although
boMX1 was expected to be the most important factor of the type I interferon
resistance recorded against boPI3 and boRSV, our study has shown that the bovine
protein was not able to block these viruses belonging to the Respirovirus genus.
Conversely, the famous Orthomyxoviridae virus member, Influenza A was shown to
be almost completely inhibited in cells expressing boMX1. The inhibitory potential of
boMX1 was so strong it could only be measured upon the replacement of the low
pathogenic HINI1 strain used in the first assays by the hypervirulent H7N7 one. In this
case, the protection rate was as high as 10°. Typically, the value found for the human
counterpart MXA is in the range of 10> — 10* and according to our knowledge, none of
the MX proteins investigated so far have never been shown to be so effective against

Influenza A. In the wave of these results, the well-known avian H5N1 Influenza A
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strain has been tested in vitro and in vivo. All the data reinforced the concept of a very
high anti-Influenza A activity for BoMX1.

A such important antiviral effect appeared as an opportunity to initiate an
experimental approach of the largely unknown underlying mechanism(s) of the MX
antiviral activity. Our first objective was to identify the “primum movens” of the
inhibition mechanism. Therefore, we followed the kinetic of the infection in V103
expressing or not the boMX1 during one single cycle. The evidence of an important
activity of the bovine GTPase in the first hours post-infection led us to identify at the
RNA level which replication step was the first to be blocked. Following the collected
results, we adapted a primer extension method to quantify the genomic viral RNA
(VRNA) early entry in the induced and non induced cell cultures. Finally, we tested a
first interaction hypothesis between the boMX1 and a potential interacting protein

sister.
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Introduction

I. Introduction
GENERALITES

l.1.1. LA SUPERFAMILLE DES DYNAMINES

GENERALITES

Les dynamines forment une superfamille de protéines de masse importante
(>60000 Da) présentant une activité GTPasique. Ubiquistes chez les organismes
eucaryotes, on distingue les dynamines proprement dites, les protéines de type
dynamines (dynamin-like), OPA1 (protéine 1 de l'atrophie optique ou Optic Atrophy
1), les protéines MX, les mitofusines et l'atlastine dont certaines formes mutées sont
responsables de la PSF (Paraplégie Spastique Familiale). Elles sont impliquées dans
de nombreux processus cellulaires parmi lesquels le bourgeonnement des vésicules de
transport, la division des organelles, la cytocinese et la résistance a certains
pathogenes (immunité innée). La connaissance des génomes complets de différentes
especes (Homo sapiens, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana...) permet
d'obtenir une vue d'ensemble de 1'évolution et de la persistance des genes de cette

. c Lo
superfamille au cours de I'évolution.

STRUCTURE

En dépit de leur implication plurielle dans la physiologie cellulaire, la structure
générale des dynamines se caractérise par un schéma de base similaire. Cinq domaines
principaux sont identifiés : "Dynamin-N" ou domaine GTPase, "Dynamin-M" ou
domaine central, PHD ou "Pleckstrin Homology domain", le GED ou "GTPase
Effector Domain" et PRD ou « Proline Rich Region » (Fig.1). Les caractéristiques
architecturales minimales communes a tous les représentants de la superfamille
consistent en (i) lIimportant domaine globulaire GTPasique (plus de 300 acides
aminés), (ii) le domaine intermédiaire et (iii) le GED, ces deux derniers étant
impliqués dans la formation de la structure quaternaire (oligomeres) et dans la

régulation de I'activité GTPasique.
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Domaine GTPase

La structure du domaine GTPase, le plus conservé chez les dynamines, a été
déterminée 2 la résolution du 2.3 A pour la dynamine A de Dictyostelium discoideum.
La structure globulaire est constituée de 8 chaines [ (B-sheet) contre 6 chez les autres
familles fixatrices du GTP. Cette extension particuliere topologiquement définie est
caractérisée par l'insertion de 55 acides aminés (Fig.2). L'hélice N-terminale interagit
avec la partie C-terminale du domaine et forme une gorge. Aucun changement
remarquable de conformation n'est décelable entre la forme libre et la forme liée au
GDP, suggérant que les modifications sont associées a la fixation du GTP et/ou a son

hydrolyse ou a la libération du produit de la réaction (phosphate inorganique).

Fig.1. Structure générale des dynamines. Le domaine GTPase qui comprend un site de fixation
tripartite (bandes roses) s’étend sur 400 acides aminés (le curseur « ¥ » indique la position sur la
séquence protéique). La partie centrale ou DYN-M est conservée mais sa fonction est encore mal
définie. Elle précede le PHD ou « Pleckstrin Homology Domain » qui posséde une affinité pour
I’inositolphosphate. Il est absent chez les protéines « dynamin-like ». Le GED est le « GTPase Effector
Domain » dont I’interaction avec la partie N-terminale stimule 1’activit¢ GTPase. Enfin, le « Proline

Rich Domain » ou PRD est capable de fixer les protéines telles que les amphiphysin-1 et -2.
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pe  ps B4 P
C

Fig. 2 . Topologie et structure du domaine GTPase des dynamines.

L'insertion caractéristique des dynamines est présentée en rouge (chaines 32A, hélice oB et B2B) ; la
partie commune avec le cceur des protéines G, en vert.

(A)Vue de face. Les chaines sont au nombre de 8. (B) Vue latérale. aA et aB sont proches des feuillets
B tandis que hélice aC s'étend perpendiculairement a ceux-ci ; aA et a5 entrent en contact a l'arriere du
domaine. (C) Représentation topologique : les triangles dont les pointes sont orientées vers le haut

représentent les chaines P au-dessus du plan ; ceux vers le bas sont en-dessous du plan. D'apres

Niemann et al.”

Domaine central

Le domaine central se situe entre le domaine N et le domaine PHD. Son étude
n'a pas encore permis de lui attribuer une fonction définie. Il est pourtant bien
conservé entre les especes animales et végétales ainsi qu'en atteste l'alignement de
séquences présenté ci-apres (Fig.3). Remarquons que peu d'informations de structure

sont disponibles sur ce domaine central.
Domaine PHD

Il en est tout autrement du domaine PHD ou "Pleckstrin Homology Domain"
constitué d'une centaine d'acides aminés. Présent chez les vertébrés, la Drosophile,

C.elegans et les levures, il est généralement retrouvé chez les enzymes possédant une
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fonction régulatrice importante.™* Corollairement, les formes mutées sont souvent
associées a l'oncogenese et aux désordres du développement.5 Bien que présentant un
degré de conservation des séquences peu élevé, il est défini par une architecture
commune qui se caractérise par sa polarisation électrostatique. Les fonctionnalités
associées a ce domaine sont multiples. Relevons en particulier 1'interaction spécifique
avec les protéines de la membrane cytoplasmique, et, dans certains cas, une affinité
élevée pour les lipides ; lI'inositolphosphate fait également partie des divers ligands du
domaine PHD.®” La spécificité des liaisons est assurée au niveau de boucles de la
partie N-terminale qui se découvre la plus variable. Chez les protéines dénommées
"dynamin-like", le domaine PHD est le plus souvent absent.

La structure cristallographique de la version humaine du domaine est
disponible 2 la résolution de 2.3 A (Fig. 4). La molécule est constituée de deux
feuillets beta antiparalleles disposés orthogonalement et « fermés » d’un coté par une
hélice oo amphiphile. La correspondance avec d’autres structures cristallographiques
ou déduites d’expérience NMR est tres bonne si ce n’est la dimérisation qui semble ici

particuliere.
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* 20 * 40 = 60 * a0
DYM1_HUMAN : ARDVLE PLERGYIGVWNRESQEDIDGERDIT ~ALAAERKFF SHEPSYRHLADE GT--PYLOK LNQQLTNHIRDTLE : 79
DNM1L HUMA : ANDVIMGRVIDVELGIIGVWVNRSQLDI NEKS RDEYAFLQ  --YPOLANENGT--EYLARTLNRLLM HIEDCLE : 77
DYN_DEOME/ : ARDILE PLERGYIGVWNESQEDIEGEEDIHQALAAERKFE SHESYRH ADELGT--PYL LNQQLTNHIRDTLE : 79
QZ8379 HOR : o CHLE &Y IV CREQODIQDELE AEALQRE AFFEENEYFRGL = AEVPCLA EL T LITHI LP : g1
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Fig. 3 : Alignement du domaine central (Dynamin-M). Différentes dynamines appartenant & des especes
animales et végétales sont alignées versus 1'isoforme 1 de la dynamine-1 humaine. Les acides aminés conservés
apparaissent en bleu, les moins conservés en noir. Le pourcentage d’identité de séquence permet de dégager
une séquence consensus (en bas et en noir). DYN1_HUMAN : dynamine 1 humaine ; DNMI : dynamin—
related protein 1 humaine ; DYN_DROME ; dynamine 1 de dromadaire ; Q28379-HOR : MX du cheval ;
MX1_BOVIN : MXI1 de la béte bovine ; protein ; DRP3A_ARAT: Dynamin-related protein 3 d’Arabidopsis
thaliana; DYN1_CAEEL : dynamine 1 de Caenorhabditis elegans ; YB68_SCHPO : Dynamin-related protein
1 de Schizosaccharomyces pombe ; DNM1_YEAST : Dynamin-related protein 1 de la levure ; Q94464_DIC :
dynamine A de Dictyostelium discoideum ; VPS1_YEAST : vacuolating protein sorting 1 de levure;
DRP1A_ARAT : Dynamin-related protein 1 d’Arabidopsis thaliana.
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Fig.4. Structure globale du domaine PHD ou « Pleckstrin Homology Domain ». Deux feuillets beta
antiparalleles disposés orthogonalements définissent un « sandwich » moléculaire. Un des cotés est
occupé par I’hélice o C terminale. Les boucles, peu conservées entre les différentes protéines possédant
ce domaine, forment des surfaces chargées positivement responsables de la spécificité de I’interaction

(d'aprés Fergusson et al.).®

GED

Le GED ou "GTPase effector domain" s'étend entre le domaine PHD et les
régions riches en proline et en arginine de la partie C-terminale. Cette partie de
structure hélicoidale interagit avec la partie N-terminale pour en stimuler l'activité
GTPase.” A son tour cette interaction favorise la formation d'oligomeres lesquels
stimuleraient l'activit¢é GTPase. La formation de la structure quaternaire concerne le
domaine GTPase, le domaine central et le GED, lesquels constituent l'armature de
base de la superfamille des dynamines qui est complétée par des domaines possédant
un role de ciblage : le PHD que nous venons de décrire ; le PRD ou Proline Rich
Domain - domaine riche en proline qui fixe les régions de type SH3 - ou encore par
des séquences qui sont des signaux de localisation reconnaissant les mitochondries, les
chloroplastes’...

L'alignement de séquences de diverses especes et de différentes dynamines
montrent que ce domaine est relativement peu conservé. A l'heure actuelle, les

données de structure relative a ce domaine restent treés fragmentaires.

26



Introduction
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Fig.5 : Alignement du domaine effecteur (GED) de dynamines d’especes et de types différents. Les
acides aminés conservés apparaissent en bleu, les moins conservés en noir. Remarquons 1'absence d’une
séquence consensus définie (derniere ligne). MX1_bos : MX1 de la béte bovine ; DNMI1L_Homo :
Dynamine-1-like humaine ; DynT_homo : Dynamine T (testiculaire) humaine ; MX1_canis : MX1 du
chien ; Dyn2_ratt : dynamine 2 du rat brun ; DNML : dynamine-like de Saccharomices cervisae ;
Dynl_Kluyv : dynamine 1 de Kluyveromyces lactis ; Dyn 7_Monod : dynamine non déterminée de
I’opossum  (Monodelphhis VPS_ssach:  « Vacuolar  Protein

domestica) ; Sorting »  de

Schizosaccharomyces pombe.

PRD

La région PRD ou « Proline Rich Region » s'étend sur une centaine d'acides
aminés. Sa dénomination n'est pas usurpée puisque sa composition en proline dépasse
les 30%. L'arginine, 1'alanine, la glycine et la sérine sont bien représentées (environ
10% pour chacun de ces résidus) ; le point isoélectrique de ce domaine est résolument
basique (pl théorique = 12). L'interaction de cette région avec le « Src (Steroid
receptor co-activator) homology 3 domain » ou SH3 de différentes protéines est fort
bien documenté. Ce domaine de petite taille (60 résidus) se retrouve au sein de
protéines impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques telles que
I'organisation du cytosquelette, le déplacement des vésicules, ou l'assemblage des
organelles. L'interaction du domaine avec son ligand donne naissance a un motif

particulier : I'hélice poly-proline gauche de type II (PPII). Seules, les dynamines dites
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classiques possedent cette région PRD. Parmi les interactions les plus fortes, relevons
celle qui concerne I'amphiphysine, elle-méme associée a la clathrine, aux adaptateurs
AP2 et aux membranes.'’ L'association des dynamines aux CCPs (Clathrin-coated

pits) de la membrane cytoplasmique serait réalisée par ce biais.

Fig.6 : Interaction d'une région riche en proline avec un domaine SH3. La formation d'une hélice
gauche au niveau d’un domaine riche en proline (représenté en jaune) est le résultat de son interaction

avec le domaine SH3. D'aprés Lewitzky M et al."'

CLASSIFICATION DES DYNAMINES

Sur base des éléments structuraux décrits, il est possible de classer les
dynamines en trois groupes principaux : Les dynamines classiques, les protéines de
type dynamines (dynamin-like) auxquelles sont également associées des protéines

fixatrices du guanylate ou GBP (Guanylate Binding Protein).
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Tableau 1. Classification de la superfamille des dynamines.

Groupes Protéines Nombre  de | Domaines Domaines ou
types (numéro | domaines absents séquences
d'accession) spécifiques

Dynamine Dynamine 1 5 | e e e

classique (NP_001399)
Dynamin3
(NP_Q9UQ1)

Type Dlp 4 PRD |- - -

dynamine ou | (NP_0.36192)

"dynamin- MxA 3 PH+PRD |- - ---

like" (NP_002453)

Mitofusinl 3 PH+PRD |- - -

(NP_284941)

OPA1 4 PRD Localisation

(Q60313) mitochondriale +
domaine trans-
membranaire

Type GBP1 3 PH+PRD

GBP (NP_002044)

Atlastin 1 2 GED+ Domaine trans-
(NP_056999) PH+PRD membranaire

Les dynamines classiques

La dynamine 1 mammalienne est particulierement exprimée au niveau du
cerveau ou elle se concentre au niveau des synapses ; lI'isomorphe 2 est ubiquiste ; la
dynamine 3 est principalement rencontrée au niveau des testicules et au niveau du
systeme nerveux central, plus spécifiquement dans les régions post-synaptiques.

Sur le plan fonctionnel, les formes 1 et 2 sont essentielles pour la scission des
vésicules a clathrine (Clathrin coated vesicles ou CCVs)lz. Leur rdle est également
reconnu dans l'internalisation des caveolae,'*'* dans la phalgocytose,15 la formation de
podosomes16, lors de la cytocinése,17 les modifications des réseaux d'actine,

contribuant ainsi a la plasticité du cytosquelette...
Les protéines de type dynamine ou "dynamin-like proteins"

Ces dynamines ne possedent pas de PRD. Tous les organismes, de la levure a
I'homme, expriment une protéine homologue de "DIpl" dont l'implication dans le
processus de division mitochondriale est confirmée.'®'® A l'instar d'autres dynamines,
cette protéine forme des oligomeres qui s'organisent en anneau et sont capables

d'interagir avec les membranes®. Si le role essentiel de DIpl dans la division des
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organelles a été clairement établi, il apparait de plus en plus partagé avec d'autres
homologues précédemment cités, tels que OPA-1 et la mitofusin. 21:22.23.24.25

Parfois les molécules se sont davantage spécialisées. Ainsi, la protéine MX
humaine — MXA - son isomorphe MXB et leurs homologues identifiés chez les
mammiferes et les poissons sont un exemple de spécialisation fonctionnelle. Induite
par les interférons de type I, le seul rdle qui, a ce jour, a pu lui étre clairement attribué
est celui de protection contre l'infection virale®®. A ce titre, MX est un élément de
premiere force dans l'arsenal de 1'immunité innée. Ces protéines sont treés conservées
d'un point de vue structural. Elles se caractérisent par I'absence du domaine PHD et de
la région PRD. Leur description sera détaillée dans la suite de cette introduction.

Classées dans le groupe des protéines de type GBP, dernier de la superfamille,
les atlastines possedent un domaine GTPase et une région centrale mais elles sont
dépourvues des autres éléments. Leur séquence C-terminale est caractérisée par la
présence de domaines transmembranaires successifs. L'atlastine-1, principalement
rencontrée au niveau des neurones pyramidaux du cortex cérébral et de I'hippocampe,
est associée au Golgi et semble indispensable a I'intégrité des cellules nerveuses®’; des
mutations du gene codant pour l'atlastine sont associées a une maladie neuro-
dégénérative familiale, la paraplégie spastique.28 Enfin, les GBPs proprement dites
sont induites par les interférons de type II ; un role de résistance contre les pathogenes
intracellulaires leur est également attribué sans que celui-ci ne semble pouvoir
rivaliser avec celui des protéines MX.Z2% 11 n'est pas inutile de préciser qu'une
structure de GBP est disponible et constitue, en 1'absence de données plus spécifiques,
un modele général préliminaire pour 1'étude des interactions des régions GTPases,

centrales et GED des dynamines (Fig.7).”!
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Guanine Cap

Fig 7. Structure générale de hGBP1. Représentation sous forme de ruban de la structure générale de
la protéine ayant fixé un analogue non hydrolysable du GTP (en bleu) et un atome de Mg++ (en jaune).
La structure compacte du domaine GTPase et ses chaines B contrastent avec la structure en hélice a,
tres étirée. En particulier, on remarquera le GED constitué d'une tres longue hélice o dont l'extrémité C-

terminale se retrouve & proximité immédiate d'acides aminés appartenant au domaine central.
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[.1.2. INTERFERONS ET ACTIVITE ANTIVIRALE

REPONSE INNEE ET INTERFERONS

La premiere ligne de défense contre les infections virales développée par les
organismes pluricellulaires est assurée par un ensemble de mécanismes appartenant a
la composante innée de la réponse immunitaire. Celle-ci a pour raison d'étre de limiter
I'extension de l'infection au sein de l'organisme sans qu'une exposition préalable a
I'agent pathogeéne concerné ne soit requise.

Parmi les systémes protecteurs propres a I'immunité innée, le systéme
"interférons" est sans doute le plus puissant, le plus efficace dans la résistance aux
infections virales>>. Il comprend deux types principaux de molécules caractérisées par
une structure primaire, des récepteurs membranaires spécifiques et des fonctions
biologiques propres.

Les interférons de type I **** forment une famille de cytokines comprenant
plusieurs membres. Chez les mammiferes, au moins huit membres sont identifiés : ce
sont les interférons (INFs) a, B, 9, €, K, {, Tet ® 3336 1 es deux premiers, les INFs o
et B sont présents chez tous les mammiferes ; leurs propriétés qu'ils partagent avec les
INFs o et {, sont antivirales, immunomodulatrices antiprolifératives et apoptotiques.
Par contre, I'INF & n'est décrit ni chez le porc ni chez I'homme. Les autres classes sont
décrites chez la plupart des especes. Seul, l'interféron T semble étre spécifique des
ruminants chez qui son role est associé au maintien de la gestation®’. Les fonctions des
INFs 9, €, x sont moins connues ; leur activité est de type immunomodulatrice.

Les interférons de type II ou interféron-gamma (7y) forment un dimere qui se
fixe a un récepteur hétérodimerique (INFyYRI-INFyR2). La constante de dissociation
de la liaison au récepteur est tres faible, de 1'ordre de 10" M *. Cette liaison a pour
conséquence 'activation d'une cascade JAK-STAT™. Apres fixation au récepteur, la
phosphorylation de résidus tyrosine aboutit a la formation d'un dimere cytoplasmique
ou "GAF" ("Gamma Activator Factor") capable d'agir au niveau nucléaire et d'activer

la transcription de geénes par sa liaison a une séquence d’ADN spécifique40 (Fig.8).

* Le terme interféron dérive de 1'étude du phénomene dit d'interférence virale qui a conduit & sa
découverte.

32



Introduction

La transcription de nombreux genes (>30) est sous la dépendance de la cytokine.41
Contrairement aux interferons o et B qui sont potenticllement exprimés par tous les
types cellulaires, l'interféron y n'est secrété que par certaines cellules du systeme
immunitaire : les lymphocytes CD4+T helper (Thl), les cellules CD8+, les cellules T
(y et O) et les cellules tueuses "NK"*. L'interféron de type Il s'invite dans le systeme
immunitaire spécifique en stimulant les cellules présentatrices de 1'antigeéne ("Antigen
Presentating Cells" ou "APC") ; il stabilise les cellules Thl (stimulation autocrine).

Ses propriétés sont antivirales, immunorégulatrices et anti-tumorales. (FIG.9).

IFM receptor-1I
IFM receptor-I
IFM receptor-1T

STATTE|STAT 1 STAT1E[STATIx

G AF

nuclear membrane

Fig 8. Schéma général de la cascade d'activation induite par la liaison de INFy a son récepteur.
Les deux protéines JAK1 et JAK2 associées au récepteur sont activées par phosphorylation. A leur tour,
les protéines Statol sont phosphorylées et sont alors capable de former un dimere actif (GAF ou Gamma
interferon Activated Factor) capable de pénétrer dans le noyau et d'interagir avec une séquence
spécifique. L'élément nucléique cible (élément cis) est une séquence palindromique appelée"GAS"

(Gamma Activator Sequence) de forme générale TTCN2-4GAA.
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Fig. 9. Production et activité de 'IFN gamma. Secrété par les cellules NK et T (helper), son action
est pleitropique comme l'indique ses nombreuses cellules cibles ; ses fonctions générales sont

immunorégulatrices, anti-tumorales et antivirales.

Enfin, mentionnons la découverte récente d'un troisieme type d'interférons, les
interférons A qui comportent différentes classes (IL-28A, IL-28B et IL29) **. Leur
proximité avec les interférons de type I est évidente et se vérifie a travers leur fonction

biologique de résistance 2 I'infection virale **.

1.1.3. LES INTERFERONS DE TYPE | o/B

ORGANISATION GENOMIQUE ET PROTEIQUE

Chez I'homme, les génes de type o/ sont co-localisés sur le chromosome 9 en
position p22*. De facon remarquable, l'organisation de ces genes eucaryotes ne
présente pas de séquence intronique46’ 7 cette propriété est vérifiée pour toutes les
especes connues. En réalité, il existe plusieurs genes IFNa - 13 chez 'homme - en

. \ a8, 4
nombre variable selon I'espece™ *. L

identité de séquence intra-spécifique est élevée,
de l'ordre de 95%. De facon contrastée, il n'existe qu'un seul géne IFN-B chez la
plupart des espéces.50 Les geénes codant pour les autres IFNs de type I sont présents en

un seul exemplaire chez I'homme et la souris.
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La masse des protéines interférons de type I est de l'ordre de 20 kDa. Les
interférons o sont composés de 188-190 acides aminés y compris l'extrémité N-
terminale et sa séquence signal de 23 acides aminés’’. Des modifications post-
traductionnelles sont observées en particulier chez les interférons B qui subissent une
N-glycosylation limitée 2 un seul site chez I'hnomme (N80). Les interférons o ne sont
pas nécessairement glycosylés : ici, la variabilité intra-spécifique et interspécifique est
de mise. Le role biologique de la glycosylation ne semble pas primordial pour

I'activité mais bien pour la stabilisation de la protéine™.

La structure des interférons de type I est bien connue. Elle est largement
conservée et se caractérise par la présence de cinq hélices o« communes aux différentes
classes. L'interféron  forme une structure dimérique qui s'organise autour d'un atome

de zinc™.

REGION PROMOTRICE DES INTERFERONS DE TYPE | o/

Le promoteur du géne IFN- comporte au moins quatre éléments de régulation
en cis : les "Positive Regulatory Domains" ou "PRDs". PRDI et PRDIII sont activés
par les membres de la famille des "IRFs" ou "Interferon Regulatory Factors" qui en
comporte 9, tandis que PRDII et PRDIV le sont, respectivement, par le Nuclear Factor
kB (NF-xB) et ATF-2/c-JUN>** 738 T e promoteur de I'TFN-ot contient un "PRD-
Like Element" ou "PRD-LE" qui fixe certains "IRFs"*. L'image actuelle de ce
promoteur n'est probablement pas compléte et laisse place a d'autres facteurs

potentiels de transcription (Fig.10).

35



Introduction

ATF2/ IRF/ IRF/
c-Jun IRF IRF NF-xB
1 P | (P 2f
I F g :
gaa#atgacaga gaaaactgaaag gagaactgaaag gggaaattc clgagg
10 PRDIV PRDIII  PRDI PRDII 50 Ifnb1
g p IRF/
© P IRF
) —
agtaaeig;agtg_aaaag gaattggaaagcaaggggagggtattccgaaaggaga
Ifna4

100 PRD-LE -5|o

Fig.10 Représentation schématique de la région promotrice de 1'IFN-B, en haut, et de
I'IFN-a en bas. Les facteurs de transcription IRF, ATF2/c-JUN et NF-kB se fixent aux régions PRD
qui leurs sont propres. Remarquons la présence d'un seul PRD (PRD-LE) identifié au niveau du

promoteur des IFNs-c. (D'aprés Honda K. et al.)®".

|.1.4. INFECTION VIRALE ET INDUCTION DES

INTERFERONS DE TYPE |

L'étude des événements moléculaires reliant I'infection virale et la production
d'interférons de type I est en pleine expansion. La conséquence en est la découverte de
nouveaux intervenants et la succession de modeles théoriques. A I'heure actuelle deux
voies principales sont retenues : une voie de signalisation dite classique et une voie qui

passe par les récepteurs "Toll-like" de découverte récente.

VOIE CLASSIQUE

Le facteur IRF-7 y joue un rdle central pour l'induction des IFNs. Le
mécanisme d’activation passe par la formation d’un complexe de type kinase. "RIG-1"
(pour Retinoic acid Inductible Gene")**, le premier intervenant est une protéine
contenant un domaine hélicase, capable de reconnaitre le dsRNA, signature de la
réplication de nombreux virus. L'interaction de RIG-1 avec I'ARN viral a pour

conséquence un changement de conformation qui induit la formation de liaisons entre
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le domaine CARD (Caspase Recruitment Domain) de RIG-1, de RIP1 ou "Receptor
Interacting Protein” et de FADD "Fas-Associated protein with Death Domain".** Le
complexe ainsi formé active TBK1, une kinase capable 2 son tour d'activer IRF-7.%% ©
Celui-ci, sous la forme homodimérique IRF-7/IRF-7 ou hétérodimérique IRF-7/IRF-3,
subit une translocation nucléaire et induit, par sa liaison avec les différents PRDs, la
sécrétion des interférons o/f.

Par un mécanisme de rétroaction positive induite, ceux-ci activent la synthese
de novo d'IRF-7 et de RIG-1 en utilisant la voie classique de signalisation des
interférons de type I (Fig.11). Cette rétroaction explique le caractere biphasique de la
réponse 2 l'infection virale.®*®” La premidre phase requiert la présence d'un niveau
basal d'IRF-3 phosphorylé ; la seconde, déclenchée par une stimulation autocrine et

paracrine des cellules, est confiée a IRF-7 qui va induire la production massive des

interférons a et f.

Current model
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Fig.11 : Voie classique d'induction des interférons de type I par l'infection virale. L'ARN viral
interagit avec RIG-I ce qui a pour effet d'activer TBKI1, une kinase spécifique de IRF-7, via le
recrutement essentiellement de RIP-1 et de FADD. La phosphorylation des IRF-7 peut-étre inhibée par
certaines protéines virales (NS1/NS2 du virus syncytial respiratoire par exemple). IRF-7, seul ou
associé a IRF-3, active la transcription des génes INFs. Les interférons produits activent, a leur tour, la

production de IRF-7.
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VOIE "TOLL-LIKE"

De découverte récente, les récepteurs "Toll-like" ou "TLR" sont présents au
niveau de la membrane cytoplasmique (TLR4) ou endosomiale (TLR3, 7, 8, 9).% 14
famille compte au moins 13 membres qui reconnaissent différentes molécules
associées a diverses classes de pathogenes (bactéries, virus, champignons...). Un
domaine TIR ou "TOLL/Interleukin Receptor" est commun a tous les TLRs : il
transmet le signal de fixation en aval par le recrutement de molécules adaptatrices.

Détaillons brievement les adaptateurs spécifiques des différents TLRs

impliqués dans l'activation des interférons de type I en réponse a l'infection virale.
"Toll-like 3"

Ce récepteur est activé par I'ARN bicaténaire viral que celui-ci soit produit lors
de la multiplication du virus ou qu'il soit de nature génomique ou de nature
synthétique tel que le poly I:C, un analogue chimique de I'ARN bicaténaire.”” "'
L'adaptateur sélectionné par le domaine TIR de TLR3, est dans ce cas de figure, TRIF
(TIR -domain containing adaptator -inducing /FN) qui recrute, entre autres facteurs,
TBK-1 lequel est responsable de la phosphorylation de IRF-7 et de IRF-3 et, par
conséquent, de 1'activation de la transcription des IFNs. Cette voie est indépendante du

facteur IRAK (/nterleukin-1 Receptor-Associated Kinase)72 (Fig.12).
"Toll-like 4"

TLR4 est activé par certains constituants de l'enveloppe virale tels que la
protéine fusion du virus respiratoire syncytial (« Respiratory Syncytial Virus » ou
«RSV ») ou les protéines membranaires du MMLV ("Moloney Murine Leukemia
Virus")”* ™. Cette stimulation par les protéines virales est relativement secondaire si
on la compare a celle obtenue avec les LPS ou le lipide A, composants des membranes
bactériennes Gram- négative’>’°. Les adaptateurs moléculaires recrutés ici sont TRAM
(« Toll Receptor Associated Molecule ») et TRIE'” ; la voie TBK-1 semble privilégiée
et aboutit a la phosphorylation de IRE-37% 7. Parallélement, le recrutement de TRAF6
(Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 6) active la voie NF-kB. Le

recrutement d'autres adaptateurs, les facteurs IRAK1-4, TIRAP, TRAF6 et MyD&8
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(Myeloid Differention response gene 88), suite a la fixation a TLR4 de protéines

virales, conduit 2 I'activation de NF-kB et la production d'TFN-p (Fig.13). *

Endosome?

TRIF rmr-'a

-
mm,,,(“, \iﬂ: TABZ, TAB3 Cytoplasm
a MHlj
A/ TAK1

D IRF7 U IAF3 Empm

Nucleus

Inflammatory
IFN- 8 cytokines

Fig. 12 : Induction de TLR3 par I'ARN viral bicaténaire.

Le signal de reconnaissance de la liaison de 'ARN viral a TLR3 est transmis via TRIF qui interagit avec
TBKI1/IKKI activant la phosphorylation de IRF-3 et IRF-7 lesquels, apres translocation nucléaire,
activent les promoteurs de type interféron, en particulier celui de I'INF-f3. La sécrétion de cet interféron
stimule la production d'IRF-7 qui aprés phosphorylation induit la production d'INF-a.. TLR3 interagit
également avec RIP1 et TRAF6 qui sont impliqués dans l'activation de NF-xB et de ATF2-c-Jun, deux

activateurs de la transcription des IFNs.
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Fig. 13 : Régulation de 1'expression des interférons de type I par TLR4. Quatre adapteurs au moins
sont impliqués dans le transfert du signal : TIRAP, MYD88, TRAM et TRIF. Associés a différents
ligands protéiques, ils contribuent a générer une réponse modulée. Tandis que TRAM et TRIF activent
IRF-3 et NF-xB, la voie MyD88 via le complexe IRAK1/4-TRAF6 active uniquement NF-kB. La
translocation nucléaire des molécules phosphorylées IRF-3 et NF-«kB et leur liaison au site spécifique

PRD du promoteur IFN, activent la transcription d'TFN-3.

L'induction des interférons, dans le cadre d'une infection virale, par les
récepteurs TLR3 et TLR4 se révele différente en fonction de la nature des molécules
activatrices (acides nucléiques ou protéines de l'agent pathogeéne) mais aussi par celle
des cytokines exprimées. En effet, I'activation de TLR3 a pour résultat la production

des IFNs o, et B tandis que celle de TLR4 n'induit que celle de I'TFN B.%!
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"Toll-like 7/8 et 9"

Cette sous-famille de récepteurs est responsable de l'activation des IFNs o/f3
par certains virus 82 Ainsi, les ilots CpG non méthylés de I'ADN de HSV sont
reconnus par TLRY9 au niveau de certaines cellules dendritiques (pDCs ou
Plasmacytoid Dendritic Cells) ; I'ARN génomique simple brin de certains

Orthomyxovirus active TLR7/8.838485 1)

adaptateur privilégié de cette famille de
« Toll-like receptor » serait le MyD88. La cible est constituée par I'RF-7, NF-xB,
IRFS... selon le type cellulaire ou la nature des ligands, la spécialisation de la réponse

étant modulée au niveau du complexe formé autour de MyD88 (Fig. 14).8¢
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Figure 14. Induction de la production d'IFNq, B par la sous-famille TLR7, TLR8 et TLR9Y au
niveau des cellules dendritiques. La fixation des acides nucléiques viraux par TLR7, TLR8 et TLR9
conduit au recrutement de l'adaptateur MyD88, qui interagit avec IRAK4 et IRAK1 et TRAF6®. Par
I'intermédiaire dTRAK1 et d’IRAK4, IRF-7 est phosphorylé et apres sa translocation nucléaire, régule
la transcription des interférons de type I. TRAF6, quant a lui, via son interaction avec un complexe
dépendant du mécanisme d'ubiquitinylation utilise les voies classiques NF-kB et ATF2—c-Jun pour

activer les cytokines de 1'inflammation et accessoirement les IFNs o et [3.
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1.1.5. LES PROTEINES CELLULAIRES DE LA

RESISTANCE INNEE

Les interférons o/p exprimés en réponse a une infection virale induisent une
réponse qui se traduit par l'activation de la transcription de génes qui codent pour un
nombre important de protéines antivirales. Les analyses des profils d'expression
indiquent que le nombre des molécules activées est élevé, dépend du type cellulaire et
évolue dans le temps. Le nombre de genes répondant a une régulation positive par les
interférons est supérieur a 700. ***° De facon attendue, les interférons exercent aussi

une régulation négative sur d'autres genes.

Parmi les protéines induites par les interférons de type I, les plus importantes
par leur activité virale sont PKR (Protein kinase RNA dépendante), OAS (2'5'-
Oligoadenylate synthetase) et la RNase L, 1'1SG20 et les protéines MX. On peut y
ajouter ADAR1 (Adenosine deaminase RNA), une déaminase spécifique de I'ARN
possédant une fonction éditrice.”® Ces types d'effecteurs affectent la réplication virale

au sein de la cellule par des mécanismes connus ou non encore découverts.

EFFECTEURS ANTIVIRAUX CELLULAIRES A MECANISME
CONNU

Dans ce groupe, non exhaustif, nous avons rassemblé les molécules canoniques
de l'activité antivirale innée dont le mode d'action est largement décrit et démontré
sans ambiguité. Tantdt celui-ci est évident et est directement li€é a une activité
enzymatique (ISG20), tant6t il participe a une séquence coordonnée qui integre

plusieurs éléments dont les roles particuliers sont clairement identifiés (PKR ; OAS).
La protéine kinase PKR

La protéine kinase - 62kDa pour la version humaine - possede une activité
dépendante de I'ARN ; elle se rencontre essentiellement dans le cytoplasme des
cellules traitées a l'interféron en association avec les ribosomes. L'activation de la PKR
par I'ARN double brin via une auto-phosphorylation aboutit a la formation d'un dimere
qui va agir sur au moins deux substrats cellulaires : PKR elle-méme’’ et le facteur

d'élongation elF-2a. La phosphorylation de ce dernier inhibe la traduction en
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empéchant la réaction d'échange du nucléotide guanine catalysée par le facteur
d'élongation elF-2B.%% Les propriétés antivirales de PKR ont été établies pour le
reovirus%, le West Nile ViI'lng4, le virus de la stomatite vésiculeuse” , I'herpes simplex

ViI'llS%, le virus de la fievre aphteuse 97, de I'hépatite c®...
La 2',5'-Oligoadenylate synthetase ou OAS

Induites par l'interféron, activées par de I'ARN bicaténaire, les 2'5'-
oligoadénylate synthétases sont les seules enzymes capables de catalyser le transfert
d'un nucléotide en position 2' dans une réaction de type polymérase. Elles constituent
une famille d'enzymes mise en évidence chez de nombreuses espéces de mammiferes
mais aussi d'oiseaux et de reptiles. Le nombre de genes distincts identifiés chez
I'hnomme est de trois. Les isoenzymes rencontrées - p40/46, p69/71 et p100 - indiquent
qu'un mécanisme d'épissage est généré lors de la transcription des deux premiers
génes.99 Leur produit, les 2'-5'-oligoadenylates, sont les activateurs de la RNase L (ou
latente) qui forme, selon l'isoenzyme, un momomere, un dimere'® ou un tétramere.
L'hydrolase a pour cible principale les ARN cellulaires et viraux. Elle serait capable de

détruire ceux-ci spécifiquement. "'
ISG20

Exonucléase de la famille 3'>5', cette protéine est induite par l'interféron ou
I'ARN bicaténaire. D'une masse moléculaire de 20 kDa, I' ISG20 possede une affinité
pour les ARN monocaténaires.'%'% Son action antivirale contre trois virus 3 ARN
génomique, le VSV, linfluenza virus et le virus de l'encéphalomyocardite a été
démontrée alors que, parallelement, elle s'est révélée inactive contre un virus a ADN
génomique, l'adénovirus.'” Sa cytolocalisation est cytoplasmique et nucléaire. En
particulier, elle est associ€ée aux sous-structures du noyau, le nucléole et les corps de
Cajal ou "Cajal bodies" qui sont caractérisés par la présence de facteurs de

transcription et d'épiSSage'105,106

L'ADAR-1 ou "adenosine deaminase acting on RNA"

Cette enzyme est capable d'éditer ' ARN en transformant 1'adénosine en inosine
par déamination. L'inosine des transcrits ARN est traduit comme s'il s'agissait d'une

guanosine. Chez les mammiferes, la famille comprend trois membres, ADARI,
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ADAR?2 et ADAR3. La fonction éditrice est confirmée pour les deux premiers, elle ne
l'est pas pour le troisieme.'”” La cible d ADAR1 et ADAR 2 est 'ARNm mais aussi les
longs duplexes d'ARN.'™ La plupart des tissus sont capables de produire les deux
enzymes. D'un point de vue cytologique, ADARI est essentiellement présent au
niveau du cytoplasme tandis que ADAR?2 est confiné au niveau du noyau. Une forme
tronquée mais active d'’ADARI1 est circonscrite au niveau du noyau. Les transcrits
viraux sont édités a une densité élevée. Ainsi en est-il des transcrits de I'hepatite D et
du polyoma virus, un virus 3 ADN.'?”

La forme cytoplasmique et complete d'ADARI, une protéine de 150 kDa
encodée par un gene sous le controle d'un promoteur interféron dépendant semble Etre
plus particulierement impliquée dans 1'édition virale. Enfin, une endonucléase
spécifique des RNA hyper-édités i.e. comprenant des zones riches en inosine a été
identifiée comme co-effecteur du mécanisme de résistance innée s'appuyant sur le

o Py . : e 110
principe d'édition d'acides ribonucléiques.

EFFECTEURS ANTIVIRAUX CELLULAIRES A MECANISME
INCONNU

Dans 1’état actuel des connaissances, nous ne pouvons certifier que le
recensement des effecteurs antiviraux cellulaires soit complet. Par contre, il existe un
ensemble de protéines, décrites ci-apres, dont la capacité antivirale est largement

démontrée mais dont le(s) mode(s) d’action conserve(nt) une large part de mystere.
Les protéines MX

Les protéines MX appartiennent a la superfamille des dynamines. Elles ont été
identifiées chez de nombreuses especes animales appartenant a différentes classes de
vertébrés : on les retrouve chez les mammiferes, les oiseaux, les poissons.m’m’113
Chez la plupart des especes étudiées, deux ou trois isoprotéines codées par des genes
distincts, ont été identifées. ! "1 HONT [ anr structure a été décrite dans la partie
« généralités » du présent volume (cfr.supra). Par rapport aux protéines antivirales
décrites ci-dessus, elles présentent la caractéristique de procéder par un mécanisme
encore largement inconnu. Par leur capacité a s'assembler en solution pour former des
oligomeres pouvant compter plus de 30 éléments, elles ont suggéré a certains auteurs
l'idée d'un mécanisme hypothétique impliquant la séquestration de la nucléocapside ou

118,119,120

d'autres protéines virales. Parfois, les homopolymeres de MX sont décrits

45



Introduction

comme une réserve de molécules inactives dont la dépolymérisation est nécessaire a la

121 1 'étude de la version bovine de MX1

fonction inhibitrice de la réplication virale.
constituant I'essence méme de notre travail, nous nous attacherons dans les pages

suivantes a détailler I'état actuel des connaissances sur le "systeme MX".

1.2 LE SYSTEME MX

1.2.1. GENERALITES

ASPECTS HISTORIQUES

L’acronyme "Mx" a été créé en 1962 par Lindenmann qui venait de découvrir
que la souche de souris consanguine A2G était capable de résister a une infection par
un Influenza virus A (Orthomyxoviridae) adaptaté a la souris (Mus r?1u5CLtlLts).122’123 Le
phénotype désignant la résistance au myxovirus fut appelé Mx+. L'étude génétique
montra que ce trait était transmis de fagon simple, autosomale et dominante.'** Un
nombre limité de souches consanguines le partage (A2G, CastEi, SI/Nia) alors qu'il est
présent chez une majorité de souris sauvages.'” De facon remarquable, ce trait de
résistance n'était pas aboli par les immunosuppresseurs (cyclophosphamide) ou par
l'irradiation. De plus, le phénotype peut €tre introduit chez des souris athymiques.
L'ensemble de ces données indiquait que la résistance observée était bien indépendante
du systéme immunitaire classique, adaptatif.'**'*" L'implication de l'interféron de type
I dans ce type de réponse dite innée fut établie plus tard par la démonstration de la
suppression du phénotype résistant par injection d'un antisérum aux souris A2G.'B1%
La stimulation de macrophages issus de souris A2G par l'interféron et la résistance
acquise confirma cette implication; elle permit é&galement par analyse
électrophorétique en 2D d'identifier une protéine de 78 kDa absente chez les cellules

) . . . - 130
stimulées de souris sensibles, la protéine MX.

REGULATION DE L'EXPRESSION DE MX

La protéine MX n'est normalement pas détectée, son taux d'expression

constitutive étant pratiquement nul. Par contre, en cas d'infection virale, les cellules
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produisent des quantités importantes de MX, celles-ci pouvant représenter 0.5 a 1% du
contenu protéique cellulaire.”” La régulation des génes Mx est essentiellement sous le
controle des IFNs 0(/[3.132’13 ? Toutefois, d'autres cytokines peuvent également jouer un
role : l'interleukine-1a., 1'interleukine-1f, I'TFN-gamma sont également inducteurs mais
cette action nécessite la synthese préalable de protéines. L'ARN double-brin est un
inducteur puissant de I'expression de MX."**!%

Pour des raisons physiologiques évidentes, la mise en place d'une réponse
rapide a l'infection virale est primordiale. La cinétique d'apparition de MX au sein des
cellules stimulées par les IFNs o/} apparait compatible avec cette exigence puisqu'elle
est détectable au niveau des transcrits au cours des premieres 90 minutes apres
stimulation par les IFNs o/f. Des cellules de souris Mx+ présentent un pic de synthése
d'ARNm 3 heures apres le traitement par l'interféron ; endéans les 5 heures la
concentration en ARNm Mx est passé d'une concentration indétectable a 0.1% de
I'ARNm total."*® L'état d'équilibre est atteint 5 2 6 heures aprés la stimulation initiale.
Ensuite, la concentration en transcrits chute et redevient indétectable 36 a 48 heures
apres l'induction initiale. Parallelement, au niveau protéique, des expériences réalisées
sur cellules humaines montrent que MXA commence a s'accumuler 4 heures apres
I'ajout de l'inducteur pour atteindre son plateau apres 24 heures. Celui-ci se maintient
pendant 24 heures encore avant de s'infléchir. La demi-vie de la protéine a été estimée
a23 jours.13 7 La stimulation par I'Influenza A génére un profil similaire si ce n'est que
les transcrits MxA semblent maintenir leur concentration stable pendant un temps plus

long pouvant atteindre 48 heures ; la protéine MXA suit cette tendance.'*®

ORGANISATION DU PROMOTEUR DU GENE MX

Chez la souris, le promoteur de Mx! s'étend sur une région de 140 bases situées
en amont du site de capping. Classiquement, il comprend une TATA box et un site
Spl entre les positions -43 et -20. La spécificité du promoteur est assurée par cing
copies d'une séquence particuliere dénommée ISRE (Interferon-Stimulated Responsive
Element) dont le motif général GAAAN(N/-)GAAA(C/G)-pyrimidine est rencontré
chez tous les génes répondant a la stimulation par les IFNs o/} et ce y compris chez
les poissons.139’140’141 Globalement, les caractéristiques structurales et fonctionnelles

142,143,144,145
’ Les

sont retrouvées au niveau du promoteur d'autres especes. différentes

copies ne semblent pas toutes avoir la méme efficience. Ainsi, le promoteur de MxA
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possede deux ISREs proximaux et un "ISRE-like" distal mais ce dernier n'est pas

fonctionnel. '

ACTIVATION DU PROMOTEUR DU GENE MX

Cette activation, nous l'avons rapporté, est sous la dépendance des interférons
de type 1. Le mécanisme de transduction du signal induit par les IFNs o, est trés bien
décrit.'"” La fixation sur le récepteur constitué par les sous-unités distinctes [ENAR1
et IFNAR?2 entraine leur dimérisation. Les deux kinases qui leur sont respectivement
associées Tyk2 et Jakl sont activées par phosphorylaltion.m’149 A leur tour, les
facteurs STAT (Signal de Traduction et Activateur de Transcription) 1 et 2 sont
activés, forment un hétérodimere et s'associent au facteur ISGF3y (Interferon
Stimulated Gene Factor) encore appelé IRF-9."° Le complexe subit une translocation
nucléaire et apres fixation au niveau des séquences ISREs en amont du gene Mx ou
d'autres ISGs (Interferon-Stimulated Genes) induit la transcription (Fig.14).

La stimulation par les IFNs o ou B ne semble pas équivalente. Ainsi, dans
certaines circonstances, l'activation de Jakl ne serait détectable que lors du traitement
de cellules par I'TFN [ et serait a l'origine de la concentration plus importante en

ISEG3 obtenue par l'utilisation de cet IFN."!

CYTOLOCALISATION DES PROTEINES MX

Les protéines MX1 murine et MX1 du rat sont détectées au niveau

152,153

nucléaire ; les autres protéines MX répertoriées présentent une localisation

154

cytoplasmique.” La MXB humaine ou huMXB se singularise par sa répartition

cytoplasmique et nucléaire.'>>'>°

Au niveau cytoplasmique, les protéines MX semblent se répartir dans
I'ensemble du volume disponible. En immunofluorescence, 1'aspect est punctiforme.
L'interaction avec certaines protéines cellulaires et/ou membranes lipidiques associée a
la formation d'oligomeres pourrait étre la cause de cette alppalrence.157’158 Au niveau
nucléaire, la Mx1 de souris semble former des domaines associés a des structures
nucléaires (NBs ou "nuclear bodies") mais indépendantes d'un point de vue

fonctionnel.'’
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Fig.15. Schéma comparatif des voies de transduction du signal pour les interférons de type I et II.
A gauche, IFN o ou B en s'associant & son récepteur induit un réarrangement moléculaire des deux
sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 du récepteur. Les kinases associées Jakl et Tyk2 (Janus kinase et
Tyrosine kinase) sont activées par phosphorylation et, a leur tour, induisent la formation de
I’hétérodimere Statl-Stat2 cytoplasmique lequel s'associe au facteur IRF-9 (ou ISGF3Y) pour former un
complexe ISGF3 (Statl-Stat2-IRF9) qui, apres translocation nucléaire, se fixe au motif ISRE et active
la transcription des genes ISGs dont Mx fait partie.

A droite, IFN 7y trouve un récepteur spécifique qui lui aussi subit un réarrangement de ses sous-unités
IFNGRI1 et IFNGR?2 suite a la fixation de la cytokine. Le schéma général est identique a celui décrit
pour les IFNs o/f. Cependant, on remarque que Tyk2 est remplacé par Jak2. L'activation est réalisée
via un homodimere Statl-Statl lequel s'associe au niveau nucléaire a une séquence spécifique GAS ou

(Interferon) Gamma Activated Site.
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STRUCTURE DES PROTEINES MX

Les protéines MX appartiennent a la superfamille des dynamines. Elles sont
classées dans un sous-groupe appelé "Dynamine-like". Leur structure générale est
celle des dynamines. Comme décrit dans le paragraphe consacré a la structure générale
des dynamines, elles possedent les caractéristiques minimales requises pour appartenir
a cette famille : une partie NH2-terminale constituée par un domaine globulaire
GTPase (> 300 acides aminés) présentant une structure spécifique, un domaine
intermédiaire, dynamine-M, et le GED ou groupement effecteur (Fig.16). Les deux
derniers sont impliqués dans la formation de structure quaternaire d'ordre supérieur

(oligomeres) et la régulation de 1'activité GTPasique. Détaillons ces domaines.

a. "Dynamin-N" ou domaine GTPase

Le domaine comporte un motif de fixation du GTP, conservé chez toutes les
MX connues et composé de trois séquences discontinues caractéristiques dont le
"pattern” général est GxxxxGKS, DxxG et T/NKxD. Chez la souris, ces trois éléments
occupent les positions 43-50, 144-147 et 213-216 respectivement de la séquence
protéique de Mx1.'’ La contrainte sur la nature du substrat est trés élevée puisque la
fixation d'ATP, de CTP ou d'UTP et, par conséquent leur hydrolyse, est clairement
impossible.161

Une partie remarquable de cette partie NH2-terminale est constituée par la
présence d'une zone d'interaction intermoléculaire dite d'auto-assemblage. Mise en
évidence chez la souris, elle s'étend de la position 51 a 99, entre les deux premiers
éléments du motif de fixation du GTP. La polymérisation de la protéine semble
indépendante de la présence de GTP et est intrinsequement liée a la séquence d'auto-

assemblage ; par contre, la structure du polymere est sous le contrdle du GTP.'®

b. "Dynamin-M" ou région intermédiaire

Chez la MX1 murine, elle correspond aux acides aminés compris entre les
positions 226 a 521 c'est-a-dire juste en amont du GED (538-629). Elle est présente

chez toutes les MX et chez les dynamines. Cette structure est peu caractérisée.
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c. GED ou domaine effecteur

En l'absence du domaine PH ou "Pleckstrin Homology domain" défini chez les
dynamines, le GED suit directement la région intermédiaire de MX et en constitue
I'extrémité C-terminale. Au sein de la superfamille des dynamines, il est reconnu pour
étre responsable de 1'oligomérisation de la protéine. Des études par RMN ont montré
que ce domaine présente une structure essentiellement hélicoidale conservée au sein
de la molécule sous sa forme polymérique.'® L'implication du GED de MX dans une
fonction identique est également proposée.'® Un motif particulier appelé "leucine
zipper" consistant en une répétition périodique du résidu leucine a été identifié. 1l
correspond a la séquence L-x(6)-L-x(6)-L-x(6)-L (Fig.17 et 18). D'un point de vue
structural, le motif adopte une conformation de type hélice o0 comprenant au minimum
8 tours d'hélices (30 résidus d'acides aminés). L'interaction d'un leucine zipper avec

son alter ego appartenant 2 un autre polypeptide facilite la formation de dimere.'®>'%
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AS NLS

' N

> +t——>

Dyn-N ou GTPase Dyn-M (intermédiaire) GED

Fig.16. Vue schématique des domaines et motifs de la protéine MX. La partie NH2 terminale de la
protéine MX est dédiée au domaine GTPase spécifique de la superfamille des dynamines. Il comprend
trois sites de fixation du GTP (position 43-50, 144-147 et 213-216 chez la MX1 murine) en rouge et un
site potentiel d'auto-assemblage (AS). Le domaine intermédiaire, trés conservé, est peu caractérisé d'un
point de vue structure. Il s'étend des acides aminés 226 a 521 (MX1 murine) et chevauche (en vert)
partiellement le domaine Dyn-N. En l'absence du domaine PH présent chez les dynamines, le domaine
effecteur (GED), nonobstant une courte séquence peu définie (en blanc), lui succede directement, du
coté C-terminal (position 538-629 dans notre exemple murin). Il comprend deux motifs "leucine zipper"
(fleches blanches verticales). Enfin, dans le cas particulier des protéines MX a localisation nucléaire, un

signal de localisation NLS (Nuclear Localisation Signal) occupe les dernieres positions de la séquence.

* 20 * 40 *
Bos . ————STDETIFOHLTAYQOEVSTRISGHIEMIT RS RTYGEQIKKSMLQ : 46
Homo : —-DESMEEIFCHIMAYHOEASKRICSHIPMIIOF FMBOTYGOOMORAMLD @ 48
Mus . QKGLTTTEMTOHLEAYYOECRENIGRQIPMIIO FIMETEFGEEIEEMMLD : 50
Ovis P ——— TAEIFOHLMAYHOEVESTRISSHIDMITIorrvlRTYeEolgEraMLo ¢ 45
Sus P ———— EIFCHLIAYHOEVGKRISSHIPMIIOFFIMRTEGOOMOF SMLO : 43

zallus @ QCPEFALEMVEHVEAYFTGASKRLONQIPEIILSTVEHDEGHNY@®OTSMLE @ 50
E6 gqHE AY ge ros IPLITq £6L t5G 6 k MLg

&0 * g0 *
Bos : LODFEDOYDWLLEERTDTRDEEEF@EERLER TRARQRIAKFP—G : 50
Homao : LoDFEDTY SWLLEERZDTSDERREF@MEERLARMT QAR - - ——————— : 54
Mus : LoDTSRCEWFLEEQZDTREEERF@ERRLLE DEARQKIiKF——S : 83
ovis : LoDEDOYDWLLEERTDTRDEREEFEEERLERMERARORBARFP-E @ 89
sus : LONEDOYDWLLEERSDT SDEREEFMEERLME T QARCWVPR———--L : &4
zallus LOGEEREINY LLOEDHEAANQOETLETSRIEH KAYQYIVDFKSL : 85
LLQ k 51 E dt k EfLk R& rL Arg

Fig.17. Alignement de 1'extrémité C-terminale correspondant au groupement effecteur ou GED
de protéines MX1. Les leucines appartenant au motif leucine zipper sont colorées en rouge. Chez la
souris, le troisieme résidu "L" du premier motif leucine zipper est remplacé par une isoleucine (colorée
en jaune). Les protéines MX1 analysées appartiennent aux especes bovine (BOS), ovine (OVIS), porcine

(SUS), humaine (HOMO), murine (MUS) et « galline » (GALLUS).
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FIG 18. Structure générale du motif leucine zipper. Structure du complexe formé par un acide
nucléique (en bleu) en interaction avec le facteur de transcription AP-1(en rouge). Le leucine zipper
n'est pas un motif d'interaction avec les acides nucléiques mais, par la formation de dimere ou de
polymere d'ordre supérieur, permet la mise en place des structures protéiques actives. Les résidus

leucines appartenant aux deux hélices paralleles en interaction sont représentés (en vert).
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ACTIVITE GTPASIQUE DE MX

Les protéines sont des GTPases et cette activité enzymatique est nécessaire a

leur activité antivirale. Les parametres cinétiques ont été déterminés pour les versions

MX1 murines et MXA humaines (Tableau 1). L'activité dépend strictement de la

présence des ions Mg"". Curieusement, Mx1 présente une thermostabilité inférieure a

MXA avec un écart de 10°C sur les courbes de dénaturation (Tpso ). La spécificité vis

a vis du substrat GTP est confirmée tant par l'absence d'activité sur les substrats

analogues (ATP, UTP et CTP) que par celle d'une inhibition compétitive en leur

présence. Il n'est pas possible actuellement d'établir un lien entre les caractéristiques

cinétiques et d’affinité de MX1 et MXA pour le substrat et leurs fonctions antivirales

respectives'®’.

Tableau 2 - Parametres cinétiques de MX1 murine et MXA humaine

Parametres

Km

Vmax

Kd GDP
Kd GTPyS'

MX1

65+ 4.0 uM
7.1 £ 0.24 mol/min mol
1.0+0.110"M
34+0310°M

MXA

62+ 1.5uM
3.1 = 0.04 mol/min mol
1.8+£0.510"M
59+0.510°M

' Analogue de substrat non hydrolysable.
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1.2.2. FONCTIONS ANTIVIRALES

DOMAINES CONCERNES PAR L'ACTIVITE ANTIVIRALE

Aucun site spécifique d'activité antivirale n'a été mis en €vidence. En réalité,
de nombreuses études de mutagenese dirigée réalisées sur les différents domaines des
protéines MX tendent a montrer que l'ensemble de la molécule participe a la
fonction'®®. L'identification d'une mutation pouvant entrainer une suppression de
l'activité vis-a-vis d'une espece virale sans pour autant diminuer l'efficacité a 'encontre

d'une autre a été rapportée.
Domaine Dyn-N ou GTPase

L'implication de ce domaine dans l'effet antiviral des protéines est largement

. . 16
démontrée'®.

En particulier, la fixation du GTP apparait essentielle et toute
modification du site de fixation du GTP réduit fortement voire anéanti la fonction
antivirale'”°. Parallelement, la délétion de sept acides aminés de la partie COOH
terminale (GED) réduit les activités GTPasique et antivirale, et suggere une interaction
physique entre les deux domaines'’'. Cependant, l'activité GTPasique per se ne semble
pas requise puisqu’un mutant de huMXA (L612K) qui possede un site de fixation du
GTP intact mais aucune activité GTPasique détectable, conserve sa capacité inhibitrice
sur la réplication des virus VSV et Thogoto''. Par contre, ce mutant semble incapable
de former des structures oligomériques et est rapidement détruit. Le mutant T103A
perd a la fois son activité GTPase et ses propriétés antivirales. Co-exprimé avec la

forme sauvage huMXA, il exerce un effet dominant négatif qui se manifeste par la

susceptibilité des cellules huMXA positives aux virus influenza A, Thogoto et VSV'".
Domaine Dyn-M ou central

Le r6le de ce domaine dans la fonction antivirale des protéines MX a été
démontré via l'utilisation d'un anticorps monoclonal (2C12) dressé€ contre le peptide
constitué par les acides aminés correspondant a la séquence s'étendant de la position
432 a 471 de huMXA. Dans le cas particulier du virus Thogoto, une interaction entre
la nucléocapside et huMXa a été proposée ; l'utilisation de l'anticorps supprime

l'activité GTPase et la protection.' "
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Domaine effecteur ou GED

Ce domaine est clairement impliqué dans la formation d'oligomeres comme

I'ont montré des expériences impliquant un mutant huMXA modifié par un signal de

translocation nucléaire et capable de former un hétérodimere avec la protéine sauvage
p : 176 4 st .

complete ou avec son domaine effecteur seul . Sa séquence protéique est la moins

conservée au sein du groupe MX en dehors des deux parties "leucine zipper". Une

......

encodée. Ainsi, le mutant E645R de huMXA conserve son potentiel vis-a-vis du virus

177 -
et au virus de La

Influenza A et du Thogoto virus mais devient inactif face au VSV
Crosse.'”® Des mutants naturels de protéines MX confirment le caractere spécifique
associé au GED. Chez le rat (Rattus norvegicus), par exemple, MX2 est active sur le
virus VSV tandis que MX3 ne I'est pas. Le remplacement des résidus 588 (R588C) et
630 (H630K) du domaine effecteur de MX2 par ceux de MX3 lui fait perdre sa
fonction antivirale. L'opération inverse confere une certaine activité anti-VSV a
MX3'”. Chez la poule (Gallus gallus), le polymorphisme de la protéine en fonction de
la race est important puisque pas moins de 14 mutants naturels ont été identifiés. Sur
base de l'analyse de la résistance de cellules 3T3 transformées par les différentes

formes alléliques, une mutation présente au sein du groupement effecteur (S631N) est

en parfaite corrélation avec I'activité anti-VSV.'**'%!

MECANISME D'ACTION DES PROTEINES MX

A Theure actuelle, aucun mécanisme général n'a été décrit. Quelques auteurs
ont mis en évidence, en culture cellulaire, une interaction avec les protéines de certains
virus sans pouvoir démontrer si celle-ci était directe ou nécessitait un partenaire
cellulaire. Les études relatives aux propriétés antivirales en fonction de la localisation
cellulaire de MX de différentes especes apportent quelques informations en cette

matiere sans proposer une réponse définitive.
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Activité antivirale et localisation cellulaire

La plupart des protéines MX étudiées sont cytoplasmiques. Deux exceptions
majeures a cette regle sont constituées par les protéines MX1 de rat (rMX1) et de
souris (moMXl)m. Cette localisation cellulaire différente a visiblement des
implications fonctionnelles. En effet, huMXa et moMXI1 sont capables d'inhiber le
virus influenza A mais seule la premiere est active contre le VSV, virus dont le cycle
réplicatif est exclusivement cytoplasmique contrairement au précédent qui possede
également une phase nucléaire.'®>'® La suppression du signal de localisation nucléaire
(NLS) de moMXI1 par une mutagenese (mutation R614E) rend cette protéine
exclusivement cytoplasmique mais aussi inactive vis-a-vis des deux virus précités.
L'opération inverse qui consiste a rendre nucléaire la huMXA par 1'adjonction d'un
NLS montre qu'elle perd son activité anti-VSV mais conserve son potentiel anti-
influenza'®. A priori, ce comportement ne peut s'interpréter que si les cibles virales ou
les partenaires cellulaires des deux protéines de résistance a l'infection virale sont
différents'®®. L'existence de partenaires cellulaires est rendue plausible par certaines
observations. La rMX1 nucléaire est inhibitrice de la réplication du VSV. Aucune
interaction directe n'est, dans ce cas, théoriquement possible et, par conséquent,
l'expérience accrédite la these du "complice" cellulaire. D'autre part, l'inhibition de
certains virus est dépendante du type cellulaire. La réplication du virus Semliki Forest
est fortement atténuée par huMXA exprimée en cellules HEp-2 (cellules épithéliales
humaines) ; en cellules 3T3 (fibroblastes murins), ce potentiel inhibiteur est absent.'”’
Le virus de la rougeole n'est pas inhibé chez ces mémes 3T3 par huMXa mais 1'est

dans le contexte cellulaire de cellules U937 (cellules tumorales humaines).188

Interaction avec les protéines virales

L'interaction directe avec certaines protéines virales est également documentée.
Dans le cas spécifique de l'inhibition du virus Thogoto par la huMXA, les
nucléocapsides entrantes sont "captées" dans le cytoplasme, bloquant la composante
nucléaire de la réplication du virus."® In vitro, la protéine NP (Nucléoprotéine) en
présence d'un analogue non hydrolysable du GTP interagit avec huMXA'". La
protéine NP du virus de 1'influenza A interagirait également avec huMXA que celle-ci
soit cytoplasmique ou rendue nucléaire par mutagenése191. Toutefois, le blocage de la

translocation nucléaire du virus n'étant pas démontré, 1'hypothése d'un mécanisme
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d’inhibition du transfert des nucléocapsides néoformées vers le cytoplasme a été
émise. D'autres exemples d'interaction entre nucléoprotéines virales et protéines MX
sont trouvés dans la littérature. Ainsi, en est-il de la nucléocapside du virus "Crimean
Congo fever" et de huMXA'®? . Citons encore le cas du virus de La Crosse dont les
nucléoprotéines voient leur répartition cytoplasmique normale se relocaliser en vastes
complexes périnucléaires en association avec huMXA, a proximité immédiate de
membranes appartenant au réticulum endoplasmique lisse.'”” La nucléoprotéine n'est
pas la seule cible des protéines MX puisque dans le cadre de l'infection par l'influenza
A, moMX1 inhibe la transcription primaire en se fixant sur la polymérase virale et, de

facon plus spécifique, a sa sous-unité pB2."%*

Spectre antiviral des protéines MX

Les protéines MX les plus étudiées sont sans aucun doute les versions
humaines huMXA et murines moMX1. Cependant, aujourd'hui, la littérature contient
des données relatives aux propriétés antivirales de MX de nombreuses especes
appartenant a la classe des mammiferes, des oiseaux ou des poissons. Parallelement, le
nombre de familles virales et de leurs représentants sensibles ne cesse d'augmenter.
Dans de nombreux cas, les informations relatives a (aux) (I') étape(s) du cycle de
réplication affectée(s) par la protéine antivirale sont également disponibles. Sans étre

exhaustifs, les tableaux ci-apres concentrent largement ces données (Tableaux 3 et 4).
Spectre antiviral de huMXa

Dans le tableau consacré a la protéine MX humaine, on remarquera 1'absence
de huMXB. Bien qu'exprimée en réponse a une stimulation par l'interféron, celle-ci est
orpheline de fonction virale.'” L'inhibition de la réplication des virus de la famille des
Orthomyxoviridae par huMXA démontrée in vitro a été confirmée in vivo a l'aide de
souris transgéniques. Il en va de méme pour la réplication du VSV appartenant a la
famille des Rhabdoviridae."”® Les virus de la famille de Bunyaviridae apparaissent
généralement sensibles a huMXA ainsi que le montrent les études réalisées sur des
especes appartenant aux différents genres de la famille : Phlebovirus (Rift Valley
Fever), Nairovirus (Crimean Congo Fever), Bunyavirus (La Crosse) et Hantavirus
(Tula et Puumula)197. Chez les Paramyxoviridae, la fonction inhibitrice de huMXA
semble circonscrite a certaines especes puisque si elle est bien démontrée pour le virus

Parainfluenza de type 3 humain (Respirovirus), elle est nulle dans le cas du virus
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respiratoire syncytial humain (Pneumovirus)."”®'”* Tous ces virus appartiennent 2
I'ordre des Mononégavirales ou groupe V qui rassemble les virus présentant un
génome de type ARN monocaténaire de polarité négative. La sensibilité des dernicres
especes reprises dans le tableau indique que I'activité antivirale n'est pas limitée a cette
appartenance. Le virus Semliki Forest et le Coxsackievirus B4 y figurent, bien qu'il
s'agisse, respectivement, de représentants des familles Togaviridae et Picornaviridae
du groupe IV regroupant des especes possédant un ARN monocaténaire de polarité
positive.”!**"> Le Coxsackievirus B4 se distingue cependant de toutes les especes
précédentes par sa structure de type virus non enveloppé. Enfin, la présence d'un virus
a ADN, le virus de Ihépatite B représentant type de la famille des
Orthohepadnaviridae sur cette liste finit de démontrer que le type d'organisation
génomique d'un virus n'est pas le critére qui le définit en tant que cible de huMXA.*"
Les informations relatives a I'étape du cycle viral ne permettent pas de dégager
des regles générales. Au sein méme de la seule famille des Orthomyxoviridae, des
mécanismes d'action aussi différents que l'inhibition de la synthese des protéines, de la
translocation des nucléocapsides ou de 1'ARN sont proposées. Aucun mécanisme

consensuel n'est donc actuellement décrit.
Spectre antiviral des protéines animales

Chez les rongeurs, la protéine MX1 nucléaire inhibe les virus de la famille des
Orthomyxoviridae. Contrairement a la protéine huMXA, elle est active contre le virus
Dhori appartenant au genre Thogotovirus (Orthomyxoviridae).*™ De facon attendue,
la MX1 de souris est sans effet sur le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) dont le
cycle de réplication est exclusivement cytoplasmique, laissant cette fonction a la MX2
murine. Il est important de souligner ici que, contrairement aux souches sauvages, la
plupart des souris de laboratoire posseédent un géne Mx modifi€. Chez les souches
BALB/cJ, la stimulation par I'IFN-a produit un transcrit présentant une délétion
importante de 424 nucléotides ; chez CBA/J, le transcrit correspond a celui codant
pour la moMXI1 sauvage mais une mutation ponctuelle a pour conséquence de
modifier un codon lysine (AAA en position 1378) en un codon stop (TAA).201 La
traduction de ces transcrits génerent des protéines inactives ; la population sauvage de
souris posseéde une muMX1 complete et active. Parallelement, la protéine muMX?2 qui
comporte 656 acides aminés, est présente et active chez la plupart des souches

sauvages (Mus musculus musculus et Mus spretus) ; elle est absente chez Balb/cJ-A2G
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et A2G et la plupart des souches de laboratoire, le cadre de lecture étant affecté, chez
ces dernieres, par une insertion.?*

De facon étonnante, la protéine MX1 nucléaire de rat inhibe la réplication de ce
membre de la famille des Rhabdoviridae, fonction qu'elle partage avec la MX2
cytoplasmique du rat.”” Celle-ci est encore active sur les virus La Crosse et Rift
Valley Fever (Bunyaviridae). Chez la poule (Gallus gallus), 1a MX1 cytoplasmique a
été montrée active contre I'Influenza A et le virus de la stomatite
vésiculeuse.”*°Cependant, il existe au sein de l'espece un polymorphisme MXI
important ainsi qu’en attestent les 14 mutations naturelles découvertes et étudiées a ce

jour226

. Une seule race semble posséder la combinaison active contre ces virus. Une
certaine variation allélique de MX1 a été démontrée chez le porc (Sus scrofa).”** En
particulier, une délétion de 11 bases au niveau du GED a pour conséquences un
changement de cadre de lecture ("frameshift"), une substitution au niveau de 8 acides
aminés et une extension de la séquence protéique de 23 acides aminés dans sa partie
C-terminale (Fig. 19). Cependant, ces isoprotéines offrent un méme degré de
protection contre l'infection virale?®.

La MX1 du saumon (Salmo salar) posseéde une activité contre deux virus de
poissons. Le virus de la pancréatite nécrotique infectieuse (Birnaviridae) appartient au
groupe des virus dont le génome est constitué par de I'ARN bicaténaire étendant ainsi
potentiellement le spectre antiviral a de nouvelles especes virales ; celui de I'anémie
infectieuse du saumon appartient au genre Isavirus (Orthomyxoviridae).>*'*** Enfin, le
carrelet (Paralichthys olivaceus) possede lui aussi une résistance, conférée par sa

MX1, a un virus de poisson, le rhabdovirus Hirame appartenant au genre

Novirhabdovirus (Rhabdoviridae).230
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2041 2092
M65087 GCTGATGCGGCTGACCCAGGCTCGECGCCGGCTCGCAAGTTCCCAGGCTGA
LLC-PKL L M REET QARRER E A KF P &

2041
PK(15) GCTGATGCGGCTGACCCAGGCTCG CCAAGTTCCCAGGCTGAACCGGGCTCTCCAGGCGGC
LMRIETQAR QVPRLNTRALTO OQAA
648 o 21
CCGGGGTCTCCAGGGCACGTCTCCAGGCAACGAGGACCAACCTCCTTCCCTAACAGACTAA
R GLQGTSPGNTET DO QEPPSTLTTD®*
686
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Fig.19. Polymorphisme du GED de MXI1 chez Sus scrofa. Deux lignées cellulaires révelent un
polymorphisme identifié au niveau de 1’espece : PK15 présente une délétion de 11 bases absentes chez
LLC-PKI. Le changement de cadre de lecture induit a pour conséquences la modification de 8 acides
aminés et une extension de la séquence protéique qui comprend 23 acides aminés supplémentaires. Les

leucines du motif leucine zipper sont encadrées en grisé. D'aprés Asano et al.
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Tableau 3. Virus inhibés par la protéine cytoplasmique MXA humaine.

Espece virale Famille du virus | Etape(s) du cycle | Références
sensible inhibé viral inhibée(s)
Influenza A Orthomyxoviridae |Réplication
génomique 206, 207
synthese protéique
Influenza C Orthomyxoviridae |Synthese de 'ARN | 208
Thogoto Orthomyxoviridae | Translocation 209
nucléaire des
nucléocapsides
La Crosse Bunyaviridae S(’équestr/at%on 210,211
périnucléaire de la
nucléocapside 197
Rift Valley Bunyaviridae Synthese de I'ARN
Fever virus
. . 212
Tula et Puumula | Bunyaviridae Synthese de I'ARN
. ) 213
Crimean Congo | Bunyaviridae Interaction avec la
Fever nucléoprotéine
. . . 201
Hantaan Bunyaviridae Synthese de ' ARN
201
Sandfly Fever | Bunyaviridae
Sicilian Synthese de I'ARN
Stomatite Rhabdoviridae Transcription 214
vésiculeuse primaire
Parainfluenza | Paramyxoviridae |Post-transcription |215
type 3 primaire?
Rougeole Paramyxoviridae | Transcription 216
primaire?
Hépatite B Hepadnaviridae Post-transcription. |217
Semliki Forest | Togaviridae Transcription 218
Coxsackievirus | Picornaviridae Pré-transcription? |219
B4
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Tableau 4. Activité antivirale de différentes MX animales

Especes Appellation MX | Espece virale | Famille du virus | Réf.
(nom (localisation) sensible inhibé
véhiculaire)
Mus musculus | MX1 Influenza A | Orthomyxoviridae |220
(souris) | (nucléaire)
Dhori Orthomyxoviridae |200
Batken Orthomyxoviridae |221
Thogoto Orthomyxoviridae |222
MX2 Stomatite Rhabdoviridae 223
(cytoplasmique) | vésiculeuse
Hantaan Bunyaviridae 224
Rattus MX1 Influenza A | Orthomyxoviridae |218
norvegicus (nucléaire)
(rat)
Thogoto Orthomyxoviridae |225
Stomatite Rhabdoviridae 201
vésiculeuse
MX2 Stomatite Rhabdoviridae 218
(cytoplasmique) | vésiculeuse
Rift Valley | Bunyaviridae 217
Fever virus
La Crosse Bunyaviridae 217
Gallus gallus MX1 Influenza A | Orthomyxoviridae |226°
(volaille) (cytoplasmique)
Stomatite Rhabdoviridae 227°
vésiculeuse
Canis familiaris |MX2 Stomatite Rhabdoviridae 227
(chien) (cytoplasmique) | vésiculeuse
Sus scrofa MX1 Stomatite Rhabdoviridae 228
(porc) (cytoplasmique) | vésiculeuse
Paralichthys MX Hirame Rhabdoviridae 229
olivaceus @)
(carrelet)
Salmo salar MX1 Nécrose Birnaviridae’ 230
(saumon) (cytoplasmique) |pancréatique
Anémie Orthomyxoviridae® | 231
infectieuse

2
Une seule race

? Virus 2 ARN génomique bicaténaire
* Genre Isavirus nouvellement intégré dans la famille des Orthomyxoviridae
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Spectre antiviral indéterminé

Comme nous venons de le voir, les protéines MX se sont vues confirmer dans
leur role de conférer une résistance a l'infection virale. Cependant, certaines sont
encore dépourvues de fonction de protection bien identifiée. Parmi ces MX orphelines,
huMXB est un exemple caractéristique. Exprimée de facon indépendante de la
stimulation par les interférons de type I, elle est impliquée dans le contrdle de la
progression du cycle cellulaire (phase G/S) via le contrdle du "trafic" nucléaire.”** La
protéine de rat MX3 qui differe de la MX2 dans sa partie C-terminale constitue une
autre exception.179 Le cheval (Equus caballus) possede une MXA présentant un
certain polymorphisme (trois substitutions d'acides aminés identifiés en position 298,
377, et 562) ; il possede aussi une MXB. L'impact de 1'expression de ces MX équines
sur la production de virions in vitro ou in vivo n'a pas été démontrée™.

Au moment de débuter le présent travail, une situation similaire prévalait pour

les MX bovines (Bos taurus).
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1.3. LES PROTEINES MX BOVINES

1.3.1. GENERALITES

Les cellules bovines stimulées par I'IFN de type I produisent une protéine qui
est reconnue par des anticorps anti-huMXa ; par ailleurs, la méme stimulation
appliquée a des cellules immortalisées MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) inhibe
la réplication du virus Influenza A.***** L'immunofluorescence attribue une
localisation cytoplasmique a cette MX1 bovine.

Un ADNc codant pour une protéine MX1 bovine que nous dénommerons
boMX1 a été isolé. Il permet de prédire 1'expression d'une protéine comportant 648
acides aminés.”® La comparaison avec les séquences MXA humaine, MX1 porcine et
MX1 ovine révele une identité, respectivement, de 75%, 80% et 93%. Le locus MX1 a
été localisé sur le chromosome 1 bovin.”*’ L'analyse génomique a permis de révéler un
gene de 60 kB comprenant 15 exons.'*’ Le séquencage d'un clone de type "BAC" a
permis d'identifier un gene MX2 adjacent dont la présence a été confirmée dans le

cadre du séquencage du génome bovin.

1.3.2. ORGANISATION DU GENE ET DU

PROMOTEUR DE BOMX1

Avant de nous intéresser a l'activité de la BoMX1, notre laboratoire s'est
attaché a déterminer la structure du géne et de sa région promotrice.'* L'analyse du
promoteur a permis d'identifier une séquence ISRE typique située en amont du site
d'initiation de la transcription (-118 a -107). Un second élément de type ISRE ("ISRE-
like") s'étendant de la position -609 a -598, un site NF-kB (-761), deux sites
interleukines-6 (-14 et -518) et Spl (-50 et -637) figurent parmi les éléments
identifiables du promoteur. Conformément a ce que la littérature prédit pour les génes
induits par l'interféron, la région contient également 12 ensembles GAAA. Ce
promoteur ne contient pas les boites classiques TATA et CCAAT. Par contre, il

contient 5 régions riches en GC parmi les 340 nucléotides précédant le site d'initiation
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de la transcription dont la proximale couvre la zone -20 a -50. La présence de ces
séquences est rencontrée au niveau des promoteurs de genes eucaryotes dépourvus de
"boites" TATA. Elle est souvent liée au facteur de transcription ubiquiste Spl comme
dans le cas présent. Enfin, le site de liaison au facteur de transcription NF-kB semble
ne pas étre fonctionnel, une caractéristique décrite pour ce site au niveau du promoteur
du MxA humain.

Le gene comporte 14 introns de longueur fort variable : 4798 paires de bases
(pb) pour l'intron 3 ; 312 pb pour l'intron 9. La séquence 5' non traduite (UTR 5')
s'‘étend sur 3 exons de 13 (exonl), 77 (exon2) et 7 (exon3) pb. La région codante
débute a la position +8 du troisieéme exon et se termine a la position 231 du quinzieme
exon. Ce dernier exon (630 pb) code pour les 77 acides aminés de la partie C-
terminale de BoMX1 et comprend l'ensemble de I'UTR 3' (Fig. 19).

La comparaison de la structure des génes MX1 bovin, murin®® et humain®”
indique un degré de conservation important au niveau des exons 4-13 qui sont les alter

ego des exons 6-15 humains et 3-12 murins.

1.3.3. ANALYSE DE L'EXPRESSION

Nos travaux préliminaires ont confirmé ou démontré que la protéine BoMX est
produite en réponse a la stimulation par les IFNs de type I, le poly I:C et un virus
respiratoire infectant la béte bovine, le parainfluenza de type 3 bovin
(Paramyxoviridae). Par contre, TNFa, 11-6 ou LPS (lipopolysaccharide) n'induisent

pas l'expression de BoMX1.
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Fig. 19. Organisation du promoteur Mx1 bovin. La représentation schématique met en évidence les
caractéristiques essentielles du promoteur telles que décrites ¢i-avant. Signalons que la position des
différents éléments est indiquée par rapport a une référence +1 correspondant au site d’initiation de la
transcription. La séquence du site ISRE proximal fonctionnel est précisée. De plus, 1’absence des

séquences consensus TATA et CAAT (« CAAT-box et TATA-box ») est soulignée.
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Fig. 20. Organisation générale du gene Mx1 de Bos taurus. Le chomosome 1 abrite une structure
génomique comprenant 14 introns et 15 exons, s’étendant sur 32200 nucléotides et définissant le gene
Mx1. Les exons correspondant a des zones non traduites (UTR ou « Untranslated Regions ») sont

encadrés en bleu. Les introns sont représentés sous forme d’une ligne simple coupée par le signe /

lorsque la taille de I’insert est supérieure a 1000 pb.
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[.4. OBJECTIFS

Au début de cette recherche, aucune étude n'avait démontré la capacité de la
BoMX1 a interférer avec la réplication virale.

Naturellement, notre premier objectif sera de vérifier si la BoMX1 possede
bien une fonction antivirale. Une lignée cellulaire capable d'exprimer
conditionnellement BoMX1 sous un promoteur fort tout en se préservant des effets
multiples générés par 1'expression des IFNs de type I s'impose comme I'outil idéal
pour cette détermination. L'établir sera notre premier souci.

Afin de tester le potentiel fonctionnel de 1a BoMX1, un virus canonique dont la
réplication est cytoplasmique, se doit d'€tre soumis aux tests d'inhibition par la
BoMX1. Nous avons choisi le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV).

L'espece bovine soumise a la pression de sélection naturelle exercée par les
différents biotopes qu'elle occupe, doit posséder des systemes de défense innée contre
les nombreux virus l'infectant. Parmi ceux-ci, deux représentants de la famille des
Paramyxoviridae responsables de maladies respiratoires, le parainfluenza de type 3
bovin (Respirovirus) ou BoPI3 et le virus respiratoire syncytial bovin (Pneumovirus)
ou BoRSV. La possibilité d'identifier des alleles plus efficaces contre ces virus et de
les introduire chez les animaux de rente via un programme de sélection génétique,
constitue la justification de notre second objectif : quantifier in vitro le degré de
résistance conféré par la BoMX1 vis-a-vis de l'infection par ces deux virus.

Une mesure de l'activité de la BoMX1 au sein d’une population cellulaire
infectée par le virus influenza A, réputé ne pas générer de maladies chez l'espece
bovine, s'impose afin d'établir une comparaison fonctionnelle avec les MX humaines
et murines abondamment étudiées.

Enfin, sur base des différents résultats expérimentaux, notre dernier objectif est
de progresser dans 1'étude du mode d'action des protéines MX. En particulier, nous
tenterons de déterminer quelles étapes du cycle réplicatif viral sont sensibles a
l'interférence de la protéine BoMX1 et de proposer de nouvelles hypotheses

mécanistiques.
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I1. Matériel et Méthodes

I1.1. ASPECTS BIOLOGIQUES

I1.1.1. CELLULES

Les lignées cellulaires Vero (ATCC, CCL-81) et MDBK (ATCC, CCI-22) sont
mises en culture dans un milieu DMEM ("Dulbecco's Modified Eagle's Medium")
supplémenté de 10% (v/v) en sérum feetal bovin (FCS) normal ou certifié exempt de
doxycycline (Clontech, Palo Alto, CA). Le milieu contient également 1% (v/v) de
pénicilline-streptomycine et 0.5% (v/v) d'amphotéricine B (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Austria). Les cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphere humide
enrichie en CO; (5%). Dans ces conditions de culture, elles sont utilisées pour la
titration de virus ou soumises a un protocole de transformation en vue de
I’établissement de lignées stables.

Les cellules BHK-1 (ATCC CCL-10) sont cultivées dans un milieu MEM
(minimum essential medium) supplémenté en sérum feetal bovin (FCS) a la
concentration finale de 10% (v/v) en atmosphere humide enrichie en CO, (5%) et
maintenue a la température de 37°C.

Les cellules PBMCs (peripheral blood mononuclear cell) sont purifiées a partir
de 4 ml de sang prélevés sur une vache de race Holstein et déposées sur Ficoll-Paque
(Amersham Biosciences). Apres centrifugation (40g, 30 min.), la bande blanche
leucocytaire est aspirée et diluée dans une solution saline isotonique. Les cellules sont
centrifugées (100g, 10 min.) et le culot cellulaire remis en solution dans 2 ml de
milieu de culture (RPMI). Elles sont incubées a 37°C dans une atmosphere humide

enrichie en CO, (5%).

I1.1.2. VIRUS

Les sérotypes Indiana et New Jersey du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV;

Rhabdoviridae, Vesiculovirus) ont été amplifiés sur cellules BHK-21 dans les locaux
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du centre d'Etudes et de Recherches Vétérinaires et Agronomiques de Bruxelles
(CODA/CERVA). Le virus parainfluenza de type 3 bovin (Bo-Pi3, Paramyxoviridae,
Respirovirus) est un isolat de la salle d’autopsie du service de Pathologie générale et
autopsies, propagé en cellules MDBK. Le virus respiratoire syncytial bovin (BoRSV,
Paramyxoviridae, Pneumovirus) est une souche vaccinale (Rispoval RS, PfizerAnimal
Health, Belgique) amplifiée en cellules MDBK.

La souche du virus influenza A mis en ceuvre au sein du laboratoire nous a été
fournie par le Professeur Pensaert (souche A/swine/Newlersey/11/76 (HIN1).

Les virus sont stockés, par partie aliquote de 1 ml, dans des ampoules placées

a-80°C.

I1.2. ASPECTS METHODOLOGIQUES

I1.2.1. DETEMINATION DU TITRE VIRAL

Cette détermination est réalisée par la méthode de la dose infectieuse 50 sur
culture cellulaire. (TCIDsy ou « Tissue Culture Infective Dose 50 »). Le surnageant
des cellules dilué de 10 en 10 dans un milieu DMEM supplémenté de trypsine (TPCK,
Sigma-Aldrich) a la concentration de 2 ug/ml, dans le cas du virus Influenza A, est
utilisé pour infecter des cellules permissives pour l'espece virale titrée, a raison de 6
puits par dilution. Apres une heure d'adsorption sur la monocouche cellulaire, le
surnageant est enlevé et les puits sont lavés trois fois au PBS. Du milieu DMEM
contenant 2% (v/v) de FCS et 0.4 % d'agarose (0.6% dans le cas de BoPi-3) est ajouté.
Apres un temps approprié et dépendant de l'espece virale, le dénombrement, en
fonction de la dilution, des puits exhibant un effet cytopathogene est effectué. A partir
de ces donées, le titre (TCIDsp ) est calculé par la méthode de Reed-Muench®®. La
technique est appliquée tant pour déterminer les titres des stocks de virus de départ

que dans le calcul du potentiel antiviral de la protéine BoMX1.

I1.2.2. MESURE DE LA CYTOTOXICITE PAR LA METHODE
MTS

Cette méthode permet la mesure de la viabilité cellulaire via la mesure de
I'activité mitochondriale. Il s'agit d'une modification de la méthode utilisant la

réduction du bromure de (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltetrazolium) ou
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MTT (MTT, Sigma Aldrich) en un sel insoluble.**'*** En effet, le test MTS ou sel de
[3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulphonyl)-2H]-

tétrazolium (MTS; Promega) utilise un substrat soluble dont la réduction modifie le
spectre d'absorbance de la substance.”*> La mesure d'absorbance 2 495 nm (avec une
référence a 650 nm) est effectuée au spectrophotometre (Multiskan Spectrum ;
Thermolab Systems). Pour réaliser le test, les cellules, induites ou non, sont placées en
plaques 96 puits pendant 24 h dans 200 pl de milieu DMEM standard. Les puits sont
infectés ou non (témoins) a la multiplicité d'infection souhaitée. A un temps déterminé
par l'expérimentateur, 20 pl du réactif MTS par puits sont ajoutés et incubés pendant 1
h dans les conditions normales de culture (5% CO,, 37°C). La mesure d'absorbance a
495 nm (avec une référence a 650 nm) est effectuée au spectrophotometre (Multiskan

Spectrum ; Thermolab Systems, Finlande).

11.2.3. IMMUNOFLUORESCENCE

Les cellules cultivées sur lamelles sont fixées a 1'aide d'une solution de PBS pH
7.4 (tampon phosphate) contenant 4% (p/v) de paraformaldéhyde pendant 30 min a
4°C. Apres perméabilisation des cellules par le méthanol absolu (5 min, -20°C), les
sites non spécifiques sont bloqués par incubation pendant 1 h a température ambiante
dans 1 ml d'un tampon (appelé tampon de lavage) de PBS enrichi d'albumine bovine
(BSA, fraction V ; Sigma-Aldrich) a raison de 1% (p/v). Les cellules sont ensuite
incubées a l'aide d'un anticorps primaire spécifique (ou d'un cocktail d'anticorps
primaires le cas échéant) pendant 45 min a 37°C, lavées 3 fois 5 min dans le tampon
de lavage, et incubées a nouveau 45 min en présence d'anticorps secondaires adéquats
conjugués spécifiquement a un fluorochrome. Les cellules sont lavées 3 fois 5 min a
I'aide du tampon de lavage et rincées deux fois 5 min dans du PBS. Les lamelles sont
montées sur lame a l'aide du kit Prolong Antifade™ (Molecular Probes, Invitrogen,
San Diego, CA). Elles sont examinées au microscope a épifluorescence (Olympus

BX51) et photographiées a l'aide d'une caméra numérique DP51 (Olympus, Belgique).

I1.2.4. CYTOMETRIE EN FLUX

Les cellules traitées par une solution de trypsine-EDTA sont mises en
suspension dans un tampon PBS Na,EDTA. Elles sont centrifugées (250 x g, 5 min)
puis fixées pendant 30 min a 4°C dans le PBS (pH 7.4) + 4% (p/v) de

paraformaldéhyde. Les cellules sont ensuite perméabilisées dans un tampon PBS
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enrichi par I’ajout d’1% (p/v) d'albumine bovine (BSA, fraction V ; Sigma-Aldrich) et
de 0.2% (p/v) de saponine (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Le marquage par les
anticorps primaires et secondaires est effectué dans ce tampon selon un protocole
identique a celui décrit pour l'immunofluorescence. Au terme de la réaction de
marquage, les cellules en suspension sont transférées dans le tampon PBS + 0.5%
(p/v) paraformaldéhyde (pH 7.4) et conservées a 4°C. L'analyse en cytométrie en flux
est réalisée sur un systtme FACStarplus (Becton Dickinson, Belgique) et son
programme CellQuest (Becton Dickinson, Belgique) ou sur le cytometre Cytomics
FC-500 et son programme d'analyse RXP (Beckman Coulter Inc. USA). La
fluorescence est collectée en FL-1 et FL2 ; la sélection de la population cellulaire (au
minimum 10000 événements) et l'exclusion des débris éventuels est optimisée au

moyen des parametres FSC et SSC.

11.2.5. IMMUNOMARQUAGE DES PROTEINES SUR MEMBRANE

Les cellules en plaques 6 puits sont lavées 2 fois 5 min au PBS pH 7.4. La
solution de lyse bouillante (2 ml d'un tampon 1% SDS, 10 mM Tris pH 7.4) est
ajoutée et incubée pendant 5 min. Le produit de la lyse est récupéré et centrifugé a
10000 x g pendant 5 min. Le surnageant est repris et une partie aliquote est diluée 10
fois. Cet échantillon est utilisé pour la détermination de la concentration en protéines
par la méthode BCA qui tolere une concentration maximale de 0.1 % en SDS (Pierce,
BCA™),

A partir de la connaissance de la concentration en protéines du lysat initial, une
dilution appropriée permet d'obtenir une solution contenant 10 pug/10 pl. Celle-ci est
diluée dans un tampon de charge 2 x concentré (125mM Tris pH 6.8, 4% SDS, 10%
glycerol, 0.006% bromophenol blue, 1.8% beta-mercaptoéthanol). Apres ébullition,
I'échantillon ainsi préparé est analysé par électrophorese (boitier Xcell SureLock™
Invitrogen) en gel dénaturant de polyacrylamide (gel gradient 4-20%) sous une tension
de 200 V pendant 1 h. Pour le transfert sur membrane PVDF, une tension de 30 V est
appliquée pendant 1h. Le tampon de transfert est du CAPS 10 mM pH 10.5 contenant
10 % (v/v) de méthanol. Alternativement, et sans autre modification du protocole, le
tampon de transfert NuPAGE (Invitrogen) a été employé.

Apres le transfert, la membrane est lavée dans du tampon 10 mM Tris pH 7.8,
150 mM NaCl (TBS). La saturation des sites non spécifiques ("blocking") est réalisée
dans un tampon TBS contenant 3% p/v de BSA (Sigma-Allemagne) ou,
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alternativement, 10% de "Western Blocking Reagent" (Roche Diagnostics Gmbh,
Bile, Suisse).

Le marquage primaire est réalisé dans le TBS + 3% p/v de BSA ou TBS + 5%
de "Western Blocking Reagent" (TBSM) contenant une dilution appropriée de
I'anticorps spécifique, pendant 1 h a 37°C et sous agitation. Les membranes sont
lavées 2 fois dans du TBS + 0.05% v/v de Tween 20 (TBST) et 2 fois dans du TBSM.

Le marquage secondaire est réalisé par une dilution appropriée de l'anticorps
secondaire couplé a la HRP pendant 1 h a 37°C. Apres 4 lavages au TBST et un
lavage a I'H,O distillée, les protéines immunoréactives sont révélées par incubation en
présence du substrat 3-amino-9-éthylcarbazole (AEC Dako-LSB, Carpenteria, CA.) ou
du substrat chemiluminescent LumiGlo™ (Cell Signalling Technology, USA). Dans
ce cas, la révélation est effectuée sur film radiographique (KODAK BioMAX MR,
Amersham Biosciences, Pays-Bas).

Alternativement, le marquage secondaire est effectué a 1'aide d'un anticorps
couplé a la biotine (Molecular Probes, San Diego, CA), dressé contre les anticorps de
lapin. Une étape supplémentaire consistant en l'incubation de la membrane a l'aide de
HRP-streptavidin dans le TBSM est alors ajoutée. Les lavages et la révélation sont

réalisés selon le protocole décrit ci-dessus.

11.2.6. IMMUNODETECTION

La protéine BoMX1 est marquée a l'aide d'un anticorps polyclonal de lapin
dirigé contre la protéine humaine (fourni gracieusement par I. Julkunen, Helsinki,
Finlande) et présentant une réaction croisée vis-a-vis de la protéine homologue.
D’autre part, nous avons également utilisé un antisérum de souris produit au sein de
notre laboratoire a partir d’un extrait tissulaire d’une souris transgénique exprimant la
BoMXI1, utilis€ comme immunogene et injecté a une souris possédant le méme
background génétique. Le virus BoPi3 est détecté a 1'aide d'un anticorps polyclonal de
lapin fourni par le CODA/CERVA (Dr. P. Kerkhofs) ou de deux anticorps
monoclonaux : le premier (BioX-Diagnostics, Belgique) conjugué au FITC
(isothiocyanate de fluorescéine) et le second non conjugué, dirigé contre la protéine
membranaire M (Institut Pourquier, France). Le virus BORSV est mis en évidence par

un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine de fusion F (Institut Pourquier,

France). Un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la dynamine-2 du rat (obtenu
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aupres du Pr. Mark A. McNiven, Mayo Clinic, Rochester, USA) nous a permis de
réaliser le marquage de son homologue produit par la cellule Vero.

Pour les techniques de type Western-blot, la détection immunologique est
réalisée via les anticorps secondaires spécifiques couplés a la peroxydase (HRP,
horseradish peroxydase). Pour les applications faisant appel a I'immunofluorescence
(IF), des anticorps secondaires spécifiques couplés aux fluorochromes Alexa 488 et
Alexa 568 sont mis en ceuvre ; pour la cytométrie en flux (CF), les anticorps utilisés

sont couplés aux fluorochromes Alexa 488 ou a la Phycoérythrine (PE).

I1.2.7. VECTEURS

Vecteur de clonage

PCRII-Topo

Ce vecteur permet l'insertion directe, sans ajout de ligase, des amplicons issus
de réactions PCR utilisant une polymérase possédant une activité transférase terminale
consistant en I'ajout en 3' d'une adénosine-triphosphate. Le vecteur obtenu est amplifié
chez E.coli. Purifié, il est alors utilisable pour différentes applications : réaction de
séquence, sous-clonage, mutagenese dirigée ou aléatoire, construction de vecteur

d'expression par transfert de l'insert...

Vecteurs d'expression

PcDNAG6/TR

Le vecteur pcDNAG/TR est un vecteur d'expression eucaryote qui possede la
séquence codante pour le gene TetR (Térracycline Résistant) placée sous le contrdle du
promoteur constitutif CMV d'origine virale (Cytomegalovirus de la famille des
Herpesviridae) stabilisé par la présence d'une séquence intronique empruntée au gene
de la P-globine de lapin. Le géne porte également le gene de résistance a la
blasticidine, antibiotique actif sur les cellules des les concentrations de 6 a 8 ug/ml

(Fig.21A).
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PcDNA4/TO

Ce vecteur eucaryote offre la possibilité d'un contréle strictement régulé de
I'expression d'un gene placé sous le contrdle du promoteur fort CMV. Cette régulation
est réalisée par le truchement de deux copies de 'opérateur TetO2 insérées en aval du
promoteur, structure qui 1'empéche de se fixer aux séquences de 1'opérateur « Tet ». Le
vecteur pcDNA4/TO peut étre utilisé en bindme avec le pcDNA6/TO puisqu'il est

porteur d'un gene de résistance différent, en I'occurrence celui de la zéocine (Fig.21B).

Fig. 21. Vecteur pcDNAG6/TR répresseur (A) et vecteur pcDNA4/TO (B). Le pcDNA6/TR
exprime de facon constitutive le répresseur TetR. Le pcDNA4/TO possede, insérées au niveau du

promoteur, deux copies de I’opérateur Tet (TetO,) qui sont reconnues par le répresseur TetR.

Mécanisme de la régulation dans le systeme T-REX

Les deux vecteurs associés forment un ensemble permettant de créer une unité
de régulation stricte de 1'expression sous un promoteur fort. Ce systeéme est connu sous
le nom de T-REX.

En I’absence de tétracycline, la protéine TetR (répresseur) exprimée par le
plasmide pcDNA6/TR va former un homodimere ayant une grande affinité pour
l'opérateur TetO2 situé sur le promoteur du pcDNA4/TO. Deux homodimeres vont
ainsi réprimer I’expression du gene d'intérét. L'ajout de tétracycline au milieu de
culture aura pour effet de lever la répression. La tétracycline possede une grande
affinité pour chaque protéine TetR ; lors de sa fixation, I’antibiotique induit une
modification de la conformation de TetR et, par voie de conséquence, son

détachement de 'opérateur TetO?2.
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11.2.8. PREPARATION DU CDNA CODANT POUR BOMX1

Purification de I'ARN total

Les cultures de cellules MDBK en plaques 6 puits (Greiner) sont stimulées par
de l'interferon oo (IFNo) pendant 24 h. L'ARN total est alors extrait par le TRIzol™
(Total RNA Isolation; Invitrogen, Belgique) selon les recommandations du fabricant.
Brievement, les cellules lavées au PBS sont soumises a l'action du réactif TRIzol™.,
Apres une incubation de 5 min a température ambiante, une extraction au chloroforme
permet de récupérer I'ARN dans la phase aqueuse. Une précipitation a l'isopropanol
(IPA) suivie d'une centrifugation permet de récupérer un culot constitué d'’ARN. Lavé a
I'éthanol 75%, celui-ci est séché et finalement dissout dans de 1'H,O traitée
préalablement au DEPC.

D’autre part, 4 ml de sang prélevés sur une vache de race Holstein sont déposés
sur 3 ml de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences). Apres centrifugation (400 g, 30
min), la bande blanche correspondant aux cellules leucocytaires est aspirée et diluée
dans une solution saline balancée. Apres une nouvelle centrifugation (100 g, 10 min),
le culot cellulaire est remis en solution dans 2 ml de milieu de culture (RPMI) et
incubé a 37°C dans une atmosphere contenant 5% de CO,, saturée en H,O.

Les PBMC des leur mise en incubation dans le milieu RPMI sont stimulés a
I’aide du poly I : C a une concentration de 50 pg/ml. Cette stimulation d’une durée de

12 h se termine par I’extraction de I’ ARN total selon le protocole décrit ci-dessus.

Transcription inverse et PCR

L'ARN total (2 ug, 5 ul) est incubé, en présence d'amorces oligo(dT);s
(0.5 pg/ml, 1 pl) et de 6 ul d'H,O DEPC, pendant 10 min a 68°C, puis transféré sur
glace 5 min. Apres ajout de 4 ul du tampon de réaction (250 mM Tris-HCI pH 8.3,
250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT), de I'inhibiteur de RNAse (Riboblock, 1
ul, 20 U/ul) et de ANTP (10mM, 2 ul), la réaction est incubée a 25°C pendant 5 min.
En présence de transcriptase inverse (1 pl, ImpromII™ Promega, USA), la réaction est
incubée a 42°C pendant 60 min. La réaction est stoppée par dénaturation thermique
(70°C, 10 min) et transférée sur glace.

L'amplification par PCR est réalisée en utilisant 1 pl du produit de la

transcription inverse.
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Le milieu réactionnel est celui recommandé par le fournisseur de I'Elongase™
(Invitrogen, San Diego, CA), un mélange des polymérases "Taq DNA Polymerase" et
"Pyrococcus species GB-D DNA polymerase".

Les couples d'amorces utilisés pour I'amplification du cDNA de BoMx1A
sont :

Couple 1

- BOSTART: 5'-GAG CTC TGC ATT TCT GCC AAC-3' ("Forward")

- BOSTOP: 5’-GCA TCT GTG AAA CGG GCA GT-3' ("Reverse")

Couple 2

BOSTARTBIS: 5'-GGT ATA TTG AGG AAG AAG ATG GT-3' ("Forward")

BOSTOPBIS: 5-GTC AGC CCG GGA ACT TG-3' ("Reverse")

Les parametres de la PCR sont repris dans le tableau 5.

Tableau 5. Parametres de la réaction de PCR destinée a amplifier la séquence
codante de BoMX1

Etapes Température Durée Nombre de
cycles

Dénaturation 94°C 5 min x1

initiale

Dénaturation 94°C 30s

Hybridation ~ 62°C + 0.1°C/cycle 30s x10

Elongation 68°C 2 min

Dénaturation 94°C 30s

Hybridation  64°C 30s x25

Elongation 68°C 2 min 20s+10s/cycle

Elongation 68°C 10 min x1

finale

Construction du vecteur PCRII-TOPO-BoMX1

Les amplicons issus de la PCR sont purifiés par chromatographie (QIAquick
PCR Purification Kit, QIAGEN Benelux, Pays-Bas) et clonés dans le vecteur pCRII-
TOPO (Invitrogen, San Diego, CA) selon les recommandations du fournisseur.
Brievement, des bactéries E.coli Topl0 compétentes sont maintenues sur glace en

présence du produit de ligation. Un choc thermique induit la transformation des
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bactéries qui, sur milieu sélectif, vont former des colonies. Celles-ci sont analysées par
PCR a l'aide des amorces T7 et Sp6. Les bactéries de colonies positives sont
amplifiées en phase liquide (milieu sélectif contenant 30 pg/ml de kanamycine). Une
analyse par restriction des vecteurs extraits des cultures ("mini-prep") permet de
confirmer la présence d'une insertion dont la séquence est analysée. La sélection d'un

vecteur possédant un insert conforme définit le vecteur PCRII-TOPO-BoMX1.
Réaction de séquence

La réaction de séquence est une modification de la réaction générale de Sanger.
Elle utilise des didéoxynucléotides marqués par un fluorophore spécifique (ABI
Bigdye terminator). Le protocole mis en ceuvre est celui recommandé par le fabricant
(Applied Biosystems, Foster City, CA). L'analyse électrophorétique est réalisée sur un
séquenceur de type "3730 Genetic Analyzer" (Applied Biosystems, Foster City, CA).
La stratégie de séquencage a nécessité I'emploi de 8 amorces dans le sens direct et 8
amorces dans le sens inverse (Tableau 6). Les résultats ont été comparés a la séquence

du gene BoMX1 (Genbank # U88329) par le programme BLAST.***
Construction du vecteur pcDNA4-BoMX1

Le pCRII-TOPO-BoMx1 est soumis a l'action des enzymes de restriction
Hindlll et EcoRV (Fermentas). Le fragment libéré est purifié a partir d'un gel d'agarose
(Gel extraction kit - Qiagen). Le fragment est rendu "bout franc" par 1'action d'une
polymérase, la Pfu et inséré dans le vecteur pPCDNA4 par action de la T4 ligase.

L'analyse des clones est effectuée par PCR a I'aide d'une amorce ("forward")
correspondant au "CMYV forward priming site" (5'-GCAAATGGGCGGTAGGCGTG-
3"), présent au niveau du promoteur du pcDNA4/TO et d’une amorce ('reverse")
interne au gene d'intérét. La taille du produit PCR permet de déterminer 1'orientation

de l'insertion.
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Tableau 6 : amorces oligonucléotidiques des réactions de séquence appliquées a

BoMxI1A
Numéro Nom Séquence

1 M13 reverse Caggaaacagctatgac
2 BoMx5.1 UP Gaagagaaggtgcggccctgeatt
3 Exon5 sens Cacgtcccagatctgaccct
4 exon7 sens Gtggacgtggtgagaaacct
5 exon9 sens Aaactctgeccctgttggaa
6 exonll sens Aaatcggtatcgtggcagag
7 exonl3 sens Acttccaatcccaggtctca
8 exon4 rev Gtccaggaagctgactttge
9 exonb rev Tatggtcctgtgagaaacct
10 exonl0 rev Ctcaaccacagcactccattt
11 exonl3 rev Gtacacctggtcctggcagt
12 BoMx3.2-ElliDO Gaacttcctettgtetetggtgte
13 M13 forward Gtaaaacgacggccag

Transfection transitoire

Un complexe Lipofectamine/vecteur-insert et lipofectamine/vecteur (témoin)

est constitué selon les recommendations du fournisseur (Lipofectamine™ 2000,

Invitrogen, San Diego, CA). Le complexe (100 ul) fraichement préparé est mis en

présence des cellules a une concentration de 2.5 pg/5 pl (plaques 6 puits) ou

0.75 ug/2ul (plaques 24 puits) pendant 24 h.

Pour les études d'expression de la protéine d'intérét, les cellules sont marquées

par immunofluorescence ; pour les études de résistance a 1'infection virale, les cellules

sont infectées par le virus, avant d'étre soumises a un double marquage en

immunofluorescence pour la mise en évidence de la BoMX1 (ou de la protéine

d'intérét) et d'une protéine virale.
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Etablissement d'une lignée cellulaire polyclonale Vero exprimant le répresseur

TetR

L’établissement de clones stables comprend trois étapes : linéarisation du
vecteur d’expression, transfection de cellules Vero et sélection de clones stables.

Le vecteur pcDNAG6/TR est linéarisé par 1'enzyme de restriction Fspl dont la
séquence reconnue (5'- TGC | GCA-3") est unique et se situe au niveau du gene de
résistance a l'ampicilline.

La transfection est effectuée a l'aide de la lipofectamine™ 2000 (Invitrogen,
San Diego, CA) sur des cultures de cellules VERO placées en plaque 6 puits, selon le
protocole recommandé par le fabricant. Brievement, 5 pg du vecteur linéarisé sont
incubés en présence 12 ul de lipofectamine™ 2000 pendant 40 minutes. Le complexe
lipofectamine/ADN est ensuite placé au contact des cellules pendant 5 heures dans un
milieu DMEM sans antibiotique et sans sérum. Il est ensuite remplacé par un milieu
complet contenant des antibiotiques et 10% de FCS.

Quarante-huit heures apres la transfection, 1’antibiotique est ajoutée au milieu
de culture a une concentration spécifique. La pression de sélection est maintenue pour
une durée dépendant de la nature de I’antibiotique. Parallelement, une culture de
cellules Vero non transformées est soumise a I'action du méme antibiotique, dans les
mémes conditions. L'ensemble du procédé de sélection est effectué en plaques T25.

Les cellules sont lavées et le milieu remplacé tous les 3 jours.

Etablissement d'une lignée cellulaire exprimant BoMX1

Etablissement d'une population polyclonale inductible

Les vecteurs sont linéarisés avant d’étre introduits en cellules Vero-pcDNAG6,
en phase de croissance (<60% de confluence), par électroporation. La quantité de
vecteur utilisée est de 15 ug. Les parametres électriques appliqués sont une tension de
0.25 kV, une capacité de 950 uF; la constante de temps indiquée par 1’appareil
(électroporateur BioRad) est de 33 ms.

Les cellules sont transférées en plaques 6 puits, immédiatement apres
électroporation, dans un milieu DMEM enrichi en sérum fcetal de veau (10% FCS).

Vingt-quatre heures plus tard, un milieu de sélection contenant de la blasticidine (10
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pg/ml) et de la zéocine (300 ug/ml) est appliqué aux cellules Vero-pcDNA6

transformées par les vecteurs pcDNA4 et pcDNA4-BoMx1. Ces conditions de

sélection sont maintenues pendant trois semaines pour le systeme inductible.
L'évaluation du taux d'expression de la population polyclonale est réalisée au

moyen de la technique d'immunofluorescence.

Etablissement d'une lignée cellulaire Vero-pcDNAG6-pcDNA4-BoMX1

Les cellules polyclonales Vero-pcDNA6/pcDNA4-BoMx1A résistantes a la
zeocine et a la blasticidine sont maintenues en culture (flacon T75) jusqu'a 90% de
confluence. Apres traitement a la trypsine, le nombre de cellules viables présentes
dans la suspension (suspension I) est déterminé par la méthode du bleu Trypan en
cellules de Thomas.** Une partie aliquote appropriée est diluée dans 10 ml de milieu
DMEM (suspension II). Cette derniere est a nouveau diluée 400 fois (100 ul dans 40
ml) a l'aide d'un milieu de culture enrichi en cytokines. Cet enrichissement est obtenu
par addition d'un milieu de culture préalablement utilisé pour la culture de cellules
Vero. Apres filtration sur 0.22um, il est ajouté a raison de 50% (v/v) au milieu de
culture DMEM complet (serum + antibiotique) pour la croissance initiale des clones.
Au terme du processus de dilution, 1 cellule sera statistiquement présente par 200 ul
de milieu.

Quatre boites de 96 puits sont ensemencées (200 pl/puits). Le renouvellement
du milieu sélectif est effectué toutes les 48 heures. L'expression potentielle de BoMX1
par les différents clones obtenus est visualisée par immunofluorescence avec et sans
stimulation a la tétracycline (2 pg/ml). Ceux qui sont retenus sont soumis a un

deuxieme cycle de clonage selon un procédé identique.

[1.2.9. CONTROLE DE L'INHIBITION EPIGENETIQUE

Détermination des doses non toxiques de TSA et de 5-AZA

La TSA (Trichostatine A, Sigma-Aldrich) et la 5-AZA (5-Azacytidine, Sigma-
Aldrich), substances respectivement inhibitrices des histones déacétylases et des
méthyltransférases, présentent une certaine toxicité pour laquelle le seuil doit étre
déterminé pour chaque type cellulaire. A partir des solutions stock de 5-AZA (5 10™
M) et de TSA (15 mM), une gamme couvrant les concentrations 0 uM a 150 uM pour
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la 5-AZA et de 0 nM a 150 nM pour la TSA est appliquée a des cellules Vero-
pcDNAG cultivées en plaques 24 puits en présence d'un milieu DMEM + 2% FCS. La
viabilité cellulaire par rapport aux témoins est déterminée par la méthode du bleu

Trypan.246
Essai d'activation de la transcription de BoMx1

Des clones en voie d'extinction sont transférés sur lamelles et mis en culture
dans les conditions standard en présence de 10 uM de 5-AZA et/ou de 40 nM de TSA
pour une période s'étalant de 1 a 6 jours selon les modalités reprises dans le tableau ci-
dessous. Apres induction de l'expression par la doxycycline (I pg/ml) pendant 24
heures, les cellules sont fixées a I’aide une solution de paraformaldéhyde 4% et

analysées par immunofluorescence pour l'expression de BoMX1.

Tableau 7. Schéma expérimental de 1'étude de la toxicité de la 5-AZA et de la TSA

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6
Cellules Cellules Cellules Cellules Cellules Cellules
Cellules + Cellules + Cellules + Cellules + Cellules + Cellules +
AZA AZA AZA AZA AZA AZA
Cellules + Cellules + Cellules + Cellules + Cellules + Cellules +
TSA TSA TSA TSA TSA TSA
Cellules + Cellules + Cellules + Cellules + Cellules + Cellules +
TSA + AZA |TSA + AZA |TSA+AZA |TSA +AZA [TSA + AZA TSA + AZA

Suivi cinétique de 1'expression de BoMX1

Une plaque de 24 puits est ensemencée a 1'aide de 15000 cellules/puits dans un
milieu DMEM standard. Lorsque les cellules sont a 90% de confluence, l'inducteur
doxycycline (1pug/ml) est ajouté pendant 24 h sauf pour les puits témoins. Le milieu
est ensuite lavé trois fois au PBS et remplacé par le milieu standard. La mise en
évidence par immunofluorescence de la présence de BoMX1 est réalisée apres fixation
au paraformaldéhyde (3% v/v). La cinétique est établie pour une période de 6 jours a

raison de deux échantillons induits et deux témoins par 24 heures.
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Alternativement, 1'expression de BoMX1 a été suivie par cytométrie en flux.
Des cellules du clone sélectionné, induites ou non, pendant 24 heures, par la
doxycycline, sont analysées par cytométrie en flux 1h, 24h, 48h et 72h apres transfert
dans un milieu sans inducteur. Les anticorps primaires anti-boM X1 sont révélés par un
anticorps secondaire couplé a 1'Alexa488. Les cellules (10000 événements) sont
analysées par le cytometre en flux Cytomics™ FC-500 (Beckman Coulter Inc.,

Sunnyvale,CA).

[1.2.10. NORTHERN BLOTTING

Préparation des sondes radioactives ARN

RT-PCR

A partir de I'ARN total extrait (1 pug) de cellules infectées pendant 6 heures par
le virus Influenza A HINI, un fragment du gene NP est amplifié par RT-PCR. La
transcription inverse est réalisée selon le protocole déja décrit ($8b) a 1'exception du
type d’amorce mis en ceuvre, en 1’occurrence 1’amorce spécifique : NPrev 5'-GAT
GCC CTC TGT TGA TTG GT-3' (20 pmol). La PCR est réalisée a 1'aide du couple
d'amorces :

Psens : 5'-TGC TTC AAA ACA GCG AAG TG-3'.
NPrev : 5'-GAT GCC CTC TGT TGA TTG GT-3'.

Les parametres de la PCR sont : dénaturation initiale 8 94°C pendant 3 min (1
cycle) ; dénaturation a 94°C 45 s, hybridation a 55°C 45 s, élongation a 72°C 30 s
(36 cycles) ; élongation finale a 72°C pendant 1 s (1 cycle). Le milieu de réaction est
celui défini par le "Master Mix" (Applied Biosystems). La quantité de matrice de
départ est inconnue : nous avons utilis€ 0.2 ul du produit de la transcription inverse.
Apres analyse sur gel d'agarose, le produit de PCR est purifié et cloné dans le vecteur
PCRII-TOPO.

Apres sélection de clones recombinants et amplification, les vecteurs que nous
avons dénommé PCRII-TOPO -NP' (NP' = fragment NP), sont orientés au moyen de
deux PCR utilisant les couples M13Rev et NPsens et M13Fwd et NPrev. Un vecteur
est sélectionné et vérifié par séquencage. Enfin, les deux réactions de PCR réalisées

pour l'orientation de l'insert sont optimisées et les produits de PCR, apres digestion a
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la DPNI, sont purifiés sur colonne Invitek (PCR purification Kit, Westburg, Pays-
Bas).

Transcription in vitro

Les deux fragments de PCR purifiés sont utilis€és comme matrice pour la
transcription in vitro qui permet de générer les sondes froides et chaudes. Cette
synthese est réalisée a l'aide du kit "Durascribe" (Epicentre Technologie, Pays-Bas); il
contient les deux ARN polymérases SP6 et T7 que nous utilisons pour la synthese de
la sonde NP+ (ARN+) ou NP- (ARN-). Succinctement, 120 ng de matrice (5 ul) sont
incubés pendant 12 h en présence de SP6 (NP-) ou de T7 polymérase (NP+) selon les
indications du manuel "Durascribe". Apres digestion a la DNase (15 min a 37°C), le
produit de transcription est analysé sur gel de polyacrylamide. Les sondes chaudes
sont synthétisées selon le méme protocole mais, dans le milieu de réaction, 80% du

rGTP froid est remplacé par du GTP (50 uCi) (Amersham).
Extraction de I'ARN cellulaire

L'ARN total est extrait d'environ 8 10° cellules Vero  l'aide du kit d'extraction
« SV Total RNA Isolation System™ » (Promega) selon les indications du fournisseur.
En résumé, les cellules sont récupérées, apres action d’une solution de trypsine-
EDTA, dans 1 ml de PBS. Apres centrifugation, le culot cellulaire est resuspendu dans
25 ml de PBS froid. Apres une nouvelle centrifugation, 175 ul de tampon de lyse sont
ajoutés au culot. Le produit de lyse est dilué dans 350 pl de tampon et incubé a 70°C
pour 3 min. La solution obtenue est centrifugée a 14000 g pendant 10 min a
température ambiante. Le lysat, apres ajout de 200 pl d'éthanol a 95%, est transféré sur
colonne chromatographique (Spin column). Apres 1'étape de fixation et les différents
lavages, 'ARN est élué dans un tampon 1 mM Tris pH 7.0 "RNase-free".

La concentration en ARN de chaque échantillon est déterminée par analyse
spectroscopique (ND 1000 Nanodrop, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,
USA) ; la qualité de l'extraction est estimée par analyse sur gel d'agarose et coloration

au bromure d'éthidium.
Electrophorese

Le gel d'agarose 1% (14 x15 cm) est préparé dans le tampon MOPS (20 mM
MOPS, 5 mM sodium acetate, 1 mM EDTA ) auquel est ajouté du formaldéhyde
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(0.6 M final). Le tampon de cuve est le MOPS rendu 0.2 M en formaldéhyde.
L'échantillon (2 pg d'ARN total "spiké" par 400 pg de sonde froide NP+) est dilué
dans le tampon de charge (MOPS, 18,5% formaldéhyde, 50% formamide désionisée,
4% Ficoll400, 0.1 % bromophenol blue), chauffé¢ 5 min a 90°C et refroidi sur glace.
L'électrophorese est réalisée sous une tension de 40 V et est arrétée lorsque le bleu de

Bromophenol est a 1 cm de la fin du gel.
Transfert

Le gel est rincé trois fois dans de 1'HO "RNase free". Le transfert est effectué
sur membrane N-HYBOND a l'aide d'un "vacuum blotter" (Masterblot, Laborteteknic
GmbH) dans un tampon 10 x SSC (1.5 M NaCl, 0.15 M citrate sodique, pH 7.0)
pendant 3 heures. Apres un ringcage rapide dans un tampon 2 x SSC, les acides
nucléiques sont fixés sous lumiere ultra-violette a 254 nm pendant 2 min (Stratalinker,

Stratagene), et placés au four a 80°C pendant 1 h.
Hybridation

La membrane est préhybridée pendant 3 h a 42°C dans 10 ml de tampon de
préhybrydation (Ultrahyb™, Ambion). La sonde radioactive est chauffée pendant
3min a 95°C, refroidie en glace et ajoutée au tampon d'hybridation. Aprés une
incubation de 12 h a 42°C, la membrane est lavée dans un tampon SSC 2x pendant 15
min a température ambiante, puis 2 fois dans SSC 2x, 0.1 % de SDS a 65°C et
finalement dans 0.1x SSC, 0.1% SDS a 65°C. La membrane est ensuite révélée par

autoradiographie.

I1.2.11. ANALYSE PAR EXTENSION D'AMORCES

Nature des amorces

La technique mise en ceuvre ici est inspirée des travaux de Vrede et al.**°
L'amorce est complémentaire du brin négatif du VRNA (fragment NS1) du virus HIN1
dont nous avons vérifié préalablement la séquence. Une amorce complémentaire
(controle négatif) est également dessinée. L'amorce dont la séquence correspond a
I'extrémité 3' de la séquence codant pour NS1 (et donc complémentaire a I'extrémité 5'

de 'ARN génomique viral) a été nommée VRNANSI ; I'amorce complémentaire
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cRNANSI1. Remarquons que cette derniere peut théoriquement amplifier un fragment
correspondant pratiquement a la taille du gene (soit 750 bases environ) mais en
pratique celui-ci n'est pas visualisé. La séquence de nos amorces est :

VRNANSI : 5'-TTGAGAAGTGCGGCAAAAATT-3'

cRNANSI : 5-AATTTTTGCCGCACTTCTTCAA-3'

Marquage des amorces

Les amorces purifiées par électrophoreése en gel de polyacrylamide (Isogen)
sont diluées a la concentation de 10 pmoles/ul. Pour la réaction de marquage, 1 ul de
I'amorce est incubée 10 min a 37°C en présence de 1 pl du tampon T4 polynucléotide
kinase (Fermentas), de 4 pl (40 uCi) de gamma—ATP3 2 de T4 polynucléotide kinase
(10 U) et de 3 ul d'H,O "RNase free". La réaction est inactivée par chauffage a 90°C

pendant 3 min. Apres refroidissement, le volume est porté a 100 ul.
Réaction d'hybridation

La concentration en ARN total des échantillons purifiés a partir de cellules
Verol03 infectées ou non, stimulées ou non, est déterminée par analyse
spectroscopique (Nanodrop, Nanodrop Technologies). Apreés normalisation, 2 pg
d'ARN total sont mis en présence de 200 femtomoles (2 pl) d'amorces spécifiques
marquées, dans un volume total de 20 ul. Le mélange est porté a 70°C pendant 5 min
avant son transfert immédiat sur glace. De 'ARN extrait d'un stock de virus (contrdle

positif) est traité dans les mémes conditions.
Réaction d'extension

Dans I'ordre, sont ajoutés, toujours sur glace, 2 ul de dNTP (10 mM) "RNase
free", 6 ul du tampon de la "ReverseSuperscript III" et 1 ul de RNasin. Apres 10 min
d'incubation a 37°C, 1 ul de "ReverseSuperscript III" est ajouté. Le milieu réactionnel

est incubé 60 min a 42°C. La réacion est inactivée par transfert a 95°C pendant 5 min.
Analyse des produits d'extension

Le produit d'extension (1 ul) est dilué dans 10 pl d’un tampon de charge (80%
formamide, 10 mM EDTA-Na, (pH8.0) et 0.025% de bleu de bromophenol).

L'analyse par électrophorese (180 volts, 2 h) est réalisée en gel dénaturant 6%
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acrylamide, 8M urée dans un tampon TBE (90 mM Tris-Borate, 2 mM EDTA, pH
8.3)*. Le gel est révélé par autoradiographie (KODAK BioMAX MS, Amersham

Biosciences, Pays-Bas).

I1.1.12. QRT-PCR

L'ARN total de cellules V103 stimulées ou non est purifié a l'aide du kit
Invisorb (Westburg, Pays-Bas) selon les recommendations du fabricant, 3 h apres
infection par le virus Influenza A HIN1 a la MOI de 1. La cycloheximide (CHX),
lorsqu'elle est utilisée, est ajoutée, 1 h avant infection a la concentration finale de 100
pg/ml. La concentration en ARN total des échantillons purifiés est quantifiée par
spectrométrie (Nanodrop, Nanodrop Technologie). La transcription inverse (IMPROM
II™ Promega) appliquée sur 300 ng d'ARN est réalisée a 1'aide d'une amorce oligodT.
Une PCR de controle est effectuée sur chacun des produits de la RT a l'aide des

amorces :

NPqrt forward 5' -CCAAATGAAAACCCAGCCTA-3'
NPqrt reverse 5' -AGTCCAATGGCTTCCACATTCT-3'

L'amplicon généré a partir de ces dernieres correspond a un fragment (154 pb)
de la nucléoprotéine NP.

Une sonde fluorescente FAM (reporter) - TAMRA (quencher) correspondant a
la  séquence interne 5'-AAGTGATTCCAAGAGGAAAGCTTTCCACAA-3'
(nucléotides 85 a 114) du fragment de 154 pb est synthétisée pour la PCR quantitative
proprement dite selon le principe Tagman. Les parametres de la réaction réalisée dans

le tampon "Absolute™ QPCR MIX" (Abgene, Royaume-Uni) sont repris ci-dessous :

Activation enzymatique 95°C 15 min

Dénaturation 94°C 20 s

Hybridation 57°C 1 min 40 cycles
Extension 72°C 30s

La concentration des amorces est fixée a 0.4 uM (forward et reverse) ; celle de
la sonde est de 0.5 uM. Un contrdle interne des échantillons est assuré par une PCR

sur 'ARN 18S a l'aide d'une sonde utilisant une sonde rRNA VIC™ (TagMan®
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Ribosomal RNA Control Reagents). Les données de fluorescence sont recueillies a
l'aide du software SDS 2.2 (Tagman) et analysées par le qBASE (Logiciel libre
développé par Jan Hellemans & Jo Vandesompele. Universitair Ziekenhuis Gent -

Hopital universitaire de Gand. Http://medgen.ugent.be/gbase)
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II1. Résultats

III.1. EXPRESSION CONDITIONNELLE STABLE DE
BOMXI1 EN CELLULES VERO

I11.1.1. CLONAGE DU CDNA DE BOMX1

L'ARN total, purifié a partir de cellules MDBK (RT1) stimulées a
l'interféron o, de PBMC stimulées au poly I:C (RT2) et de cellules Vero naives non
stimulées (RT3), est soumis a une transcription inverse. Les produits en résultant sont
amplifiés au moyen de quatre réactions de PCR. Trois sont réalisées avec les amorces
BoSTART-BoSTOP (couple A), BOSTARTBIS et BoOSTOPBIS (couple B), BActinel
et Bactine2 (controle positif) et une quatrieme (controle négatif) sans amorce.

Au total, nous obtenons 12 réactions de PCR dont le résultat est repris sur la photo ci-
dessous.

A B CDADBCDADBC D M

= -0 ——

2 kb

RTI1 RT? RTR
Fig 22 : Analyse sur gel d'agarose 1% du cDNA de BoMX1. Les réactions de RT-PCR réalisées pour
I'amplification de BoMX1 a partir de PBMC stimulés au poly I:C (RT1), de cellules MDBK stimulées a

l'interféron o (RT2) et de cellules Vero non stimulées (RT3). Les PCR ont été réalisées avec les
amorces BoOSTART-BoSTOP(A), BoSTARTBIS-BoSTOPBIS (B), BActinel et 2, et sans amorce (D).
La RT-PCR obtenue a partir des cellules PBMC (RT1) et celle a partir des cellules MDBK (RT2) a
l'aide des amorces BOSTARTBIS-BoSTOPBIS (B) fournit des amplicons de taille attendue (1947 pb).
On remarquera l'intensité du fragment obtenu a partir des cellules MDBK.

M : marqueur de poids moléculaire.
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l11.1.2. SEQUENCE DU CDNA BOMX1

L'amplicon boMX1 obtenu a partir des cellules MDBK est inséré dans un
vecteur pCRII TOPO. Deux clones (2 et 15) sont séquencés a l'aide de 11 amorces
dessinées sur base de la séquence déposée (U88329). Le recouvrement permet
d'obtenir une séquence complete. L'analyse par « Blastn » (NCBI) montre une seule
substitution silencieuse au niveau nucléique en position 1212 (T—C). La séquence

protéique est parfaitement conservée (Fig. 24).

[11.1.3. CONSTRUCTION DU PCDNA4-BOMX1

Le pCRII-TOPO-BoMXI1 est traité par les enzymes de restriction HindIII et
EcoRV. 1l est purifié sur gel d'agarose et rendu bout franc par action de la polymérase
Pfu. L'insert ainsi préparé est inséré dans le pPCDNA4 linéarisé (restriction EcoRV) et
déphosphorylé. La détection des clones et leur orientation est réalisée par PCR a partir
de deux amorces, l'une sur le vecteur du coté promoteur, 'autre au niveau de l'insert.
La taille attendue est de 1117 pb. Nous obtenons environ 50% des clones
recombinants présentant la bonne orientation. La taille du vecteur est vérifiée par
l'action de BamHI, enzyme dont le site de reconnaissance est présent au niveau du
MCS du vecteur pcDNA4, absent de la séquence BoMX1. Deux réactions de séquence
utilisant les amorces M 13 Forward et M13 Reverse du vecteur confirment 1'orientation
et la nature de l'insert. Apreés amplification et purification, le pcDNA4-BoMX1 ainsi
caractérisé est employé dans les expériences de transfection ou d'électroporation de

cellules Vero.
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GGTATATTGAGGAAGAAG ATG GTT CAT TCT GAC TTG GGT ATC GAA GAA CTT GAT 54

M v H S D L G I E E L D 12

TCA CCT GAA TCC AGT CTA AAT GGA AGT GAA GAT ATG GAG TCC AAG AGC AAC 105
S P E S S L N G S E D M E S K S N 29

CTG TAC AGC CAA TAT GAA GAG AAG GTG CGG CCC TGC ATT GAC CTC ATC GAC 156
L Y S Q Y E E K Y% R P c I D L I D 46

TCC CIG CGG TCC CTIG GGC GTG GAG CAG GAC CTG GCC CTG CCC GCC ATC GCT 207
S L R S L G \Y% E Q D L A L P A I A 63

GTT ATC GGG GAC CAG AGC TCG GGC AAG AGC TCT GTG CTG GAG GCC CTIG TCT 258
\Y% I G D Q S S G K S S \Y% L E A L S 80

GGG GTC GCC CTC CCC AGG GGC AGT GGT ATT GTT ACA AGA TGT CCT CTT GIG 309
G v A L P R G S G I \Y% T R Cc P L \Y% 97

CTG AGG CTG AAA AAA CTT GGG AAT GAA GAC GAG TGG AAA GGC AAA GTC AGC 360
L R L K K L G N E D E W K G K \Y% S 114

TTC CTG GAC AAA GAG ATT GAG ATT CCA GAT GCT TCA CAG GTG GAA AAG GAA 411
F L D K E I E I P D A S Q v E K E 131

ATC AGT GAA GCC CAG ATT GCC ATC GCT GGG GAA GGC ACG GGG ATC AGT CAT 462
I S E A Q I A I A G E G T G I S H 148

GAG CTG ATT AGT CTG GAG GTC AGC TCC CCT CAC GTIC CCA GAT CTG ACC CIG 513
E L I S L E v S S P H Y% P D L T L 165

ATA GAC CTT CCT GGC ATC ACC AGG GTT GCT GTG GGC AAC CAG CCA CCC GAC 564
I D L P G I T R \Y% A \Y% G N Q P P D 182

ATT GAA TAT CAG ATC AAG TCT CTIC ATC AGG AAG TAT ATC CTT AGG CAG GAG 615
I E Y Q I K S L I R K Y I L R Q E 199

ACC ATC AAC TTG GTG GTG GTIC CCT GCT AAC GTG GAC ATC GCT ACC ACA GAG 666
T I N L \Y% \Y% \Y% P A N \Y% D I A T T E 216

GCG CTG CGC ATG GCT CAG GAG GTG GAC CCC CAA GGA GAC AGG ACC ATA GGA 717
A L R M A Q E v D P Q G D R T I G 233

ATC TTG ACA AAG CCC GAT CTIG GTG GAC AAA GGT ACA GAA GAC AAG GTC GIG 768
I L T K P D L \Y% D K G T E D K \Y% \Y% 250

GAC GTG GTG AGA AAC CTG GTIT TTC CAC CTG AAG AAG GGC TAC ATG ATC GTC 819
D \Y% Y% R N L Y% F H L K K G Y M I \Y% 267

AAG TGC CGT GGC CAG CAG GAC ATC AAG CAT CGG ATG AGC CTIG GAC AAG GCC 870
K C R G Q Q D I K H R M S L D K A 284

CTG CAG AGA GAG CGG ATA TTC TTC GAG GAT CAC GCA CAT TTC AGG GAC CTT 921
L Q R E R I F F E D H A H F R D L 301

CTG GAG GAA GGG AAG GCC ACT ATC CCC TGC CTG GCA GAA AGA CTG ACC AGT 972
L E E G K A T I P c L A E R L T S 318

GAA CTC ATC ATG CAC ATT TGT AAA ACT CTG CCC CIG TTG GAA AAT CAA ATA 1023
E L I M H I C K T L P L L E N Q I 335

AAG GAG ACT CAC CAG AGA ATA ACA GAG GAG TTA CAG AAG TAT GGC AAG GAC 1074
K E T H Q R I T E E L Q K Y G K D 352

ATC CCA GAA GAA GAA AGC GAG AAA ATG TTC TGT CTG ATA GAG AAA ATT GAT 1125
I P E E E S E K M F cC L I E K I D 369
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ACA TTT

CAG TAT

AGC GCT

GAA ATC

GTG AAT

GAA GAG

ACC TTC

CGA ACT

GCT GAG

CAG GAC

GAA GAA

GAG CcCC

GTC AGC

CTC CGG

GAC AAG

AAG AGG

CGG CTIG

Fig 23 : Séquence de I’insert BoMX1.

AAT

GAC

GTG

AAG

TAC

CCT

ACA

GCC

AAG

CAG

GAA

TCC

ACC

ACG
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GTT
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AAG
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GAT

AAG

TCC

GTG

AAG

ACA
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TAT
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TTC

AAG

GAG

CGA
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TTT
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GTG

GTT

TCC

ATC

TAC
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GAT

ATC

GGC
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TTC

ATC

CTG

AAA
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TTT
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TCA

AAA

CGA

CGG

AAA

GAG

TCC

GAG

GAC

AAG

CCG

ATC

TTT

AAT

AAT

GAG

ATG

GGA

ATT

CTA

CGT

AAA

ATC

GGC

CAG

TGG

GAG

GGC

TCA ACA

ACC AAA

TTC GAA

CGG TAT

ACC ATC

CTG CAC

AAA CAC

GAA GAC

CAT TTC

GCA TTIG

TCA AAC

TTT CAA

CAC ATC

CTC AAG

CTG CIG

CGG CIG

TGA A

ATA

GTA

AAA

CGT

ATA

ACG

TTT

ATT

CAA

CAA

CAT

CAC

CccC

AAG

AAG

GAG

GAA

CGA

GGT

GGC

AAA

GTG

AAT

CGA

ATG

CAG

TAC

CTG

TTG

AGC

GAG

CGG

GGG

GCC

TAT

AGA

AAG

ACA

GAA

TTA

GAG

GTC

TTC

ACC

ATC

ATG

CGC

CTG

GAG

GAG

GAA

GAG

CAG

GAT

TTT

GAA

CAG

AGA

CAA

GCG

ATC

CTG

ACC

ACC

GAA

TTC

GCC

TTG

GTC

ATA

TTC

CAA

TTG

GAG

TCC

TAC

CAG

CAG

GAC

CGC

TTC

TCC

ATA

CCA

AGA

ATC

AAC

GAA

GTC

AAG

CAG

CAG

TTC

CTG

ACC

GCT

GTG

AAA

CGT

GGG

GTT

CGG

CTC

AAT

TAC

GAG

GTC

CAG

TTC

CTC

AGA

CGG

GAG

TGG

AAA

TTT

CTG

AAT

CAC

GAA

TGC

GCA

TCA

GAA

GTG

CAG

GAC

CAG

1176
386

1227
403

1278
420

1329
437

1380
454

1431
471

1482
488

1533
505

1584
522

1635
539

1686
556

1737
573

1788
590

1839
607

1890
624

1941
641

1966
649

Le cDNA a été obtenu a partir de cellules MDBK stimulées a

I'TFNo. Les codons ATG et Stop sont en bleu. Les parties en italiques représentent les parties de

séquence correspondant aux UTRs (Untranslated regions) du gene BoMX1. La séquence protéique est

rigoureusement identique a la séquence de référence (U88329). En rouge, la substitution nucléotidique

(T—C) en position 1212 de la séquence CDS.
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l1l.1.4. EXPRESSION TRANSITOIRE DE BOMX1 EN

CELLULES VERO

Avant d'entamer la sélection des clones stables, nous avons Vvérifi€ la
fonctionnalit¢é des mécanismes de transcription et de traduction. De plus, une
expression transitoire a également permis de mesurer la capacité antivirale de BoMX1
par cytométrie en flux. Des cellules MDBK stimulées ou non (témoins positifs et
négatifs) a l'interféron sont inclues dans le protocole expérimental. La présence de la
protéine BoMX1 est révélée par immunofluorescence. Au niveau des cellules MDBK
stimulées, cette révélation est positive ; elle est négative sur les cellules non stimulées,
confirmant la validité de la technique effectuée a l'aide des anticorps anti-MXA
humaine pour la détection de BoMX1.

Un marquage cytoplasmique typique délimite, par contraste, un noyau indemne

de la protéine native (MDBK) ou recombinante (VERO).
-
-

Fig 24 : Expression transitoire de BoMX1. A gauche : cellules MDBK non stimulées (A) et cellules

Vero tranfectées par le pcDNA4 (C). A droite : cellules MDBK stimulées par l'interféron (B) et cellules
Vero transfectées par le pcDNA4-BoMx1 (D).
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[11.1.5. ETABLISSEMENT D'UNE LIGNEE VERO-

PCDNA6 TRANSGENIQUE

Des cellules Vero transfectées a la lipofectamine 2000 a 1’aide de 5 pg du
vecteur pcDNAG6 sont placées en plaque 6 puits pendant 2 jours dans un milieu de
culture non sélectif. Apres 48 h, la blasticidine est ajoutée au milieu et la mortalité
cellulaire atteint 90% apres deux semaines. A ce moment, des foyers de multiplication
cellulaire apparaissent. Au terme de cinq semaines de sélection, nous avons obtenu

une population polyclonale que nous avons nommée Vero-pcDNAG6.

I11.1.6. EXPRESSION STABLE DE BOMX1 EN

CELLULES VERO-PCDNAG6

Apres avoir validé la construction pcDNA4-BoMX1 par la mise en évidence de
I'expression transitoire de la protéine d'intérét, nous pouvons mettre en ceuvre le
protocole destiné a établir des clones stables et inductibles. Cet objectif atteint, nous
disposerions d'un outil particulierement efficace pour la mesure de l'effet antiviral de

BoMXI.

ETABLISSEMENT D'UNE POPULATION POLYCLONALE STABLE

Les vecteurs pcDNA4 et pcDNA4-BoMXI1 sont restreints par Scal. Les
vecteurs linéarisés sont introduits en cellules Vero-pcDNAG6 par électroporation. La
sélection est effectuée par l'ajout de zéocine (300 pg/ml) tout en maintenant de la
blasticidine (10 pg/ml) dans le milieu de culture. Au cours de la premiere semaine,
une mortalité importante est constatée ; puis, elle se stabilise. Apres 4 semaines, nous
évaluons le taux d'expression BoMX1 en présence de doxycycline a environ 40%. Un

processus de clonage est alors mis en place.

CLONAGE DE VEROPCDNAG6/PCDNA4-BOMX1

La concentration en cellules de la suspension utilisée pour le clonage est de
210° cellules/ml. Dix pl de cette suspension sont dilués dans 10 ml de milieu

(suspension II). Un volume égal d'un milieu enrichi en cytokines est ajouté et 192
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puits sont ensemencés. Le processus fournit 45 clones dont deux (clones 27 et 33)
présentent un taux d'expression de 60% et 80% respectivement, 24 h apres stimulation
a la doxycycline ; parallelement, aucune expression n'est détectée en absence de
l'inducteur. Apres 40 h, la situation est identique ; 136 h apres induction, le niveau

d'expression des clones positifs est devenu tres faible.

SOUS-CLONAGE DE VEROPCDNA6/PCDNA4-BOMX1

Cette étape réalisée sur 192 puits a partir des clones 27 et 33, fournit 144
clones. Le criblage par immunofluorescence nous permet d’ en sélectionner 4 (76b,
99b, 103b et 117b).

Le taux d'expression reste inférieur a 100% (de 1'ordre de 70%). La possibilité
d'avoir sélectionné des populations oligo-clonales est envisagée mais les clonages
successifs n'améliorent pas la situation. De plus, apres quelques passages, I'extinction
complete et rapide des clones est systématique. Cette disparition rapide de I'expression
nous incite a émettre une hypothese : 1'expression sous le contrdle du promoteur CMV
est instable. En d'autres termes, un controle épigénétique serait a l'origine de
l'extinction rapide des clones productifs. Cette idée est renforcée par la présence d'ilots
CpG au niveau du promoteur CMYV, ilots qui constituent précisément une cible du
controle épigénétique via leur hyperméthylaltion.248 D'autre part, un lien a été établi
entre la méthylation de I'ADN et la déacétylation des histones dans le mécanisme de

"gene-silencing" chez les eucaryotes.****

RECOUVREMENT DE L'EXPRESSION DE BOMX1

Le principe de notre expérience de recouvrement de l'expression repose sur
l'utilisation de deux substances capable d'interférer avec la méthylation de I'ADN et
avec les histones déacétylases. Ces substances sont respectivement la 5'-azacytidine
(5'-aza), un inhibiteur des méthyltransférases ADN spécifiques et la trichostatine A
(TSA), un inhibiteur des histones déacétylases. Avant de réaliser cet essai, nous avons

réalisé une étude de la toxicité de ces substances sur les cellules Vero-pcDNAG6.
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Test de toxicité a la TSA

La viabilité des cellules en culture (80% de confluence) a été déterminée pour
une gamme de concentration en TSA s'étalant de 0 nM a 150 nM. La mortalité
cellulaire est de 100% pour la concentration de 150 nM. Par contre, a la concentration
de 40 nM, les cellules se multiplient selon une cinétique identique a celle des témoins ;
de plus, l'examen microscopique révele un aspect normal des cellules, sans aucun
signe cytopathogénique (Tableau 8). Cette concentration sera celle utilisée pour le test

de recouvrement de l'expression.

Tableau 8. Test de toxicité a la TSA

Z;;S;::) 150 140 130 120 110 100 90 80 (70 60 50 40O B0 20
Effet

S Ty T T T T E R R E R E] e e ¢
T Mortalité importante
T Multiplication cellulaire perturbée (toujours légere mortalité)
¢ Pas d'effet significatif visible

Test de toxicité a la 5-AZA

Pour ce test, la viabilité des cellules a été déterminée pour des concentrations
en 5-AZA s'échelonnant de 10 a 150 uM. La mortalit¢ est importante des la
concentration de 50 uM. Une multiplication cellulaire légerement altérée est encore
enregistrée pour la concentration de 25 uM. A 10 uM, la culture présente un

comportement identique a celui des cellules témoins. (Tableau 9).

Tableau 9. Test de toxicité a la 5-AZA.

5-AZA
(M)

Effets| ¢ * ¥ T T i i i T T i T

10 | 25 | 37,5 50 | 625| 75 | 87,5 | 100 | 112,5| 125 | 137,5| 150

T Mortalité importante
i Multiplication cellulaire perturbée (toujours légere mortalité)
¢ Pas d'effet significatif visible
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Activation de la transcription par la 5-AZA et la TSA

Les clones 76b, 99b, 103b et 117b simplement stimulés a la doxycycline
présentent un taux d'expression de 30 a 40 % constant pour la période couverte par
l'expérience (1 a 6 jours). L'ajout de 5-AZA ne permet pas d'obtenir une réactivation
satisfaisante des différents clones. Tout au plus, une 1égere augmentation du niveau
d'expression est-elle observée. Il en va tout autrement avec la TSA puisque pour
I'ensemble des clones, le taux d'expression se situe entre 90 et 100%. La combinaison
5-AZA + TSA génere un résultat comparable a celui obtenu avec la TSA seule,
confirmant ainsi 'observation. L'analyse du taux d'expression en fonction du temps
d'exposition a la TSA indique qu'un contact de 24 heures permet d'atteindre l'effet
maximal. Les différents clones répondent d'une facon similaire a I'induction.
Cependant, le clone 103b (dénommé V103), sur base de son taux d'expression

pratiquement égal a 100%, a été sélectionné pour les tests de résistance a l'infection

virale.

100 pm g : Bl 100 ym i

Fig. 24 : Expression inductible de BoMX1 par le clone V103. Expression de BoMX1, visualisée par
immunofluorescence, par le clone VeropcDNA6-pcDNA4-BoMX1-103b (V103) sans induction (A) et
apres induction (B) pendant 24 h a la doxycycline. Les cellules tant en A qu'en B ont été traitées

pendant 24 h a la TSA (40 nM).

I11.1.7. IDENTIFICATION PAR WESTERN BLOT ET

IMMUNOMARQUAGE

L'identit¢é de la protéine exprimée en cellules V103 est confirmée par
comparaison avec le pattern obtenu pour des cellules MDBK stimulées ou non par
I'TFNa. La concentration en protéines des différents extraits est déterminée par la
méthode au BCA. Les échantillons normalisés (10 pg/puits) sont analysés par Western
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blot. L'immunomarquage sur membrane révele la présence d'une bande de 75 kDa
environ répondant a 1'induction par la doxycycline (V103) ou par I'IFN-o (Fig : 25 et
25 bis).

111.1.8. TEST CINETIQUE DE L'EXPRESSION DE

BOMX1

Les cellules V103 (clonel03b) présentent les caractéristiques recherchées, a
savoir une expression inductible forte et homogene. Cependant, avant de tester la
fonctionnalité de l'activité antivirale de BoMX1, il est indispensable de déterminer le
temps de persistance de la protéine dans les cultures induites. En effet, une extinction
rapide de I'expression, en rendant aux virus infectants 1'environnement cytoplasmique
de la cellule Vero naive, ferait perdre aux tests leur pertinence.

La premicre étude cinétique de l'expression est réalisée par
immunofluorescence. Une plaque de 24 puits est ensemencée a l'aide de cellules
V103b a raison de 15000 cellules/puits dans le milieu de culture contenant de la TSA
(20 nM). Apres 4 jours, le milieu est remplacé par un milieu contenant la doxycycline
(1 pg/ml) supplémenté en TSA (20 nM) seule ou de TSA (20 nM) et de 5-AZA (10
uM). Apres 24 heures, le milieu est remplacé par le DMEM plus 2% de FCS. Les
cellules de la colonne 1 (jour 1) sont fixées par le PAF (4%) immédiatement tandis
que celles de la colonne 2 (jour 2) le sont le lendemain. Le processus se répete
jusqu'au jour 6. L'analyse par immunofluorescence révele que I'expression est
maintenue a 100% pendant au moins quarante-huit heures. On observe ensuite une
légere diminution progressive. Le maintien de l'expression est donc suffisamment
persistant pour permettre une interaction éventuelle avec plusieurs cycles de
réplication des virus étudiés. La présence de 5-AZA n'a visiblement aucune influence
sur le maintien de BoMX1.

Une analyse en cytométrie en flux permet de suivre la cinétique de 1'expression
de la protéine BoMX1 en cellules V103 apres une induction a la doxycycline pendant
24 h. Celle-ci étant éliminée, la fluorescence des cellules est enregistrée apres 1, 24,
48 et 72 h. L'analyse montre que 1'expression est déja induite apres 1 h et qu'elle atteint
son maximum apres 24 h. Elle se maintient a ce niveau pendant 48 h. La concentration

en BoMX1 chute alors rapidement puisqu'elle revient a son niveau de base apres 72 h
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V103 MDBK
- + - + + 4+
191 =
97 =
<BoMX1
64 =
51>
39>

M 1 2 3 4 5 6
Fig. 25 : Immunomarquage apres Western blot des extraits de cellules V103 (1 et 2) et de cellules
MDBK (3, 4, 5 et 6). Les cellules V103 stimulées a la doxycycline (2) et les cellules MDBK stimulées
par I' IFNo aux doses de 100 U (4), 10.000 U (5), et 100.000 U (6), sont caractérisées par une bande de
75 kDA ; cette bande est absente dans le cas des cellules V103 (1) et MDBK (3) non stimulées. Les
échantillons normalisés (10 ug de protéines totales) ont été chargés sur gel dénaturant et apres
électrophorese transféré sur membrane PVDF. Les anticorps de lapin anti-HuMXA ayant réagi avec
BoMX1 ont été détectés par un anticorps secondaire marqué a la biotine et révélés par la streptavidine
couplée a la HRP a l'aide du substrat 3-amino-9-éthylcarbazole (AEC). M : marqueurs de masse

moléculaire.

97 kDA

64 kDA <——3 BoMXl

51 kDA .
< Actine

39 kDA

Fig. 25bis : Spécificité de l'induction des cellules V103. L'immunomarquage de cellules V103
stimulées (+) et non stimulées (-) par les anticorps anti-BoMX1 et anti-actine confirment la régulation

stricte de I'expression de BoMX1. M : marqueurs de masse moléculaire.
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Fig. 26 : Analyse par cytométrie en flux de I'expression de BoMX1. Les cellules induites ou non
induites (témoins) a la doxycycline (1 pg/ml) pendant 24 h sont analysées 1 h, 24 h, 48h et 72 h apres
transfert des cellules dans un milieu de culture sans inducteur. L'anticorps primaire polyclonal de lapin
anti-HuMXA est marqué par l'anticorps secondaire couplé au fluorophore alexa 488 ; le nombre de
cellules analysées en FLL.1 (Cytometre Cytomics™ FC-500 - Beckman Coulter Inc. , CA) est de 10000.
B. Evolution de la fluorescence moyenne. La fluorescence moyenne des populations de cellules

marquées comme indiqué en A est enregistrée aux différents temps apres induction.
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[11.1.9. ABSENCE D'UN EFFET CYTOTOXIQUE DE

LA PROTEINE BOMX1

Pour déterminer l'absence de cytotoxicité cellulaire liée a l'expression de
BoMX1, les cellules V103, induites et non induites, sont soumises au test MTS. Pour
rappel, ce test mesure la capacité des cellules en culture de réduire le MTS par
l'intermédiaire des équivalents réducteurs produits par le métabolisme cellulaire. Ce
dernier dépend évidemment du nombre de cellules viables présentes et de leur niveau
métabolique. Le suivi de l'absorbance de cultures cellulaires stimulées (n=6) et non

stimulées (n=6) pendant 96 h montre un profil identique (Fig. 27).

25 7
A ¢ V103 -
b ’- V103 +
S
0
r 157
b
a 17
n
€ 05
e
O T T T 1
24 48 72 96

Temps écoulé depuis 1'ajout du MTS (h)

Fig. 27 : Absence de cytotoxicité de BoMX1 par le test MTS. L'activité métabolique des cellules
V103 stimulées (V103+) ou non (V103-) évolue parallelement au cours du temps. Les valeurs
moyennes d'absorbance (+ SD) enregistrées a 495 nm, ont été obtenues a partir de six expériences

indépendantes.
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I11.2. FONCTION ANTIVIRALE DE BOMX1 VIS-A-VIS
D'UN VESICULOVIRUS

[11.2.1. INTRODUCTION

L'objectif de cette étude est de vérifier la fonctionnalité de la BoMX1 vis a vis
d'un virus type dont la caractéristique principale est d'étre sensible aux protéines MX
de différentes especes. Naturellement, notre choix s'est porté sur le VSV, virus de la
stomatite vésiculeuse (Rhabdoviridae, genre Vesiculovirus), inhibé par les protéines
MX2 (cytoplasmiques) murines, huMXa (humaine), les MX1 et MX2 de rat, la MX1
porcine... Il s'agit véritablement d'un virus modele, capable d'infecter différentes
especes : caprine, ovine, bovine, équine, porcine et humaine. L'espece comprend au
moins 35 souches sérologiquement différenciées, dont deux sont particulierement
connues : les souches Indiana et New Jersey. Le virus est transmis par contact cutané
ou par la voie des muqueuses. Egalement détecté chez les insectes, il est pourtant
souvent considéré comme un virus d'origine végétale. Les anticorps spécifiques de la
réponse humorale sont incapables de prévenir l'infection.

Sa réplication est strictement cytoplasmique. Son génome d'environ 15 kB est
constitué d'un seul brin d'’ARN monocaténaire de polarité négative qui code pour 5
protéines principales : glycoprotéine (G), protéine matricielle (M), nucléoprotéine,
protéine "large" (L) et la phosphoprotéine. Ces deux dernieres protéines sont
impliquées dans la réplication de 1'ARN; la protéine G est responsable de
I'attachement du virus a la membrane de la cellule hote et de la fusion de 1'enveloppe

virale avec la membrane de 'endosome apres endocytose.

I11.2.2. INHIBITION DE LA REPLICATION DU VSV

Cette inhibition est mise en évidence a l'aide des tests "virus plaque assay" et

"virus yield reduction assay".

« VIRUS PLAQUE ASSAY »

Des monocouches de cellules V103, stimulées ou non a la doxycycline pendant

24h (plaques 24 puits ; 80000 cellules/puits) sont infectées a l'aide de dilutions
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identiques du virus VSV souche Indiana (titre du stock : 108’6). Apres incubation a
37°C pendant 1 h, les puits sont recouverts d'un milieu de culture (DMEM, FCS Tet
free 2%) contenant 0.6% d'agar. Apres 48 h, la crolite d'agar est enlevée et les effets
cytopathogenes visualisés apres coloration des cellules au cristal violet. L'effet
antiviral de l'expression de BoMX1 apparait clairement des la dilution 10° et est
confirmée pour les dilutions 107 et 10® (Fig. 28). Un résultat similaire est obtenu lors

d'une expérience mettant en ceuvre la souche New Jersey.

V103/Dox+ V103/Dox-

Fig.28 : Activité lytique de VSV (souche INDIANA) et BoMX1. Les cellules exprimant
BoMX1 (Dox+) résistent a l'activité Iytique du VSV des la dilution 10°. A la dilution 10% les effets
cytopathogenes ont pratiquement disparu. A ces dilutions, les cellules non induites (Dox-) présentent de
larges plages de lyse. Les cellules ont été inoculées a l'aide de dilutions du virus s'étendant depuis la
dilution 0 (stock) jusqu'a la dilution 10'°. Aprés une exposition au virus de 48 h, la croiite d'agar est
enlevée et les puits sont colorés au cristal violet. Les surfaces bleu foncé identifient les cellules

protégées par I'expression de BoMX1.
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"VIRUS YIELD REDUCTION ASSAY"

Une culture de cellules V103 induites et une culture de cellules non induites
sont infectées par un virus VSV appartenant au sérotype Indiana ou New Jersey.
L'expérience est réalisée en triplicat et ce pour deux multiplicités d'infection (0.1 et 1).
Les surnageants de culture sont prélevés 22 h apres l'infection et la titration en retour
effectuée sur cellules Vero. Les dilutions s'étendent de 10" a 10'°. Les plaques sont
mises en culture et le dénombrement des puits infectés est réalisé apres une incubation
de 22 h. La TCIDs est calculée par la méthode de Muench-Reed.>!

Le tableau 10 reprend les valeurs obtenues pour chaque test. Il apparait
clairement que la réplication du virus est contrariée par 1'expression de BoMX1. En
effet, a une MOI de 0.1, les TCIDs, sont inférieures de trois ordres de grandeur pour
les cellules stimulées ; a une MOI de 1, la BoMXI1 interfére toujours avec la
réplication du VSV, le facteur de différence calculé entre les TCIDs, étant dans ce cas

de 100. L'effet antiviral vis-a-vis des deux sérotypes mentionnés ci-dessus apparait

plus clairement encore sous forme graphique (Fig. 29).

Tableau 10 : Titration en retour des surnageants de cellules exprimant ou non la

BoMXI1 infectées par le VSV souche Indiana a deux MOL.

MOI 0.1 MOI 1
BoMX1+ BoMXI1- BoMX1+ BoMXI1-
TCIDs (Test1) 10 107 107416 107
TCIDs (Test2) 10-*+1° 107648 1048 10768
TCIDs (Test3) 10737 107648 1043 107648
MOYENNE | 4,1310" 5,54 10" 4,510 4,97 10"
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VSV versus BoMX1

8 1 Indiana New Jersey

EBoMX1+
OBoMX1-

log10 TCID50/mi
)

0,1 1 0,1 1
MOI

Figure 29 : Inhibition de la multiplication du virus VSV par BoMXI1. Les cellules V103
induites (barres bleues) ou non (barres rouge et jaune) , infectées par le sérotype Indiana (partie droite
du graphique) ou New Jersey (partie gauche) du VSV pendant 22 h aux MOI 0.1 et 1. Les valeurs
moyennes de TCIDs, présentées ici sont obtenues a partir de 3 expériences indépendantes. Barre =

déviation standard.
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I11.3. FONCTION ANTIVIRALE DE BOMX1 VIS-A-VIS
D'UN RESPIROVIRUS, LE BOPI3

[11.3.1. INTRODUCTION

Le virus bovin parainfluenza de type 3 appartient a la famille des
Paramyxoviridae, genre Respirovirus. Son génome est constitué d'ARN non segmenté
de polarité négative, sa transcription génere des ARNm individualisés. Le cycle de
réplication est strictement cytoplasmique. La pénétration du virus dans la cellule
dépend de l'activité d'une glycoprotéine de surface, la protéine F, qui réalise la fusion
des membranes virale et cytoplasmique. Sa présence au sein des troupeaux de bovidés
est commune. Elle est associée habituellement a une infection 1égere ne présentant pas
de signes cliniques. Par contre, son rdle en tant qu'initiateur de maladies respiratoires
séveres est reconnu et peut conduire au développement de pneumonie bactérienne
secondaire. Le virus parainfluenza de type 3 bovin est sensible aux IFN-o/f3, propriété
qu'il partage avec son alter ego humain.** Le mécanisme de cette inhibition n'est pas

connu.

111.3.2. PROTECTION ANTIVIRALE PAR

L'EXPRESSION DE BOMX1

TITRATION DIRECTE

La titration directe ("virus plaque assay") est réalisée afin d'estimer la
protection potentiellement conférée par BoMX1 aux cellules V103 exprimant la
BoMXI1. Les cellules stimulées ou non sont infectées par des dilutions sériées (de 10
en 10) a partir du stock du virus BoPI3. De fagon inattendue, les plages de lyse sont

observées dans les deux conditions expérimentales jusqu'a la dilution de 10 (Fig. 30).

IMMUNOFLUORESCENCE

Un double marquage est réalisé a l'aide des anticorps polyclonaux de lapin

anti-HuMXA et de bovin anti-BoPI3 sur des cellules stimulées et infectées a une MOI
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de 0.5 pendant 16 h. Le marquage secondaire est réalisé par des anticorps couplés aux
fluorophores Alexa 488/568. L'examen en épifluorescence montre que les protéines

virales sont largement présentes au sein de la population BoMX1 positive (Fig. 31).

TEST MTS

L'infection de cellules par le virus affecte la viabilité cellulaire. Celle-ci est
mesurée par le test MTS dans une expérience mettant en jeu des cellules V103
exprimant ou non la BoMXI1. Le test de cytotoxicité est mené sur une période
s'étendant du deuxiéme au neuvidme jour apres l'infection. Différentes MOI (de 10" a
10 sont incorporées dans ce test. Le profil des courbes représentant I'évolution

métabolique des cellules se révele rigoureusement parallele. (Fig.32).

CYTOMETRIE EN FLUX

L'analyse est réalisée 15 h apres infection des cellules a une MOI de 0.5. Les
cellules stimulées ou non, sont phénotypées apres marquage du virus a l'aide d'un
anticorps dirigé contre la protéine M. La proportion de cellules viro-positives au sein
d'une population de 10.000 cellules est tres proche dans les deux conditions : 66.5%
(V103+) et 68.4% (V103-). La différence enregistrée n'est pas significative ainsi que
le montre l'analyse statistique (p>0.05) par le test du xiz (Fig. 33). L'analyse de la
fluorescence moyenne confirme ce résultat. Réalisée entre 11 h et 15 h apres
l'infection a I'aide d'un anticorps monoclonal et un anticorps polyclonal dirigé contre
la protéine M, elle est en augmentation constante ; l'intensité de fluorescence des deux

populations se révele ici encore identique (Fig. 34).

TITRATION INDIRECTE

Les dilutions de virus BoPI3 ont été adsorbées sur des cellules V103 induites
ou non pendant 60 minutes aux MOI de 1, 10"'et 10, Les cultures sous crofite d’agar
sont maintenues a 37°C pendant 5 jours. Quatre expériences indépendantes ont fourni
les données pour I’établissement des valeurs et des graphiques de titration des
surnageants BoMX+ et BoMX- (Fig. 35). Les valeurs de TCIDsy obtenues ne

permettent pas d’attribuer a BoMX1 un effet inhibiteur de la réplication de BoPI3.
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V103 +

V103 -

Fig. 30 : Absence de protection vis-a-vis des effets cytopathogenes générés par BoPI3. Les
cellules sont infectées par des dilutions sériées de 10 en 10 pendant 1 h. Apres 9 jours d'incubation
sous crofite d'agar, les cellules sont colorées au cristal violet. Les plages de lyse sont détectées pour

les puits stimulés (V103+) et non stimulés (V103-) jusqu'a la dilution 10°°.

Fig. 31 : Immunofluorescence double de la protéine BoMX1 et du virus BoPI3. Les cellules
stimulées V103 sont infectées (MOI 0.5 ) pendant 16 h et marquées par les anticorps anti-BoPI3 (A) et
anti-MXA (B). Le virus se réplique au sein de la population BoMX1 ainsi que le montre la somme des

images (C).
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Fig. 32: Test de viabilité cellulaire (MTS) sur cellules V103 infectées par le BoPI3. L'activité
métabolique est suivie du deuxieme au neuvieme jour apres l'infection. Les valeurs présentées
correspondent a la moyenne (n=6) £ SD des absorbances mesurées a 495 nm (référence 650 nm).

B BoMX- ; O BoMX+
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V103- V103+
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Fig. 33 : Expression de BoMX1 et nombre de cellules infectées. La proportion de cellules viro-
positives (courbe sous segment L) est de 68.4% pour les V103- et de 66.5% pour les V103+. Les
cellules sont infectées a une MOI de 0,5 et fixées 15 h apres infection, avant d’étre marquées a 1’aide
d’un anticorps spécifique anti-BoPI3 et d’un anticorps secondaire couplé a 1’ Alexa 488. La fluorescence

des cellules est analysée en FL1.
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Fig. 34 : Evolution de la fluorescence moyenne. Les cellules sont marquées par deux anticorps dirigés
contre la protéine M de BoPI3 (le premier - P - polyclonal ; le second - M - monoclonal). Apres
marquage par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa 488, l'intensité de fluorescence moyenne de la
population positive (10.000 cellules) est mesurée en cytométrie en flux. L'évolution des courbes des
cellules induites exprimant BoMX+ (V103+) ou ne I’exprimant pas (V103-) est strictement parallele et

les valeurs de fluorescence identiques.
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BoPI3 versus BoMX1
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Fig. 35 : Etude de l’inhibition, induite par BoMX1, de la réplication de BoPI3 par un test de
titration indirecte. Les surnageants de cellules V103 non induites (rectangles bleus) ou induites
(rectangles rouge et jaune) infectées aux MOI de 1, 10" et 107 sont titrés sur cellules Vero naives.
Apres 5 jours d’incubation, le calcul de la TCIDsy/ml ne permet pas de mettre en évidence un effet

inhibiteur sur la réplication du virus.
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I11.4. FONCTION ANTIVIRALE DE BOMX1 VIS A VIS
D'UN PNEUMOVIRUS, LE BORSV

[11.4.1. INTRODUCTION

Le virus respiratoire syncytial bovin (BoRSV) appartient a la famille des
Paramyxoviridae, et plus précisément au genre Pneumovirus. Son génome est
constitué d'un seul fragment d'’ARN de polarité négative. Le génome est transcrit en
ARNmMm codant pour une ou plusieurs des dix protéines constituant le "protéome viral".
Le virus pénetre la cellule par fusion avec la membrane plasmique cellulaire. Les trois
protéines virales de surface - G, protéine d'attachement, F, protéine de fusion et SH,
dont le role exact reste inconnu - sont associées au mécanisme de pénétration
cellulaire. Toutefois, il a été démontré récemment que les deux dernieres citées ne

. o N PERTENP .1 253,254
seraient pas indispensables 2 la réplication virale.>* *

Précisons ici que celle-ci est
exclusivement cytoplasmique.
D'un point de vue médical, le BORSV est un pathogeéne respiratoire important chez la

béte bovine. Les pertes économiques qui lui sont imputables ne sont pas négligeables.

l11.4.2. PROTECTION ANTIVIRALE PAR

L'EXPRESSION DE BOMX1

TITRATION DIRECTE

L'expérience est réalisée sur les cellules V103 induites ou non, infectées par les
dilutions sériées du virus BoRSV. Les plaques 24 puits sont mises en culture pendant
9 jours sous crolite d'agar. Les plages de lyse sont détectées jusqu'a la dilution 107

qu'il y ait ou non expression de la protéine BoMX1 (Fig. 36).

TEST MTS

La viabilité cellulaire est suivie du deuxieéme au neuvieme jour apres infection.
Une relation apparait clairement entre la dose virale et l'importance des effets

cytotoxiques tels que mesurés par le test MTS. Toutefois, quelle que soit la MOI, les
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deux courbes de viabilité cellulaire, avec ou sans BoMX1 produite, présentent des

profils paralleles (Fig. 37).

IMMUNOFLUORECENCE

L'immunofluorescence double du virus BoRSV et de BoMXI1 sur cellules
V103 stimulées ou non, infectées a une MOI de 0.1 pendant 38 h, montre que le virus
se reproduit de facon similaire dans les deux conditions expérimentales (Fig. 38).
Cette analyse qualitative résultant de 'examen des lamelles en épifluorescence se doit
d'étre confirmée par une analyse quantitative. La cytométrie en flux est réalisée a
cette fin sur des cellules infectées a une MOI de 0.3, stimulées ou non et marquées
apres 38 h (Fig. 39). Le phénotypage des cellules (10.000 cellules) génere les données
suivantes : 35,6% (V103-) de cellules infectées contre 36.3% (V103+). Cette

différence enregistrée de 0.7% n'est pas significative (p>0.05 ; test du Chi-carré).

TITRATION INDIRECTE

Le succes de la multiplication virale est évalué par la titration des particules
infectieuses produites par la lignée inductible, infectée a différentes MOI. Apres
4 jours, le surnageant des cellules, stimulées ou non, est titré sur cellules MDBK. Ici

encore, 1'absence d'un effet protecteur est constaté (Fig. 40).
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V103+

V103-

Fig.36 : Absence de protection vis-a-vis des effets cytopathogenes générés par le BoRSV. Apres
stimulation (V103+) ou non (V103-), les cellules sont infectées par des dilutions sériées (10 en 10) du
virus pendant 1 h. Recouvertes d'une crofite d'agar, elles sont incubées pendant 9 jours avant d'étre
colorées au cristal violet. L'activité lytique de BoRSV disparait complétement a partir de la dilution 10
tant chez les cellules V103- que V103+. Tm= témoin (non infecté). Les dilutions sont indiquées a

I'intérieur des bulles ).
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Fig. 37 : Test de viabilité cellulaire (MTS) sur cellules V103 infectées par le BoRSV. L'activité
métabolique est suivie du deuxieéme au neuvieme jour apres l'infection. Les valeurs présentées

correspondent a la moyenne (n=6) = SD des absorbances mesurées & 495 nm (référence 650 nm).

B BoMX-; O BoMX+
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200 pm 200 um 200 ym

Fig. 38 : Immunofluorescence double de la protéine BoMX1 et du virus BoRSV. Les cellules
stimulées V103 sont infectées (MOI 0.1) pendant 38 h et marquées par les anticorps anti-BoPI3 (A) et
anti-MXA (B). Le virus se réplique au sein de la population BoMX1 ainsi que le montre la somme des

images (C).

Fig. 39 : L’expression de BoMX1 ne modifie pas le nombre de cellules infectées. La proportion de
cellules viro-positives (courbe sous segment P) est de 35,6.% pour les V103- et de 36,3 % pour les
V103+ (courbe sous segment R). Les cellules sont infectées a une MOI de 0,3 et fixées 38 h apres
infection, avant d’étre marquées a 1’aide d’un anticorps spécifique anti-BoPI3 et d’un anticorps
secondaire couplé a I’alexa 488. Nombre de cellules analysées : 10.000. La fluorescence des cellules est
analysée en FL1. Les segments O et Q sont obtenus par 1’analyse d’une population cellulaire non

infectée.
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BoRSV versus BoMX1
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Fig. 40 : Etude de I’inhibition, induite par BoMX1, de la réplication de BoRSV par un test de
titration indirecte. Les surnageants de cellules V103 non induites (rectangles bleu) ou induites
(rectangles rouge et jaune ) infectées aux MOI de 1, 10 et 107 sont titrés, 4 jours apres l'infection, sur
cellules MDBK. Le calcul de la TCIDsy/ml ne permet pas d'attribuer 8 BoMX1 un effet inhibiteur sur la

réplication du virus. Les moyennes (= SD) sont calculées a partir de 3 expériences indépendantes.
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I11.5. ACTIVITE ANTIVIRALE DE BOMX1 VIS-A-VIS
D'UN ORTHOMYXOVIRUS, L'INFLUENZA A.

[11.5.1. INTRODUCTION

La famille des Orthomyxoviridae appartient ainsi que les virus décrits ci-

dessus au groupe V qui concentre les virus enveloppés a ARN monocaténaire et de
polarit¢ négative. Elle comprend 5 genres: Influenzavirus A, Influenzavirus B,
Influenzavirus C, Thogotovirus et Isavirus.
L'espece type du genre Influenzavirus A est 1'Influenza A. Ses deux glycoprotéines de
surface, I'hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA), peuvent €tre distinguées sur
base de leurs propriétés antigéniques, caractéristiques qui sont a la base de la
classification des différentes souches virales en fonction de la combinaison de leur
sérotype. Actuellement, la classification internationale reprend 16 et 9 sérotypes
respectivement pour 1'hémagglutinine (H1-H16) et la neuraminidase (N1-N9) dont les
combinaisons génerent un nombre théorique de 125 sous-types pour 1’espece
Influenza A.

Le génome est constitué de 8 fragments d'ARN (HA, NA, PA, PB1, PB2, NP,
NS, et M) codant pour 10 protéines (HA, NA, PA, PB1, PB2, NP, NS1, NS2, M1 et
M?2) auxquelles il convient d'ajouter une nouvelle protéine (PB1-F2) identifiée chez
certaines especes hotes. 2>

L'évolution du virus procede de deux mécanismes distincts. Le premier
(antigenic drift) correspond a I'accumulation de mutations ponctuelles se manifestant
au niveau de la séquence protéique; le second (antigenic shift) est en fait un
réassortiment des genes entre deux souches virales infectant concomitamment une
espece hote permissive. Ce processus est a la base des craintes générées par 1'épizootie
engendrée par la souche hypervirulente HSN1 d'origine aviaire mais dont un possible
réassortiment avec une souche humaine pourrait conduire a une pandémie. Du point

de vue de la réplication, le virus Influenza A se fixe a la cellule via l'acide sialique et y

pénetre par endocytose. Son cycle comprend une phase nucléaire.

118



Résultats

[11.5.2. CINETIQUE D'EXPRESSION DU VIRUS

INFLUENZA A H1N1 EN CELLULES VERO

Avant d'étudier les effets de BoMX1 sur la réplication du virus Influenza A, la
cinétique de l'infection de cellules Vero a été visualisée pour la souche Influenza A
HINTI de porc utilisée dans notre laboratoire. L'immunofluorescence a été réalisée a
l'aide d'un anticorps anti-NP (dirigé contre la Nucléoprotéine virale) monoclonal
révélé a l'aide d'un anticorps conjugué a I’alexa 567. La fixation est réalisée toutes les
2 heures. La chute de l'intensité de fluorescence nucléaire et 1’augmentation du
nombre de cellules infectées enregistrées entre la sixieme et la huitieme heure indique
la transition entre deux cycles. L'augmentation de la seule intensité apres 10 h

confirme 1'entrée dans un second cycle (Fig. 41).
-
- -

Fig. 41 : Cinétique d'infection de cellules Vero par le virus Influenza A HIN1. Les cellules ont été
fixées toutes les 2 h depuis t = 0 h jusqu'a t = 10 h. La protéine NP a été marquée a 1'aide d'un anticorps
monoclonal. La transition entre les deux cycles apparait clairement entre la sixieme et la huitieme

heure.
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[11.5.3. PROTECTION ANTIVIRALE CONFEREE PAR

L'EXPRESSION DE BOMX1

INHIBITION DU VIRUS INFLUENZA A H1N1 PAR
L'EXPRESSION TRANSITOIRE DE BOMX1 EN CELLULES
VERO

Pour réaliser ce test, nous avons transfecté a 1'aide de lipofectamine des cellules
Vero par le vecteur pcDNA4-BoMX1 et, afin d'établir un élément de comparaison, par
le pcDNA4-huMXA. Apres 12 heures d'incubation, les cellules transfectées sont
infectées par le virus HIN1 et incubées pendant 7 heures. Apres fixation, les cellules
sont marquées a l'aide d'anticorps polyclonal anti-MXA et monoclonal anti-NP. Apres
un marquage secondaire fluorescent (anti-rabbit alexa 488 et anti-souris R-
phycoérythrine), les cellules sont phénotypées par cytométrie en flux. L'expression de
BoMX1 ou de HuUMXA réduit de fagon significative le taux d'expression des protéines

virales (Tableau 13).
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Tableau 13. Inhibition du virus Influenza A par l'expression transitoire de BoMX1 et

HuMXA en cellules Vero
Expérience 1

MOI 0.1; BoMX1

Population BoMX1- Population BoMX1+
Total 8131 1869
Non infectées 4451 1716
Infectées 3680 153
Pourcentage d'infection | 45.2% (I) 8.1% (1)

Différence entre les proportions infectées (I-I1) = 37.1% [38.6-35.3]" (C195%)

MOI 0.1 ; HuUMXA

Effectif HUMXA - Effectif HUMXA+
Total 8871 1129
Non infectées 5605 881
Infectées 3266 248
Pourcentage d'infection 36.82% (I) 21.97% (I1)*

Différence entre les proportions infectées (I-1I) = 14.85% [12.15-17.38]" (C195%)

Expérience 2

MOI 0.1 ; BoMX1

Population BoMX1- Population BoMX1+
Total 94396 527
Non infectées 52635 496
Infectées 41761 31
Pourcentage d'infection 44.1% (I') 5.88% (II')

Différence entre les proportions infectées (I'-1I') = 38.3% [40.1-35.8]" (C195%)

MOI 0.1 ; HuUMXA

Effectif HUMXA - Effectif HUMXA+
Total 8984 1016
Non infectées 6497 851
Infectées 2517 165
Pourcentage d'infection 28.02% 16.24%

Différence entre les proportions infectées (I-I1) =11.78% [9.2 - 14.1 14 (C195%)
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A : Intervalle de confiance pour la différence entre les proportions selon Newcombe,

Robert G*7

TITRATION DIRECTE

Les cellules V103 stimulées ou non sont infectées a 1'aide de dilutions sériées
du virus Influenza A HIN1. Le titre de 'ampoule initiale est estimé a 8,5 10° pfu/ml
sur cellules MDBK. Pour l'infection, le milieu de culture a été remplacé par du
DMEM (pas de FCS) en présence de TPCK (2 pg/ml). Apres 4 jours d'incubation sous
crolite d'agar, les puits sont révélés au cristal violet. L'analyse visuelle indique une
protection par I'expression de la BoMX1 qui apparait clairement des la dilution 10 fois

du virus (Fig. 42).

Fig. 42 : Expression de BoMX1 et inhibition du virus Influenza A HIN1. Les cellules V103
stimulées (V103+) ou non (V103-) sont infectées par le virus Influenza A aux dilutions indiquées. Des
la dilution 10" (titre du stock : 8,5 10° pfu/ml), la protection vis-a-vis des effets lytiques de HIN1 est
évidente.

Tm : témoin non infecté ; St : virus du stock, non dilué.

IMMUNOFLUORESCENCE

L'étude de l'inhibition de la réplication du virus Influenza A par la technique
d'immunofluorescence a été menée selon deux modes. Le premier, que nous

appellerons mode "end-point" visualise le nombre de cellules infectées apres plusieurs
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cycles de réplication (24 h) pour des cellules exprimant ou non BoMX1. Le second,
"cinétique", suit la réplication du virus au cours de son premier cycle, tant dans les
cellules V103+ et V103-, par le truchement du marquage de la nucléoprotéine (NP) et
de la BoMX1. Le nombre de cellules positives est largement inférieur chez les cellules
stimulées apres 24 h. La différence apparait tres tot puisque des le premier cycle elle

est manifeste (Figs. 43 et 44).

Expérience 1 Expérience 2

V103+

V103-

Fig 43 : Inhibition de la réplication du virus Influenza A par BoMXI1. Les cellules V103 stimulées
(A et B) on non stimulées (C et D) sont analysées par immunofluorescence 24 h apres infection
(MOI: 0,1). Le double marquage - protéine virale (en rouge ) ; protéine BoMX1 (en vert) - permet de

visualiser une différence trés marquée du taux d’infection sur I’ensemble des champs.
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2h

V103- V103+

4h

6h

8h

10h

12h

Fig. 44 : Aspects cinétiques de la réplication du virus Influenza A HIN1 par BoMX1. Les cellules
V103 non stimulées (colonne de gauche) et stimulées (colonne de droite) ont été infectées a une MOI de
0,3 et fixées selon I'horaire repris sur la figure. Un double marquage — BoMX1 en vert et NP virale en
rouge — permet de suivre I’évolution de I’infection par immunofluorescence. Apres 6 heures, le nombre
de cellules stimulées infectées est nettement inférieur a celui des cellules non stimulées. La réplication
intervient entre la sixieme et la huitieme heure pour les cellules non stimulées. Apres 12 h, le nombre de
cellules infectées est largement supérieur a celui des cellules stimulées. Pour ces dernieres, il semble

que le terme du premier cycle de réplication ne soit pas encore atteint.
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TITRATION EN RETOUR

L'expérience de titration en retour a été menée sur le virus H7N7, un virus de
virulence élevée (high pathogenicity). Techniquement, cela permet de travailler sans
trypsine ; sur le plan fondamental, il est évidemment intéressant de vérifier le potentiel
antiviral sur les souches d'Influenza A parmi les plus agressives. La souche virale
H7NT7 est amplifiée sur ceufs embryonnés. Le titre du stock ainsi constitué est de
1.46 10°. Les tests indépendants ont été réalisés trois fois. Les conditions
expérimentales d'infection s'étendent sur une plage assez large. En effet, pas moins de
5 MOI ont été utilisées : 0.05; 0.10; 0.5 ; 1 et 10. La titration est effectuée 72 h apres
I'infection initiale. Dans ces conditions, une réduction de la TCIDs, est mesurée pour
les cellules exprimant BoMX1 et ce, quelle que soit la multiplicité d'infection. Elle est
maximale pour une MOI de 0.5. En effet, au-dela de cette valeur, le systeme est biaisé
car la multiplication du virus H7N7 hypervirulent est réduite en raison de la mortalité
importante au sein des cellules non stimulées (V103-). Par contre, pour les cellules
stimulées, les valeurs de TCIDsy augmentent régulierement en fonction de la
concentration initiale en virus. De facon remarquable, a la MOI de 10 , le titre obtenu
pour les cellules V103+ reste inférieur a celui des cellules non stimulées infectées a
une MOI de 0.05. A cette derniere valeur, la TCIDs est nulle pour les cellules induites
(V103+) ; elle est de 10° pour les cellules non induites. A une MOI de 0.5, les valeurs
fournies par I'expérience deviennent 10°% et 10” respectivement (Fig. 45). Le degré de

protection est donc ici supérieur a 10°.
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Influenza H7N7 versus BoMX1
10 - 1V103+
mV103-
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Fig. 45 : Titration indirecte. Inhibition du virus Influenza A H7N7 par la BoMX1. Les surnageants
de cellules V103 non induites (rectangles bleus ) ou induites (rectangles rouge et jaune) infectées aux
MOI indiquées, sont titrés, 72 h apres l'infection, sur cellules Vero. Les plaques sont lues 48 h apres le
début de la titration. A la multiplicité d’infection de 0.05, le surnageant des cellules induites produit un
titre nul. Ce titre augmente ensuite régulierement mais reste inférieur a 3 (2,63 log TCID5y/ml pour une
MOI = 10). Pour les cellules non induites, les titres enregistrés sont nettement plus élevés. Un

maximum est atteint des la MOI de 0,5.
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I11.6. ETUDE DE L'INHIBITION DE LA SYNTHESE D'ARN
VIRAUX

[11.6.1. INTRODUCTION

L’inhibition spectaculaire de la réplication du virus Influenza A par
I’expression de BoMX1, nous venons de le montrer, est visualisable au niveau de la
syntheése protéique des les premieres heures qui suivent 1’infection. Naturellement, se
pose la question du mécanisme qui sous-tend ce phénomene particulierement efficace.
Une premiere approche consiste a déterminer si ’action de la GTPase est détectable au

niveau de la syntheése des acides ribonucléiques viraux.

111.6.2. RT-PCR SEMI-QUANTITATIVE

L'objectif de cette expérience est de mettre en évidence un effet de la BoMX1
sur la synthese d'’ARN par une approche semi-quantitative et cinétique. Pour ce dernier
aspect, nous avons limité 1'expérience au premier cycle de réplication.

Une RT-PCR a été dessinée en vue de l'amplification de deux ARNm de
polarité positive codant pour les protéines M1 et M2. Rappelons que ces protéines sont
les produits d'un splicing alternatif du géne M (segment 7). La taille des cDNAs
résultants est de 294 pb (M2) et de 759 pb (M1).

Trois amorces sont mises en ceuvre pour réaliser cette RT-PCR. La
transcription inverse spécifique de 'ARN cible est assurée par 1'utilisation de I'amorce
M2 reverse. La deuxieme (M1/M2 forward), s'étend en amont du site de splicing. Elle
est associée au couple M2 reverse et M1 reverse qui garantit la spécificité des deux
réactions PCR. Apres mise au point des conditions de RT-PCR telles que décrites au
chapitre "Matériel et Méthodes", l'extraction de 1'ARN total de cellules VERO,
stimulées ou non, infectées par le virus Influenza A HINI est réalisée toutes les
heures pendant 8 heures apres l'infection. La concentration en ARN est mesurée par
spectroscopie d'absorbance ("Nanodrop spectrophotometer ™") et les échantillons sont
normalisés. Apres transcription inverse de 500 ng d'ARN total et amplification par
PCR, I'analyse par électrophorese en gel d'agarose permet de suivre la cinétique de la

production des deux ARNs messagers (Fig. 46).

127



Résultats

Le fragment correspondant a I'amplification du cDNA de M1 est détecté des la
premiere heure apres l'infection dans les cellules non stimulées ; il n'est détecté
qu'apres la quatrieme heure pour les cellules stimulées. De plus, les bandes obtenues a
partir des cellules non stimulées sont plus intenses pour chacun des points de la
cinétique. A partir de la septicme heure, le signal correspondant a la bande M1 n'est
plus détecté que pour les cellules n'exprimant pas BoMX1. Celui-ci est cependant plus
faible que celui observé apres 3, 4 ou 5 heures. Le cDNA correspondant a M2 n'est
pratiquement détecté que chez les cellules non stimulées. Sa concentration est
maximale aprés 3 heures. L'expérience indique une diminution nette de la
concentration en transcrits correspondant a M1 et M2 pour les cellules stimulées. Le
processus d'inhibition intervient trés tot dans le cycle de réplication puisqu'une
différence du taux d'’ARN codant pour M1 est enregistrée des la premiere heure apres

infection et confirmée par la suite.

Lt L L L Lt o MW

1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h
Fig. 46 : RT-PCR semi-quantitative M1/M2. 500 ng d'ARN total extrait de cellules V103 stimulées

(+) ou non stimulées (-) infectées par le virus Influenza A HIN1 est amplifié par une RT-PCR sur une
période couvrant les huit premieres heures apres l'infection. Les ARNm analysés (M1 et M2) sont le
résultat d’un splicing alternatif. Détectés des la premiere heure apres I'infection chez les cellules V103-,
les transcrits M1 n’apparaissent qu’a partir de la quatrieme heure apres I’infection, au sein des cellules
V103 (+). A ce moment, le maximum de concentration est atteint pour les cellules n’exprimant pas la
BoMXI1 (-). Les transcrits M2 moins abondants sont clairement identifiés a partir de la troisieme heure
chez les cellules V103 (-) et restent indéctables, dans les conditions de I’expérience, chez les cellules

exprimant la BoMX1 (+).
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Ces résultats nous incitent a vérifier par Northern blot cette inhibition et a

déterminer si elle concerne la transcription primaire ou secondaire.

III.7. ANALYSE PAR NORTHERN BLOT

l11.7.1. PREPARATION DES SONDES

Construction génétique

Apres extraction de 1'ARN de cellules V103 non stimulées et infectées par le
virus Influenza A HIN1, une RT-PCR est réalisée a 1'aide des amorces NP sens et NP
reverse. L'amplicon qui en résulte et dont la migration sur gel d'agarose correspond a
celle de sa taille théorique de 293 pb est cloné dans le vecteur PCRII-TOPO que nous
appellerons le PCRII-TOPO-NPsonde. Apres sélection d'un clone recombinant, celui-
ci est orienté par PCR a l'aide des amorces NP reverse et M13 forward, cette dernicre
correspondant a une séquence du vecteur. La taille du produit PCR est ici encore
conforme a l'attente théorique qui est de 400 pb (Fig. 47a et 47b). Apres amplification
du clone et purification du vecteur recombinant, la séquence a partir des amorces de
séquencage présentes sur le vecteur (M13 forward et M13 reverse) nous permet de
vérifier la conformité du fragment inséré et son orientation par rapport au promoteur
des ARN polymérases virales SP6 et T7 du PCRII-TOPO (Fig. 47c). Cette
information est essentielle pour la détermination des sondes que nous allons produire

par transcription in vitro.
Transcription in vitro

Pour cette expérience, nous avons choisi d'amplifier, a partir du PCRII-TOPO-
NPsonde, par PCR, le segment comprenant l'insert et le promoteur ad hoc, d'en
purifier le produit directement sur colonne apres avoir "tué" le vecteur matriciel par
digestion a la Dpnl. Ce matériel sert de matrice a la transcription réalisée de maniere
univoque a l'aide de 'ARN polymérase idoine. Préalablement, nous avons optimisé les
réactions PCR permettrant de générer les sondes ARN complémentaires et anti-
complémentaires de 'ARN codant pour la nucléoprotéine virale. L'optimisation de la
PCR réalisée par l'application d'un gradient de température d'hybridation fixe ce
parametre aux valeur de 56.7°C pour les couples NP sens-M13 reverse (Fig. 48) et NP

reverse-M13 forward (non présenté). La transcription in vitro proprement dite est
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400 pb
200 pb

Fig. 47a : Amplification du fragment NP inséré dans le PCRII-TOPO. Les amorces M13 forward et
NP reverse géneérent par PCR un amplicon correspondant a la taille théorique attendue (393 pb)
correspondant a celle du fragment inséré augmentée du segment séparant le site d'insertion de celui de

I'amorce M13forward.

ccctttget tcaaaacage caag‘gtaca gcctaatcag accaaatgag
961 aatccagcac acaagagtca actggtgtgg atggcatgcec attctgecge atttgaagat
1021 ctaagagtat taagcttcat caaagggacg aaggtgctee caagagggaa getttccact

1081 agaggagttc aaattgcttc caatgaaaat atggagacta tggaatcaag tacacttgaa

1141 ctgagaagca ggtactggge cataaggacc agaagtggag gaaacaccaa tcaacagagg
1201 gcataagg

Fig. 47b : Séquence de la sonde NP insérée dans le PCRII-TOPO. L'amorce utilisée est le M13
FWD du vecteur. La séquence de l'amorce NP sens est marquée par une fleche. Les numéros
correspondent a la séquence CDS complete d'un virus Influenza A pris comme référence (Influenza A
virus (A/Puerto Rico/8/34(HIN1)) avec laquelle notre sonde présente 100% d'identité de séquence. Les

parties de séquence soulignées appartiennent au vecteur PCRII-TOPO ; celles en gras, a la séquence de

NP.
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| »

Fig.47c : Orientation de la sonde NP par rapport aux promoteurs SP6 et T7. L'amplification du

fragment inséré par PCR a partir des amorces M 13 Forward (M13 FW) et NP rev ainsi que les données

de séquence placent le promoteur T7 en amont de I'amorce NP sens ; le promoteur SP6 en amont de

l'amorce NP reverse.
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réalisée a partir de 120 ng de produit PCR purifié. Deux des quatre ribonucléotides,
substrats de la réaction de polymérisation, sont modifiés de fagon a fournir un produit
de synthese stable vis-a-vis de 1'activité RNAsique. Il s'agit des 2'-F-CTP et 2'-F-UTP.
La structure générale du transcrit obtenu par 1l'incorporation de ces bases est présentée
a la figure 49a. L'analyse en gel de polyacrylamide de 1I'ARN obtenu par la
transcription in vitro (sonde froide) a partir du promoteur T7 montre une bande intense
a la taille théorique, a savoir celle du fragment NP augmentée de la séquence traduite a
partir du site d'initiation de la transcription (Fig 49b). La concentration mesurée au
spectrophotometre est de 198 ng/ul. Cette sonde froide de polarité positive est ajoutée
aux échantillons d'ARN ("spiking") qui seront analysés par Northern blot a raison de
400 pg par échantillon. La sonde radioactive chaude est synthétisée a partir de
promoteur SP6 (PCR NPsens M13 Reverse) selon le protocole du fabricant a
I'exception d'un ajout d'une concentration plus faible de rGTP froid compensée par 50

uCi de rtGTP.
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Fig.48. : Optimisation de la PCR pour l'amplification du fragment matrice de la transcription du
brin compris entre les amorces NPsens et M13 reverse. La température (en degré Celsius)
correspondant a chaque amplicon analysé est indiquée. La température optimale apparente d'hybridation
est de 56.7°C.
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Fig. 49a. Utilisation de bases modifiées. Les bases 2'-F-UTP et 2'-F-CTP sont incorporées par les
ARN polymérases T7 (et SP6) pour générer un ARN présentant une résistance élevée a l'activité des
ribonucléases (RNAse) grace au remplacement du groupement hydroxyl en position 2 du ribose par un
atome de F. La formation des hybrides (duplex ARN-ARN) qui dépend de la complémentarité des bases

n'est pas concernée par cette modification.
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300 bases

Fig. 49b : Transcription ir vitro. Un amplicon purifié (120 ng) obtenu par une PCR mettant en ceuvre
les amorces M13 FWD et NP reverse sur une matrice PCRII-TOPO-NPsonde est transcrit a l'aide de la
T7 RNA polymérase pendant 12 h a 37°C. 1 pl et 0.05 pl du produit de transcription sont analysés par
électrophorese en gel de polyacrylamide 8 % TBE urée 8 M. M : marqueurs RNA low range, 70
ng/bande (Fermentas) ; 1 : 1 pl (dilution 20 fois) ; 2 : 1 ul (non dilué).

Northern blot

L'ARN total est extrait de cellules V103 stimulées ou non, infectées ou non,
traitées ou non par la cycloheximide (CHX). Celle-ci est ajoutée a une concentration
de 100 pg/ml 30 min. avant l'infection laquelle est assurée pendant 3 heures par le
virus HIN1 a une MOI de 1. Apres purification, la concentration en ARN total est
déterminée par spectroscopie. La sonde froide NP de polarité positive est ajoutée (400
pg) a chacun des échantillons (2 pg d'ARN total) avant électrophorese. La sonde
marquée (séquence de polarité négative) est hybridée pendant 12 h a 42°C. Apres les
lavages successifs, la membrane est auto-radiographiée (Fig. 50). L'ARNm du gene
NP du virus HIN1 n'est pas détecté lorsqu'il est issu des cellules infectées V103
exprimant la BoMX1 (STI+) (pistes 1 et 2). Dans le cas des cellules non stimulées, la
réponse est positive pour les cellules non traitées a la CHX (6) mais négative pour
celles qui le sont (piste 5). Les pistes 3, 4 et 7 constituent les controles. La sonde
froide positive est détectée avec une intensité identique pour tous les échantillons et
témoigne de l'homogénéité du transfert et de la spécificité de 1'hybridation. Notre

résutat suggere un effet de la CHX sur la synthese d'ARN viral de polarité positive. Si
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cela se vérifie, I'emploi de CHX est sujet a caution dans les expériences visant a

identifier la phase de la réplication inhibée par 1'expression de BoMX1.

. <_NP

CHX + - + - 4+ - +
INF + + - -+ 4+ -
STT + + + + - - -

Fig.50 : Analyse du potentiel antiviral de BoMX1 sur la transcription du virus Influenza A HIN1.
L'ARN total (2 pg) extrait des cellules V103 est analysé par Northern blot. La sonde de détection est un
fragment d'ARN de polarité négative synthétisé in vitro et correspondant a une partie du géne NP du
virus Influenza A HIN1. Une sonde ARN froide complémentaire de polarité positive (SP) a été ajoutée
(400 pg/échantillon) avant 1'électrophorese ("spiking"). Les cellules ayant fourni les différents ARNs
ont été traitées selon les indications reprises sous la photographie. STI = stimulées ; INF = infectées ;
CHX = traitées a la cycloheximide ; NP = Nucléoprotéine. SP = sonde de polarité positive. Voir le texte

pour les détails.
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I11.8. QRT-PCR

[11.8.1. INTRODUCTION

L’objectif de la qRT-PCR est de confirmer les résultats obtenus par les deux
techniques précédentes a savoir la RT-PCR semi-quantitative et le Northern blot. En
particulier, ce dernier a mis en évidence un effet de la cycloheximide sur la production

d’ARN de polarité positive qui doit étre vérifié.

[11.8.2. DONNEES DE LA QRT-PCR

La courbe de dilution a été établie pour l'amplification du fragment de la
nucléoprotéine virale et de I'ARN 18S. Les coefficients de régression linéaire ()
obtenus sont respectivement 0,94 et 0,92. Deux expériences ont été menées de fagon
indépendante c'est-a-dire en reprenant tout le protocole depuis l'infection des cellules.
Pour rappel, l'infection a été réalisée par le virus Influenza A HIN1 a une MOI de 1
pendant 3 heures. Apres extraction, 'ARN total est quantifié ; la quantité d'ARN
soumise a la transcription inverse est normalisée (300 ng). Quatre conditions font
partie de I'expérience : cellules infectées et non stimulées, infectées et stimulées, avec
ou sans cycloheximide. Les contr6les introduits sont, pour le volet cellulaire, cellules
non infectées stimulées ou non ; pour la partie qRT-PCR, matrice sans transcriptase
reverse et absence de matrice. Les résultats confirment 1'inhibition de la transcription
par l'expression de la BoMX1 (rapport V103-/V103+ = £ 3) et I'effet de la CHX seule
(rapport similaire). La combinaison des deux effets (expression de la BoMX1 et CHX)
génere un rapport (= = 5) supérieur (Fig. 51). L'inhibition par la CHX rend hasardeuse

toute conclusion sur le mécanisme d'inhibition de la transcription.
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V103 versus Influenza H1N1
QRT-PCR
190
5y B
= 60-
o & 50+
o E 49
3 0 30+
o C 20 -
o 10 - | |
0
Si NSI+CHX SI+CHX
Conditions expérimentales
Fig. 51 : Analyse par qRT-PCR de l'effet inhibiteur de BoMX1 sur la synthese de

I’ARNm/ARNc codant pour la protéine NP. Les valeurs (+ SD) sont exprimées en pourcentage du

produit le plus abondant pris comme référence 100. Les résultats représentent la moyenne de deux

expériences indépendantes. NSI : V103 non stimulées infectées ; SI : V103 stimulées infectées ;

cycloheximide.

; CHX :
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I11.9. ANALYSE DES RIBONUCLEOPROTEINES VIRALES
ENTRANTES PAR REACTION D'EXTENSION
D'AMORCES

[11.9.1. INTRODUCTION

L’inhibition observée que nous venons de démontrer au niveau de la synthese
d’ARNm, par I’expression de BoMX1, n’est pas incompatible avec 1’existence d’un
phénomene antérieur, a savoir une diminution de la concentration en
ribonucléoprotéines entrantes ou VRNPs. L’exploration de ce mécanisme éventuel a
été réalisée par 1’application de la réaction d’extension d’amorces (primer extension
analysis) en présence de cycloheximide. Celle-ci permet, comme 1’ont démontré les
travaux de 1’équipe du professeur G. Brownlee (Vrede et al”’), de s assurer de

I’absence d’ARN génomique viral répliqué au sein des échantillons cellulaires.

[11.9.2. EXPERIENCES PRELIMINAIRES

Mise au point de la réaction sur ARN viral.

L'ARN viral est purifié a partir d'l ml du stock de virus HIN1 utilisé pour
I'infection des cellules V103. Une réaction d'extension des amorces selon les
parametres définis au chapitre « Matériel et Méthodes » est appliquée par la mise en
ceuvre de l'amorce VRNANSI sur cette matrice ARN ou en son absence (contrdle
négatif). De plus, un contrdle réalisé sur de 'ARN purifié a partir de cellules V103 (2
pg total) constitue un test supplémentaire. Le produit d'extension analysé par
électrophorese en gel dénaturant de polyacrylamide 8 M urée montre la spécificité de

la réaction (Fig. 52a).
Mise au point de la réaction sur cellules V103 infectées

Les cellules V103 non stimulées sont infectées a une MOI de 10 pendant 1 h.
L'extension est réalisée a l'aide des amorces cRNANS1 et vRNANSI. Deux
échantillons sont réalisés en présence de betaine. Un contrdle sans matrice mais avec
I’amorce VRNANSI est incorporé dans l'expérience. La quantité d'ARN total des

échantillons est fixée a 2 pg. La matrice des extensions réalisées avec les amorces
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cRNANSI1 et vVRNANSI est en outre strictement identique. Les résultats confirment la

spécificité de l'extension (Fig. 52b).

MISE EN EVIDENCE DE L’EFFET INHIBITEUR DE BOMX1 SUR
LES RNA VIRAUX

Les cellules V103 traitées 1 h avant I’infection par la CHX (100 pg/ml) ont été
infectées aux MOI de 1 et de 10 pendant 1 h. La concentration en ARN total purifié a
partir des différentes cultures infectées, a été déterminée et le volume correspondant a
la quantité d’ARN total souhaitée, calculé. Le tableau ci-dessous reprend le résultat de
la détermination spectroscopique quantitative de I’ARN et du calcul de la
normalisation des échantillons.

La réaction d’extension de I’amorce VRNANSI1 dont 1’autoradiographie est
présentée aux figures 53a et 53b met en évidence 1’effet de la BoMX1 sur la quantité
d’ARN viral génomique infectant, détecté a partir des extraits cellulaires. Cet effet est
présent quelle que soit la MOI ; il est particulierement évident pour la MOI supérieure
(MOI £ =10). De I’ARN viral extrait d’une dose du virus Influenza HIN1 utilisé pour
I’infection a la MOI de 10, est soumis a la méme réaction d’extension d’amorce et en
constitue le contrdle positif. Un temps d’infection court et surtout la présence de CHX

permet de limiter la détection a celle de I’ARN génomique viral entrant.”’
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Tableau 14. Normalisation des concentrations en ARN total des extraits cellulaires

impliqués dans la réaction d’extension d’amorce.

Ech.| A260 | A280 | A260/A280 |Concen| Concentration | Volume | Volume
tration | échantillon (ub corrigé
(ug/ml) (ug/ml) (ub
1 0,84 0,46 1,8 33,6 369,6 7,49 7.5
2 0,96 0,49 1,9 38,4 422.4 6,55 6,5
3 0,95 0,47 2,0 38 418 6,62 6,6
4 0,63 0,35 1,8 25,2 277,2 9,99 10
5 0,87 0,5 1,75 34,8 382,8 7,23 7,2
6 0,84 0,42 2 33,6 369.,6 7,49 7.5

53aet 53b a I’exception du contrdle positif (7) d’origine virale absent de ce tableau.

*Le numéro des échantillons (1 a 6) correspond a ceux présentés sur les figures
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52a - e 52b

- .hn
1 2 3 4 5

1 2 3

Fig. 52a : Fonctionnalité de la réaction d'extension. La réaction d'extension de 1'amorce VRNASI1

("primer extension analysis") est appliquée a une matrice d'ARN viral purifié a partir du stock viral
utilisé pour 1'infection des cellules (1) ou sans cette matrice (2). Les mémes conditions sont appliquées a
une matrice normalisée (2 ug) d'ARN purifié a partir de cellules V103 non infectées (3).

Fig. 52b : Spécificité de la réaction d'extension sur cellules V103 infectées. L'ARN total (2 pg)
extrait de cellules infectées par le virus Influenza A HIN1 a une MOI de 10 est soumis a la réaction
d'extension des amorces cCRNASI (2 et 3) et VRNASI (4 et 5); le contrdle est effectué sur de 'ARN

total extrait de V103 non infectées (1).

NI T I NI I I C+

1 2 3 4 5 6 7

Fig 53a Inhibition de vRNAS1 par BoMXI1 en présence de CHX. Vue générale. Les cellules
V103, préalablement traitées par CHX (100 pg/ml — 1 h), non infectées (puits 1 et 4) ou infectées
pendant 1 h a une MOI de 1 (puits 2 et 5) ou de 10 (puits 3 et 6) sont analysées par la réaction
d’extension d’amorce spécifique du VRNA de NSI1. Les puits 1, 2 3 et 4, 5, 6 correspondent
respectivement aux extraits de V103 BoMX1- et V103 BoMXI1+ ; le puits 7 (contrdle positif) est

N

obtenu a partir d’'une matrice constituée d’ARN viral purifié. NI: non infecté ; I: infecté. Une
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différence remarquable de rendement est observée pour les extensions d’amorces réalisées a partir des

extraits de cellules V103- et V103+ infectées a une MOI de 10 (puits soulignés 3 et 6)

V103- V103+ C+
—— -
1 2 3 4 5 6 7

Fig.53b : Inhibition de vVRNAS1 par BoMX1 en présence de CHX. Vue rapprochée. Les
cellules V103, préalablement traitées par CHX (100 pg/ml — 1 h), non infectées (puits 1 et 4) ou
infectées pendant 1 h a une MOI de 1 (puits 2 et 5) ou de 10 (puits 3 et 6) sont analysées par la réaction
d’extension d’amorce spécifique du VRNA de NS1. Les puits 1, 2, 3 et 4, 5, 6 correspondent
respectivement aux extraits de V103 BoMXI1- et V103 BoMX1+ ; le puits 7 (contrdle positif) est

obtenu a partir d’une matrice constituée d’ARN viral purifié.
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III.10. INTERACTION POTENTIELLE DYNAMINE 2 ET
BOMXI1

[11.10.1. INTRODUCTION

Les résultats présentés ci-dessus montrent une action précoce de la BoMX1,
potentiellement capable de limiter 1’adhésion et/ou la pénétration des virions
d’Influenza A dans le compartiment cytoplasmique de la cellule héte. Les mécanismes
d’infection par ce pathogéne sont aujourd’hui encore largement en cours d’étude.
L’implication de la voie générale de I’endocytose — méme si elle n’est pas forcément
la seule - est préférentiellement choisie par ce virus. Le nombre de facteurs concernés
dans le trafic des vésicules infectantes depuis leur formation au niveau de la
membrane cytoplasmique jusqu’a leur destination périnucléaire est trés important et
sans doute pas encore enticrement connu. Cependant, nous avons été tenté, par
I’hypothese d’une interaction entre un de ces facteurs, la dynamine 2 ubiquiste et la
BoMX1, deux molécules appartenant a la méme superfamille et capables de former
des oligomeres. Cette premiere approche est basée sur I’analyse d’images obtenues en

immunofluorescence.

[11.10.2. DYNAMINE 2 ET BOMX1

Un double immunomarquage de cellules V103 stimulées ou non par des
anticorps dirigés contre la dynamine 2 ubiquiste est effectuée a 1'aide d'anticorps de
souris anti-BoMX1 et d'anticorps polyclonal de lapin anti-dynamine 2 de rat.
L'immunodétection est réalisée par des anticorps secondaires porteurs respectivement
des fluorochromes Alexa fluor 488™ et Alexa fluor 568™ (Molecular Probes. USA).
La superposition des images obtenues en épifluorescence montre la spécificité du
marquage (Fig. 54) et indique une cytolocalisation générale identique des deux
molécules (Fig. 55). Par contre, la complexité des images obtenues par 1’observation
en immunofluorescence ne nous autorise pas a affirmer que nous sommes en présence
d'une interaction moléculaire directe entre dynamine 2 et protéine BoMXI1. Une
analyse plus fine est réalisée par I'application d'un filtre digital (filtre de REIMER) qui
permet d'obtenir une image calculée sur la base de surfaces définies présentant une
méme fluorescence moyenne (courbe d’isodensité). L'interprétation reste cependant
délicate : les courbes de densité ne sont pas directement superposables mais des
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courbes proches et paralleles tant au niveau de la membrane cytoplasmique que
nucléaire laissent supposer l'interaction avec des sous-structures cellulaires proches

voire identiques (Fig. 56).

A B C

Fig. 54 : Analyse en immunofluorescence de la spécificité des anticorps mis en oeuvre. Les
cellules V103 non stimulées marquées par les anticorps anti-dynamine 2 (A) et anti-BoMX1 (B)
montrent une absence de réaction croisée entre les anticorps dirigés contre la protéine virale bovine et la
dynamine 2. L’image résultante C obtenue par addition numérique de A et B est indiscernable de

I’image (A). Grossissement 400x. Epifluorescence.
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A B C

Fig. 55: Analyse en immunofluorescence de ’interaction potentielle BoMX1-dynamine 2. Les
cellules V103 stimulées ont subi un double marquage par des anticorps polyclonaux anti-BoMXI1 de
souris (A) et anti-dynamine 2 de lapin (B). La superposition des images indique une co-localisation
générale au niveau cytoplasmique des deux protéines. Le marquage localement granuleux présent au
niveau des cellules de la colonne A ne se retrouve pas en B. Une cellule des images du champ 3 non

induites est nettement distinguable sur la photo résultante (C3). Grossissement 1000x. Epifluorescence.
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Fig.56 : Courbes d’isodensité. Les images obtenues en immunofluorescence sont traitées par

I’application d’un filtre digital (filtre de Reimer) qui génere une image d’ordre 2 constituée de courbes
obtenues a partir de zones présentant une méme densité. Les cellules marquées par les anticorps anti-
BoMXI1 et anti-dynamine 2 apparaissent en vert et rouge respectivement (Al et B1l); les images
dérivées respectent le méme code couleur (A2 et B2). Remarquons la présence de zones de densité plus
élevée (bleu) correspondant aux granules formés par la BoMX1 (A2 et C2), absentes en B2. Les images
résultant de la superposition des images obtenues en épifluorescence et leurs images dérivées sont
présentées respectivement en C1 et C2. Cette derniere et son agrandissement (C3) montre des courbes

rouges et vertes proches mais rarement superposées comme en atteste I’absence quasi totale de la

couleur jaune.
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IV. Discussion

IV.1. INTRODUCTION

Notre objectif initial était 1'étude, in vitro, de l'activité antivirale de la MX1
bovine vis a vis des virus respiratoires de la famille des Paramyxoviridae, BoPI3 et
BoRSV. Aucune information relative aux propriétés antivirales de la protéine ne
figurait a 1'époque dans la littérature. Cette absence nous contraignit dans un premier
temps a démontrer son pouvoir inhibiteur face a un virus modele, largement mis a
contribution dans le microcosme MX et des protéines antivirales interféron-
dépendantes : le VSV appartenant a la famille des Rhabdoviridae. La premiere partie
du travail s’est naturellement articulée autour de cette recherche de virus sensibles a
l'action de BoMXI1 ; la seconde a contribué, en liaison avec la premiere, au décodage
du mécanisme sous-jacent. Ces aspects ne pouvaient tre abordés qu'a la condition
sine qua non de disposer d'un systeme d'expression efficace de la MX1 bovine en

cellules permissives aux différentes especes virales.

IV.2. ETUDE DE L'INHIBITION DE DIFFERENTS VIRUS
PAR L'EXPRESSION DE BOMXI1.

IV.2.1. LA LIGNEE INDUCTIBLE V103

La lignée que nous avons établie possede par rapport a celles utilisées dans les
études in vitro menées jusqu'a présent dans ce domaine, 1'avantage d'étre inductible et
régulée d'une facon treés stricte. Elle nous garantit la possibilité d'obtenir une mesure
de l'inhibition indépendante de parametres relatifs a la dérive apparaissant entre
lignées cellulaires controles et transfectées. Son établissement a été rendu délicat suite
au phénomene d'extinction des clones productifs, phénomene qui découle du contrdle
épigénétique du promoteur fort CMV, riche en il6ts CpG. La "résurrection” des clones

par l'action de la seule TSA, un inhibiteur des histones déacétylases, a été démontrée,
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la 5'AZA dont l'action concerne I'hyperméthylation de I'ADN, se révélant, par contre,
inopérante. Le clone V103 finalement retenu offre un taux d'expression basal proche
de 0% et supérieur a 99% apres induction. De plus, en cellules V103 induites, le taux
de production en protéines spécifiques tel qu'estimé par Western blot et
immunodétection est comparable a celui obtenu apres stimulation a l'interféron de
cellules MDBK. Enfin, la présence d'une concentration intracytoplasmique élevée en

BoMX1 se maintient pendant plus de 48 h et ne modifie pas la viabilité cellulaire.

IV.2.2. BOMX1 ET LE VSV

L'inhibition de la réplication du VSV exercée par BoMX1 a été démontrée,
pour les souches Indiana et New Jersey, au moyen des techniques de titration directe
et indirecte appliquées a des cellules V103 stimulées ou non. Cette derniere, par la
comparaison des valeurs de TCIDs, obtenues pour des MOI de 0.1 et 1, nous fournit
un facteur d'inhibition de I'ordre de 1000. Cette valeur est supérieure d'un ordre de
grandeur a celles enregistrées pour l'expression de la MX1 du rat et de son alter ego
humain, la MXA *°*%°  La capacité antivirale de BoMX1 sur un virus a donc bien été

c PR N . 260
démontrée ici pour la premiere fois™ .

IV.2.3. BOMX1 ET PARAMYXOVIRIDAE

BOMX1 ET LE VIRUS PARAINFLUENZA DE TYPE 3 BOVIN
(BOPI3)

L'arsenal technique mis en place pour cette étude comprenait classiquement la
titration directe et indirecte mais aussi l'immunofluorescence, le test MTS et la
cytométrie en flux. Tous les résultats concourent a une méme conclusion : l'expression
de BoMX1 n'a aucun impact sur la réplication du BoPI3*'. Cette constatation peut
paraitre surprenante surtout si nous la comparons aux conclusions trouvées dans la
littérature pour la version humaine de ce virus (le hPIV3) et la MXA?®%. Le role

essentiel de 1'inhibition par les interferons de type 1 y est attribué a la protéine induite
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MXA laquelle atténuerait la réplication du virus d'un facteur 100. Cependant, une
étude plus récente minimise I'impact de la GTPase dans 1'acquisition d'une résistance a

hPIV3 et met en avant l'existence d'une voie interféron-dépendante alternative.”®

BOMX1 ET LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL BOVIN
(BORSV)

L'analyse de l'interaction entre BoMXI1 et la réplication du Pneumovirus
BoRSV a bénéficié d'une approche expérimentale identique a celle de BoPI3. Une
méme conclusion s'impose : BoMX1 ne peut atténuer la réplication de BoRSV in
vitro. Par contre, ce résultat n'est guere surprenant et est conforme aux observations
publiées pour le couple MXA et HuRSV>*". L'extension a d'autres Paramyxoviridae
nous a d'ailleurs permis de confirmer 1'absence de potentiel antiviral de BoMX1 vis-a-

vis des virus appartenant a cette famille***.

IV.2.4. BOMX1 ET ORTHOMYXOVIRIDAE

Apres avoir établi la cinétique de réplication du virus Influenza A HINI,
souche porcine, en cellules Vero, I'analyse en cytométrie en flux de cellules exprimant
transitoirement les protéines MXA et BoMXI1 et infectées par des doses identiques du
virus, révele une diminution significative des cellules infectées au sein des populations
exprimant les protéines antivirales. La différence du taux d'infection, observé au cours
de deux expériences indépendantes, entre cellules MX positives et négatives, apparait
2 a 3 fois plus élevée pour la version bovine comparée a la version humaine. Celle-ci,
dont l'activité inhibitrice sur la réplication des Orthomyxoviridae est solidement
démontrée, nous a servi de contrdle positif 265,266,267

La titration directe effectuée sur la lignée V103 offre une vision spectaculaire
de la protection conférée par I'expression de BoMX1. L'inhibition de la réplication est
tout aussi évidente lors du suivi, en double immunofluorescence, de la progression du
taux d'infection. Chez les V103+, apres plusieurs cycles de réplication (i.e. 24 h apres

infection a une MOI de 0.1) les cellules positives sont absentes ou rares sur les

différents champs de 1'observation microscopique ; elles sont toujours présentes et
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largement représentées chez les cellules V103-. Cette différence dans le taux
d'infection observé s'installe des le premier cycle.

BoMX1 possede un potentiel antiviral évident face a un virus Influenza A
HINTI appartenant a la catégorie dite de "faible virulence", mais peut-il étre étendu a
des souches plus agressives ? La quantification par la méthode de titration indirecte de
I'impact de la GTPase bovine sur le virus hypervirulent Influenza A H7N7 nous
apporte non seulement une confirmation de ce potentiel mais elle nous permet d'en
mesurer toute 1'étendue. En effet, le degré de protection conféré par lI'expression de
BoMX1 dépasse 10% a la MOI de 0.5 et n'est pratiquement pas mesurable aux MOI
inférieures suite a l'absence quasi totale de particules virales dans les surnageants a
titrer. Ces valeurs et cette puissance inhibitrice sont supérieures a ce qui a été décrit
pour MXA versus Influenza A ; elles ont été enregistrées pour MXA versus le

Thogotovirus, un membre de la famille des Orthomyxoviridae *%.
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IV.3.MECANISME D'INHIBITION DU VIRUS INFLUENZA
A PAR BOMX1

IV.3.1. INTRODUCTION

Le mécanisme d'action des protéines MX reste largement inconnu. Certains
auteurs ont proposé une interaction entre la protéine, par l'intermédiaire de son
domaine effecteur (GED), et certains facteurs viraux. En particulier, MXA réduit d'un
facteur 1000 la réplication du virus de la fievre hémorragique Crimée-Congo, un
Bunyaviridae appartenant au genre Nairovirus. La co-immunoprécipitation de sa
nucléoprotéine (NP) avec la GTPase native est documentée et une colocalisation
périnucléaire partielle des deux macromolécules est mise en évidence par
immunofuorescence. La capacité antivirale et l'interaction avec la NP est perdue pour
le mutant E645R*®. Une interaction similaire de MXA, modifiée par insertion d'un
site de translocation nucléaire, avec la NP du virus Influenza A traduite a partir d'un
mini-génome  est décrite’”.  L'inhibition spectaculaire de la réplication du
Thogotovirus par MXA semble résulter d'une interaction avec la protéine NP de la
nucléocapside infectante bloquant le transfert nucléaire de celle-ci®®” ! Dans le
méme ordre d'idées, la nucléocapside néoformée du virus de La Crosse apparait
comme séquestrée dans des complexes périnucléaireszn. Contrairement a la protéine
humaine qui conserve son activité apres translocation nucléaire, MX1 perd sa capacité
antivirale lorsqu'elle est rendue cytoplasmiquem. Sa cible virale serait également
différente et constituée par la sous-unité PB2 de la polymérase virale?”,

Une partie des recherches initialement menées s'est focalisée sur 1’étape-cible
de BoMX1 dans le cycle réplicatif viral. Clairement, une inhibition de la syntheése des
ARNm est observée par l'expression de MXA et de MX1 275. 276 Unpe distinction est
établie entre MX nucléaire et cytoplasmique, la premiere interférant avec la
transcription primaire au niveau du noyau, la seconde avec une étape ultérieure se
déroulant dans le cytoplasm6277.

Les investigations mécanistiques ont évidemment fait appel a Il'analyse
mutationnelle de MXA et de MX1. Pour cette derniere, une mutation au niveau du site
de fixation au GTP (S50I), modifie la distribution nucléaire de la MXI1 et lui fait

perdre son activité GTPase et anti- Influenza A*’®. Cette expérience est la confirmation

. s . 279 .
d'observations antérieures”’”. Remarquons que l'analyse par mutation ponctuelle
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montre rapidement ses limites puisque sur 14 mutants éprouvés in vitro, aucun ne
conserve ’activité antivirale parentale. La perte d'activité semble ici corrélée avec une
distribution altérée au sein du noyauzgo.

La méme approche appliquée a MXA souligne la liaison entre l'activité
enzymatique et la structure oligomérique sans perte obligée du potentiel antiviral. En
effet, le mutant L612K est monomérique et incapable d'hydrolyser le GTP mais reste
actif contre le Thogoto virus et le VSV?!. Par contre, le mutant TI03A perd a la fois
sa qualité de catalyseur biologique et d’inhibiteur de la réplication de I'Influenza A. De
plus, un effet dominant négatif sur le type sauvage est observé lorsque ce mutant est
co-exprimé avec le type sauvage par la formation d'hétéro-oligomeres. Une version
tronquée des 90 derniers acides aminés du mutant lui fait perdre son interférence avec
l'activité biologique naturelle de MXA, mettant ainsi en lumiere 1'importance de la
partie COOH terminale dans le processus d'oligomérisation®™. Le mutant a activité
GTPasique positive E645R présente la particularité de voir son spectre antiviral
modifié par la perte de son potentiel anti-VSV, tout en conservant ses caractéristiques
vis-a-vis de I'Influenza A et du Thogoto virus*®.

D'autres auteurs ont proposé un mécanisme d'action qui ne passe pas par une
interaction directe avec une cible virale. Ainsi, selon Engelhardt, la réplication du
virus Influenza A serait entravée par interaction de MX1 avec la protéine PML
(Promyelocytic Leukaemia Protein) des corps nucléaires (Nuclear Bodies ou NB)283.
Ces PML NB et d'autres corps nucléaires appelés corps de Cajal (Cajal bodies) sont
des organelles mobiles présents dans le noyau et dont les fonctions biologiques
comprennent la régulation de la transcription et les modifications post-
transcriptionnelles du RNA. Une protéine MX1 rendue fluorescente par fusion
colocalise respectivement a 50% et 34% avec les corps de Cajal et les PML NB.
Toutefois, cette MX1 fusionnée ne présente plus d'activité antivirale’®*. Pour sa part,
MXA est capable, a l'instar des dynamines de haut poids moléculaire, typiquement de
Dyn2 et de DLP1, de s'auto-assembler, de s'associer aux lipides et de remodeler les
membranes lipidiques. A ces propriétés classiques des dynamines, il convient d'ajouter
une interaction avec la membrane du réticulum endoplasmique lisse in vivo™. La
combinaison de ces observations conduit naturellement a une approche du mécanisme
antiviral complexe des protéines MX sur base de propriétés plus générales,
caractéristiques de leur famille moléculaire. A ce sujet, l'inhibition du transport des

VRNPs entrants par la MXA se concoit bien dans un systeme d'interaction générale
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avec les mécanismes d'entrée de plusieurs familles virales dont celle des

. o . N 286,287
Orthomyxoviridae, mécanismes faisant appel a I'endocytose 86.287

IV.3.2. BOMX1 ET L'ARN VIRAL

A partir d'une concentration normalisée en ARN total extrait de V103
stimulées ou non, I'étude préliminaire au moyen d’une simple RT-PCR a montré que
I'expression de BoMX1 inhibe la syntheése de I'ARN viral. Ce résultat est étonnant
dans la mesure ou l'inhibition est détectable dés la fin de la premiere heure du premier
cycle de réplication virale lorsque nous considérons la transcription d'’ARN codant
pour la protéine M1. La synthese de I'ARN codant pour M2, et par conséquent son
inhibition, sont indétectables avant la troisieme heure. Remarquons que le choix de
I'amplification d'un ARN viral qui est le fruit d'un splicing alternatif régulé, associée a
I'analyse par électrophoreése en présence de marqueurs de taille, offre une garantie
quant a la nature de I'acide nucléique détecté, i.e. ' ARNm.

Dans notre effort de confirmer cette inhibition, nous nous sommes tournés vers
une analyse par Northern blot mettant en ceuvre une sonde ARN de polarité négative
complémentaire de 'ARNm NP. Afin de déterminer si cette inhibition était antérieure
ou postérieure a la transcription primaire, nous avons réalisé 1'expérience en présence
ou en absence de cycloheximide (CHX). Les résultats ont confirmé I'effet négatif de
BoMX1 sur la synthese de I'ARN codant pour la NP. Toutefois, les contrdles
incorporés dans notre approche expérimentale, ont révélé un effet identique pour la
CHX seule, invalidant la tentative relative a l'identification de 1'étape concernée par
I'inhibition. Cette activité de l'inhibiteur de la traduction sur les ARNm du virus
Influenza A a été décrite par Vrede et al. en 200478,

Enfin, une gqRT-PCR destinée a la mesure quantitative de ' ARNm NP produit
par les cellules V103 infectées par le virus Influenza A HIN1 montre que BoMX1 en
réduit de 70% la concentration en transcrits , la CHX de 60%. La combinaison des
deux inhibiteurs éleve cette valeur a 80% dans les conditions de notre expérience. La
qRT-PCR est en parfait accord avec les résultats antérieurs et souligne les difficultés
lies a l'utilisation de CHX dans I'étude des mécanismes de l'inhibition de la

transcription virale de I'Influenza A.
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IV.3.3. INHIBITION DES RIBONUCLEOPROTEINES ENTRANTES

Cette inhibition est démontrée a 1’aide de la technique d’extension d’amorce.
Le probleme de son application dans le cas d’une infection par un virus a ARN de
polarité négative est de limiter la détection au seul ARN viral génomique entrant. Pour
obtenir ce résultat nous avons choisi de limiter le temps d’infection a 1 h, temps
pendant lequel la quantité d’ARN progéniture est pratiquement inexistante. De plus,
I’emploi de cycloheximide est ici un avantage puisqu’il a été démontré qu’elle réduit a
des niveaux non détectables la réplication virale pendant la durée normale d’un cycle
réplicatif soit 7 a 8 heures. Apres avoir démontré a I’aide d’ expériences préliminaires
la spécificité de la réaction ciblant le géne viral NS1 de la souche Influenza A HIN1
d’origine porcine, nous avons pu étudier I’effet de BoMX1 sur la concentration
intracellulaire relative de I’ARN entrant. La normalisation des concentrations en ARN
total extrait des cellules, outre sa logique intrinseque dans le cas d’une comparaison
relative de la quantité en un ARN spécifique, montre 1’homogénéité des différents
échantillons analysés et permet d’éliminer un effet lié a leur préparation dans
1 ’analyse des différences observées. Dans ces conditions, I’expression de BoMX1
correspond a une diminution trés nette du signal. Notons cependant qu'une MOI
calculée de 10 est nécessaire pour obtenir une intensité de bande sans inhibition
permettant de visualiser de maniere confortable I’'impact de BoMX1 ; a une MOI
théorique de 1, le signal obtenu en absence de la protéine antivirale correspond
approximativement a celui d’une infection a une MOI de 10 en sa présence.

De facon plus fondamentale, la réaction d’extension d’amorce indique une
activité de la GTPase bovine précoce, antérieure a la transcription primaire. Elle
rejoint en cela les données relatives a 1’inhibition du Thogoto virus par MXA, laquelle

est active sur les ribonucléoprotéines virales en amont de leur intégration nucléaire.

IV.3.4. INTERACTION POTENTIELLE AVEC LA DYNAMINEZ2

La dynamine2, une GTPase de haut poids moléculaire ubiquiste, est impliquée
dans les mécanismes de trafic cellulaire. La BoMXI1 est capable d'inhiber les
ribonucléoprotéines entrantes tres tot dans le processus d'infection. Il était donc
extrémement tentant de se laisser séduire par un mécanisme d'inhibition passant par
une interaction entre la dynamine2 et la protéine antivirale. Les expériences

dimmunofluorescences confirment la distribution cytoplasmique similaire des deux
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protéines. Cependant, une analyse plus fine de l'image superposée des marquages
BoMXI1 et dynamine2, par application d'un filtre digital générant des courbes
d'isodensité, permet de définir des patterns différents. En particulier, les amas
hyperdenses présents chez BoMX1 ne trouvent pas d'écho dans le marquage de la
dynamine2. Une interaction partielle ne peut cependant pas étre, a ce stade, exclue. De
méme, une régulation fonctionnelle par I'intermédiaire d'un ou de plusieurs partenaires

intermédiaires n'est pas incompatible avec les images obtenues.
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IV.4. CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

L'objet initial de nos travaux était 1'étude de lI'impact potentiel sur la réplication
des virus respiratoires bovins de la MX1 bovine. Clairement, nous avons démontré
que le BoPI3 et le BoRSV ¢étaient indifférents a la présence de cette protéine. Cette
incapacité a contrarier ces deux virus a été étendue a une série de représentants de la
famille des Paramyxoviridae couvrant les différents genres des deux sous-familles
(Paramyxovirinae et Pneumovirinae) suggérant une résistance générale a la BoMX1.
Par contre, celle-ci inhibe le VSV conformément a l'attente et, surtout, possede une
activité antivirale extrémement puissante contre les souches du virus Influenza A, y
compris les plus virulentes. Il est piquant ici de souligner qu' en dépit de 1'absence
d'une maladie cliniquement caractérisée, des symptomes frustres ont été associés au
virus Influenza A chez la béte bovine et la présence d'anticorps spécifiques
correspondant aux sérotypes circulants a été détectée”®**°. Aucun virus n'a cependant
pu étre isolé a partir du mucus des animaux, indiquant une limitation de la réplication
virale.

En l'appliquant au modele Influenza A in vitro, nous avons abordé 1'étude du
mécanisme d'action de la BoMXI1 en essayant d'en mettre en évidence le "primum
movens". L'immunofluorescence nous a clairement indiqué que celui-ci était présent
des la premiere partie du premier cycle. Globalement, un effet inhibiteur est visible au
niveau de la synthese d'ARN ainsi que 1'ont montré les approches par RT-PCR semi-
quantitative, Northern blot et qRT-PCR. Précédent 1'étape de transcription, 1'entrée du
virus est elle-méme contrariée par la BoMX1. Ainsi, le signal obtenu par la technique
d'extension d'amorces est manifestement plus faible pour les cellules exprimant la
GTPase. A ce stade, il est impossible de déterminer si nous sommes en présence d'une
interaction ayant pour objet la destruction des vésicules formées au cours de 1'entrée
du virus Influenza A ou si l'entrée du virus elle-méme est empéchée.

Les découvertes récentes apportées par l'utilisation de techniques combinant le
marquage fluorescent et la microscopie en temps réel ou "real time imaging"
permettent d'avoir une idée plus précise de la succession d'événements depuis
I'adhésion du virus Influenza A a la membrane cellulaire et les différentes étapes de
I'endocytose clathrine-dépendante précédant 1'intégration nucléaire. Trois phases sont

discernables. Le stade I pendant lequel les mouvements du virus sont lents et limités a
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la périphérie cellulaire ; le stade II se caractérise par sa rapidité et sa trajectoire
linéaire qui amene la vésicule contenant la particule virale dans la région
périnucléaire; le stade III est constitué de mouvements intermittents, bi-directionnels,
et circonscrits a la région périnucléaire. L'utilisation de substances inhibitrices de la
structure de l'actine, des microtubules et des anticorps anti-dynéine ont permis de
montrer que le stade I dépend de I'actine et le stade Il du mouvement de la dynéine sur
les microtubules. Le stade III serait associé a la mobilit€¢ des extrémités
microtubulaires. Les mouvements du stade I concernent en partie les mouvements a la
surface de la cellule ; les stades ultérieurs, celui des endosomes contenant la particule

virale 2 l'intérieur de la cellule*®'

. De I'adhésion a la fusion, 8 minutes environ (500
secondes) s'écoulent. Ce temps est identique lorsque le virus pénétre par la voie
caveoline-dépendante et la décomposition du mouvement de la vésicule contenant la
particule virale (caveososme) en 3 stades est similaire™?.

La MXI1 bovine, structurellement proche des dynamines et partageant une
méme cytolocalisation cytoplasmique, pourrait contrarier, deés la formation de la
vésicule endosomale, 1’activit¢é de la dynamine 2. Cette derniere participe a
I'internalisation a la fois des CCPs (clathrin coated pits) et des caveolae via un
processus de fission dépendant du GTP 293294 Qon rdle est essentiel mais nécessite la
présence d'autres facteurs, les mécanismes d'endocytose se révélant assez
complexes”>*°. Remarquons que l'inhibition de l'activité de la dynamine au moyen

> En outre, I'inhibition du

d'un inhibiteur spécifique bloque la formation des CCPs
mécanisme de 1'endocytose par la voie des CCPs réduit le taux d'infection par un virus
faisant partie de notre étude 2 savoir le VSV>®. Enfin, I'effet inhibiteur de I'expression
du mutant dominant négatif de la dynamine 2 K44A sur le succes de la réplication a
été démontré pour un virus infectant les cellules par la voie clathrine-dépendante, le

299,300

rhinvorus de type 2 humain . Des observations similaires ont été réalisées pour

un Bunyaviridae, le virus Hantaan et pour le virus Influenza A lui-méme*'*.
L'ensemble de ces données rend séduisante, a ce niveau, I'hypotheése d'une interaction
fonctionnelle entre la BoMX1 et la dynamine 2. Celle-ci n'est cependant pas
démontrée. Au contraire, l'analyse des images en immunofluorescence indique une
certaine co-localisation générale mais une distribution particuliere clairement
spécifique. De nombreux autres intervenants - dont certains ne sont peut-étre pas

encore identifi€és a ce jour - jouent un rdle dans le mécanisme d'endocytose et

constituent des cibles potentielles pour la protéine antivirale®”. Sur cette approche
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relative a la relation liant la résistance du pathogene a son mécanisme d'entrée,
soulignons l'indifférence, a 1'expression de la GTPase bovine, de virus dont le mode
d'infection emploie une voie largement indépendante de 1'endocytose. En effet, les
virus de la famille des Paramyxoviridae, puisque c'est bien d'eux qu'il s'agit ici,
pénetrent la cellule via une interaction directe avec la membrane cellulaire de leurs
protéines F encore appelées « de fusion ».

Le role de la dynamine 2 ne se limite pas a la formation de la vésicule
endosomale virale mais elle en controle également la distribution cellulaire. Ainsi,
I’expression du mutant négatif K44A déja mentionné inhibe clairement 1’entrée des
vRNPs dans le compartiment nucléaire de cellules infectées 2 une MOI élevée **.

La méme technique du dominant négatif permet de démontrer que 1’expression
de GTPases de type Ras (Rab5 et Rab7) en altérant la fonction des endosomes
primaires (« early endosome ») ou secondaires (« late endosome ») inhibe I’infection
par le virus Influenza A. Ainsi, les mutants Rab5 S43N et Rab7 T22N inhibent la
tranlocalisation nucléaire des vVRNPs soulignant I’importance des deux compartiments
pour I'infection par le virus Influenza A. Des expériences similaires ont montré que la
réplication du VSV n’est inhibée que par I’expression des seuls mutants Rab5**,

L’interférence potentielle de BoMXI1 avec certaines protéines qui
n'appartiennent pas a la famille des GTPases mais qui posseédent une fonction définie
dans le processus de tri des vésicules endosomales ne doit pas étre négligée. Ainsi, les
protéines VPS (Vacuolar Protein Sorting) de classe E (AAA ATPase) reconnaissent
I’ubiquitine et interviennent dans le contrdle de I’endocytose. Elles s'associent pour
former des oligomeres et interagissent avec les membranes lipidiques. L’expression
d’un mutant négatif (VSP4 E223Q) maintient les VRNPs du virus Influenza A entrant
dans le compartiment cytoplasmique. Cet effet apparait identique a celui observé par
I’emploi de MG132, un inhibiteur du protéasome’”. Remarquons que la machinerie
VPS n’est pas requise pour ’infection de la cellule par le VSV.

Pour I’ensemble des expériences présentées ci-dessus et faisant appel a la
technique des mutants négatifs, 1’absence de défaut d’internalisation du virus a été
démontrée, exception faite de celles faisant appel au mutant Rab5 S43N.

Au cours de la partie consacrée au mécanisme d’action de la MX1 bovine sur
I’infection par le virus Influenza A, nous avons mis en évidence un phénomene
d’inhibition décelable avant la transcription primaire. Le taux d’ARN viral entrant

détecté au sein des cellules exprimant BoMX1 est clairement inférieur a celui des
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cellules naives. A ce stade, plusieurs possibilités non mutuellement exclusives
existent : I'internalisation du virus se passe normalement mais le trafic des vésicules
virales est altéré ; la formation de la vésicule est empéchée et le virion se détache sous
I’action de la neuraminidase ; le nombre de récepteurs membranaires disponibles pour
la fixation des virions est diminué par ’expression de BoMXI1. Cette derniere
hypothese peut paraitre quelque peu surprenante mais le transfert des glycoprotéines
du réseau Golgi aux membranes est inhibé par les mutants dominants négatifs de la
dynamine 2.

D’un point de vue expérimental, la perspective la plus enthousiasmante est sans
aucun doute celle d’une analyse du trajet intra-cytoplasmique, par microscopie en
temps réel, de virus Influenza A, marqués a I’aide d’une sonde fluorescente, au sein de
cellules V103 induites ou non. Ce type d’approche devrait permettre 1’identification
d’une modification éventuelle d’une des étapes de 1’endocytose virale par la BoMX1.
Evidemment, les études plus classiques permettant d’analyser le parcours des VRNPs
entrants apporteront également leur lot d’information avec la restriction imposée par
les MOI extrémement élevées qu’elles exigent, au-dela bien souvent de celles
employées pour la mise en évidence par les techniques classiques des effets inhibiteurs
de la réplication virale par la GTPase. Préalablement, une étude comparative du
nombre de récepteurs sialiques exprimés par les cellules V103 en présence ou en
absence de la protéine antivirale, constituera un objectif prioritaire.

En tout état de cause, les données apportées par ce travail mettent en évidence
une action inhibitrice de la BoMX1 se manifestant des les premiers moments de
l'infection. De plus, elle oriente 1’étude des mécanismes potentiels qui sous-tendent
son activité antivirale vers des aspects indépendants sensu stricto de la structure
moléculaire de 1'agent infectieux mais déterminés par la biologie de son espece et du

mode d’interaction lato sensu hote-pathogene.
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