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Résumé

Titre : Role de la protéine PB1 dans la fidélité du complexe polymérase des virus
influenza

Résumé :

Les virus influenza de type A (IAV) appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae.
Ces virus enveloppés présentent un génome composé de 8 segments d’ARN simple brin, de
polarité négative. Chaque segment est encapsidé par les nucléoprotéines (NP) et associé au
complexe polymérase viral, hétérotrimére composé des sous-unit¢ PB1, PB2 et PA, pour
former la ribonucléoprotéine virale (RNPv). La protéine PB1 est la sous-unité catalytique
responsable de I’activit¢ ARN polymérase ARN-dépendante du complexe viral. La RNPv
représente ainsi I’unité minimale de transcription et réplication du génome viral.

En raison de la faible fidélité¢ de la polymérase virale et ’absence d’activité de relecture,
les TAV présentent un taux de mutation élevé, responsable du développement rapide de
populations virales d’une grande diversité génétique, appelées quasi-especes. Des études
récentes ont permis d’identifier des mutants présentant une fidélité de réplication augmentée,
due a des mutations uniques dans la sous-unit¢é PB1. Comme décrit pour d’autres virus a
ARN, différentes mutations peuvent avoir un effet similaire sur I’activité de la polymérase
virale. Afin d’approfondir la caractérisation de la protéine PB1 nous avons recherché d’autres
positions pouvant avoir un rdle dans la fidélité de la polymérase, la sélectivité des nucléotides
ou la processivité du complexe.

Pour cela, des banques de séquences PB1 mutées ont été générées par mutagénése
aléatoire pour deux sous-types de virus influenza A, H3N2 et HINIpdmO09, circulant
actuellement chez I’homme. A partir de ces banques, des expériences de reconstitution
transitoire de RNPv fonctionnelles (minigénome) en présence de ribavirine, un analogue
nucléosidique mutagene, ont permis d’évaluer I’activité de la polymérase et de sélectionner,
aprés subdivisions successives des banques, des mutations conférant une résistance au
composé mutagene supérieure a celle de la polymérase sauvage. Les mutations ainsi
identifiées dans différentes régions du segment PB1 ont ensuite été réintroduites de manicre
spécifique, par mutagénese dirigée, dans la séquence du gene PB1. L’impact de ces mutations
sur I’activité de la polymérase a été évalué par des expériences de minigénome en présence et
absence de ribavirine. Les mutations pour lesquelles la résistance a la ribavirine a été
confirmée ont alors été introduites par génétique inverse dans le contexte du génome viral
complet. La majorit¢ des mutations s’est avérée viable et a permis ’obtention de virus
mutants infectieux. La capacité de multiplication des virus mutants a été évaluée en cellules
MDCK et comparée a celle des virus sauvages correspondants, en absence et en présence de
ribavirine. Ainsi, deux mutants porteurs de deux mutations différentes, localisées dans des
régions distinctes de la protéine PB1, présentent une capacité a résister a la ribavirine
supérieure a celle du virus sauvage. L’analyse de la diversité des populations virales, évaluée
par séquencage a haut-débit, en utilisant la technologie Illumina, permettra de confirmer si
cette résistance a la ribavirine est bien liée a une augmentation de la fidélité¢ de la polymérase
virale. Cette étude a ainsi permis de préciser les éléments de la protéine PB1 impliqués dans
I’activité et potentiellement la fidélité de la réplication virale pour deux sous-types de virus
influenza A.

Mots clefs : Virus influenza de type A, polymérase virale, fidélité de réplication,
protéine PB1, mutagéne, ribavirine, virus ARN, mutagénése aléatoire, génétique inverse
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Title : Role of the PB1 protein in the influenza virus polymerase complex fidelity

Abstract :

Influenza type A viruses (IAVs) belong to the Orthomyxoviridae family. The genome of
these enveloped viruses consists of 8 single-stranded RNA segments of negative polarity.
Each segment is encapsidated by oligomers of the nucleoprotein (NP) and associated with the
viral polymerase complex, a heterotrimer composed of the PB1, PB2 and PA subunits to form
the wviral ribonucleoproteins (VRNPs). The PB1 protein is the catalytic subunit of the
polymerase complex, harboring the RNA-dependent RNA polymerase activity. The vVRNP
represents the minimal functional unit for transcription and replication of the viral genome.

Given the low fidelity and lack of proofreading activity of their polymerase, [AVs have a
high mutation rate leading to the rapid development of viral populations with high genetic
diversity, called quasispecies. Recent studies identified mutants with increased replication
fidelity, due to single mutations in the PB1 subunit. As described with other RNA viruses,
different mutations could have similar effects on the activity of the viral polymerase. To
improve the characterization of the PB1 protein, we searched for other positions that may
have a role on polymerase fidelity, nucleotide selectivity or complex processivity.

For this purpose, random mutagenesis was used to generate libraries of mutated PB1
from influenza A virus subtypes H3N2 and HIN1pdm09, currently circulating in humans.
From these libraries, transient reconstitution of functional vVRNPs (minigenome) experiments
were performed with ribavirin, a mutagenic nucleoside analog, to evaluate the polymerase
activity. Upon selection based on the polymerase activity of successively subdivided libraries,
PB1 mutations with increased polymerase activity in the presence of ribavirin relative to wild-
type were identified in several regions of PBl. These mutations were specifically re-
introduced in PB1 by directed mutagenesis. Their impact on polymerase activity was
evaluated by minigenome experiments with and without ribavirin. Mutations with confirmed
resistance against ribavirin were then introduced in the context of infectious virus by reverse
genetics. Most corresponding mutant viruses could be rescued. Their growth characteristics
were analysed in MDCK cells and compared to the corresponding wild-type viruses, in the
presence or absence of ribavirin. Two mutants carrying two different mutations, located in
distinct regions of the PB1 protein, displayed an improved capacity to resist ribavirin relative
to the wild-type virus. Viral populations genetic diversity analysis by next-generation
sequencing, using [llumina technology, will confirm whether the observed resistance against
ribavirin is linked to an increase of the viral polymerase fidelity. This study provides insights
into the PB1 domains involved in the activity and potentially the viral replication fidelity of
two influenza A virus subtypes.

Keywords : Influenza virus type A, viral polymerase, replication fidelity, PB1
protein, mutagen, ribavirin, RNA virus, random mutagenesis, reverse genetics
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Introduction

I. Généralités sur les virus influenza

I.1. Classification et nomenclature

Les virus influenza sont des virus enveloppés qui appartiennent a la famille des
Orthomyxoviridae. Le génome viral est composé de 7 ou 8 segments d’ARN monocaténaire,
de polarité négative (ARNvV). Quatre types de virus influenza sont décrits (A, B, C et D) selon
I’antigénicité de la nucléoprotéine (NP) et de la protéine M1 (Fields et al. 2013). Les virus
influenza de types B et C infectent presque exclusivement les humains, tandis que les virus de
type D, découverts en 2013, ont été décrits comme n’infectant que les bovidae et différentes
especes de suidae (Hause ef al. 2013 ; Ducatez et al. 2015).

Au contraire, les virus influenza de type A (IAV) sont capables d’infecter un grand
nombre d’especes d’oiseaux et de mammiferes, et notamment les humains (Taubenberger et
al. 2010). Dans ce mémoire, seule la biologie des virus influenza de type A sera dorénavant
abordée. Ils sont la principale cause des épidémies de grippe saisonniéres et leur potentiel
zoonotique peut entrainer occasionnellement 1’apparition d’épidémies de plus grande
ampleur, appelées pandémies. Les IAV sont classés en sous-types définis selon les propriétés
antigéniques des deux protéines de surfaces: I’hémagglutinine (HA, HI-HI16) et la
neuraminidase (NA, N1-NO9). Les oiseaux aquatiques sauvages sont considérés comme le
réservoir principal des IAV (Webster ef al. 1992 ; Munster et al. 2007). Néanmoins, deux
nouveaux sous-types viraux HI7N10 et HI8SN11 ont été décrits chez la chauve-souris (Mehle
2014).

Jusqu’a présent, seuls des virus de sous-type HIN1, H2N2 et H3N2 ont réguliérement
circulé au sein de la population humaine depuis 1918. Selon la nomenclature actuelle, une
souche virale est nommeée selon 1) son type ; ii) ’espéce hote dans laquelle le virus a été isolé,
non spécifiée s’il s’agit d’un humain ; iii) le lieu d’isolement ; iv) le numéro d’isolat ; v)
I’année d’isolement ; vi) et le sous-type, dans le cas d’un virus de type A. Ainsi, le virus
A/Bretagne/7608/2009(HIN1)pdm09 correspond au virus influenza de type A et de sous-type
HIN1 de I’échantillon humain n°7608 récolté en 2009 en Bretagne (France).
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1.2. Particule virale

Les virus influenza sont des virus enveloppés pouvant présenter des morphologies
variables, formes sphériques ou filamenteuses (Fig.1), d’un diamétre d’environ 100nm (Fields
et al. 2013). L’enveloppe virale est constituée d’une bicouche lipidique, dérivant de la
membrane plasmique cellulaire de 1’hdte infecté, dans laquelle sont incorporées trois
protéines virales : les glycoprotéines HA et NA, ainsi que la protéine M2. L’enveloppe du
virion contient également de nombreuses protéines issues de 1’hote, mais dont les fonctions
sont généralement inconnues (Shaw et al. 2008). Les protéines HA, associées sous forme de
trimeres, sont impliquées dans I’attachement du virus aux récepteurs cellulaires et, la fusion
des enveloppes virales et cellulaires. Les protéines NA, associées sous forme de tétrameres,
présentent une activité sialidase qui contribue a la libération des virions néoformés dans le
milieu extra-cellulaire. Des tétraméres de protéines M2 forment des canaux ioniques
transmembranaires jouant un réle dans ’entrée virale. La protéine M1 s’oligomérise pour
former une couche de matrice continue sous la membrane virale, et joue un role dans
I’assemblage des particules virales et leur bourgeonnement.

Au cceur de la particule virale se trouve le génome viral, composé de 8 segments d’ARN
simple brin de polarité négative (ARNv) et de longueurs variables. Chaque segment est
encapsidé par des oligomeres de nucléoprotéine (NP) et associé¢ a une polymérase virale
composée de trois protéines virales PB1, PB2 et PA, formant ainsi une ribonucléoprotéine
virale (RNPv). Au sein de la particule virale, les RNPv sont disposées selon un agencement
de type 7+1, ou 1 segment central est entour¢ des 7 autres segments (Noda et al. 2006).

Dans de plus faibles proportions, les protéines virales dites « non-structurales » NS1 et
NS2/NEP (« Non Structural Protein 2 / Nuclear Export Protein ») sont également retrouvées
dans les virions (Hutchinson et al. 2012). De méme, certaines protéines de 1’hote ayant un
role dans la multiplication virale semblent étre également empaquetées dans les particules

virales (Banerjee et al. 2014).
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Figure 1 - Particule virale des virus influenza A.

A) Représentation schématique. L’enveloppe comporte les glycoprotéines des surface, ’hémagglutinine (HA) et
la neuraminidase (NA), ainsi que le canal a protons M2. La protéine de matrice M1 soutient I’enveloppe virale et
interagit avec les protéines de surface, les RNPv et NEP. Les RNPv sont composées d’un segment d’ARNv
simple brin, de polarité négative, encapsidé par la protéine NP et asocié au complexe polymérase (PB2, PBI,
PA). Adapté de (ViralZone 2016). B) Mode¢le de la distribution des glycoprotéines HA (vert) et NA (jaune) a la
surface d’un virion. En bleu, la bicouche lipidique (barre d’échelle, 20nm) (Harris et al. 2006). C) Coupe
transversale de virions, observés par microscopie ¢lectronique (Harris et al. 2006 ; Noda et al. 2006).
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I.3. Expression des protéines virales

Les TAV possédent un génome qui permet d’exprimer jusqu’a 18 protéines différentes
(Fig.2). La majorit¢ des ARN messagers (ARNm) viraux ne posseédent pas d’introns,
cependant différentes stratégies sont utilisées par les IAV afin d’accroitre le protéome viral
(voir (Vasin et al. 2014) pour revue).

Un changement de cadre de lecture en cours de traduction (« ribosome-switch ») permet
I’expression de la protéine PA-X a partir de I’ARNm codant pour la protéine PA (Jagger et al.
2012). PA-X permet de moduler la réponse immunitaire innée de I’hote ainsi que la virulence
du virus. PA joue un réle dans I’extinction de la synthése des protéines de 1’hote, du fait de
son activité endonucléase sur les pré-ARNm, liée au complexe polymérase.

L’¢épissage alternatif des ARNm viraux codant pour les protéines M1 et NS1 permet de
produire les ARNm codant respectivement pour les protéines M2 et NEP, essentielles a la
multiplication virale (Dubois et al. 2014). De plus, il a également été observé pour certains
virus un épissage supplémentaire des ARNm de PB2, M1 et NS1, permettant ainsi d’obtenir
des ARNm codant respectivement pour les protéines PB2-S1, M3 et M4, et NS3 (Selman et
al. 2012 ; Wise et al. 2012 ; Yamayoshi ef al. 2015).

Enfin, les protéines PB1-F2 et PB1-N40, dérivant des ARNm codant pour PB1 (Chen et
al. 2001 ; Wise et al. 2009), et PA-N155 et PA-N182, dérivant des ARNm codant pour PA
(Muramoto et al. 2013), sont des protéines tronquées obtenues par un mécanisme d’initiation

alternative de la traduction, commengant a partir de différents codons AUG sur les ARNm.
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I1. Epidémiologie

I1.1. Ecologie, environnement, réservoir

De nombreuses especes animales sont susceptibles d’étre infectées par des virus influenza
de type A (Fig.3). Les oiseaux aquatiques sauvages, de ’ordre des Anseriformes (canard,
cygnes, oies) et des Charadriiformes (mouettes, goélands) (Munster et al. 2007), sont
considérés comme le réservoir naturel des IAV (Webster et al. 1992 ; Prager et al. 2016).
C’est au sein de ces especes d’oiseaux que la plus grande diversité de virus et la majorité des
sous-types connus (H1-H16 ; N1-N9) a été observée. L’infection par un IAV est souvent
asymptomatique. Le virus se multiplie principalement dans le tractus digestif de 1’animal,
ainsi que dans le tractus respiratoire dans une moindre mesure chez les canards, et sera
transmis entre individus par voie féco-orale (Munster et al. 2009). Les événements de
réassortiments étant fréquents lors de co-infections, il a été proposé, sur la base d’analyses
phylogénétiques, que les oiseaux aquatiques sauvages jouent le role d’un réservoir de
segments génomiques fonctionnellement équivalents et interchangeables. Ainsi, des
constellations transitoires de segments se formeraient continuellement sans qu’aucune
pression de sélection ne soit suffisamment forte pour les maintenir (Dugan et al. 2008). Ces
oiseaux jouent donc un rdle important dans le brassage génétique et la diversification des
IAV. IlIs permettent également leur dissémination mondiale, tout au long des voies utilisées
par les oiseaux lors des périodes de migration sur les continents américain ou eurasiatique
(Krauss et al. 2007). Ainsi, les IAV issus de leur réservoir aviaire sauvage peuvent
occasionnellement franchir la barriére d’hote et s’adapter a de nouvelles especes animales, et

notamment a I’homme (Taubenberger et al. 2010).
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Figure 3 - Spectre d’hétes des IAV.

Les oiseaux aquatiques sauvages représentent le réservoir des IAV, en rouge. Ces virus peuvent étre transmis a
un large spectre d’hdtes, oiseaux et mammiféres, en noir. Les fléches représentent les types de transmissions
inter-espéces. Les principaux sous-types ayant circulé chez les volailles, mammiféres et chauves-souris sont
indiqués. Adapté de (Fields ef al. 2013).

Les ¢levages de volailles domestiques et de porcs jouent un role important dans les
¢changes génétiques et 1’évolution des virus influenza zoonotiques ainsi qu’en tant qu’hotes
intermédiaires, lors de leur adaptation a I’Homme.

Au sein des ¢élevages de volailles domestiques, les IAV peuvent, selon les souches,
présenter une pathogénicité relativement faible ou bien treés élevée. Les virus faiblement
pathogenes ont un tropisme intestinal et respiratoire, entrainant des signes cliniques tels que
des atteintes respiratoires et des chutes de ponte. Les virus hautement pathogénes aboutissent
a des signes cliniques généralisés graves, un taux de mortalité¢ de 100% pouvant étre observé
en seulement 48h, ainsi qu’a une dissémination trés rapide au sein des élevages (Watanabe et
al. 2012). Cette virulence élevée est notamment déterminée par la présence caractéristique
d’un site de clivage multi-basique au niveau de la HA, considéré comme un déterminant
majeur (Fields et al. 2013).

Les virus hautement pathogenes de sous-types H5 ou H7 sont les principales causes des
derniers épisodes épizootiques majeurs qui se sont déclarés au sein d’élevages de volailles, a
I’exception d’un cas ou ce fut un virus HON2, faiblement pathogene (voir (Taubenberger et al.

2010 ; OIE 2017) pour revue).
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Au sein des élevages de porc, les signes cliniques observés lors d’infections par des AV
sont des écoulements nasaux, de la toux, des difficultés respiratoires ainsi que des
conjonctivites. Les virus infectant le porc ont une affinité pour les cellules épithéliales du
tractus respiratoire. Certains sous-types viraux sont a 1’origine de foyers épizootiques
ponctuels au sein d’¢levages tandis que d’autres sont devenus enzootiques. Le porc peut étre
infecté par des IAV d’origines diverses, aviaires, équine, porcine mais également humaine.
Les virus porcins peuvent quant a eux étre transmis a des especes aviaires, domestiques ou
sauvages, ainsi qu’a I’Homme, ce qui illustre bien la complexité¢ et les possibilités
nombreuses d’échanges pouvant exister dans la nature. En effet, les trois principaux lignages
circulant actuellement chez le porc sont d’origine aviaire et/ou humaine (Simon 2010 ;
Rivailler et al. 2013).

Le lignage HIN1 contemporain porcin, dit classique, circulant au sein des ¢levages nord
américains, a commencé a circuler en 1918 et est apparenté au lignage des virus saisonniers
HIN1 humain qui ont circulé avant 2009 (Shope 1931) (Fig.4). Le lignage porcin eurasiatique
HINI existe depuis 1979, lorsqu’un virus aviaire est devenu enzootique dans les élevages en
Europe et en Asie (Pensaert e al. 1981). Depuis 1998, de nombreux événements de
réassortiments se sont produits entre les virus de lignage HIN1 américain, le virus saisonnier
humain H3N2 ainsi qu’un virus aviaire (Zhou ef al. 1999). Ces virus, triple-réassortants, sont
de sous-types variables, HIN1, HIN2 ou H3N2, et posseédent tous une cassette originale de
genes internes, appelée TRIG (Triple Reassortant Internal Genes). Leur segment PB1 est
d’origine humaine, les segments PB2 et PA sont d’origine aviaire tandis que les segments NP,
M et NS sont d’origine porcine. En circulant dans les élevages porcins américains, ces virus
ont pu se diversifier et produire de nouveaux réassortiments lors de co-infections avec des

virus humains (Simon 2010 ; Lindstrom et al. 2012 ; Rivailler et al. 2013).

Dans la population humaine, les IAV sont responsables d’épidémies saisonnicres. Ces
virus ont un impact économique trés fort. Ils infectent chaque année 5% a 10% de la
population mondiale, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (Turner et al. 2003 ; WHO
2016), causant 250 000 a 500 000 déces par an (Molinari ef al. 2007 ; Prager et al. 2016). Ces
virus sont transmis par aérosols et manu-portage. Classiquement, les symptomes apparaissent
apres 2 jours d’incubation, de manicre brutale : atteintes respiratoires avec toux et congestion
nasale, courbatures, fiévre mais ceux-ci ne sont pas nécessairement spécifiques. Les

personnes infectées deviennent contagieuses 1 jour environ avant 1’apparition des symptomes
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et peuvent I’étre encore jusqu’a 6 jours apres. De maniére générale, la grippe est considérée
comme une infection bégnine pour la plupart des individus, cependant les conséquences
peuvent étre plus graves voire fatales chez les populations a risque que sont les enfants de
moins de 2 ans, les adultes de plus de 65 ans ou bien les individus présentant d’autres facteurs
de risques tels que des maladies respiratoires chroniques (WHO 2016).

Les IAV de sous-types HIN1, HIN2, H2N2 et H3N2 sont les seuls a avoir entrainé des
épidémies saisonnicres depuis 1918. Actuellement, et ceci depuis 1977, deux sous-types
viraux co-circulent dans la population humaine, les IAV H3N2 et HIN1, HINI1s avant 2009
et HINIpdm09 (H1N1p) depuis 2009 (Fig.4). Le sous-type H3N2 s’est établi en tant que
virus saisonnier depuis 1968, apres avoir supplanté le virus H2N2. Le virus H3N2 provient
d’un réassortiment entre un virus aviaire, apportant les segments PB1 et HA, et le virus H2N2
humain saisonnier circulant a cette époque (Kilbourne 2006 ; Taubenberger et al. 2010). Le
virus de sous-type HIN1p est devenu saisonnier apres la pandémie de 2009 en supplantant le
virus HIN1 saisonnier (HINT1s) circulant précédemment. Ce virus HIN1p est le résultat de
nombreux réassortiments (Fig.4). En effet, il dérive d’une souche HIN1 porcine de lignage
eurasiatique, apportant les segments NA et M, ainsi que d’un virus HIN2 triple réassortant
(Neumann et al. 2009 ; Taubenberger et al. 2010). En dépit d’une immunité pré-existante
dans la population, la survenue des épidémies de grippe chaque année peut étre expliquée par
le phénomene de dérive antigénique li¢ a ’accumulation de mutations notamment au niveau
des deux glycoprotéines de surface et par de fréquents événements de réassortiments entre
virus de différents lignages génétiques de méme sous-type voire entre virus de sous-types
différents (Medina et al. 2011). L’apparition de nouvelles souches saisonnieres suit un modele
« source-puits » sans persistance dans I’environnement (Rambaut et al. 2008). Selon ce
modele, du fait de la circulation continue de différentes populations virales, soumises a de
fortes pressions de sélection antigénique dans la population humaine, 1’ Asie du Sud-Est aurait
un rdle de réservoir de virus saisonniers et les variants sélectionnés seraient ensuite exportés

vers le reste du monde, tout d’abord dans I’hémisphére Nord puis le Sud.
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Figure 4 - Circulation des IAV au sein de la population humaine depuis 1918.

Les virus issus du virus HIN1 responsable de la grippe espagnole de 1918 ont circulé dans la population
jusqu’en 1957. Réintroduits chez I’homme en 1977, les virus de ce lignage ont ensuite circulé dans la population
jusqu’en 2009. En 1957, I’émergence d’un virus H2N2 ayant acquis des segments d’origine aviaire fut
responsable de la pandémie de grippe asiatique. En 1968, un réassortiment entre le virus H2N2 et un virus
aviaire a permis I’émergence d’un virus H3N2, responsable de la pandémie de grippe de Hong Kong. Les virus
issuent de ce virus circulent encore de nos jours chez I’homme. En 2009, un nouveau virus HIN1 a émergé suite
au réassortiment d’un virus HIN2 porcin triple réassortant et d’un virus HIN1 porcin du lignage eurasiatique. Ce
virus HIN1 pandémique (HIN1p) a remplacé les virus HIN1s descendant du virus de 1918 circulant jusqu’alors.
Les silhouettes d’homme, de porc ou de canard indiquent I’hdte chez lequel le virus ayant participé au
réassortiment circulait. Les silhouettes associées indiquent les hotes potentiels chez lesquels ont eu lieu les
événements de réassortiment. Adapté de (Wendel ef al. 2015).

Le fait que les volailles et les porcs jouent un role majeur dans les réassortiments
génétiques et I’évolution des virus influenza et que des cas d’infections chez I’homme par des
IAV d’origine aviaire ou porcine soient réguliérement décrits depuis plusieurs années met en
lumicre le potentiel zoonotique de ces virus en circulation chez ces animaux. En effet, depuis
2003 de nombreux cas humains d’infection par le virus aviaire hautement pathogene H5N1
ont été observés (WHO 2017), ainsi que par le virus aviaire H7N9 depuis 2013 (WHO 2017).
Ceci souligne le risque pour la santé publique mondiale que peuvent poser ces IAV et leur

adaptation a I’homme par I’intermédiaire des hotes aviaires ou porcins.
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En cas d’introduction d’un nouveau sous-type d’IAV vis-a-vis duquel la population
humaine est immunologiquement naive, si celui-ci présente une capacité de transmission
interhumaine alors il pourra se répandre facilement au sein de la population, localement
d’abord, puis s’étendre de manicre rapide et massive au reste de la population mondiale.
donnant lieu a une pandémie. Il est cependant important de noter que le terme de pandémie ne
dépend pas de la sévérité de I’infection. Le virus influenza fut isolé pour la premicre fois en
1933 et considéré comme 1’agent étiologique de la grippe. Jusqu’a cette époque, les
symptomes n’étant pas spécifiques de ce virus, les données sur la grippe sont difficiles a
comparer et a interpréter. Cependant, d’apres les données épidémiologiques, on estime que la

eme

population humaine a di faire face a 13 pandémies depuis le XVI™™ siécle (Taubenberger et
al. 2009). Au cours du XX siécle, 4 pandémies ont eu lieu. Il s’agit tout d’abord de la
pandémie de « grippe espagnole » en 1918, causée par un virus HINI, puis en 1957 la
pandémie de « grippe asiatique » fut causée par un virus H2N2, et en 1968, ce fut un virus
H3N2 qui entraina la pandémie de « Hong-Kong ». En 1977, un virus HIN1 génétiquement
proche des virus circulant dans les années 1950 et dérivant du virus de 1918 (Nakajima et al.
1978), a été responsable de la « grippe russe ». Ce virus a probablement été réintroduit dans la
population a partir d’un site de production de vaccin. Les souches responsables des pandémies
de 1918, 1957 et 1968 ont chacune leur tour supplanté le sous-type circulant déja dans la
population au moment de chaque pandémie, pour devenir les souches saisonnieres.
Probablement du fait d’une immunité pré-existante chez les personnes agées, la souche HINI
de « grippe russe » n’a pas remplacé le virus H3N2 circulant a cette époque mais est tout de
méme devenue saisonni¢re. En 2009, une nouvelle souche virale HINI1 fut a I’origine d’une
nouvelle pandémie mondiale, celle-ci fut renommée HIN1pdmO9 et supplanta la précédente
souche HINTI aprés 1’épisode pandémique. La nomenclature HINIpdmO9 est actuellement
conservée malgré son caractére saisonnier afin de maintenir la distinction avec la souche
saisonniére précédente (WHO 2011).

La pandémie due au virus HIN1 de 1918 fut la plus meurtric¢re, en causant le déces de 20
a 50 millions de personnes, souvent associée a des co-infections bactériennes (Johnson et al.
2002). Les pandémies survenues ensuite furent moins mortelles (Simonsen 1999 ; Dawood et
al. 2012 ; Fields et al. 2013). L’ analyse épidémiologique de la mortalité en fonction de I’age
lors de la pandémie de 1918 permet d’observer une courbe particuliére et inhabituelle en

forme de W, représentative d’un pic de mortalité chez les jeunes adultes, comparativement a
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une courbe en forme de U observée typiquement lors des épidémies de grippe saisonnicres
(Taubenberger et al. 2006).

L’analyse phylogénétique de ces virus pandémiques a permis de déterminer une origine
zoonotique pour chacun de ces IAV (Morens et al. 2009 ; Taubenberger et al. 2010 ; Sorrell
et al. 2011). La capacité a passer de I’animal a I’homme, a se multiplier efficacement au sein
du nouvel hote humain et a étre transmis d’homme a homme sont donc les étapes nécessaires
a I’établissement d’un nouveau lignage viral au sein de la population humaine. Les especes
domestiques dites intermédiaires comme les porcs ou volailles, sensibles aux différents AV,
permettent une amplification des populations virales et augmentent 1’exposition de 1’étre
humain aux virus animaux. Plus particulierement, le porc, pouvant étre infecté aussi bien par
les virus aviaires que ceux d’origine humaine, servirait de creuset de mélange pour la
génération de nouveaux virus réassortants pouvant présenter un potentiel pandémique (Ito et
al. 1998). 11 est a noter que la capacité d’une nouvelle souche virale a se multiplier dans un
environnement donné, sa vitalité, joue un role important face a celle des IAV déja établis dans
la population humaine, et vis-a-vis d’une immunité pré-existante permettant de limiter la
multiplication virale dans I’organisme infecté. De ce fait, les infections humaines par des
virus zoonotiques restent généralement sans suite et la propagation de I’'un d’eux au sein de la

population reste un événement rare.

I1.2. Evolution et stratégies évolutives

De par la nature de leur génome, avec une information génétique segmentée et portée par
de I’ARN, les IAV sont soumis a deux types de forces évolutives : la dérive génétique d’une
part, correspondant a I’accumulation de mutations au fil des cycles de réplication, ainsi que
les réassortiments ou cassure génétique d’autre part, liés aux échanges de segments entre
différents virus (Fields et al. 2013). Parmi les nombreux virus qui peuvent ainsi étre obtenus,
seuls seront sélectionnés ceux qui portent des mutations viables, présentant une vitalité
ou « fitness » en adéquation avec leur environnement (Memoli et al. 2009) et la capacité a
échapper au systéme immunitaire de 1’hote (Thangavel et al. 2011).

L’ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp) des virus influenza de type A ne présente
pas d’activité de relecture. De ce fait, la polymérase des IAV, ainsi que celles des virus a
ARN en général, est peu fidéle. Elle présente un taux de mutation de 1’ordre de 10

substitutions/site/cycle, soit la mutation d’un nucléotide par génome a chaque cycle de
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réplication (Drake 1993 ; Drake 1999). La population virale, observée lors de 1’infection d’un
individu donné, est donc hétérogéne et forme alors un ensemble complexe de sous-
populations de variants, appelé quasiespéce. La pression de sélection exercée par le systeéme
immunitaire, additionnée a 1’accumulation de mutations sur les protéines de surfaces HA et
NA entraine une modification de [’antigénicité virale, appelée dérive antigénique. Ce
phénoméne permet aux AV de persister au sein d’une population (Holmes 2009).

Lors d’événements de co-infection d’un méme hote par deux IAV de souches différentes,
il peut arriver que leur matériel génétique soit mélangé, du fait de la nature segmentée de leur
génome (Steel et al. 2014). Ces phénomenes de réassortiments, qu’ils se produisent entre
virus de sous-types différents ou entre virus de méme sous-type, ont un role important dans
I’évolution des virus aussi bien au sein d’une espece donnée (Holmes et al. 2005 ; Dugan et
al. 2008 ; Nelson et al. 2008 ; Lu et al. 2014), que pour I’introduction dans une nouvelle
espece hote ou bien I’émergence de nouveaux variants (Smith ez al. 2009 ; Taubenberger et
al. 2010). Dans le cas de I’émergence de nouveaux variants réassortants, si ceux-ci présentent
un sous-type antigénique vis-a-vis duquel la population hote est immunologiquement naive,
alors cette émergence est appelée cassure antigénique et peut entrainer une pandémie grippale.
Lors de la multiplication virale, il y a peu de preuve de recombinaison homologue au sein des
IAV (Boni et al. 2012), cependant des événements de recombinaison par changement de
matrice sont observés. La recombinaison par changement de matrice ameéne a la production de
virus présentant des délétions ou des insertions dans leur génome, impactant leur vitalité et/ou

leur virulence (Fields et al. 2013).
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ITI. Réplication virale

III.1. Cycle viral

La liaison des protéines HA aux acides sialiques, récepteurs cellulaires des IAV liés aux
glycoprotéines et glycolipides des membranes plasmiques, représente la premicre étape du
cycle viral (Fields et al. 2013 ; de Graaf et al. 2014) (Fig.5). Cet attachement déclenche
I’endocytose de la particule virale selon une voie médiée par la clathrine (Matlin et al. 1981),
ou bien en suivant une voie clathrine indépendante (Sieczkarski et al. 2002 ; de Vries et al.
2011). L’acidification de I’endosome va alors induire différents événements. D’une part,
I’acidification permet un changement de conformation de la protéine HA qui expose alors son
peptide de fusion et permet la fusion des membranes virale et endosomale (Fontana et al.
2013 ; Fontana et al. 2015). D’autre part, la diminution de pH permet 1’ouverture du canal a
protons M2 (Schnell ez al. 2008), ce qui entraine une acidification de I’intérieur de la particule
virale, une déstabilisation des interactions au cceur de la particule, entre M1 et les RNPv, et
aboutit au relargage des RNPv dans le cytoplasme (Helenius 1992). Celles-ci sont alors
acheminées au noyau ou se dérouleront la transcription des ARNm viraux et la réplication du
génome viral (O'Neill et al. 1995 ; Cros et al. 2005). Les ARNm viraux primaires sont
transcrits par I’ARN polymérase virale ARN-dépendante (RdRp), associée a des éléments de
machinerie cellulaire (York er al. 2013). Les transcrits sont ensuite exportés dans le
cytoplasme ou ils seront traduits par la machinerie cellulaire. Les protéines d’enveloppe HA,
NA et M2 synthétisées sont adressées a la membrane plasmique via la voie de sécrétion du
réseau trans-Golgi. Les protéines virales nécessaires a la transcription secondaire, a la
réplication du génome viral et a ’assemblage des RNPv sont quant a elles importées dans le
noyau. Les RNPv nouvellement formées interagissent avec la protéine de matrice M1, qui
interagit elle-méme avec la Protéine d’Export Nucléaire (NEP) afin d’assurer 1’export des
RNPv vers le cytoplasme médié par ’exportine CRM1 (Paterson et al. 2012). Dans le
compartiment cytoplasmique, les RNPv sont en interaction avec la protéine Rabl1-GTPase,
responsable de leur ancrage aux endosomes de recyclage qui assurent leur acheminement a la
membrane plasmique, au niveau des sites d’assemblage et de bourgeonnement des particules
virales (Hutchinson et al. 2013). Chaque virion incorpore un exemplaire de chacun des 8
segments génomiques selon un mécanisme encore mal défini. Selon le modele actuel les 8
RNPv s’assemblent via des interactions ARNv-ARNv avant leur une incorporation dans les

particules virales produites par bourgeonnement a la membrane plasmique (Chou ef al. 2012 ;
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Fournier et al. 2012 ; Noda et al. 2012 ; Gerber et al. 2014). En clivant les acides sialiques
présents a la surface de la cellule et des nouveaux virions produits par bourgeonnement, la
protéine NA permet le relargage des particules virales dans le milieu extracellulaire et évite
leur agrégation (Air 2012). Apres libération des virions dans le milieu, les protéases
extracellulaires de type trypsine clivent leurs protéines de surfaces HA en deux domaines,
HA1 et HA2, au niveau des muqueuses respiratoires et intestinales de 1’hote. Ces deux
domaines restent liés ensemble de maniére covalente, par un pont disulfure. Ce clivage de la
protéine HA est une étape essentielle pour que le peptide de fusion puisse €tre ensuite exposé
et permettre ’entrée du virus dans une nouvelle cellule. Il est a noter que la HA des virus
aviaires hautement pathogenes, de sous-types HS ou H7, présente un site de clivage multi-
basique, clivé avant le bourgeonnement, au niveau du réseau trans-Golgi, par la furine et/ou
PC6, protéases ubiquitaires conférant ainsi a ces virus un trés large tropisme (Medina et al.

2011 ; Garten et al. 2015).
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Figure 5 - Cycle viral des IAV.

Les diférentes étapes du cycle viral des IAV. sont représentées de fagon schématique. Elles comportent
’attachement des virions a leur récepteur et 1’internalisation par la voie des endosomes, la libération des RNPv
apres fusion de 1’enveloppe virale et de la membrane des endosomes, I’'import des RNPv dans le noyau ou ont
lieu la transcription des mARN viraux et secondairement la réplication des segments viraux, 1’export et la
traduction des mARN ; les protéines du complexe polymérase (PB2, PB1, PA) sont importées dans le noyau
pour servir a la formation des RNP et a la transcription/ réplication alors que les protéines de I’enveloppe virale
(HA, NA, M2) transitent via le réticulum endoplasmique et le Golgi vers les sites d’assemblage des virions a la
membrane plasemique ; les RNPv néoformées sont exportées du noyau et gagnent les sites d’assemblage des
virions qui sont produits par bourgeonnement (Te Velthuis et al. 2016).

Lors de I’infection, le virus doit étre capable d’échapper a la réponse immunitaire de
I’hote (Garcia-Sastre 2011 ; Khaperskyy et al. 2015 ; Killip ef al. 2015) tout en maintenant
une interaction étroite avec certains cofacteurs cellulaires qui lui sont indispensables pour
réaliser et mener a son terme le cycle viral. Le développement des études a 1’échelle des
génomes entiers, permises par les différentes technologies d’« Omiques », a permis
d’approfondir la compréhension des interactions virus-hdte. De nombreux cofacteurs
potentiels identifiés restent encore a caractériser. Cependant ces études ont déja permis de
mieux comprendre le cycle de multiplication des IAV (Watanabe et al. 2010). En effet,
certaines voies cellulaires, telles que les voies de signalisation impliquant des kinases, celles
de la maturation des pre-ARNm ainsi que le transport nucléocytoplasmique, semblent étre

fortement impliquées (Tripathi ef al. 2015).
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IT1.2. Ribonucléoprotéine virale

II.2.1. Structure, composition et fonctions des différents éléments des

RNPv

[1.2.1.a) L’ARNv

Les segments d’ARNv génomiques de polarit¢ négative présentent tous la méme
organisation avec deux régions non codantes (RNC) encadrant la région centrale qui code en
orientation anti-sens pour au moins une protéine (Fields et al. 2013) (Fig.6.A). Les RNC, en
5’ et 3’ du segment, sont divisées en 2 parties : la partie distale, la plus ¢éloignée de la région
codante, et la partie proximale, accolée a la région codante de I’ARNv. La partie distale,
correspond aux 13 premiers et 12 derniers nucléotides du segment aux extrémités 5’ (U13) et
3’ (U12) respectivement. Ces séquences sont trés conservées entre segments génomiques et
entre les IAV. Les parties proximales des RNC sont de longueurs variables et leur séquence
est spécifique de chaque segment d’ARNv.

Les séquences Ul3 et Ul2 sont partiellement complémentaires et peuvent ainsi
s’apparier. Cet appariement forme une structure partiellement double-brin qui permet la
pseudo-circularisation de I’ARNv, sa liaison a la polymérase virale et joue également le role
de promoteur viral dans les processus de transcription et de réplication (Fodor 2013)
(Fig.6.C). En 2014, une étude par la technique de FRET (transfert d’énergie par résonance de
type Forster) en molécule unique a permis d’observer la structure formée par le promoteur
viral, 1i¢ a la polymérase virale, et ainsi de valider le mod¢le envisagé jusqu’alors sur la base
d’études fonctionnelles, d’un appariement en « demi tire-bouchon » mais cette structure ne
serait vraisemblablement pas figée (Pflug et al. 2014 ; Tomescu et al. 2014).

I1 est a noter que la sous unité PB1 présente une affinité plus forte pour ’extrémité 5° de
I’ARNvV que pour son extrémité 3’ (Gonzalez et al. 1999) et que le domaine C-terminal de la
sous-unit¢ PB2 s’associe également avec une grande affinité a D’extrémité 5° de I’ARNv

(Kuzuhara et al. 2009).
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II1.2.1.b) Structure des RNPv

Les ribonucléoprotéines représentent le cceur de la particule virale. Les différents
segments génomiques sont encapsidés, chacun indépendamment des autres, avec des
oligomeres de nucléoprotéines NP et associés aux extrémités 5’ et 3’ a un complexe
polymérase, constitué¢ des 3 protéines virales PB2, PB1 et PA. Cet ensemble constitue la
RNPv, I’'unit¢ minimale fonctionnelle de la transcription et de la réplication des ARN viraux
(Pleschka et al. 1996).

La RNPv se présente sous la forme d’un filament simple brin flexible, repli¢ sur lui-
méme, qui adopte ainsi une structure caractéristique avec une boucle terminale, une partie
hélicoidale antiparallele en son centre, avec un sillon majeur et un sillon mineur (Fig.6.B). Le
complexe polymérase viral permet de maintenir la structure close en se liant aux extrémités 5’
et 3’ de I’ARNv partiellement appariées (Klumpp et al. 1997 ; Resa-Infante et al. 2011). Cet
ensemble mesure environ 13nm de diamétre et peut faire 30 a 110 nm de longueur, en
fonction de la taille du segment (Compans et al. 1972). L’observation par microscopie cryo-
électronique de RNPv purifiées, permet de visualiser un oligomere simple brin de NP associé
a I’ARN structuré en double hélice, comptant 12 NP par tour (Martin-Benito et al. 2001 ;
Coloma et al. 2009 ; Moeller et al. 2012). Il est également observé que 2 monomeres de NP,

non liés entre eux sont en contact avec la polymérase virale (Arranz ef al. 2012 ; Zheng et al.

2013).

31



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

% C. Pré-ARNm cellulai
I re- m cellulaire
5NCR Sequence codante INCR m
JSNCR JINCR i
ATG 3
S:’OP v Vol de coiffe ™ G_’m mAMNA L r_.il.,..,_u.".__) .I‘!k R N m
I ‘ (+)
PR 1 .; Tr Transcription
B PA
PEA1 NP
ARNv
& i

QIO
CIPCTID D)

[ | < Reéplication de I'ARMNy par
=~ || lintermédiaire d'un ARNC

O
lllhllﬁ
) ﬁs)ﬂsﬂa

Figure 6 - Structure des ARNv, des RNPv et processus de transcription et réplication.

A) Représentation d’'un ARNv linéaire. La séquence antisens codante, en gris, est encadrée par les séquences
non-codantes. Celles-ci sont divisées en deux parties. La partie proximale, en vert, est spécicifique du segment.
La partie distale, en bleu, est commune a I’ensemble des segments et d’une longueur fixe de 12 et 13 nucléotides
(U12, U13) en 3’ et 5°, respectivement. B) RNPv observée en microscopie électronique (Jennings et al. 1983)
(barre d’échelle, 50nm). C) La transcription de ’ARNv en ARNm débute par une étape de vol de coiffe, au
cours de laquelle la protéine PB2 (bleu) se lie a un pré-ARNm cellulaire coiffé. Les 10 a 15 premiers nucléotides
sont ensuite clivés par la protéine du complexe polymérase PA (jaune), et seront utilisés comme amorce pour la
synthése des ARNm viraux. La terminaison et la polyadénylation ont lieu au niveau d’une répétition de cinq a
sept résidus U proches de I'extrémité 5° de I’ARNv. La réplication de I’ARNv est un processus réalisé a partir
d’un ARN intermédiaire complémentaire de la totalité de I’ARNv (ARNCc), assemblé sous la forme d’une RNPc.
Pour les processus de transcription et de réplication, 1’élongation de I’ARN est réalis¢ par la sous-unité¢ PB1
(vert). Le promoteur de ’ARNv est modélis¢ comme il est observé lorsqu’il est cristallisé associ¢ a la
polymérase, I’extrémité 5° formant une structure en crochet. Le promoteur de I’ARNc est représenté en
pointillés, sa conformation n’ayant pas été déterminée. Adapté de (Stevaert et al. 2016).

I1.2.1.c) La Nucléoprotéine

La nucléoprotéine NP est le composant majeur et majoritaire des RNPv et présente la
particularité de s’oligomériser de manicre spontanée (Ruigrok et al. 1995 ; Elton et al. 1999).
Riche en arginine, la NP a une charge globale positive, en rapport avec sa fonction au sein de
la RNPv qui est d’encapsider I’ARNv. La NP se lie a ’ARNv sans spécificité de séquence,
avec une forte affinité¢ (Yamanaka et al. 1990 ; Baudin et al. 1994) et un pas de 24 nucléotides
par NP (Compans et al. 1972 ; Ortega et al. 2000 ; Martin-Benito ef al. 2001 ; Resa-Infante et
al. 2010). Dans la RNPv, I’ARNv est enroulé autour de la NP via son squelette de phosphates,
laissant les bases exposées a I’extérieur, accessibles au complexe polymérase sans avoir
besoin de déstructurer la RNPv lors des événements de transcription et de réplication (Baudin

et al. 1994). La NP est donc nécessaire au maintien de la RNPv dans une forme fonctionnelle.
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Les structures de la NP de deux sous-types viraux, HIN1 (Ye et al. 2006) et HSN1 (Ng et
al. 2008), ont pu étre déterminées. La structure de la protéine présente trois domaines
distincts, formés par des séquences non-contigu€s : la téte, le corps ainsi qu’une boucle
terminale, considérée comme la queue de la NP. La téte et le corps forment un sillon chargé
positivement, qui constitue le site de liaison a I’ARNv. La boucle terminale de la NP est,
quant a elle, responsable de la formation des oligomeéres en s’insérant profondément dans le
corps de la protéine NP voisine.

Actuellement, la structure d’un complexe RARp-NP n’a pas encore été décrite.
Cependant, plusieurs études permettent de penser que la NP interagit avec la polymérase
virale, et plus particulicrement avec les sous-unités PB1 et PB2 (Biswas ef al. 1998 ; Medcalf

et al. 1999 ; Poole et al. 2004 ; Labadie et al. 2007 ; Marklund et al. 2012).

II1.2.1.d) Le complexe polymérase viral

L’ARN polymérase ARN-dépendante des virus influenza est un complexe enzymatique
hétéro-trimérique, composé de deux protéines basiques, PB1 et PB2, et d’une protéine acide,
PA (Fig.7). Ces trois sous-unités sont chacune impliquées dans les processus de transcription
et réplication du génome viral (Resa-Infante et al. 2011 ; Fodor 2013 ; Te Velthuis et al.
2016).

L’activit¢ ARN polymérase ARN-dépendante est portée par la protéine PB1 qui
intervient a la fois dans la transcription et la réplication du génome viral. Le protéine PB1
présente, dans son domaine central, les motifs pré-A et A a E, trés conservés au sein des
RdRp virales (Poch et al. 1989 ; Biswas et al. 1994 ; te Velthuis 2014) (Fig.7.A). Le motif E
est caractéristique des polymérases de virus & ARN segmenté de polarité négative (Ruigrok et
al. 2010). Les sous-unités PB2 et PA sont, elles, impliquées dans [I’initiation de la
transcription des ARNm viraux. Le domaine central de PB2 présente une activité de liaison a
la coiffe des précurseurs d’ARNm cellulaires (pré-ARNm) (Guilligay et al. 2008), tandis que
le domaine N-terminal (NTD) de PA porte une activité endonucléase qui lui permet de cliver
ces pré-ARNm au niveau de la coiffe liée par PB2 (Dias et al. 2009 ; Yuan et al. 2009).
Actuellement, la fonction précise du domaine C-terminal (CTD) de la sous-unité PA reste
encore en grande partie méconnue. Récemment, il a été décrit que PA interagit avec le CTD
de I’ARN PollI cellulaire (Lukarska et al. 2017). Le CTD de la protéine PB2 est lui impliqué
dans les interactions avec les facteurs cellulaires de I’hdte. Il peut étre subdivisé en deux sous-

domaines, 1’un centré autour du résidu 627, connu pour son rdle important dans la spécificité
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d’héte, et le second contenant un signal de localisation nucléaire (NLS) bipartite (Tarendeau
et al. 2007 ; Tarendeau et al. 2008).

Les structures de nombreux sous-domaines de la RdRp ont déja été déterminées de
manicres indépendantes, mais le manque d’une structure a haute résolution du complexe
polymérase dans son ensemble, trés compliquée a obtenir, a pendant longtemps géné la
compréhension de 1’organisation de la polymérase dans sa globalité (Ruigrok et al. 2010). Ce
n’est que récemment, en 2014, que la premiére structure tridimensionnelle a haute résolution
du complexe polymérase viral a enfin ét€ obtenue, par co-cristallisation d’un ARN
synthétique mimant le promoteur ARNv avec les polymérases d’un IAV de chauve-souris et
d’un virus influenza de type B (Pflug et al. 2014 ; Reich et al. 2014) (Fig.7). Les deux
complexes présentent des structures similaires. L’ensemble des trois sous-unités forme une
structure en U. En effet, du fait d’interactions étroites entre les sous-unités, il est observé une
structure centrale compacte d’ou émergent deux « bras», correspondant au domaine N-
terminal de PA ainsi qu’au domaine de liaison a la coiffe des pré-ARNm de PB2. Au sein de
ce cceur compact, un feuillet B flexible est exposé au milieu. Celui-ci fait partie de la sous-
unit¢ PB1 et porte son NLS, sous forme bipartite. La protéine PB1 présente, dans son
domaine central, une structure caractéristique des polymérases 8 ARN (O'Reilly et al. 1998),
organisée comme une main droite avec des domaines correspondant aux doigts, aux
extrémités des doigts, a la paume et au pouce. Le domaine du pouce porte une boucle formée
de feuillets B anti-paralleles, appelée boucle d’initiation et impliquée dans la réplication virale
de novo, ne nécessitant pas d’amorce. Le CTD de la sous-unit¢ PA et son domaine
endonucléase sont positionnés sur des cotés opposés de PB1 et reliés entre eux par un
domaine de liaison qui recouvre la face externe des domaines doigts et paume de PB1. La
face externe opposée de PB1 est quant a elle recouverte par le NTD de PB2. Le CTD de PB2,
comprenant le NLS, le domaine contenant le résidu 627, ainsi que le domaine de liaison a la
coiffe, forment un arc sur le c6té du ceceur du complexe polymérase, correspondant a I’un des
bras du U, le domaine de liaison a la coiffe de PB2 faisant face au domaine endonucléase de
PA. La structure centrale de la polymérase posséde deux tunnels reliant ses cavités internes a
I’extérieur, bordés de résidus conservés. Le premier, bordé de résidus chargés positivement
provenant de PB1, correspondrait au canal d’entrée des NTPs. Le second, qui correspondrait

au canal d’entrée de la matrice, est bordé de résidus provenant des trois sous-unités.
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Figure 7 - Structure de la polymérase des IAV.

A) Structure des domaines au sein des sous-unités du complexe polymérase ; les noms des sous-domaines et la
localisation des motifs polymérase fonctionnels conservés dans PB1 sont indiqués. PB1 interagit a la fois avec
PA par son extrémité N-terminale et avec PB2 par son extrémité C-terminale. B) Représentation en ruban de la
structure de la polymérase virale liée aux extrémités 5’ (rose) et 3’ (jaune) de I’ARNyv, (Thierry et al. 2016) selon
le code couleur des domaines indiqué en « A », a ’exception de PA-C, PB1 et PB2-N de couleur uniforme vert,
cyan et rouge respectivement.. C) Vue de coté selon une représentation des espaces occupés montrant
I’émergence du duplex d’ARNv a I’interface des trois sous-unités (Pflug et al. 2014).

Les structures de la polymérase d’un virus influenza de type C en absence d’ARN
(Hengrung et al. 2015) et de celle d’un virus influenza de type B liée a ’extrémité 5’ d’un
ARNCc (Thierry et al. 2016) ont récemment ¢été obtenues. Ces nouvelles données permettent
d’observer que I’agencement de la sous-unité PB1 est trés conservé, contrairement a celui des
protéines PA et PB2. Ainsi par exemple, il peut étre noté qu’au sein du complexe polymérase
de type B, la région de PB2 contenant le CTD ainsi que le domaine d’attachement a la coiffe,

présente une rotation de 70° par rapport a la région correspondante de PB2 au sein du
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complexe polymérase de type A. Ceci a pour conséquence de déplacer le domaine de PB2
contenant le résidu 627, face au domaine endonucléase de la sous-unité PA. Les différentes
structures du complexe polymérase des virus influenza, récemment obtenues, permettent
d’observer que différentes conformations de la polymérase sont possibles et de conclure que
la flexibilit¢ de la structure joue un role important dans la réalisation des processus de
transcription et réplication. L’obtention de ces structures complétes a haute résolution a donc
permis de faire de nombreux progrés dans la compréhension de 1’agencement de la
polymérase des virus influenza et permettra par la suite d’approfondir notre connaissance des

mécanismes impliqués dans 1’expression et la réplication du génome viral.

II1.2.2. Transcription et réplication virale

Lors de I’infection de la cellule, aprés endocytose de la particule virale puis libération des
RNPv dans le cytosol, celles-ci vont atteindre le noyau cellulaire, compartiment ou ces unités
fonctionnelles vont réaliser la transcription et la réplication du génome viral (Eisfeld et al.
2015 ; Te Velthuis et al. 2016) (Fig.6.C). Chaque segment d’ARNv sera utilisé a la fois pour
la synthése des ARNm viraux coiffés et polyadénylés, et pour la synthése d’ARN viraux
complémentaires (ARNc), antigénomiques. Les ARNc, ¢éléments intermédiaires dans le
processus de réplication des ARNv, sont encapsidés par des oligoméres de NP et liés a un
complexe polymérase, formant ainsi des RNP complémentaires (RNPc). Les RNPc sont
utilisées comme matrice pour la synthése de nouveaux ARNv génomiques, utilisés dans le
noyau pour la synthése d’ARNm ou incorporés dans de nouveaux virions, au niveau de la

membrane plasmique.

[I1.2.2.a) La transcription virale

Le processus de transcription des IAV est un mécanisme dépendant de la présence d’une
amorce d’ARN (Fig.6.C). L’amorce utilisée par la polymérase virale est dérivée par clivage
de I’extrémité des pré-ARNm de la cellule hote synthétisés par I’ARN polymérase ADN-
dépendante II cellulaire (Pol II) et coiffés a leur extrémité 5’ (Guilligay er al. 2008). Ce
mécanisme de capture de coiffe permet la synthése d’ARNm viraux coiffés par la polymérase
virale (Fields ef al. 2013).

La premicre étape de la transcription virale est I’interaction de la polymérase virale avec

la Pol II cellulaire (Lukarska et al. 2017). Plus précisément, la RdRp interagit avec le domaine
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C-terminal de la protéine RBP1, la plus grosse sous-unité de la Pol II (Engelhardt et al. 2005 ;
Engelhardt er al. 2006 ; Martinez-Alonso et al. 2016). Ce domaine comporte un motif
spécifique en acides aminés, YSPTSPS, répété 52 fois et trés conservé au cours de I’évolution
(Palancade et al. 2003). Les différents états de phosphorylation de ce domaine sont
directement liés aux différents processus de maturation des pré-ARNm cellulaires (Phatnani
et al. 2006 ; Topisirovic et al. 2011). Cette interaction entre la RdRp et Pol II, sous sa forme
responsable de I’initiation de la transcription cellulaire phosphorylée sur les sérines 5 du
CTD, permet d’accéder a la coiffe méthylée (7-méthylguanosine) des ARNm cellulaires en
formation, alors reconnus et liés par la sous-unit¢ PB2. La sous-unité¢ PA, grace a son activité
endonucléase (Dias et al. 2009 ; Yuan et al. 2009), clive ensuite ’ARNm 10 a 13 nucléotides
aprés son extrémité 5°, avec une spécificit¢ de séquence (Datta et al. 2013) (Fig.8.A). 1l
semble également que la capture de coiffe se fasse préférentiellement avec des ARN non
codants (Gu et al. 2015 ; Koppstein ef al. 2015). De mani¢re concomitante, I’extrémité 3’ de
I’ARNv doit étre déplacé de son domaine de liaison a la polymérase, proche de sa surface,
vers le site actif de celle-ci via le canal d’entrée de matrice. Le court fragment d’ARNm coiffé
obtenu est alors utilisé pour amorcer la transcription (Fig.8.B), catalysée par la sous-unité PB1
(Fields et al. 2013). Cette amorce reste liée a PB2 pendant 1’addition des premiers nucléotides
(Fig.8.C), jusqu’a ce que ARNm viral synthétis¢ émerge du canal d’export. Ce nouvel
ARNm viral semble rester li¢ a la RdRp jusqu’a sa prise en charge par la machinerie cellulaire
traitant les pré-ARNm (Bier et al. 2011).

L’¢élongation du brin d’ARNm se fait par déplacement du brin d’ARNv matrice dans le
site actif de la polymérase, de I'extrémité 3’ vers ’extrémité 5°. L’extrémité 5’ de ce brin
matrice reste accroché a son site de liaison sur la polymérase tout au long de la transcription.
Ainsi, la polymérase virale se retrouve bloquée par encombrement stérique, 16 nucléotides
avant I'extrémité 5> de ’ARNv. Une répétition de 5 a 7 uridines se situe a ce niveau et est
alors transcrite plusieurs fois par bégaiement de la polymérase (Fig.8.D). Ceci permet la
génération d’une queue polyadénylée a la fin de I’ARNm viral (Poon et al. 1998 ; Fields et al.
2013 ; Fodor 2013 ; Te Velthuis ef al. 2016). De ce fait, bien qu’ils ne soient pas synthétisés
selon les mémes mécanismes, les ARNm viraux obtenus présentent une structure similaire a
celle des ARNm cellulaire. Cela leur permet ainsi d’étre pris en charge par la machinerie
cellulaire pour leur épissage éventuel, leur export hors du noyau, et leur traduction en

protéines virales.
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En effet, les ARNm issus de la transcription des segments génomiques codant pour PB2,
M1 et NS1 peuvent étre épissés pour produire plusieurs protéines virales (Will et al. 2011 ;
Muller-McNicoll et al. 2013 ; Dubois et al. 2014 ; Lee et al. 2015 ; Yamayoshi et al. 2015).
L’ARNm pour la protéine M2, issu de I’épissage de I’ARNm codant pour la protéine M1,
ainsi que I’ARNm pour NEP, obtenu a partir de I’ARNm de NSI, sont les deux ARNm
épissés majoritairement exprimés lors de ’infection. Cependant, selon les souches virales
d’autres ARNm peuvent étre obtenus par épissage, tels que PB2-S1 a partir de ’ARNm PB2,
M3 et M42, a partir de celui codant pour M1, ainsi que NS3 et NS4 obtenus par épissage de
I’ARNm NS1 (Dubois ef al. 2014 ; Yamayoshi ef al. 2015). Cette production d’ARNm viraux
épissés est trés régulée, a la fois par des signaux viraux ainsi que par des co-facteurs
cellulaires, ce qui se traduit par une expression des ARNm non é€pissés majoritaire et une
expression des ARNm épissés minoritaire (Dubois et al. 2014). L’épissage de I’ARNm codant
pour M1 est modulé par la protéine virale NS1 (Robb et al. 2012), tandis que la régulation de
I’épissage de ’ARNm de NS1 par NSI1 elle-méme ne semble pas clairement établie

(Garaigorta et al. 2007 ; Robb et al. 2010).
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Figure 8 - Modélisation du processus de transcription coiffe-dépendant.

A) Les extrémités 5’ (rose) et 3’ (jaune) de I’ARNv matrice sont liées par les domaines de fixation portés par la
sous-unité catalytique PB1. Le domaine de liaison a la coiffe de PB2 (orange) se lie au méthyl-7-guanosine du
pré-ARNm cellulaire en formation (rouge), ce qui permet son clivage par le domaine endonucléase de la protéine
PA (vert). B) L’oligomeére de 10 a 15 nucléotides coiffé obtenu permet d’initier la synthése de I’ARNm viral
(cyan) a partir I’ARNv servant de matrice (jaune) par PB1 (gris) qui porte I’activité ARN polymérase ARN-
dépendante. C) L’ARNm viral coiffé reste lié¢ a la protéine PB2 lors de 1’étape d’élongation D) La protéine PB1
réalise la polyadénylation de ’ARNm par bégaiement au niveau d’une répétition de résidus U sitée a 16
nucléotides de I'extrémité 5° de I’ARNv matrice qui reste fixée a PB1 pendant tout le processus (Pflug et al.
2017).

[I1.2.2.b) La réplication virale

Bien qu’elle soit réalisée par les mémes protéines virales, la réplication du génome viral
est un mécanisme bien différent de la transcription virale. L’initiation de ce processus se fait
de maniere indépendante d’une amorce, appelée initiation de novo et la synthése de I’ARN
n’est pas terminée précocement par la formation d’une queue polyadénylée. Contrairement a
I’ARNm, les ARN formés au cours de la réplication virale, ARNc et ARNv, ne sont ni
coiffés, ni polyadénylés mais sont encapsidés par des protéines NP et liés chacun a un
complexe polymérase pour former une RNPc ou RNPv, selon I’ARN encapsidé (Fodor 2013 ;
Te Velthuis et al. 2016).
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L’initiation de la synthése de ’ARNc et de ’ARNv suivent deux modeles différents
(Fodor 2013 ; Te Velthuis et al. 2016). La synthése de ’ARNc antigénomique, ¢lément
intermédiaire dans le processus de réplication du génome viral, est initiée a partir des deux
premiers nucléotides de I’extrémité 3’ de I’ARNv, a I’aide de la boucle d’amorgage portée par
PB1 dans le site actif de la polymérase dont la structure est comparable a celle de la
polymérase du bactériophage phi-6. Cette boucle sert de plateforme pour stabiliser le premier
nucléotide de ’ARNc (Butcher et al. 2001 ; Te Velthuis et al. 2016). L’initiation de la
syntheése de I’ARNv est médiée par la syntheése d’un dinucléotide, pppApG, dirigée par les
positions 4 et 5 de I’extrémité 3’ de ’ARNc. Ce dinucléotide est ensuite réaligné sur les
résidus 1 et 2 terminaux de ’extrémité 3’ de I’ARNc afin de débuter 1’élongation du nouvel

ARNVv (Deng et al. 2006).

I1.2.2.c) Balance entre la transcription et la réplication virale

Les processus de transcription et réplication virales sont de mieux en mieux compris.
Cependant, le mécanisme permettant d’alterner entre la synthése d’un ARNm et la synthése
d’un ARNc est, quant a lui, encore mal défini. Il a ét¢ démontré que la protéine virale NP
permet de stabiliser les ARNc grace a son activité de liaison a I’ARN (Vreede ef al. 2011), et
qu’elle joue également un role de facteur d’élongation pour ’ARN polymérase virale (Turrell
et al. 2013). 11 a été observé que la protéine virale NEP stimule la synthése d’ARNc d’une
part, et réprime la transcription virale d’autre part (Robb ef al. 2009 ; Paterson et al. 2012).

Des études par trans-complémentation (Jorba et al. 2009) ainsi que par caractérisation de
RNPc isolées (York et al. 2013), ont récemment permis de développer deux modeles. Ceux-ci
s’appuient tous deux sur le réle central qu’occupent les polymérases virales non incorporées
dans les RNPv, appelées polymérases non-résidentes. Le modele soutenu par Jorba et ses
collaborateurs, propose qu’une polymérase non-résidente interagisse en trans avec la RNPc
afin de synthétiser I’ARNv (Jorba et al. 2009), ce qui serait en accord avec les structures de
RNP ramifiées observées en cryo-microscopie électronique (Moeller ef al. 2012). Ce modele
est a opposer a celui proposé par York et ses collaborateurs, qui ont observé que la synthése
d’ARNv peut étre stimulée en trans par une RARp mutante rendue défective pour la synthése
d’ARN (York et al. 2013). La polymérase virale non-résidente favorise alors la synthése
d’ARNv par induction ou stabilisation d’une conformation spécifique de la polymérase
résidente dans la RNPc, ce qui est appuyé par I’oligomérisation du complexe polymérase

(Jorba et al. 2008 ; Jorba et al. 2009 ; Chang et al. 2015). De plus, une polymérase non-
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résidente est nécessairement recrutée pour étre associée aux nouveaux ARNc et ARNv formés
au cours de la réplication. Il a également été envisagé que les petits ARN viraux accumulés
dans le noyau de la cellule au cours de I’infection, qui correspondent a I’extrémité 5° d’ARNv
avortés, jouent le role d’amorces pour les polymérases virales nouvellement assemblées pour
initier la réplication virale par modulation allostérique de 1’activité polymérase (Perez et al.
2010 ; Perez et al. 2012).

Parallélement a ces interactions entre différents facteurs viraux, de nombreux facteurs

cellulaires interviennent dans la régulation de la syntheése des ARN viraux.

111.2.2.d) Facteurs cellulaires impliqués dans la transcription et la
réplication virale

Dans le compartiment nucléaire des cellules infectées, les RNPv sont retrouvées dans la
matrice nucléaire insoluble, lieu ou est réalisée la transcription cellulaire (Jackson ef al. 1982 ;
Lopez-Turiso et al. 1990 ; Mortillaro et al. 1996 ; Takizawa et al. 2006). Le recrutement des
RNPv a ce niveau se fait par I’intermédiaire d’interactions entre les RNPv et les histones
(Garcia-Robles et al. 2005), et d’autres facteurs cellulaires associés a la chromatine et son
architecture (Mayer et al. 2007 ; Alfonso et al. 2011 ; Chase et al. 2011 ; Moisy et al. 2012 ;
Marcos-Villar et al. 2016). En effet, la forte réduction de I’activité de la polymérase virale a la
suite de la déplétion de certains de ces facteurs, tels que HMGB1, CHD6 ou bien Ku70/86,
souligne bien leur importance vis-a-vis de ’efficacité de fonctionnement de la RdRp (Alfonso
etal. 2011 ; Bortz et al. 2011 ; Moisy et al. 2012). La protéine nucléolaire RRP1B, relocalisée
lors de I’infection dans le nucléoplasme, est également un facteur cellulaire important dont
dépend la polymérase virale car elle intervient dans la liaison de la polymérase aux pré-
ARNm cellulaires coiffées (Su et al. 2015).

La machinerie cellulaire d’épissage des ARNm est un ¢élément indispensable dans le
processus de transcription cellulaire mais dont dépend également le cycle wviral.
Effectivement, plusieurs cribles a haut-débit sur génome cellulaire complet ont permis
d’identifier 47 geénes humains liés a 1’épissage des pré-ARNm et potentiellement importants
pour la transcription virale, huit de ces génes ont été retrouvés dans plus d’un crible (Dubois
et al. 2014). Certains facteurs cellulaires ont, de plus, ét¢ décrits comme spécifiques de
I’épissage des ARNm de M1 (Shih ef al. 1996 ; Tsai et al. 2013) ou bien de NS1 (Fournier et
al. 2014). De méme, certains facteurs cellulaires liés a la machinerie d’épissage, tels que

NXP2/MORC3 et SPFQ/PSF, sont décrits comme des facteurs essentiels a la transcription, en
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favorisant la production d’ARNm viraux ou leur polyadénylation, sans pour autant étre
impliqués dans la réplication du virus (Landeras-Bueno ef al. 2011 ; Ver et al. 2015).

Des facteurs cellulaires avec une activit¢é de protéine chaperonne ont également été
décrits comme régulateurs positifs de la réplication. Le complexe hélicase MCM, impliqué
dans la réplication de I’ADN, favorise in vitro 1’élongation du brin d’ARNc (Kawaguchi ef al.
2007). La protéine d’épissage TAT-SF1 ainsi que 1’hélicase DDX39B/UAP56 favorisent
I’association de I’ARN aux protéines virales NP (Momose et al. 2001 ; Naito et al. 2007 ;
Kawaguchi ef al. 2011). Une autre hélicase, la RHA, a elle été décrite comme stimulant la
réplication ainsi que la transcription in vitro (Lin ef al. 2012). La phosphatase PP6 interagit
directement avec les protéines PB1 et PB2 du complexe polymérase et est décrite comme
régulant de maniére positive 1’activité de la polymérase lors de la réplication, sans influer sur
la transcription primaire (York ez al. 2014).

D’autres facteurs cellulaires, impliqués dans la réponse antivirale de I’hote inhibent
I’activité de la polymérase virale. En effet, les protéines Ebpl, NF90 et DDX21 par exemple,
inhibent la transcription/réplication des IAV en se liant a la NP ou a la polymérase (Honda et
al. 2007 ; Wang et al. 2009 ; Chen et al. 2014). Cependant, il a été observé que ’activité
antivirale de la protéine DDX21 est contrée par la protéine virale NS1 (Chen et al. 2014).

I1 est intéressant de noter que certains facteurs cellulaires, selon leur interaction avec la
polymérase virale, peuvent étre impliqués dans la restriction d’hdte,. La protéine cellulaire
ANP32A notamment est un facteur nécessaire au cycle viral, qui interagit avec la polymérase
virale (Bradel-Tretheway et al. 2011 ; York et al. 2014) et favorise la synthése des ARNv a
partir des ARNc (Watanabe et al. 2014 ; Sugiyama et al. 2015). Cependant, ANP32A a
¢galement été décrite comme facteur de spécificité d’espece faisant intervenir le résidu 627 de
la sous-unité virale PB2 (Manz et al. 2012). En effet, un virus aviaire infectant une cellule de
mammifeére présente une activité diminuée comparativement a son activité en cellule aviaire
(Long et al. 2016), mais si la cellule de mammifére exprime la protéine ANP32A d’origine
aviaire ou bien si la protéine mammifére est modifiée, par insertion d’une séquence de 33
acides aminés, pour correspondre a la protéine aviaire, alors la polymérase virale aviaire
présente une activit¢ similaire a celle observée en cellule aviaire. Ainsi, ANP32A est
considéré comme un facteur de spécificité d’hote, selon un mécanisme encore mal compris.
L’hélicase DDX17 est également un exemple pouvant illustrer I’implication de certains
facteurs cellulaires dans la spécificité d’espece hote (Bortz ef al. 2011), au méme titre que les

importines-a (Resa-Infante et al. 2008 ; Gabriel ef al. 2014).
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I1.2.3. Déterminisme du spectre d’hote

I1.2.3.a) Lignages viraux et spécificité d’hote

Les virus influenza de type A peuvent infecter un large spectre d’héte, ce qui implique
qu’ils doivent faire face a de nombreuses physiologies différentes et qu’ils sont donc soumis a
différentes pressions de sélections selon les especes. Ces différences de pressions de sélection
se traduisent par un regroupement phylogénétique des souches virales dépendant de I’espece
infectée (Smith ez al. 2009 ; Smith et al. 2009). Les séquences génomiques d’TAV d’origine
aviaire présentent, par exemple, un taux en GC supérieur a celui des souches virales infectant
I’homme (Greenbaum et al. 2008). Cette spécificité de lignages en fonction des espéces hotes
n’est cependant pas synonyme d’un arrét de 1’évolution de ces virus qui serait li¢ a un état
d’adaptation optimale a I’espece, pour lequel tous les résidus du génome seraient alors fixés.
En effet, il a ét¢ montré que les virus issus du réservoir aviaire, sauvage ou domestique,
présentent une dynamique évolutive similaire aux virus saisonniers humains, avec un taux de
mutations de 1,8 4 8,4.107 substitutions/site/an selon les segments (Chen et al. 2006). Cette
dynamique intrinséque de mutations permet ainsi aux IAV de maintenir un état d’adaptation
optimal & un hote donné tout en restant capable de s’adapter rapidement a un nouvel
environnement. Le passage régulier des oiseaux aquatiques a d’autres especes d’oiseaux au
cours du cycle de leur évolution en est un exemple. Les segments génomiques viraux codant
pour les glycoprotéines de surfaces, HA et NA, ainsi que pour la protéine NSI présentent
toutefois un taux de substitutions non synonymes / substitutions synonymes (dn/ds) supérieurs
a ceux codant pour les protéines composant les RNPv (Chen ef al. 2006 ; Rambaut et al.
2008). Au sein de la RNPv, il a ét¢ démontré que la séquence codante pour la protéine NP
présente une dynamique évolutive plus rapide que celles des protéines du complexe
polymérase (Bhatt et al. 2011). Ces différences de dynamiques d’évolution peuvent étre
expliquées par le fait que les protéines de surfaces et NS1 sont soumises a des pressions de
sélection tres fortes de la part du systéme immunitaire de 1’hote comparativement aux RNPv,
moins exposées mais également soumises a des contraintes structurales et fonctionnelles
fortes. Ainsi, une mutation au sein d’une sous-unit¢ de la polymérase virale peut étre
compensée par une seconde mutation dans le complexe (Mandler ef al. 1991 ; Treanor et al.
1994 ; Octaviani et al. 2011), ce qui permet de penser que les sous-unités des RNPv co-
évoluent. Lors d’événements de réassortiments, la potentialité d’obtenir une souche virale
viable est donc dépendante de la compatibilité des sous-unités pour s’assembler (Li et al.

2008 ; Rameix-Welti et al. 2009) et former des RNPv fonctionnelles (Octaviani et al. 2011 ;
43



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

Song et al. 2011), capables de stabiliser et replier les ARNv efficacement (Brower-Sinning et
al. 2009) et compatibles lors de I’emballage (Noda et al. 2012 ; Gerber et al. 2014 ;
McDonald et al. 2016).

L’émergence d’un virus d’origine animale et son établissement au sein de la population
humaine sont médié¢s par des mécanismes complexes, encore mal connus. Plusieurs modeles
ont été définis pour les expliquer. L’apparition de nouvelles mutations qui induiraient une
diminution de la fidélité de la polymérase virale et ainsi la production d’un plus grand nombre
de variants a été proposée comme explication au franchissement de la barriere d’espece
(Scholtissek et al. 1993). Celle-ci a été réfutée dans le cas de I’introduction chez le porc en
1979 d’un virus aviaire (Stech ef al. 1999). 1l est également envisagé que la souche virale soit
préalablement adapt¢ a I’homme (dos Reis et al. 2011). En effet, le génome du virus
précurseur de la souche responsable de la pandémie de 2009 parait étre mieux adapté a
I’humain que le génome d’autres virus aviaires. Cependant, le génome du précurseur du virus
responsable de la pandémie de 1918 ne semble pas présenter de pré-adaptation spécifique,
excepté pour les segments NA et NS1. Pour conclure, les mécanismes permettant I’émergence
d’un virus au sein d’une nouvelle espeéce semblent étre multiples et liés a un ensemble
d’interactions entre les propriétés du virus, de I’environnement et de I’hote (Engering et al.

2013 ; Rahnama et al. 2013 ; Geoghegan ef al. 2016 ; Stephens et al. 2016).

I1.2.3.b) Signature génétique et spécificitée d’haote

Plusieurs études ont tenté¢ d’identifier des signatures génétiques hote-dépendantes au sein
des génomes viraux qui permettraient d’identifier les acides aminés caractéristiques de
’origine, aviaire ou humaine, d’une souche virale. Que ce soit en se basant sur le changement
de distribution de ces résidus dans le génome (Chen et al. 2006 ; Finkelstein et al. 2007 ;
Miotto et al. 2008 ; Miotto et al. 2010), ou bien sur des changements de pressions de sélection
(Tamuri et al. 2009), les différentes méthodologies mises en ceuvre ont permis de conclure
que les RNPv regroupent un grand nombre de ces signatures. De plus, celles-ci semblent étre
principalement portées par les protéines NP ainsi que PB2, et le domaine 627 particulierement
(Tamuri et al. 2009 ; Miotto et al. 2010).

Ces signatures ne doivent, cependant, pas étre envisagées de manicre isolée mais, au
contraire, intégrées dans un ensemble composé des différents segments du génome. L’effet
d’une mutation pouvant étre modulé par I’ensemble du contexte génétique viral, les signatures

génétiques doivent alors étre considérées comme des combinaisons d’acides aminés
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(Obenauer et al. 2006 ; Allen et al. 2009). Selon ce principe, il a pu étre mis en évidence
I’implication de la protéine virale NS1 dans la restriction du spectre d’hote (Noronha et al.
2012).

Actuellement, I’évolution génétique des IAV peut étre étudiée grace aux technologies de
séquencage a haut-débit (Igbal et al. 2009 ; Hoelzer et al. 2010 ; Van Borm et al. 2010 ; Van
den Hoecke et al. 2015). Ceci a permis, par exemple, d’évaluer la dynamique de
développement de signatures génétiques sur la glycoprotéine HA d’un IAV, a I’échelle des

populations virales, lors de la transmission du cheval au chien (Murcia ef al. 2010).

I1.2.3.c) Multigenicite de la spécificite d’hote

Le développement de systemes de génétique inverse (Fodor et al. 1999 ; Naffakh et al.
2006) a permis de faire le lien entre les diverses signatures génétiques dépendantes de 1’hote
identifiées et leur réel impact du point de vue fonctionnel, ¢’est-a-dire en contexte infectieux
chez I’hote, qu’il soit aviaire ou bien mammifere. Il est ainsi plus facile d’évaluer
I’importance d’acides aminés spécifiques, ou de différents segments génomiques, vis-a-vis du
spectre d’hdte. En effet, ce systeme permet de produire divers virus mutants, réassortants,
chimériques humain-aviaire et ainsi d’évaluer leur capacité a se répliquer, in vitro aussi bien
qu’in vivo, et a se transmettre d’un hote a 1’autre. /n vivo, le passage successif d’un hdte a un
autre permet également d’adapter expérimentalement une souche virale a ce nouvel hote.
Cependant, les nombreuses mutations observées lors de diverses études de ce type ne se
recoupent que trés peu (Brown 1990 ; Brown et al. 2001 ; Gabriel et al. 2005 ; Shinya et al.
2007 ; Naffakh et al. 2008 ; Li et al. 2009 ; Rolling et al. 2009 ; Song et al. 2009 ; Wu et al.
2009 ; Ilyushina et al. 2010 ; Ping et al. 2010 ; Ping et al. 2011 ; Sakabe et al. 2011 ; Zhang et
al. 2011 ; Zhou et al. 2011 ; Herfst et al. 2012 ; Seyer et al. 2012 ; Wang et al. 2012 ; Zhu et
al. 2012 ; Mok et al. 2014 ; Li et al. 2015 ; Yu et al. 2015 ; Wu et al. 2016 ; Choi et al. 2017)
(pour revue, voir (Belser ef al. 2009 ; Kamal ef al. 2014)). Ceci souligne que 1’adaptation a un
nouvel hote est un processus multigénique. Ce processus repose sur des signatures génétiques
complexes et multifactorielles, dépendantes du contexte génétique de la souche virale mais
¢galement de 1’hote.

Certaines régions du génome semblent néanmoins étre particuliérement impliquées et
soumises a une fréquence de mutations élevée. Ces régions concernent notamment les
glycoprotéines virales de surface, capables de s’associer préférentiellement aux acides

sialiques liés en a2-3 au galactose sous-jacent (ASa2-3Gal) et majoritaires sur les cellules
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épithéliales du tractus intestinal des espéces aviaires, ou aux ASa2-6Gal, majoritaires dans le
tractus respiratoire humain. Certains domaines portés par les sous-unités du complexe
polymérase sont également concernés. Le domaine endonucléase de la protéine PA ainsi que
les domaines NLS et 627 de PB2 apparaissent comme des ¢éléments majeurs (Gabriel et al.

2014 ; Neumann et al. 2015 ; Rodriguez-Frandsen et al. 2015).

I1.2.3.d) RNPv et spécificité d’hote

La signature génétique hote-dépendante la plus connue correspond au résidu 627 de la
protéine virale PB2. Décrite expérimentalement depuis 1993 (Subbarao et al. 1993),
I’importance de cette positon et du phénotype qu’elle induit est remarquable. Cependant, cette
signature n’est pas unique. En effet, de nombreuses études ont permis de mettre en évidence
d’autres positions d’importance plus ou moins avérée. La sous-unité PB2 semble avoir un role
primordial dans le cadre de 1’adaptation a 1’hdte, avec notamment les positions 271, le
polymorphisme des positions 590 et 591, appelé polymorphisme SR, ainsi que la position
701. Toutefois, PB2 fait partie d’un complexe. Il s’est avéré, au fil des différentes études, que
chaque sous-unité de la RNPv est impliquée dans la restriction d’hdte : PB2, PA, NP ainsi que
PB1, longtemps envisagée comme extérieure a ce processus. Les nombreuses signatures ainsi
observées peuvent avoir plusieurs fonctions et avoir un impact sur 1’activité de la polymérase,
la multiplication virale, la virulence ou bien la transmission par aérosols (Cauldwell et al.
2014 ; Gabriel et al. 2014 ; Schrauwen et al. 2014 ; Neumann et al. 2015 ; Rodriguez-
Frandsen et al. 2015). De plus, dans le cadre de la surveillance des virus HSN1 hautement
pathogénes, 1’Organisation Mondiale de la Santé tient également un inventaire, segment par
segment, des modifications génétiques décrites comme liées a I’adaptation aux mammiféres
ou bien a la résistance aux antiviraux (WHO 2017).

Il est important de noter que les mutations observées varient selon le virus étudié. Elles
ne sont pas systématiquement majoritaires, ni méme présentes obligatoirement, comme cela a
été le cas lors de la pandémie de 2009, la souche HIN1p étant porteuse du résidu PB2-E627 et
non K627, auparavant envisagé comme nécessaire a I’émergence d’un IAV chez [’homme.
Ceci met en lumiére que 1’adaptation d’un IAV a ’homme n’est pas un processus unique et
déterminé, mais plutot que plusieurs protéines et de nombreux acides aminés sont impliqués

et que ces constellations de signatures varient selon le contexte génétique viral étudié.
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I1.2.4. RNPv et adaptation a un hote

I11.2.4.a) Activité de la polymérase virale

Les nombreuses études de I’adaptation virale ont mis en évidence une corrélation entre ce
phénomene et Iaugmentation de D’activité de la polymérase, de la réplication et de la
pathogénicité (Manz et al. 2013 ; Gabriel ef al. 2014 ; Rodriguez-Frandsen et al. 2015). 1l a
¢été observé que les virus aviaires ont une activité polymérase plus faible que celle de virus
humains en cellule de mammiféres. Parmi les signatures d’adaptations décrites, la mutation
E627K dans le segment PB2 aviaire entraine notamment une forte augmentation de I’activité
de la polymérase en cellules de mammiferes in vitro, sans pour autant modifier son activité en
cellules aviaires. Cette activité augmentée de la polymérase permet alors d’accroitre la
réplication virale, la production de nouveaux virus, et ainsi de mieux échapper a la réponse
immunitaire de 1’hote (Grimm et al. 2007). De plus, I’augmentation de la production de
nouveaux virions permet de couvrir un plus large spectre en terme de diversité génétique.
Parmi ces variants, les virus porteurs de mutations conférant une meilleure adaptation a
I’environnement rencontré sont notamment sélectionnés (Memoli et al. 2009 ; Thangavel et
al. 2011 ; Wong et al. 2011 ; Sanjuan et al. 2016).

La température corporelle de I’hote infecté est également un facteur important a
considérer dans le cadre de I’adaptation virale. En effet, les virus aviaires se multiplient dans
le tractus intestinal des oiseaux, a une température d’environ 39°C, tandis que la réplication
virale se situe au niveau du tractus respiratoire supérieur chez les humains, a environ 33°C.
L’activité de la polymérase virale aviaire est dépendante de ce facteur (Cauldwell ef al. 2014 ;
Gabriel et al. 2014) et est fortement diminuée a 33°C (Massin et al. 2001 ; Aggarwal et al.
2010). 11 a été observé que les mutations d’adaptation dans la protéine PB2 E627K ainsi que
D701IN permettent de lever cette restriction d’hote et contribuent a la propagation du virus
dans I’arbre respiratoire supérieur humain (Gabriel et al. 2005 ; Hatta ef al. 2007 ; Le et al.
2009 ; Zhou et al. 2013). En plus de PB2, d’autres facteurs des RNPv (Cauldwell et al. 2014 ;
Gabriel et al. 2014), tels que PA (Kashiwagi et al. 2010) ou le site de liaison de la polymérase
au promoteur viral (Dalton et al. 2006), semblent également impliqués dans la sensibilité¢ des
IAV aviaires face a un abaissement de température.

Pour conclure, toutes ces observations mettent en lumieére que durant le processus
d’adaptation virale, les IAV aviaires peuvent acquérir différentes mutations qui permettront

finalement a tous de se répliquer de maniere effective dans les cellules de mammiferes.
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I11.2.4.b) Adaptation aux composants de la cellule hote

De par leur nature de parasites cellulaires obligatoires, les IAV se doivent d’étre adapté a
I’héte infecté. Ainsi, au cours de ’adaptation a un nouvel hdte, ce sont les mutations
permettant d’établir des interactions optimales entre les éléments de la particule virale et le
nouvel environnement cellulaire, a chaque étape du cycle viral, qui seront principalement
sélectionnées (Watanabe et al. 2010 ; Manz et al. 2013 ; Resa-Infante et al. 2013 ; Watanabe
et al. 2014 ; Short et al. 2015 ; To et al. 2015). Ceci s’applique notamment aux RNPv étant
donné leurs nombreuses interactions, avec différents éléments cellulaires, au cours du cycle
viral.

Au niveau de la structure de la polymérase virale, I’étude de la sous-unité PB2 et
notamment du résidu 627 a permis de déterminer que cet acide aminé est situé a la surface du
CTD de PB2. Cette disposition lui permet d’étre exposé au solvant et ainsi d’interagir avec les
composants de son environnement, viraux ou cellulaires (Tarendeau et al. 2008). La signature
génétique, glutamate ou lysine, ne modifie pas la structure du domaine mais influe sur sa
charge locale, ce qui pourrait avoir pour conséquence de modifier les interactions de PB2 avec
ses partenaires cellulaires. Cet aspect de charge locale semble étre un élément significatif. En
effet le polymorphisme SR des résidus 590 et 591, proches de la position 627 (Yamada et al.
2010), permet de restaurer partiellement la charge positive du domaine et de compenser ainsi
I’absence d’une lysine en position 627 de la protéine PB2, du virus HIN1p notamment
(Mehle et al. 2009). La signature PB2-E627K semble également importante pour maintenir
I’interaction entre PB2 et NP en cellules de mammiféres (Labadie ef al. 2007 ; Mehle et al.
2008 ; Rameix-Welti ef al. 2009 ; Bogs et al. 2011 ; Ng et al. 2012 ; Manz et al. 2013), par
I’intermédiaire d’un facteur cellulaire dépendant de la nature de 1’acide aminé présent (Mehle
et al. 2008 ; Moncorge et al. 2010 ; Cauldwell et al. 2014).

La protéine virale PB2 s’avere étre impliquée dans plusieurs processus du cycle viral,
notamment via le résidu 627. Par exemple, il a été observé que la mutation PB2-E627K
améliore la diffusion de la RdRp dans le noyau des cellules humaines (Foeglein ef al. 2011).
Des cribles ont permis d’identifier différentes protéines humaines présentant plusieurs
fonctions, telles que des hélicases, des protéines chaperonnes, des protéines de transport ou
bien des protéines responsables de la maturation des ARN cellulaires, et interagissant avec les
RNPv. Une modification de leur expression entraine des conséquences différentes vis-a-vis de
I’activité de la polymérase virale et dépendantes du résidu présent en position 627 (Shapira et

al. 2009 ; Bortz et al. 2011).
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Les importines cellulaires jouent également un rdle important dans la restriction d’hote
(Gabriel et al. 2008 ; Resa-Infante et al. 2008 ; Gabriel et al. 2014). Il a notamment été
observé que les mutations d’adaptation PB2-D701N et NP-N319K permettent d’améliorer les
interactions de ces protéines virales, PB2 et NP, avec I’importine al humaine, sans affecter
I’interaction avec I’importine al aviaire (Gabriel et al. 2005 ; Gabriel et al. 2008). Elles
entrainent également une augmentation de 1’activité de la polymérase (Gabriel et al. 2007)
ainsi que de la virulence du virus in vivo (Gabriel et al. 2005). L’efficacité de multiplication
des virus aviaires dépend des importines d’isoformes al et a3, comparativement aux virus
adaptés aux mammiferes, porteurs de la signature génétique PB2-K627, dont la multiplication
virale est dépendante du niveau d’expression des importines humaines al et a7 (Gabriel et al.
2011). Pour les virus HIN1p, la multiplication virale dépend des trois isoformes et n’est pas
affectée par le niveau d’expression des importines al et a7 (Hudjetz et al. 2012). Cette
différence peut étre expliquée par une modification de I’affinité de la position PB2-627 pour
ces importines, plus forte dans un contexte PB2-K627. Les signatures d’adaptation majeures
PB2-E627K et PB2-D701IN sont ainsi impliquées dans des processus séparés. Cependant
I’adaptation a un nouvel hote ne peut étre réduit a ces deux seules positions. Comme 1’a
prouvé I’émergence du virus HINIp, qui ne posséde aucune de ces deux mutations, ce
processus implique de nombreux acides aminés, d’autres protéines virales et des signatures
génétiques complexes (Gabriel ef al. 2014 ; Schrauwen et al. 2014 ; Neumann et al. 2015 ;
Rodriguez-Frandsen et al. 2015).

Il est important de noter que toutes les interactions entre protéines virales et protéines
cellulaires ne sont pas déterminantes en terme de restriction d’hdte. Dans le cas des
importines, par exemple, I'origine de la protéine PB1, qu’elle soit aviaire ou humaine,
n’influence pas I’interaction avec la protéine RanBP5 (Hutchinson et al. 2011). De plus, la
liaison des protéines virales aux protéines d’import nucléaire doit étre trés régulée. Une trop
forte affinité entrainerait une séquestration de ces ¢éléments dans le compartiment nucléaire et
n’aurait aucun bénéfice quant a I’efficacité de 1’activité polymérase virale (Hutchinson et al.

2012 ; Resa-Infante et al. 2013).
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IV. Diversité génétique virale
IV.1. Les quasiespéces virales

IV.1.1. Origine de la théorie des quasiespeces

Actuellement, les quasiespéces virales sont considérées comme un ensemble de génomes
viraux reliés génétiquement autour d’une séquence consensus, ou chaque génome ne differe
d’un autre que par une ou deux bases. Cet ensemble est soumis a un processus continuel de
variation génétique, de compétition entre les variants générés et de sélection des plus adaptés
a un environnement donné (Domingo et al. 2012 ; Andino et al. 2015 ; Domingo et al. 2016).

Les fondements de la théorie des quasiespeéces sont donnés par Eigen en 1971 (Eigen
1971). A cette époque, ses travaux représentent la premiere approche mathématique d’un
systeme de réplication d’une molécule matrice, qui introduit régulierement des erreurs lors de
la copie. Ce modele regroupe la théorie de 1’information, qui correspond a la cinétique de
réplication des molécules, et la théorie de I’évolution de Darwin. Le but de ce modele est de
proposer une théorie sur 1’origine de la vie, basée sur I’auto-organisation des macromolécules,
leur réplication et leur adaptabilité au sein de ce qui aurait pu étre un monde primitif, basé¢ sur
I’ARN (Eigen 1971). En se basant sur ces travaux, Eigen et Schuster énoncent alors le
concept de quasiespeces en 1977 (Eigen et al. 1977). Lors de la réplication infinie d’une
molécule matrice, les erreurs de copies inhérentes au processus ont pour conséquences de
développer une collection de variants différents les uns des autres mais également liés
génétiquement (Biebricher et al. 2006 ; Ojosnegros et al. 2011 ; Domingo et al. 2016).
L’ensemble des mutations et de leurs combinaisons possibles peut étre modélis€ par un
paysage multidimensionnel non défini, appelé « espace de séquences ». La génération de cet
espace est soumise a deux parametres, le taux de réplication et de mutation ainsi que les
forces de sélections s’appliquant au systeme. Ce sont alors ces pressions de sélection qui
maintiennent en équilibre les différentes populations de molécules ou quasiespéces au sein du
systéme (Eigen 1996 ; Domingo et al. 2012 ; Andino et al. 2015).

Paralle¢lement aux travaux mathématiques de Eigen, les travaux expérimentaux au sein du
laboratoire dirigé par Weissmann sur le bactériophage QB démontraient que les virus a ARN
forment des populations génétiquement hétérogenes, ou le génome de chaque phage differe
par une a deux mutations du génome sauvage de référence (Batschelet ez al. 1976 ; Domingo

et al. 1978). Ces observations leur permettent de conclure que le génome du phage Qp, virus a
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ARN, ne peut étre décrit comme unique et défini mais plutdt comme la moyenne d’un
ensemble de séquences différentes individuellement (Domingo et al. 1978 ; Domingo et al.
2016). Ces expériences ont alors permis d’évaluer expérimentalement et de confirmer la
théorie des quasiespeces développée par Eigen. De plus, ce systéme in vitro permet de réaliser
de multiples cycles d’amplification de I’ARN génomique QP et ainsi d’explorer les
conséquences de 1’application de diverses pressions de sélection lors de la synthése d’ARN,
sur I’évolution du génome (Mills et al. 1967 ; Billeter et al. 1969 ; Flavell et al. 1974 ;
Biebricher et al. 1983).

IV.1.2. Application aux virus a ARN

Un génome de petite taille, un cycle de réplication court et réalisé par une polymérase qui
présente un taux de mutation élevé (Drake 1993 ; Drake et al. 1999 ; Dufty et al. 2008 ;
Sanjuan et al. 2010 ; Sanjuan et al. 2016), li¢ a sa faible fidélité, sont les critéres qui
permettent aux virus 8 ARN de développer rapidement une grande population de génomes liés
génétiquement mais différents les uns des autres, en adéquation avec le modele mathématique
des quasiespeces. En effet, une approche déterministe permet d’appliquer le concept de
quasiespeces a une population finie, en état de non équilibre toujours remis en question par
I’environnement, notamment par la réponse immunitaire de 1’hote (Eigen 1996 ; Domingo et
al. 1997 ; Eigen 2000 ; Wilke 2005 ; Andino et al. 2015).

Cette convergence entre la théorie des quasiespeces et le modele évolutif des virus a
ARN a ainsi permis d’approfondir le développement de cette théorie d’une part (Eigen ef al.
1977 ; Domingo et al. 1978 ; Holland et al. 1982 ; Perales et al. 2010), et de faire progresser
la compréhension des mécanismes impliqués dans 1’évolution des populations virales d’autre
part. Ainsi, la séquence sauvage ou consensus est considérée comme la moyenne de
I’ensemble des génomes constituant la population virale. Celle-ci n’est donc pas la séquence
la plus fréquemment observée, ni la plus adaptée a I’environnement et peut méme ne pas
exister en tant que réel génome au sein de la population virale. Les pressions de sélection
environnementales ne s’exercent donc pas sur un génome unique, mais au contraire, sur
I’ensemble des variants qui représentent alors une unique unité de sélection (Biebricher ef al.
2005 ; Domingo et al. 2012).

Suite aux expériences réalisées avec le bactériophage Qp, d’autres modéles viraux ont été

utilisés afin de valider la théorie des quasiespéces (Holmes ef al. 2002). Notamment, apres
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plusieurs centaines de passages successifs du virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le
séquencage de clones individuels a permis d’observer une population hétérogene, bien que la
séquence consensus de la population soit restée inchangée (Schubert et al. 1984 ; Steinhauer
et al. 1989 ; Steinhauer et al. 1989). De plus, il a été observé que la modification des
pressions de sélection au cours de passages successifs du VSV était rapidement suivie d’une
¢volution de la séquence consensus virale ainsi que d’une modification de la diversité au sein
de la population (Steinhauer et al. 1989). Il a également été prouvé que le variant se
répliquant le plus rapidement n’était pas nécessairement le variant majoritaire au sein de la
population. La séquence consensus ainsi que la distribution des mutants dans la population
dépendent donc également des interactions des variants entre eux (de la Torre et al. 1990).
Des ¢études réalisées notamment avec le virus FMDV, ou virus pieds-mains-bouche (Domingo
et al. 1980 ; Sobrino et al. 1983), ainsi qu’avec le virus de I’immunodéficience humaine, le
HIV (Goodenow et al. 1989 ; Wain-Hobson 1989 ; Nowak et al. 1990) ont aussi contribué a
généraliser I’application du concept de quasiespeéces aux virus a ARN, qu’ils infectent les

humains, les animaux ou bien les plantes (Roossinck ez al. 2006 ; Novella et al. 2014).

IV.2. Notion de vitalité virale

1V.2.1. Définitions

L’espace de séquences défini précédemment dépend de la capacité de reproduction de
chaque génome, c’est-a-dire la production de nouveaux virions capables de réaliser un cycle
viral complet, ainsi qu’a leur capacité de survie dans un environnement donné. Ces deux
criteres permettent ainsi de délimiter un paysage de vitalité. Ce paysage peut étre défini selon
un axe horizontal, représentant la localisation du génome au sein de I’espace de séquences, et
un axe vertical, représentant la vitalit¢ du génome considéré. Selon cette représentation, ce
paysage est alors compos¢ de pics, synonymes de vitalités fortes, et de vallées, dues a de
faibles vitalités. La vitalit¢ de chaque génome étant dépendante de 1’environnement, ce
paysage de vitalité (Fig.9), ainsi que la distribution des mutants, sont remodelés a chaque
variation des pressions de sélection (Biebricher et al. 2005 ; Biebricher et al. 2006 ; Andino et
al. 2015 ; Schuster 2016). Il a été observé, en effet, que méme les modifications
d’environnement les plus minimes entrainent une modification de ce paysage (Rohde et al.

1995). Ceci confirme I’importance de considérer la population virale comme une unité¢ de
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sélection, ou ce sont les interactions entre chaque membre qui fagonnent le paysage de vitalité
propre a ’ensemble formant la population. C’est donc le groupe qui est sélectionné et non
I’individu seul. Lors de changements drastiques d’environnement, tel qu’un changement
d’héte, I’évolution de la population virale se traduit par une nouvelle distribution de variants
au sein de nouvelles régions dans I’espace de séquence et une topologie de son paysage de
vitalité redessinée (Biebricher et al. 2006 ; Borderia et al. 2011 ; Domingo et al. 2012 ;
Andino et al. 2015 ; Schuster 2016).

Vitalité Vitalité
Population virale PopIuIation virale
Espace de séquences Espace de séquences
Environnement 1 Environnement 2

(type cellulaire, hote, température, statut immunitaire...)

Figure 9 - Paysage de vitalité des quasiespéces.

Paysage de vitalit¢ modélisé en trois dimensions correspondant, horizontalement, & un espace de séquences
génotypiques et verticalement, la vitalité de chaque séquence ou génotype selon I’environnement. La nature en
quasiespéces d’une souche virale joue un réle majeur dans I’évolution, I’adaptation et la pathogénicité de celle-
ci. Une population diversifiée, avec des variants possédant des vitalités différentes selon I’environnement, pourra
explorer différents environnements et rapidement s’adapter aux changements de conditions (nouvel hote ou
réponse immune). A partir de (Fields et al. 2013).

Une population virale peut également étre représentée par la fréquence d’apparition de
chacun des variants la constituant. De la méme maniere que pour le paysage de vitalité, I’axe
horizontal représente le positionnement du variant au sein de 1’espace de séquences, tandis
que I’axe vertical correspond, dans ce cas, a la fréquence d’observation du génome. Cette
représentation, appelée paysage de population, et le paysage de vitalit¢ sont deux
représentations différentes de la population virale, le génome présentant la plus haute vitalité
n’étant pas systématiquement le plus représenté au sein de la population. En effet, ce paysage

de population est modulé par le taux de mutation au cours du processus de réplication mais
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¢galement par la sélection due aux pressions de I’environnement, elle-méme dépendante du
paysage de vitalit¢ (Domingo et al. 1997 ; Biebricher ef al. 2005 ; Ojosnegros et al. 2011). La
théorie des quasiespeéces n’est ainsi pas en conflit avec la formulation de Wright-Fisher,
appelée également concept d’équilibre mutation-sélection. Ce concept établit que les
fréquences d’apparition de chaque variant au sein de la population sont maintenues a un
équilibre, régulé par I’opposition entre le taux de mutation et le mécanisme de sélection
(Wilke 2005 ; Musso 2012 ; Seifert et al. 2016).

Cependant, dans le cadre d’un systéeme comme celui des virus a ARN, le taux de
mutation élevé doit étre particulierement régulé afin de pouvoir maintenir I’information
génétique de manicre stable. Le taux de mutation a ne pas dépasser est appelé seuil d’erreur.
Ce seuil correspond au taux de mutation pour lequel la fréquence de la séquence dominante,
qui présente la plus forte vitalité, devient trop faible pour étre maintenue, le paysage de
population devenant alors plat (Swetina ef al. 1982). Le dépassement du seuil d’erreur
entraine alors le phénomene « d’erreur catastrophique » caractérisé par une instabilité¢ de la
transmission de I’information génétique virale, menant a la dissolution et donc 1’extinction de

la population virale (Eigen ef al. 1977 ; Perales et al. 2010 ; Domingo ef al. 2012).

IV.2.2. Espace de séquence et vitalité

Au cours des nombreux passages viraux, dans une condition donnée, la séquence
consensus et la répartition des différents variants présentent une grande stabilité malgré le
taux de mutation élevé des virus a ARN qui leur permet pourtant de développer des
populations virales d’une grande diversité (Domingo et al. 1978). L’ensemble des génomes
possibles est représenté par I’espace de séquences, défini par Eigen et caractérisé¢ par un
nombre de possibilités, 4", dépendant de la taille du génome considéré, n étant le nombre de
bases (Biebricher et al. 2006 ; Domingo et al. 2016 ; Schuster 2016). Chaque cycle de
réplication permet de produire de nouveaux génomes, génétiquement liés les uns aux autres
qui différent du génome parental par une ou deux bases (Fig.10). Ces nouveaux génomes
serviront ensuite eux-mémes de matrice de réplication lors du cycle suivant. Lors de ce
nouveau cycle, les nouveaux génomes produits sur la base des premiers variants porteront les
mutations de la premiére génération additionnées de nouvelles. C’est ainsi que des groupes de
génomes appelés sous-populations, définies en fonction de leurs parentés, vont se développer

au sein de I’espace de séquences.
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Figure 10 - Représentation schématique de la formation d’une quasiespéce virale.

Un virus se répliquant avec un taux de mutation élevé géneére un ensemble de mutants divers en peu de
générations. Dans ces arbres, chaque branche indique deux variants liés par une mutation ponctuelle. Les cercles
concentriques représentent des cycles de réplication en série. La distribution résultante est souvent représentée
sous la forme d'un nuage, centré autour d’une séquence principale, la séquence consensus. Ce schéma
bidimensionnel est une simplification de la connectivité au sein d’une population virale. Dans les formulations
mathématiques de la théorie des quasiespeces, 1'espace de séquences est multidimensionnel, avec de nombreuses
branches entre les variantes (Lauring et al. 2010).

La stabilit¢ de la séquence consensus et de la répartition des mutants au sein de la
population virale est expliquée par la vitalité des variants au sein de 1’espace de séquences,
face aux pressions de sélection exercée par l’environnement, en accord avec le modele
développé par Eigen a partir des travaux de Wright (Wright 1931). Selon ce mode¢le, les
positions au sein de I’espace de séquence ne sont donc pas toutes équivalentes. Une mutation
représente un colit en terme de vitalité, modélisée par un axe vertical par rapport a I’espace de
séquence afin de pouvoir visualiser 1’effet positif ou négatif d’une mutation sur la vitalité¢ du
génome. En fonction de I’environnement rencontré, seule une partie de I’espace de séquence
est réellement occupée par la population virale car la plupart des mutations ont un effet
délétere sur la vitalité du virus (Duarte et al. 1994 ; Sanjuan et al. 2004 ; Ciota et al. 2012 ;
Andino et al. 2015). Ainsi, les mutations conservées dans la population virale sont
principalement des mutations neutres vis-a-vis de la vitalité. Généralement, les mutations non
synonymes présentent les conséquences les plus négatives sur la survie de la population
(Duarte ef al. 1994 ; Holmes 2003 ; Sanjuan et al. 2004 ; Sanjuan 2010), mais il est important

de noter que méme des mutations silencieuses peuvent influer la vitalit¢ du variant,
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notamment lorsque cela touche des régions importantes telles que les régions non-codantes,
les régions portant divers signaux ou bien celles impliquées dans des structures secondaires
(Hertz et al. 1995 ; Chen et al. 2013 ; Crescenzo-Chaigne et al. 2013 ; Bernet et al. 2015 ;
Garcia-Moreno et al. 2016).

Finalement, qu’elles soient silencieuses ou non synonymes, les mutations délétéres sont
¢liminées en fonctions des pressions de sélections. C’est ainsi que 1’on peut parler d’un
paysage de vitalité au sein de I’espace de séquences. En effet, les chutes de vitalité dues a des
mutations délétéres ou létales peuvent étre modélisées par des escarpements, les mutations
neutres par des plaines, tandis que les mutations bénéfiques sont représentées par des pics.
Ces pics sont représentés de hauteurs différentes selon le bénéfice de la mutation, le plus haut
pic étant la séquence dominante. Les pics peuvent également étre de surface différente, en
fonction de la capacité des génomes qui compose la sous-population a accepter de nouvelles
mutations sans que leur vitalit¢ en soit affectée (Fig.11). Les différents pics au sein du
paysage de vitalité ne représentent pas les séquences les plus fréquemment rencontrées ni
méme la séquence consensus, mais les génomes les plus adaptés a I’environnement rencontré.
Bien que séparées les unes des autres, les différentes sous-populations formant ces pics sont
capables d’interagir entre-elles et méme d’€tre en compétition les unes par rapport aux autres
selon I’environnement (Domingo ef al. 1997 ; Biebricher et al. 2006 ; Ojosnegros et al. 2011 ;
Andino et al. 2015). Le paysage de vitalité est donc dessiné par I’environnement, c’est-a-dire
par les pressions de sélection qui le composent. Ainsi, un génome peut étre treés bien adapté a
un environnement donné et cependant présenter une vitalité faible face a tout autre pression
de sélection. Cette modification du spectre des variants peut étre observée dans de nombreux
cas. Par exemple, lors de 1’adaptation a un nouveau type cellulaire (Manrubia et al. 2005 ;
Holtz et al. 2013 ; Sanjuan et al. 2016), ou bien lors de I’infection d’un héte lorsque plusieurs
organes sont infectés, chacun entrainant le développement de populations virales différentes
et spécifiques de 1’organe (Pfeiffer er al. 2006 ; Forrester et al. 2012). Cette adaptabilité de la
population virale permise par le taux de mutation élevé des génomes viraux répartis au sein
du paysage de vitalité, et redessiné par les différentes pressions de sélections rencontrées

(Domingo et al. 2012).
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Figure 11 - Taux de mutation et survie du plus plat.

A) Lorsque le taux de mutation est bas, les populations sont génotypiquement stables et regroupées au sommet
du pic de vitalité. Le variant qui présente la plus forte vitalité (rouge) surpasse tous les autres virus. B) Lorsque
le taux de mutation est élevé, les variants se répartissent sur différents niveaux du pic. La population sur le pic le
plus plat (bleu) reste proche de la vitalité optimale et présente une vitalité moyenne plus élevée que la population
située sur le pic plus élevé et plus abrupt (rouge). La population la plus plate est donc plus compétitive que la
population sur le pic le plus haut (Lauring ef al. 2013).

L’adaptabilité a un environnement dépend donc du taux de mutation des génomes, qui
permet de modifier leur phénotype. Cependant la taille de la population est également un
¢lément déterminant dans le processus d’adaptation de celle-ci face a de nouvelles pressions
de sélection (Domingo et al. 1997 ; Domingo et al. 2006). En effet, il est important de
maintenir la diversité des quasiespeces pour la vitalité et I’adaptabilité des populations virales
mais la théorie du cliquet de Muller implique également qu’une population asexuée et
présentant un taux de mutations ¢lévé, telle que la population virale, subira une diminution de
sa vitalité au cours du temps si celle-ci n’est pas d’une taille suffisante. Ce principe suppose
qu’il n’y ait pas de mécanismes compensatoires qui empéchent 1’accumulation irréversible de
mutations déléteres dans le génome, comme le permet la recombinaison génétique dans le
cadre d’une reproduction sexuée (Muller 1964). Expérimentalement, ce principe a été
démontré par des expériences de transfert de plage en série, avec le bactériophage @6, chaque
transfert permettant de réduire la taille de la population virale par effet d’entonnoir. La forte
dérive génétique, liée a 1’accumulation de mutations, ainsi que la perte de vitalité de la
population virale, du fait de leur impact délétére, ont ainsi permis de confirmer la théorie du
cliquet de Muller (Chao 1990). La reproductibilité de ces résultats avec d’autres virus comme
le VSV (Duarte et al. 1992), le FMDV (Escarmis et al. 1996) ou le HIV (Yuste et al. 1999),

souligne I’importance de la taille de la population. D’autres études montrent que la vitalité de
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la population virale est également dépendante de la vitalité initiale du clone sélectionné pour
réaliser les différents passages (Novella et al. 1995 ; Elena et al. 1996 ; Burch et al. 2000 ;
Moya et al. 2000). Ces observations confirment ainsi qu’une population virale est composée
de variants dont la vitalité varie et, que ce sont les interactions entre ceux-ci qui permettent a
la population de présenter une vitalité moyenne supérieure a la vitalité individuelle de chaque
variant pris a part.

A Tinverse des expériences précédentes de réduction de taille de population, des
expériences de passages de grandes populations, dans un environnement constant, ont permis
d’observer un gain de vitalité exponentiel au cours des passages (Novella et al. 1995). De
plus, des expériences de compétitions réalisées selon ce principe de passages en série de
grandes populations, a partir de deux clones de VSV de vitalités initiales équivalentes, ont
permis d’observer que les deux populations se développent et gagnent en vitalité, par rapport
au clone initial, de maniére similaire. Ce n’est qu’au hasard de 1’apparition des mutations,
certaines plus bénéfiques que d’autres, que 1’une des populations peut prendre 1’avantage sur
I’autre (Clarke et al. 1994). Ceci illustre également le principe d’Exclusion compétitive
(Hardin 1960) qui stipule que deux populations qui ont la méme niche écologique, ne peuvent
coexister dans un milieu stable et homogene, car la population la plus compétitive finira par
surpasser et donc éliminera 1’autre.

L’importance de la taille des populations virales est également mise en évidence par le
fait qu’une population qui a subi une perte de vitalité, par accumulation de mutations
déléteres dues a D’effet du cliquet de Muller, peut retrouver un niveau de vitalité ¢élevé par
passages de grandes populations (Clarke ef al. 1993 ; Chao ef al. 1997 ; Burch et al. 1999 ;
Escarmis ef al. 1999 ; Novella et al. 2004). Pour retrouver ainsi des pics de vitalité au sein du
paysage de vitalité, les virus peuvent utiliser différents mécanismes comme la réversion des
mutations pour un retour a la séquence sauvage, des mutations compensatrices par effet
d’épistasie, la recombinaison, le réassortiment ou bien encore d’autres mécanismes encore
méconnus qui permettent alors d’augmenter la vitalité de la population malgré un génome
atypique (Escarmis et al. 1999 ; Yuste et al. 2005 ; Borderia et al. 2010). Ces effets de
réduction et d’expansion de la population virale sont trés importants au cours du cycle viral et
influencent 1’évolution des virus. En effet, au cours de ’infection, la population virale doit
faire face a de nombreux goulots d’étranglement tels que la transmission d’un hote a un autre,
par voie aérienne par exemple via des gouttelettes, la colonisation des différents organes

cibles, la réponse immunitaire de I’hdte (Elena et al. 2001 ; Novella et al. 2005 ; Pfeiffer et al.
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2006) ou bien encore lorsque le cycle viral nécessite un hote intermédiaire (Forrester et al.
2012). Ceci explique que I’on observe des modifications des quasiespeces, des mutants
composant les populations ou bien encore des séquences consensus, au cours du cycle viral
(Cuevas et al. 2003). En effet, malgré les fortes pressions de sélection que ces événements
appliquent aux populations virales, les variants qui réussissent a y résister vont se répliquer et
développer a nouveau une population dont la vitalit¢ sera la plus adaptée possible a
I’environnement. La taille d’une population virale est donc un facteur primordial qui
influence la formation, la composition et le comportement des quasiespeces, et donc leur

évolution (Zwart ef al. 2015) (Fig.12 et 13).
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Figure 12 - Représentation d’un goulot d’étranglement génétique.

Une faible ouverture de [’entonnoir, représentant 1’événement d’infection, limite le passage des billes de
couleurs, schématisant les particules virales, dans le récipient qui symbolise 1’hdte. Plus I’entonnoir sera resserré
(A>B>C), moins les billes pourront traverser et plus les variations de fréquence d’apparition d’une bille bleue ou
orange dans le récipient seront importantes (Zwart et al. 2015).
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Figure 13 - Sélection de populations virales dans le cas d’un goulot d’étranglement étroit.

Les rectangles bleus représentent une cellule hoéte, les traits noirs des virions complets et les rouges des virions
défectifs. A gauche, I’entonnoir de sélection est large (forte MOI), les deux virus infectent donc toutes les
cellules. Les deux génotypes sont alors amplifiés. Sur la droite, le goulot d’étranglement est étroit (faible MOI),
chaque cellule est infectée uniquement par I’'un des génotypes. Seuls les virus complets pourront alors se
répliquer. Bien que ce modele soit appliqué au particules défectives interférentes, il peut étre adapté plus
généralement aux éléments viraux agissant en trans (Zwart et al. 2015).
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IV.2.3. Interactions au sein de la population virale

La population virale représente 1’unité de sélection face a I’environnement. Cependant, le
génotype de chaque variant peut influencer la dynamique de 1I’ensemble de la population par
ce qui est appelé I’effet de quasiespeéces. La vitalit¢ de la population virale ou bien la
distribution des mutants ne peut donc pas étre déduite a partir de la vitalité¢ individuelle d’un
variant. Initialement, les interactions internes entre variants de la population, qu’elles soient
positives ou négatives, n’étaient pas prises en compte, mais la compréhension de leur
importance a permis d’implémenter le modéle mathématique des quasiespeces (Wilke et al.
2003 ; Arbiza et al. 2010 ; Sardanyes et al. 2010 ; Villarreal et al. 2013).

Les interactions négatives ou interférences, peuvent étre dues a des génomes non
fonctionnels dont la présence diminue la vitalité générale de la population car ils sont en
compétition avec les autres variants fonctionnels. Les particules défectives interférentes (DI),
décrites pour la premiére fois en 1940 a la suite de 1’observation de virus influenza
incomplets, sont un trés bon exemple (Marriott et al. 2010 ; Frensing 2015). Les DI sont en
effet des particules virales, de virus influenza ou bien d’autres (Dimmock et al. 2014),
auxquelles il manque une partie du génome. Celles-ci sont dites interférentes car elles sont en
compétition avec les particules virales viables, puisqu’elles utilisent les mémes voies et
nécessitent les mémes ressources au cours de I’infection d’un hote. Lorsque ces particules
interférentes ont un avantage sélectif, par exemple pour la réplication du fait d’une taille
réduite de leur génome, elles peuvent conduire a I’extinction de la population virale.

Un phénomeéne d’interférence a également été observé au sein de populations virales pour
limiter le développement de certains variants qui se répliqueraient trop rapidement, avec une
vitalité trop forte, pour éviter qu’ils deviennent dominants au sein de la population. Cette
dynamique a été documentée pour le VSV (de la Torre ef al. 1990) ainsi que de nombreux
autres virus & ARN (Andino et al. 2015) tels que le poliovirus par exemple (Chumakov et al.
1991 ; Crowder et al. 2005 ; Lancaster et al. 2011) ou le LCMV (Teng et al. 1996). Des
¢tudes similaires ont également permis d’observer, notamment pour le FMDV, que des
génomes hautement mutés pouvaient jouer le réle de génomes défectifs (Gonzalez-Lopez et
al. 2004 ; Perales et al. 2007 ; Ojosnegros et al. 2010 ; Perales et al. 2010 ; Tejero et al.
2016). Les phénomenes d’interférence semblent également jouer un rdle important dans la
sélection des mutations, comme décrit pour le virus influenza dans le cas de certaines
mutations non conservées bien qu’elles présentent un bénéfice en terme de vitalité

(Illingworth et al. 2012). L’ensemble de ces données suggere que les variants impliqués dans
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des mécanismes d’interférence influencent I’infectivité des populations virales, mais pas leur
réplication (Mills et al. 1967 ; Grande-Perez et al. 2005 ; Manrubia et al. 2010 ; Schuster
2016).

Le mécanisme de complémentation permet de restaurer la fonction d’une protéine non
fonctionnelle, issue d’un génome défectif, grace a un autre génome codant pour une protéine
fonctionnelle. Ce mécanisme permet ainsi de limiter 1’effet d’interférence de certains
génomes défectifs au sein d’une population virale. Plusieurs exemples de complémentation de
mutations déléteres ont été décrits pour de nombreux virus comme le VIH (Gelderblom ef al.
2008), le virus de la dengue (DENV) (Aaskov et al. 2006) ou bien encore des virus de plantes
(Moreno et al. 1997 ; Fraile et al. 2008). La complémentation permet de diversifier les
génomes au sein de la population virale et de maintenir des mutations qui auraient pu étre
¢liminées mais qui contribuent finalement a la vitalité¢ de ’ensemble de manicre positive.

Les deux phénoménes de complémentation et d’interférence peuvent également agir en
synergie pour permettre la survie de la population virale, comme cela a été décrit pour le
FMDYV par exemple (Garcia-Arriaza et al. 2004 ; Garcia-Arriaza et al. 2005 ; Garcia-Arriaza
et al. 2006). Dans ce cas, bien que la population soit dominée par des génomes défectifs,
celle-ci est capable de survivre car chacun des génomes défectifs se complémentent (Garcia-
Arriaza et al. 2005). D’autres études ont analysé les interactions entre différentes sous-
populations, certaines trés virulentes et d’autres moins virulentes mais se répliquant selon la
méme cinétique, pour tenter d’évaluer le role de chacune dans la virulence moyenne de la
population considérée (Ojosnegros et al. 2010 ; Ojosnegros et al. 2012 ; Novella et al. 2014).
Ces résultats confirment a nouveau ce qu’énonce la théorie des quasiespeces, a savoir que
c’est la population virale dans son ensemble qui est soumise a la sélection en tant qu’unité et
que c’est ’ensemble des interactions existantes entre les individus qui permet de définir son

phénotype général, sa dynamique et son évolution.
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IV.3. Taux de mutation et fidélité de la polymérase

1V.3.1. Taux de mutation

Le taux de mutation d’un organisme définit la probabilité¢ de transmettre une modification
de I’information génétique a la génération suivante. Pour les virus, une génération correspond
a un cycle infectieux, qui débute par I’attachement de la particule virale a la surface de la
cellule est se termine par la libération des virions néo-formés dans le milieu extra-cellulaire.
Le taux de mutation ne doit pas étre confondu avec la fréquence d’apparition d’une méme
mutation dans une population virale donnée, qui est dépendante de nombreux autres facteurs
telle que la sélection naturelle par exemple (Sanjuan ef al. 2016).

La diversité génétique peut étre influencée par de nombreux facteurs. Cependant le taux
de mutation représente la principale source de variabilit¢ de I’information génétique portée
par chacun des génomes composant la population virale. C’est donc également un parametre
indispensable a la compréhension de 1’évolution virale. L’activité des ARN polymérases
ARN-dépendantes virales et leur faible fidélité, source d’introduction d’erreurs au cours de la
réplication du génome, conférent aux virus 8 ARN un taux de mutation élevé donnant lieu a
des populations constituées d’un ensemble de variants, auxquelles le modele des quasiespeces
peut s’appliquer (Domingo ef al. 2016). Ces virus présentent le taux de mutation le plus élevé
observé dans la nature, bien supérieur au taux observé pour la majorité des organismes qui
utilisent I’ADN comme support de leur information génétique (Drake et al. 1999 ; Dufty et al.
2008 ; Sanjuan et al. 2010 ; Sanjuan et al. 2016) (Fig.14). Ceci est lié¢ au fait que la réplication
des génomes viraux a ARN, généralement d’une taille réduite allant de 3kb a 30kb, repose
uniquement sur la RdRp qui ne présente ni activité exonucléase 3’-5° de relecture ni
mécanismes de réparation de mésappariements. Ces mécanismes de relecture et de réparation
sont généralement associés aux ADN polymérases d’organismes possédant un génome
composé¢ d’ADN. Cependant, les coronavirus, dont les génomes d’environ 32kb sont parmi
les plus grands et les plus complexes parmi les virus a ARN, échappent a cette régle. En effet,
il a pu étre montré que la protéine nspl4, associée a leur ARN-polymérase, présente une
activité de relecture (Minskaia et al. 2006 ; Eckerle et al. 2007 ; Eckerle et al. 2010 ; Sevajol
et al. 2014 ; Snijder et al. 2016). Le développement de cette activité correctrice et la taille
importante du génome sont probablement interdépendants.

Tout d’abord évalué chez des organismes modeles dont le génome est composé d’ADN,
Drosophila melanogaster initialement (Muller 1928) puis plus tard Escherichia coli

62



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

(Newcombe 1948), le taux de mutation des virus 8 ARN a commencé a étre évalué a partir de
1970, a I’aide du bactériophage T4 (Williams et al. 1977) et du virus FMDV (Maes et al.
1970). 11 fut ensuite documenté pour de nombreux autres virus & ARN (Sanjuan et al. 2010)
dont le poliovirus (Parvin et al. 1986), le virus du sarcome de Rous (Darlix et al. 1983), le
virus Sindbis (Durbin et al. 1986), le virus influenza de type A (Parvin et al. 1986), le virus de
la leucémie murine (Monk et al. 1992), le virus de I’hépatite C (Ogata et al. 1991) ou bien
encore le VIH (Dougherty et al. 1988 ; Leider et al. 1988 ; Preston et al. 1988 ; Roberts et al.
1988 ; Nowak 1990). L’ensemble des études dans ce domaine en plein développement
démontre ainsi le taux élevé de mutations des virus & ARN, allant de 10 a 10 substitutions
par nucléotide par cellule infectée (s/n/c), comparativement aux virus & ADN qui présentent
un taux de mutation entre 10° et 10™ s/n/c (Sanjuan er al. 2010 ; Sanjuan et al. 2016)
(Fig.14). Ces résultats valident également I’application du concept des quasiespeces d’Eigen
aux virus @ ARN. Ainsi, selon la taille du génome, la taille de la population virale et le taux de
mutation, il a ét¢ évalué que 0,5 a 3,6 mutations par génome étaient nécessaires pour qu’une
population virale puisse développer des effets de quasiespeces (Wilke 2001 ; Wilke et al.
2001 ; Holmes et al. 2002 ; Comas et al. 2005).
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Figure 14 - Taux de mutation des génomes viraux.

Spectre des variations du taux de mutation des génomes viraux selon la classification de Baltimore (ss : simple
brin, ds : double brin, +/- : polarité du génome, RT : rétrovirus, pRT : para-rétrovirus). D’apres (Sanjuan et al.
2016).
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IV.3.2. Modulation de la diversité génétique — Facteurs intrinséques

A la faible fidélité de la polymérase virale s’ajoutent d’autres facteurs, intrins€éques au
virus, tels que les phénoménes de réassortiment ou de recombinaison qui permettent
d’augmenter encore la diversité génétique de la population virale mais qui peuvent également
influer sur I’évolution de la population, la restriction d’héte ou méme le potentiel épidémique
d’une souche virale. Comme évoqué précédemment, les événements de réassortiment se
produisent lors de la co-infection d’une cellule par des virus d’une méme espeéce dont le
génome est segmenté, ce qui permet 1’échange de segments entiers et 1’obtention de nouveaux
génotypes. Ces phénomenes de réassortiment sont fortement liés a 1’émergence de nouvelles
souches virales, plus ou moins pathogénes, ce qui explique que le réassortiment soit tres
étudié pour les AV (Octaviani et al. 2011 ; Cui et al. 2014 ; Lu et al. 2014 ; Steel et al. 2014
; McDonald ef al. 2016 ; Zhu et al. 2016) mais aussi pour d’autres virus a génome segmenté
comme les bunyavirus (Briese et al. 2013) et les rotavirus (Kirkwood 2010 ; Dennis et al.
2014 ; Than et al. 2014).

Les événements de recombinaison homologues ou non-homologues, étudiés pour de
nombreux virus, sont également des moteurs importants de la diversité génétique des
populations virales (Lai 1992 ; Roossinck 1997 ; Worobey et al. 1999 ; Simon-Loriere ef al.
2011 ; Xiao et al. 2016). Le mécanisme de recombinaison présente de nombreux avantages
(Simon-Loriere et al. 2011). Il permet I’introduction de nouvelles mutations bénéfiques pour
le virus, permettant d’infecter de nouveaux hotes (Miras et al. 2014) et donc le
développement de nouvelles souches virales (Hahn et al. 1988 ; Weaver et al. 1997);
I’¢élimination de mutations délétéres ou la réparation des génomes défectifs (Weiss et al. 1991
; Chao et al. 1997).

Au sein des complexes de réplication, les interactions entre chacune des protéines
semblent aussi jouer un role dans la fidélit¢ de la polymérase. Par exemple, la protéine non
structurale nspl4 des coronavirus présente une activité de relecture dont la suppression
entraine une importante augmentation du taux de mutation (Smith et al. 2012 ; Smith et al.
2013). De plus, toujours au sein du complexe polymérase des coronavirus, la protéine non
structurale nsp10, ne posseéde pas d’activité correctrice mais interagit avec nspl4 et favorise
son activité exonucléase 3°-5° de relecture. Une perte d’interaction entre les deux protéines se
traduit alors également par une forte diminution de la fidélité de la RdRp virale (Smith ef al.

2015).
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Le taux de mutation de la polymérase virale peut également étre influencé par des
protéines virales ne faisant pas partie du complexe polymérase. La protéine NS5A du virus de
I’hépatite C, capable d’interagir avec la RdRp virale ainsi que plusieurs facteurs cellulaires, en
est un exemple. En effet, aprés passages successifs des virus en milieu mutageéne, des
mutations responsables d’une augmentation de la fidélité virale ont pu étre observées dans
NS5A (Pfeiffer et al. 2005). D’autres exemples illustrent que la fidélité peut étre modulée par
des protéines virales autres que la polymérase. Des résultats similaires ont en effet été décrits
avec la protéine 2C de I’entérovirus 71 (Sadeghipour et al. 2013) ou la protéine nsp2 du virus
chikungunya (Pastorino et al. 2008 ; Coffey et al. 2011 ; Das et al. 2014 ; Stapleford et al.
2015).

IV.3.3. Modulation de la diversité génétique — Facteurs extrinséques

La diversité génétique des génomes viraux peut également étre modulée par des facteurs
qui ne sont pas d’origine virale, mais appartiennent a I’hote comme les protéines de la famille
des APOBEC3, enzymes d’édition des ARNm de I’apolipoprotéine B, appartenant a la
superfamille des cytidines déaminases (Smith et al. 2012 ; Harris et al. 2015 ; Salter et al.
2016). Les protéines APOBEC3 sont I’exemple de facteurs extrinséques de modulation de la
diversité virale le plus décrit. Leur fonction antivirale a été initialement décrite pour le VIH
puis a été observée pour d’autres virus. Leur principale activité antivirale est due a leur
activité d’édition de I’ADN simple-brin. La protéine encapsidée dans le virion va introduire
des mutations G:A dans le brin d’ADN positif lors de 1’étape de transcription inverse, par
désamination des cytidines du brin matrice, en uraciles. Chaque APOBEC3 présente des
affinités différentes et spécifiques de différents motifs.

Il est important de noter que malgré 1’introduction de codons stop, dans certains cas
I’activit¢é mutagéne des APOBEC3 peut devenir bénéfique pour le virus en favorisant la
diversité de la population et perd alors son potentiel antiviral (Zhang et al. 2003 ; Bourara et
al. 2007). Une situation similaire est observée avec ’activité du systéme immunitaire de
I’hote. En effet, la pression de sélection exercée sur la population virale entraine alors une
diversification de celle-ci et modifie la distribution des variants la constituant (Frost et al.
2005). Ainsi, plus le titre des anticorps de 1’hote est élevé, plus la diversité de la population
virale est développée, ce qui maintient la valeur de la charge virale constante. Cette situation

illustre I’hypothése de la Reine Rouge résumée par la phrase «nous courons pour rester a la

65



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

méme place » (Carroll 1871). Cela signifie que des espeéces en compétition doivent évoluer
continuellement pour survivre et maintenir leur capacité a se répliquer (van Valen 1973 ; Sole
et al. 1999).

D’autres protéines issues de 1’hote ont également été décrites comme facteurs capables de
moduler la diversité génétique de nombreuses populations virales. Les adénosines déaminases
(ADAR), qui agissent sur de I’ARN double brin et introduisent des mutations A:I, sont un
autre exemple de ce type de facteurs (Samuel 2011). Leur activité a notamment été décrite
pour le virus de la rougeole mais également pour les virus des oreillons, de la fievre de la
Vallée du Rift, de I’hépatite C, le LCMV, le VRS, les virus parainfluenza humains ou bien
encore les IAV (Samuel 2012 ; Tomaselli et al. 2015).

A ces exemples s’ajoutent les résultats d’études qui démontrent une modifications du
taux de mutation et des fréquences de mutations en fonction du type cellulaire infecté (Combe
et al. 2014 ; Rozen-Gagnon et al. 2014), ou méme lors du passage en contexte animal
(Graham et al. 2012), ce qui confirme la capacité de certains facteurs de I’hote a moduler la
fidélité et donc la diversité des populations virales.

Chez les bactéries un ajustement du taux de mutation en fonction de I’environnement a
¢été observé (Sniegowski et al. 1997). En effet, la fidélité¢ de réplication des variants évolue et
est sélectionnée en fonction des pressions de sélection, au cours du processus de colonisation
in vivo ou bien lors d’un appauvrissement en ressources de 1’environnement par exemple
(Denamur et al. 2006). Une modulation de la fidélit¢ des virus a ARN selon ce principe

pourrait également exister, cependant cela n’a pas encore pu étre démontré.

IV.3.4. Optimisation et sélection du taux de mutation

Ainsi, plusieurs facteurs peuvent avoir une influence sur le taux mutation apparent des
virus @ ARN, notamment des facteurs issus de I’hdte. Cependant, la fidélité intrinséque de la
réplication virale est un caractére régulé et sélectionné selon les contraintes évolutives
rencontrées au cours des infections. Par exemple, comme il en sera question plus loin, ce sont
les variants présentant un taux de mutation plus faible qui seront sélectionnés dans un milieu
mutagene. De plus, il a été observé, pour les IAV, qu’un clone viral isolé pouvait présenter
une fréquence de mutation individuelle différente de celle déterminée pour la population
virale dans son ensemble (Suarez et al. 1992). Ceci implique que les variants au sein d’une

méme population virale peuvent présenter différents niveaux de fidélité¢ (Suarez et al. 1992 ;
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Gnadig et al. 2012) et que, par conséquent, c’est la fidélité la plus en adéquation avec
I’environnement rencontré qui sera sélectionnée. Cette adaptation rapide du taux de mutation
a un nouvel environnement contribue grandement a la capacité des virus @ ARN a infecter de
nouveaux hotes (Gabriel ef al. 2005 ; Gabriel et al. 2007) et a s’y adapter de maniere pérenne
comme pour les IAV notamment (Wong et al. 2011). L’optimisation de la fidélité résultant
soit de la sélection des variants dont la fidélité de la polymérase est la plus adaptée, soit de la
modulation par des facteurs de 1’hdte peut s’observer dans de nombreuses autres situations
comme des changements de type cellulaire lors de I’infection de 1’hdte in vivo. Lors de
I’infection, la fidélité peut aussi s’adapter au cours du temps (Diamond et al. 2001) et semble
¢également li¢e a 1’évolution vers la chronicité de certaines pathologies (Farci et al. 2000 ; Bull

et al. 2012 ; Raghwani et al. 2016).

1V.3.5. Taux de mutation et seuil d’erreur

Le taux de mutation représente donc un paramétre majeur pour la viabilit¢ de la
population virale, celui-ci ne pouvant dépasser une valeur limite appelée seuil d’erreur
(Biebricher et al. 2005 ; Biebricher et al. 2006). Cette valeur représente le taux de mutation a
partir duquel I’accumulation d’erreurs entraine une distribution aléatoire des variants de la
population au sein de 1’espace de séquence. Cette phase «d’erreur catastrophique» se traduit
alors par un aplatissement complet du paysage de vitalité puis ’effacement des limites du
paysage définissant la population virale au sein de I’espace de séquence (Eigen 1971 ;
Domingo et al. 2016 ; Perales et al. 2016 ; Tejero et al. 2016).

Développé sur la base du modéle des quasiespeces initial, son principe est aujourd’hui
contesté (Eigen 2002 ; Wilke 2005). En effet, s’il est maintenant acquis que le paysage de
vitalit¢ d’une population virale est complexe et composé de multiples pics de hauteurs
différentes, le modele du seuil d’erreur a, quant a lui, été défini pour une population
modélisée par un paysage ne présentant qu’un pic unique de vitalité (Swetina et al. 1982). Ce
type de population particuliére implique qu’aucune mutation n’est létale (Wagner et al. 1993)
et qu’il n’y a qu’une séquence qui soit adaptée a I’environnement (Biebricher et al. 2005 ;
Presloid et al. 2015 ; Schuster 2016), ce qui est donc en désaccord avec notre compréhension

actuelle des populations virales (Sanjuan et al. 2004).
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IV.4. Mutagénése et évolution des populations virales

IV.4.1. Principe de la mutagén¢se 1étale

L’idée d’une stratégie antivirale par mutagéneése létale a été développée a partir du
concept de seuil d’erreur, bien que celui-ci soit sujet a controverse. L’objectif de la
mutagénese 1étale est d’augmenter le taux de mutation du génome viral afin de dépasser le
seuil d’erreur et ainsi de pousser la population virale dans une situation d’erreur
catastrophique (Tejero et al. 2016). Le modele mathématique des quasiespeces développé
initialement ne prévoit pas la possibilité de 1’extinction d’une population par augmentation du
taux de mutation et franchissement du seuil d’erreur (Wilke 2005). Cependant la stratégie de
mutagénese 1étale est maintenant décrite comme une approche antivirale efficace. En effet, la
diminution de la fidélité réplicative entraine une diminution de la vitalit¢ de la population
virale suivie, généralement, d’une diminution du nombre de variants la composant. L’effet
délétere d’un taux de mutation élevé est amplifié au sein d’une population de taille réduite, ce
qui réduit alors d’autant plus sa vitalité jusqu’a ce qu’elle soit finalement trop basse pour
permettre la survie de la population. Ainsi, I’extinction de la population virale observée ne
correspond pas au franchissement du seuil d’erreur tel qu’il est envisagé par le modéle des
quasiespéces (Nowak et al. 1989 ; Gabriel et al. 1993 ; Lynch et al. 1993 ; Lynch et al. 1995 ;
Bull et al. 2005), mais plutdt ce que I’on nomme une fusion mutationnelle, c’est-a-dire que
I’ensemble des mutations est majoritairement délétere, que leurs effets ne peuvent plus étre
compensés et que, par conséquent, la population ne comprend plus aucun variant viable,
capable de faire perdurer la souche virale.

L’atténuation d’un virus par accumulation de mutations est un principe compris depuis
longtemps (Maes 1972). En effet, les premiers résultats de mutagénéses 1étales, réalisées sur
des bactéries ainsi que certains virus modeles, ont été décrits a la fin des années 1960 (Halle
1968 ; Pringle 1970). Depuis, ces expériences ont été réalisées sur de nombreux autres virus
tels que le poliovirus (Crotty et al. 2001 ; Graci et al. 2007), le VIH (Loeb et al. 1999 ; Dapp
et al. 2009), LCMV (Ruiz-Jarabo et al. 2003 ; Grande-Perez et al. 2005), FMDV (Sierra et al.
2000 ; Perales et al. 2011), VSV (Lee et al. 1997), le virus Hantaan (Severson et al. 2003), le
virus GB-B (Lanford et al. 2001) ou certains coronavirus.

La modélisation du mécanisme selon lequel I’augmentation du taux de mutation entraine
I’extinction d’une population virale repose sur deux paramétres (Bull ef al. 2007). Le premier
correspond a la probabilité d’obtenir une mutation présentant un effet négatif (Sanjuan et al.
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2004 ; Eyre-Walker et al. 2007 ; Sanjuan 2010), tandis que le second représente la fécondité
du génome (Bull et al. 2007). Ce parametre correspond au nombre de nouvelles particules
virales viables produites a partir des génomes parentaux infectant une cellule hote, capables
d’infecter de nouvelles cellules et de réaliser un nouveau cycle infectieux. Le modele ainsi
développé confirme 1I’importance du taux de mutation vis-a-vis de la survie de la population
virale, tel que cela a pu étre observé expérimentalement (Holland ef al. 1990 ; Loeb et al.
1999 ; Sierra et al. 2000 ; Crotty et al. 2001 ; Grande-Perez et al. 2002). En effet, de maniére
exponentielle, la moindre modification du taux de mutation entraine une forte modification de
la taille de la population. Pour exemple, il a notamment été observé pour le VSV qu’une
augmentation du taux de mutation d’un facteur 1,7 est responsable de la disparition de plus de
99% de sa population (Holland et al. 1990). La survie d’une population virale dépend donc
d’un taux de mutation finement ajusté, un changement, méme minime, pouvant alors étre
responsable de son extinction. Ceci permet de penser que les virus @ ARN se répliquent en
réalité a un taux de mutation proche du seuil d’erreur.

Cependant, il est important de noter que le modéle de mutagénese 1étale ne fait pas de
distinction entre mutagénese délétere et 1étale (Bull et al. 2007). De plus, I’extinction d’une
population virale dépend, en réalité, de nombreux autres facteurs tels que sa taille initiale, son
adaptation au type cellulaire (Pariente et al. 2001 ; Domingo et al. 2005 ; Perales et al. 2011 ;
Moreno et al. 2012 ; Tejero et al. 2016) ainsi que le hasard. L’influence du hasard peut étre en
effet observée au cours de passages en série d’'une méme souche virale en présence d’un
composé¢ mutagene, lorsque 1’extinction n’est pas systématiquement observée pour toutes les
populations virales (Sierra et al. 2000). On peut ajouter que ’augmentation du taux de
mutation peut également développer les effets d’interférences au sein de la population virale,
ce qui a pour conséquence ¢galement de précipiter son extinction (Gonzalez-Lopez et al. 2004
; Grande-Perez et al. 2005 ; Iranzo et al. 2009 ; Perales et al. 2016). Néanmoins, la
mutagénese 1étale représente tout de méme une approche antivirale intéressante (Perales ef al.

2016 ; Tejero et al. 2016).

IV.4.2. Mécanisme d’action des composés mutagenes

Expérimentalement, les études de mutagénese létale ont été réalisées en cultivant les
organismes d’intéréts dans des milieux contenant des mutageénes, composés chimiques

capables d’augmenter le nombre d’erreurs réalisées au cours de la réplication du génome,
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selon différents procédés. L’influence de nombreux facteurs environnementaux sur la
réplication des génomes, tels que la température ou les concentrations de ressources
cellulaires, est étudiée depuis de nombreuses années (Haruna et al. 1965 ; Haruna et al. 1965 ;
Mills et al. 1967 ; Sirover et al. 1976 ; Weymouth et al. 1978). Parallélement, la diminution
de la réplication, bactérienne ou virale, est également étudiée par utilisation de composés
chimiques présentant des propriétés mutagenes (Fucik er al. 1966 ; Halle 1968 ; Pringle
1970). L’ensemble de ces études a permis de déterminer que les analogues nucléosidiques
ainsi que les éléments capables de modifier les concentrations de cations dans les cellules
représentent deux classes de molécules capables de modifier la fidélit¢ de réplication de
I’ARN.

Les cations intracellulaires, tels que le manganése Mn”", sont connus comme cofacteurs
des réplicases, capables de modifier leur fidélité (Flury et al. 1976 ; Sirover et al. 1976 ;
Kunkel et al. 1979 ; Arnold et al. 1999) de manic¢re importante (Weymouth et al. 1978).
Cependant les composés capables d’influer sur leur concentration ont été trés peu utilisés dans
le cadre d’expériences de mutagénése létale. Les composés de la famille des amilorides
(Kleyman et al. 1988) présentent ainsi une activité antivirale pour de nombreux virus comme
le VHC (Premkumar et al. 2004), le VIH (Ewart et al. 2004), le DENV (Premkumar et al.
2005), les CoVs (Wilson et al. 2006), le LCMV (Iwasaki et al. 2014), le virus Coxsackie B3
(Gazina et al. 2011) ou bien encore les rhinovirus (Gazina ef al. 2005). L’activité antivirale de
ces composés est réalisée selon deux mécanismes, par inhibition de 1’activité de la polymérase
virale (Gazina et al. 2011) ainsi que par mutagénese directe du génome viral (Levi et al.
2010). Les variants capables de résister a ces composés présentent alors soit une fidélité de
réplication augmentée soit une polymérase capable de résister spécifiquement a leur activité
inhibitrice de la synthése d’ARN.

Décrits comme étant capables d’induire des erreurs de copie lors de la réplication du
génome, les analogues nucléosidiques permettent ainsi d’augmenter le taux de mutation au
sein de la population virale (Halle 1968 ; Pringle 1970). Ce sont les composés les plus utilisés
pour la réalisation d’expériences de mutagénese létale. Parmi ceux-ci, les analogues 5-
fluorouracile (5-FU), 5-azacytidine (AZC) et la ribavirine sont les composés les plus utilisés
pour ce type d’études (Anderson ef al. 2004 ; Bonnac ef al. 2013). Le 5-FU est un analogue
pyrimidique qui entraine majoritairement des mutations de type T>C, C>T et G2 A, tandis
que ’AZC, analogue de la cytidine, est responsable de mutations C2>T, G2>A et A>G
(Sierra et al. 2000 ; Domingo et al. 2005 ; Pariente et al. 2005 ; Pauly et al. 2015). La
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ribavirine, mutagene le plus couramment utilisé, est un analogue des purines, responsable de
mutations A>G, G2 A, C>T (Graci et al. 2006).

In vitro, la ribavirine présente une activité antivirale a spectre large (Beaucourt et al.
2014) et est utilisée comme traitement thérapeutique, seule ou associée aux interféron-a, pour
des cas d’infections par le virus Lassa (McCormick et al. 1986), VRS (Krilov 2002) ou les
virus des hépatites B ou C (Fried et al. 1994 ; Galban-Garcia et al. 2000 ; Hofmann et al.
2007). La ribavirine inhibe la réplication de I’ARN, en réalité, selon différents mécanismes
(Oxford 1975 ; Wray et al. 1985 ; Crotty et al. 2000 ; Crotty et al. 2002 ; Todt et al. 2016).
L’activité mutageéne de ce composé comme mécanisme antiviral effectif a été observée pour
de nombreux virus tels que le poliovirus (Crotty et al. 2000 ; Crotty et al. 2001), le virus West
Nile (Day et al. 2005), le FMDYV (de la Torre et al. 1987 ; Airaksinen et al. 2003), ou bien le
LCMV (Ruiz-Jarabo et al. 2003). De plus, il est intéressant de noter que la fréquence de
mutation induite semble différer selon les régions du génome viral (Contreras et al. 2002 ;
Gonzalez-Lopez et al. 2004 ; Grande-Perez et al. 2005 ; Pariente et al. 2005 ; Ojosnegros et
al. 2008 ; Cuevas ef al. 2009). La ribavirine ne semble, cependant, pas interagir de la méme
manicre avec les différentes polymérases virales. En effet pour le VIH (Fernandez-Larsson et
al. 1990), le VSV (Toltzis et al. 1988 ; Fernandez-Larsson et al. 1989), ou bien le réovirus
(Rankin et al. 1989), c’est la capacit¢ du composé a inhiber directement 1’activité¢ de la
polymérase qui semble responsable de son activité antivirale. Pour finir, il est important de
souligner que les mécanismes d’inhibition de I’activité polymérase et de mutagéneése létale ne
sont pas exclusifs, le virus de I’hépatite C (Maag et al. 2001 ; Contreras et al. 2002 ; Vo et al.
2003 ; Zhou et al. 2003 ; Cuevas et al. 2009) ou bien les IAV (Eriksson ef al. 1977 ; Wray et
al. 1985 ; Cheung et al. 2014 ; Pauly et al. 2015), sensibles aux deux mécanismes, en sont en

effet ’exemple.

IV.4.3. Résistance aux composés mutagenes

Lors de I'utilisation de composés mutagenes au cours d’expériences de mutagénese 1étale
ou bien dans le cadre de protocoles thérapeutiques, 1’émergence d’une résistance des
populations virales a ces composés a pu étre observée (Young et al. 2003 ; Cuevas et al. 2009
; Pennings 2013). Cette résistance peut se développer selon plusieurs mécanismes, en raison
des effets pléiotropes des analogues nucléosidiques mutageénes tels que la ribavirine (Scheidel

et al. 1991 ; Hong et al. 2002 ; Sierra et al. 2007 ; Arias et al. 2008 ; Agudo et al. 2010 ;
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Beaucourt ef al. 2014 ; Pauly ef al. 2015 ; Todt et al. 2016). L’augmentation de la fidélité de
réplication virale constitue I’un de ces mécanismes. En effet, des mutants dont la polymérase
présente une fidélité supérieure a celle de la polymérase virale sauvage, ont pu étre isolés
apres plusieurs passages en série de la population virale en présence de mutagene (Pfeiffer et
al. 2003 ; Arnold et al. 2005 ; Levi et al. 2010 ; Sadeghipour et al. 2013 ; Zeng et al. 2013 ;
Zeng et al. 2014 ; Borderia et al. 2015). Ces mutations au sein de la RdRp permettent a celle-
ci de limiter le nombre d’erreurs de copie au cours de la réplication du génome viral par
rapport au virus parental. La découverte de ce type de mutants permet d’approfondir notre

compréhension de la dynamique des populations virales.

V. Mutants de fidélité de la polymérase

La capacit¢ de mutations a moduler la fidélité de réplication d’un organisme a ADN,
qu’elle soit augmentée ou diminuée, a précédemment été étudiée avec E.coli ainsi que des
levures (Flury et al. 1976 ; Gillin et al. 1976). Pour E.coli, le taux de mutation repose sur la
fidélité intrinseque de sa polymérase, son activité exonucléase de relecture et sa capacité de
correction des mésappariements (Schaaper 1993). A ’époque de ces études, puisque les virus
a ARN ne présentaient pas d’activité de relecture, il n’était pas envisagé que la fidélité de leur
polymérase puisse étre modulée.

Des observations similaires ont ensuite été décrites pour des virus &8 ADN, notamment a
I’aide du bactériophage T4 (Muzyczka et al. 1972) ainsi que du virus herpes simplex (Hall et
al. 1984). Les variants observés présentaient soit des mutations ponctuelles (Muzyczka et al.
1972), entrainant une modification du taux d’incorporation des nucléotides corrects au cours
de la réplication, soit une perte de leur activité¢ de relecture (Reha-Krantz et al. 1991). Les
rétrovirus ont, ensuite, également été étudiés dans ce sens. En effet des mutations dans la
transcriptase inverse, liées a une modification de la fidélit¢ de ’ADN polymérase ARN-
dépendante, ont également été décrites pour des souches de VIH résistantes a des composés
analogues de bases (Bakhanashvili et al. 1996 ; Wainberg et al. 1996 ; Keulen ef al. 1999 ;
Mansky et al. 2000 ; Dapp et al. 2013 ; Sanjuan et al. 2016). L’ensemble de ces observations
a permis de d’établir que méme la fidélit¢ intrinséque de la polymérase peut étre modulée.
Ceci a donc ouvert la voie a de nouvelles études dans le but d’évaluer le rdle de la diversité
génétique d’une population virale vis-a-vis de sa virulence, sa capacité d’adaptation ou son

évolution, a I’aide de virus @ ARN présentant une fidélité¢ diminuée ou bien augmentée.
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V.1. Mutants de fidélité des virus a ARN

Le premier virus a ARN présentant une fidélité de réplication augmentée a été isolé apres
passages successifs d’une souche de poliovirus en présence de ribavirine. La mutation G64S
au sein de la polymérase virale, a ainsi été identifiée indépendamment par deux laboratoires
(Pfeiffer et al. 2003 ; Vignuzzi et al. 2006). Cette mutation unique confere au virus une
résistance a la ribavirine mais €galement a d’autres mutageénes, une capacité réduite a
engendrer des mutants d’échappement vis-a-vis de certains antiviraux mais ne modifie pas sa
capacité de réplication par rapport a la souche parentale (Pfeiffer ef al. 2003 ; Vignuzzi et al.
2006). La fidélité¢ de la polymérase G64S est ainsi décrite comme quatre fois supérieure a
celle de la polymérase sauvage tandis que la diminution de la diversité de la population virale
semble liée a une baisse de vitalité in vivo (Arnold et al. 2005 ; Pfeiffer et al. 2005 ; Vignuzzi
et al. 2008). Ces résultats ont apporté la preuve que la fidélité intrinséque de la polymérase
des virus a ARN pouvait étre modifiée, augmentée dans ce cas.

Selon ce protocole, de nombreux autres mutants de fidélité de la polymérase ont pu étre
isolés pour différents virus tels que le CVB3, I’entérovirus 71, le FMDV, le CHIKV ou le
WNV (Sanjuan et al. 2016). L’ensemble des mutants présentant une variation de la fidélité de
leur polymérase, qu’elle soit améliorée ou diminuée, a récemment été passé en revue par
Borderia et al. (Borderia ef al. 2015). Il a ainsi été déterminé que la majorité des mutations
obtenues selon la stratégie de passage en série en présence de composés mutageénes, entraine
une résistance par variation de la fidélité¢ de la RdRp (Zeng et al. 2014 ; Sanjuan et al. 2016).
Des souches de VIH isolées a partir d’échantillons cliniques et présentant des mutations
responsables d’une augmentation de leur fidélité ont également été observées, lors de cas de
résistances aux traitements antiviraux (Borderia et al. 2015 ; Sanjuan ef al. 2016).

A TDinverse de ces mutants, d’autres mutations capables de diminuer la fidélité de
réplication ont également été décrites. Celles-ci ont été observées pour plusieurs virus comme
le FMDV, le VIH, le poliovirus, le CVB3 ou bien le CHIKV (Borderia et al. 2015). Pour
obtenir ces variants, plusieurs stratégies ont ét¢ employées, telles que la mutagénése dirigée
de résidus, proches de sites actifs ou a partir de prédictions basées sur la structure des
polymérases, ou encore en supprimant I’activité exonucléase de relecture des coronavirus
(Smith ef al. 2014 ; Borderia et al. 2015).

L’étude de I’ensemble de ces mutants permet d’évaluer I’impact de la modification de la
fidélité de réplication sur la dynamique des populations virales (Borderia et al. 2015). In vitro,

il apparait un compromis entre fidélité et cinétique de réplication, les polymérases ayant une
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fidélit¢ augmentée sont en effet plus lentes que la polymérase parentale, tandis que les
polymérases dont la fidélité est diminuée présentent une cinétique plus rapide. En contexte
infectieux en culture cellulaire, les mutants de haute ou basse fidélité semblent se multiplier
essentiellement comme la souche sauvage, c’est-a-dire atteindre des titres similaires, mais
présentent une vitalité réduite lorsqu’ils sont en compétition avec le virus parental. Les virus
dont I’activité de relecture a pu étre supprimée font exception a cette tendance. L’absence de
cette capacité semble entrainer inévitablement une diminution de la capacité des populations
virales a se développer, les titres atteints restants inférieurs a ceux des virus parentaux. /n
vivo, la séquence consensus des populations virales des mutants reste identique a celle de la
population parentale, bien que les différents mutants générent plus ou moins de mutations.
Contrairement a ce qui peut étre observé en culture cellulaire, les mutants de fidélité¢ en
contexte animal sont généralement atténués. Ces mutants présentent ainsi une pathogénicité
diminuée mais également une plus grande sensibilité aux traitements antiviraux ou encore une
modification de leur tropisme, c’est-a-dire une incapacité a disséminer et coloniser certains
organes habituellement ciblés. Ces observations mettent en lumicre 1’importance de la
diversité au sein des populations virales et le role des quasiespeces et de leurs interactions,
vis-a-vis de la virulence des virus, leur survie, leur tropisme ou bien encore la progression des
pathologies. Certaines exceptions ont cependant été décrites pour des virus dont la fidélité de
la polymérase est diminuée (Borderia et al. 2015). Ces virus ne présentent, en effet, pas
d’atténuation lors de l’infection chez 1’animal, mais ne présentent pas non plus une forte
modification de leur taux de mutation, ce qui suggere qu’il existe un seuil en dessous duquel
le taux de mutation n’affecte pas la virulence. Ce seuil semble vraisemblablement dépendant

du virus et de sa capacité a supporter ’augmentation de mutations au sein de sa population.
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V.2. Virus influenza et mutants de fidélité

Les virus cités précédemment et pour lesquels plusieurs mutants de fidélité ont été décrits
sont tous des virus a ARN de polarit¢ positive et la majorit¢é de ces génomes est
monocaténaire. A ’inverse, les virus influenza possédent un génome de polarité négative
segmenté, ce qui les rend bien plus sensibles a la mutagénese létale que les autres virus
(Grande-Perez et al. 2005), que ce soit avec la ribavirine, le 5-AZC ou le 5-FU (Pauly ef al.
2015 ; Stevaert et al. 2016). En effet, ’extinction de la population virale peut étre observée en
trés peu de passages, méme en utilisant de faibles concentrations de mutagenes (Pauly et al.
2015). Cette sensibilité aux mutagenes, due au mode de réplication de ces virus, est également
amplifiée par la génération de particules défectives interférentes. L’utilisation de ces
composés augmente leur accumulation, ce qui diminue donc la probabilité d’apparition de
mutations viables au sein de la population virale plutot que dans les génomes défectifs (Pauly
et al. 2015).

Un mutant présentant une résistance accrue a la ribavirine a cependant été obtenu,
récemment, par passage en sériec en présence de ce composé (Cheung ef al. 2014). La
mutation V431 ainsi décrite est portée par la protéine PB1, est associée a une augmentation de
la fidélité de la polymérase et est atténué in vivo.

A partir de segments PB1 mutés de maniére aléatoire, la mutation D27N a aussi été
décrite comme responsable d’une augmentation de la fidélité¢ de la polymérase virale (Binh et
al. 2014). La mutation D27N a également ét¢ obtenue par passages successifs en présence de
ribavirine, dans une autre étude (Pauly ez al. 2015). 1l est intéressant de souligner que, dans
cette dernicre étude, les populations virales traitées avec différents mutagénes ne présentent
qu’une simple augmentation de la fréquence des mutations déja présentes dans les population
produites en condition standard, sans mutagéne. De plus, aucune des mutations présente a
fréquence élévée ne confeére de résistance générale aux différents composés. Ainsi, la
mutation D27N n’est observée que dans une population sur trois en présence de mutagene,
avec une fréquence de 2,5% seulement, tandis que la mutation V43I n’est pas du tout
détectée. Ceci semble indiquer que la stratégie d’obtention de mutants de fidélité par passages
en série en présence de composé€s mutageénes n’est sans doute pas la mieux adaptée pour les
virus influenza.

Finalement, peu d’études se sont donc intéressées a la fidélité de réplication des virus a
ARN de polarité négative ainsi qu’aux facteurs responsables de sa modulation. Seuls deux

mutants de fidélité ont pu étre décrits mais, ne semblent pas démontrer d’effets aussi marqués
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que ceux observés pour des mutations modulant la fidélité de réplication pour d’autres virus.
Les nombreux mutants décrits permettent d’observer que plusieurs mutations au sein d’une
méme polymeérase virale peuvent aboutir a des variations du taux de mutation de leur génome.
L’objectif de ce projet est donc d’approfondir la compréhension des facteurs permettant de
moduler la fidélit¢ de la polymérase des virus influenza de type A. Pour cela nous nous
sommes notamment intéressés a la sous-unité¢ catalytique PB1 du complexe polymérase,
responsable de I’activité ARN polymérase ARN-dépendante. A partir de banques de segments
codant pour la protéine PB1, mutés de maniere aléatoire, nous avons cherché a identifier les
résidus capables d’avoir une influence sur la fidélit¢ de la réplication virale. Plus
particulierement, nous avons cherché a obtenir des mutants dont la fidélité est augmentée par
rapport a la souche sauvage en les sélectionnant selon leur capacité a résister a la ribavirine.
Les mutants ainsi isolés nous permettront d’améliorer la cartographie du segment PBI,
d’identifier les résidus impliqués dans la régulation du taux de mutation mais également de
disposer de nouveaux outils pour étudier la dynamique des populations d’TAV dont la fidélité

de réplication est altérée.
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Matériel & Méthodes

I. Cellules, virus et plasmides

I.1. Cellules

Les cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), dérivées d’un épithélium rénal de
chien, sont cultivées en milieu minimum de Eagle (MEM), supplémenté par 5 % de sérum de
veau feetal (SVF).

Les cellules MDCK-SIAT, cellules MDCK transfectées de maniére stable avec un ADNc
humain codant pour la 2,6-sialyltransferase (SIAT1), surexpriment I’acide sialique a2-6. Elles
sont également cultivées en milieu MEM, supplémenté par 5 % de sérum de veau feetal (SVF)

Les cellules HEK-293T (Human Embryonic Kidney 293T), dérivées de cellules rénales
d’embryon humain et transformées par 1’antigéne T du virus SV40, sont cultivées en milieu
minimum de Eagle modifié¢ par Dulbecco (DMEM), supplémenté par 10% de SVF.

De la pénicilline a 100 U/mL et de la streptomycine a 100 pg/mL sont ajoutées aux

milieux de culture. Les cellules sont incubées dans une étuve humide a 37°C et a 5% de CO2.

I.2. Virus

Les virus A/Bretagne/7608/2009(H1N1)pdm09 pandémique et
A/Centre/1003/2012(H3N2) ont été isolés par le Centre National de Référence France Nord.
Les virus notés « HIN1p » et « H3N2 » par la suite ont été obtenus par génétique inverse a
partir  des cADN clonés des virus A/Bretagne/7608/2009(HIN1)pdm09 et
A/Centre/1003/2012(H3N2) respectivement. Les virus issus de la génétique inverse sur co-

culture de cellules MDCK et HEK-293T, ont ét¢ amplifiés en cellules MDCK (cf VI.1.).

I.3. Plasmides

Les plasmides pRF-X-HINI1p et pRF-X-H3N2 contiennent I’ADNc « X » de chacun des
8 segments génomiques (PB2, PBI1, PA, HA, NP, NA, M, NS) des souches
A/Bretagne/7608/2009(HIN1)pdm09 pandémique et A/Centre/1003/2012(H3N2),

respectivement. Pour ce faire, les ARN viraux ont été extraits et ont subi une transcription
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inverse, suivie d’une réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR) a [Daide
d’oligonucléotides spécifiques de chacun des 8 segments génomiques. Les produits de chaque
amplification ont été sous-clonés dans le vecteur pRF483 (fourni par R. Fouchier, Erasmus
Medical Center, Pays-Bas) pour obtenir des plasmides de génétique inverse dits
bidirectionnels. En orientation sens, la séquence est sous la dépendance du promoteur du
Cytomégalovirus (CMV) en 5’ et du signal de polyadénylation de ’hormone de croissance
bovine en 3’°, permettant ainsi la synthése d’ARNm et donc la production des protéines
virales. En orientation anti-sens, la s€quence est sous la dépendance du promoteur humain de
I’ARN polymérase I en 5° et de la séquence ribozyme du virus de 1’hépatite delta en 3°,
permettant ainsi une initiation et une terminaison exacte de la transcription des ARNv pour
chaque segment.

Les plasmides pCIl-neo-PB2-, -PA-, -NP-HINI1p/-H3N2 contiennent respectivement les
ADNCc codant pour les protéines PB2, PA et NP des virus HIN1p ou H3N2, clonés dans un
vecteur d’expression pCl-neo (Promega), sous la dépendance du promoteur du CMV.

Le plasmide rapporteur pPR7-Firefly permet I’expression d’un ARN pseudo-viral
contenant la séquence de la luciférase Firefly en orientation anti-sens, flanquée des séquences
non-codantes du segment NS des virus influenza de type A, sous le contrdle du promoteur
Poll.

Le plasmide rapporteur pCMV-Renilla contient la séquence de la luciférase Renilla en
orientation sens, sous la dépendance du promoteur du CMV, permettant la synthése de

I’ARNm codant pour la synthéese de la luciférase Renilla.

II. Mutagénese dirigée

Les mutations dans la séquence codant pour la protéine PB1 ont été introduites par
mutagénese dirigée réalisée sur les plasmides de génétique inverse pRF-PBI, contenant
I’ADNc du segment PB1, a I’aide du kit Quick Change II (Agilent Technologies). Les
amorces de PCR permettant d’introduire les mutations souhaitées sont dessinées selon les
recommandations du fournisseur du kit. La matrice présente dans le milieu réactionnel de la
PCR est spécifiquement hydrolysée 1h a 37°C par I’enzyme de restriction Dpnl. Des bactéries
supercompétentes XL1-Blue fournies dans le kit sont alors transformées par choc thermique,
45 sec a 42°C avec 1pl de produit de PCR traité préalablement avec I’enzyme Dpnl. Apres 1h

d’incubation a 37°C sous agitation, dans du milieu SOC, les bactéries sont étalées sur milieu
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de sélection Luria-Bertani (LB) gélosé, contenant 100ug/ml d’ampicilline, et incubées
pendant la nuit a 37°C. Des colonies individuelles sont ensuite amplifiées en milieu LB
liquide, contenant de I’ampicilline & 100pg/ml, a 37°C sous agitation durant la nuit. L’ADN
plasmidique est finalement extrait a I’aide du kit Plasmid DNA purification (Macherey-
Nagel). L’introduction des mutations souhaitées est vérifiée par séquencage selon la méthode
de Sanger, grace a des amorces spécifiques de la séquence PB1 (plateforme Eurofins, Institut

Cochin, Paris).

IIl. Mutagénése aléatoire et génération de banques de

séquences mutées

II1.1. Mutagénése aléatoire

Les mutations dans la séquence du segment codant pour la protéine PB1, portée par le
plasmide de génétique inverse pRF-PB1, ont été introduites de maniere aléatoire a I’aide du
kit GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis (Agilent Technologies), en utilisant des
amorces externes spécifiques des extrémités 5’ et 3’ du segment PB1, 500ng de matrice pRF-
PB1 et 20 cycles de PCR réalisés selon les indications du fabricant. L’enzyme utilisée pour
cette étape est la Mutazyme II DNA polymerase qui présente une faible fidélité de réplication
afin d’introduire des mutations aléatoires et réparties de manicre uniforme sur la totalité¢ du
segment amplifi¢. Le produit de PCR obtenu est purifié apres électrophorese en gel d’agarose,
a I’aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel). Le produit purifié¢ est
ensuite utilis¢€ comme amorce de PCR de mutagénese dirigée sur le plasmide de génétique
inverse contenant I’ADNc correspondant au segment PB1. La matrice utilisée pour la PCR est
dégradée 2h a 37°C par I’enzyme de restriction Dpnl. Des bactéries ultracompétentes XL10-
Gold fournies dans le kit sont alors transformées par choc thermique selon la procédure
décrite par le fabricant, 30 sec a 42°C avec 1,5ul de produit de PCR traité avec 1’enzyme
Dpnl. Les bactéries transformées sont ensuite traitées selon la méme procédure que pour la
mutagénése dirigée (cf. §II) : incubation en milieu SOC liquide, étalement sur milieu de
sélection gélosé, amplification de colonies isolées et extraction de I’ADN plasmidique. Les
mutations introduites sont analysées par séquencage selon la méthode de Sanger, en utilisant

des amorces spécifiques de la séquence PB1 (plateforme Eurofins, Institut Cochin, Paris).
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IT1.2. Génération de banques de séquences mutées

Les produits de PCR sélectionnés, traités préalablement avec 1’enzyme Dpnl, sont utilisés
en totalit¢ pour transformer des bactéries DHS5a rendues électrocompétentes, par lavages
successifs a I’eau stérile afin d’éliminer toutes traces de sels. La transformation est réalisée
par choc électrique, a 2000V pendant environ 2,5 millisecondes avec un appareil EasyjecT
Optima. Apres 1h d’incubation a 37°C sous agitation, dans du milieu SOC, les bactéries sont
¢talées sur milieu de sélection LB gélosé, contenant 100ug/ml d’ampicilline, et incubées
pendant la nuit a 37°C. La totalité des colonies obtenues est ensuite récupérée par grattage de
la surface des milieux de sélection afin de toutes les réunir. Enfin, les ADN plasmidiques sont

extraits a I’aide du kit NucleoBond Xtra Maxi Plus (Macherey-Nagel).

IV. Evaluation de D’activité de la polymérase virale par

reconstitution transitoire de RNPv

L’activité polymérase des complexes viraux est mesurée par co-transfection de cellules
avec les plasmides d’expression pCIl-neo-PB2, -PA, -NP, le plasmide de génétique inverse
pRF-PBI portant ’ADNc du segment PB1 sauvage ou muté, ainsi que les plasmides
rapporteurs pPR7-Firefly et pCMV-Renilla. La mesure de I’activité de la luciférase Firefly
dans le lysat cellulaire reflete I’efficacité de transcription et de réplication de I’ARN pseudo-
viral. Celle-ci est normalisée par la mesure de I’activité de la luciférase Renilla, témoin de
I’efficacité de la transfection.

Des cellules HEK-293T sont ensemencées a 3.10% cellules/puits dans des plaques
blanches de 96 puits a fond plat, dans du milieu de culture DMEM (Gibco) sans rouge phénol
ni antibiotiques, supplémenté par 10% de SVF. Les cellules sont transfectées avec un mélange
contenant 25ng de chaque plasmide d’expression de PB1 (sauvage ou mut¢), PB2, PA, 50ng
de plasmide exprimant la NP et 5ng de chacun des 2 plasmides rapporteurs, dilué¢s dans de
I’OptiMEM (Gibco). Ce mélange de plasmides est incubé pendant 20mn avec un mélange
OptiMEM-Polyéthylénimine (PEI, Sigma) avec un rapport PEI/ADN plasmidique égal a 3,
dans un volume de transfection final de 20ul. Les mesures de ’activité luciférase sont
réalisées 24h ou 48h post-transfection (h p.t.) pour les complexes polymérase de sous-type
H3N2 et HINIp respectivement, apres incubation des cellules dans une étuve humide a 35°C

et 5% de CO,. Les activités luciférase Firefly puis Renilla sont mesurées selon le protocole du
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kit Dual-Glo Luciferase Assay (Promega) avec un luminomeétre Centro XS LB960 (Berthold).
Dans chaque puits sont ajoutés 50ul du premier réactif, contenant un détergent doux, pour
lyser les cellules, et un substrat de la luciférase Firefly. Aprés 10mn d’incubation a
température ambiante, le signal de luminescence est enregistré pendant 1s par puits par le
luminomeétre. Ensuite, 50ul du second réactif contenant un inhibiteur de la luciférase Firefly
et un substrat spécifique de la luciférase Renilla, sont ajoutés dans chaque puits. Pour
s’assurer de la spécificité des signaux mesurés, des cellules sont co-transfectées selon le
méme protocole mais sans inclure le plasmide d’expression de PB1. Cette condition controle

permet d’évaluer le bruit de fond de I’activité de la luciférase Firefly.

V. Génétique inverse

Des cellules HEK-293T et MDCK sont ensemencées en co-culture, respectivement a
4.10° et 3.10° cellules par puits, dans des plaques 6 puits. Le lendemain, les cellules sont
transfectées avec un mélange contenant 10ul de transfectant FuGENE HD (Promega), 90ul
d’OptiMEM (Gibco) et 0,5ug de chacun des 8 plasmides de génétique inverse pRF-X,
correspondant a chacun des 8 segments viraux spécifiques de la souche virale étudiée. Les
cellules sont incubées 24h, a 35°C et 5% de CO; dans une étuve humide. Le lendemain, les
cellules sont rincées deux fois avec du DMEM puis incubées dans une étuve humide, a 35°C
et 5% de CO,, avec 2ml de DMEM contenant 0,5ug/ml de trypsine-TPCK (trypsine traitée
avec le L-1-tosylamido-2-phényléthyl chlorométhyl cétone, Coger), nécessaire au clivage de
la HA des virions nouvellement produits dans le milieu afin que ceux-ci puissent étre
infectieux. Aprés 48h, le milieu de culture est récolté et clarifi¢ par centrifugation Smn a
2000g pour ¢liminer les débris cellulaires. Le surnageant de culture, CO, est conservé a -80°C

et la suspension virale est titrée par la méthode des plages de lyse.
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VI. Amplification, titrage et cinétiques de multiplication

virale

VI.1. Amplification des stocks viraux

Les virus issus de la génétique inverse ou les stocks viraux sont amplifiés en cellules
MDCK, en milieu MEM supplémenté en trypsine-TPCK a 2pg/ml, a une multiplicité
d’infection (multiplicity of infection, m.o.i.) contrdlée de 107 particules virales infecticuses
par cellule. Aprés 48h d’incubation, a 35°C et en 5% de CO, dans une étuve humide, le

surnageant de culture est collecté, clarifié par centrifugation, congelé a -80°C et titré.

VI.2. Titrage viral par la méthode des plages de lyse

Des cellules MDCK-SIAT sont ensemencées a 5.10° cellules/puits en plaques 12 puits.
Apres 24h, les cellules sont rincées une fois avec du DMEM, puis inoculées avec 400ul de
suspension virale diluée en série au 1/10°™, dans du milieu MEM. Aprés 1h d’adsorption a
35°C, 2ml d’un mélange volume a volume de MEM 2X pH7 et d’Avicel 2,4% (24mg/mL,
FMC BioPolymer), additionné de 2pug/mL de trypsine-TPCK, sont ajoutés a chaque puits. Les
cellules sont ensuite incubées 72h dans une étuve humide a 35°C et en 5% de CO,. Les plages
de lyse sont révélées par fixation et coloration du tapis cellulaire avec une solution de cristal

violet (10%), formaldéhyde (10%) et éthanol (20%).

VI.3. Cinétique de multiplication virale

Des cellules MDCK sont ensemencées en plaques 6 puits, & 10° cellules/puits. Le
lendemain, les cellules sont rincées avec du DMEM puis inoculées avec 400ul de suspension
virale, diluée dans du milieu MEM, & une m.o.i. de 10”. L’inoculum est retiré aprés lh
d’adsorption a 35°C, les cellules sont rincées avec du DMEM, puis 2,5ml de MEM,
supplémenté en trypsine-TPCK a 2ug/ml sont ajoutés dans chaque puits. Les cellules sont
alors incubées a 35°C et en 5% de CO..

Un partie du surnageant est prélevée a 0, 24, 48 et 72h post-infection (p.i.), en vue du
titrage par la méthode des plages de lyse.

Si la cinétique de multiplication est réalisée en présence de mutagene, les cellules rincées

avec du DMEM doivent d’abord étre pré-incubées, avant inoculation, entre 2h et 3h a 37°C,
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avec 2ml de MEM supplémenté en trypsine-TPCK a 2ug/ml contenant le composé mutagéne
a la concentration souhaitée. Apres les étapes d’adsorption et de ringage, les cellules sont
incubées avec 2,5ml de MEM supplémenté en trypsine-TPCK a 2ug/ml contenant le composé

mutagene a la concentration déterminée.

VII. Test de viabilité cellulaire

La viabilité des cellules en présence de différentes concentrations de mutageéne est
évaluée avec le kit CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega). Le réactif
contient un tampon permettant de lyser les cellules, la luciférase Ultra Glo Recombinant
Luciferase ainsi que son substrat. L’activité enzymatique est dépendante de la concentration
d’ATP, reflétant ’activité métabolique des cellules. Le signal luminescent est enregistré

pendant 1s par puits au luminomeétre Centro XS LB960 (Berthold).

VIII. Analyse des ARN viraux

VIII.1. Détermination du nombre de copies d’ARN viral par

RT-qPCR

Les ARN viraux sont extraits des stocks viraux C2 a I’aide du kit QIAamp Viral RNA
(Qiagen). En utilisant un couple d’amorces et une sonde, fournis par le Centre National de
Référence (CNR) et spécifiques du segment viral M, ainsi que le kit Superscript III Platinum
One-Step qRT-PCR (Invitrogen), les ARN viraux sont soumis a une transcription inverse
suivie immédiatement par une PCR quantitative. Une partie des ARN extraits sont placés, en
duplicat, dans un volume réactionnel final de 20pl comprenant 5pl d’ARN, les amorces et la
sonde du CNR (0,5uM), un tampon de réaction optimisé par le fabricant, ainsi que la
polymérase SuperScript III RT (2Ul/ul), pour la synthése de ’ADN complémentaire, et
I’ADN polymérase Taq Platinum (2Ul/ul), pour I’amplification. Les mélanges réactionnels
sont placés dans un thermocycleur en temps réel (LightCycler 480, Roche) programmé ainsi :
I5mn a 45°C pour la transcription inverse; 3mn a 95°C pour 1’étape de dénaturation ;
I’amplification se déroule ensuite sur 50 cycles de 10s a 95°C, 10s a 55°C, 20s a 72°C, c’est
pendant cette étape que les signaux émis par les sondes sont quantifiés. La procédure sera

finalement terminée par 30s a 40°C. Pour chaque réaction, la quantification de la séquence
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cible, exprimée en cycle seuil (CP), est comparée a celle d'une gamme de transcrits dont le
nombre de copies est connu afin de déterminer le nombre de copies d’ARN présentes dans les

échantillons testés.

VIII.2. Validation des séquences virales

Les ARN viraux sont extraits des stocks viraux C2 a I’aide du kit QIAamp Viral RNA
(Qiagen) et rétro-transcrits a partir de ’amorce Unil complémentaire des 12 premiers
nucléotides conservés a ’extrémité 3’ des 8 segments, selon le protocole du kit Accuscript
High Fidelity Ist Strand cDNA synthesis (Agilent Technologies). L’ADN complémentaire est
amplifi¢ par PCR a I’aide de ’enzyme Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (0,02 U/ul,
Thermo Scientific) avec un couple d’amorces spécifique du sous-type et complémentaire des
extrémités 5’ et 3° de la région codante de la séquence PB1. Apres amplification (30s a 98°C ;
35 cycles de 10s a 98°C, 20s a 64°C, 1mn20s a 72°C ; et 8mn a 72°C), la qualité du produit
de PCR est contrdlée par analyse de Sul du produit de PCR, par électrophoreése en gel
d’agarose a 1% contenant du bromure d’éthidium (BET) a 0,5ug/ml. La totalité du produit de
PCR obtenu est ensuite purifiée apres électrophorese en gel d’agarose 1%, selon la procédure
du kit Nucleospin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). La séquence codante de PB1
est finalement controlée par séquencage selon la méthode Sanger, a I’aide d’amorces

spécifiques de la séquence PB1 (plateforme Eurofins, Institut Cochin, Paris).

VIIIL.3. Analyse des séquences virales par NGS

L’analyse NGS des séquences virales a été réalisé par la plateforme Pibnet a I’Institut
Pasteur qui utilise le kit de préparation Nextera XT DNA Library Preparation (Illumina), le
systéme de séquencage NextSeq 500 (Illumina) et le logiciel CLC Genomics Workbench 9

(Qiagen) pour I’analyse informatique.
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Résultats

I. Développement de banques de séquences PB1 mutées

aléatoirement

Afin d’évaluer dans quelle mesure des variations génétiques du complexe polymérase
permettent de moduler la fidélité de réplication des virus influenza de type A, I’ensemble des
résidus de la sous-unité PB1 du complexe polymérase qui porte d’activit¢é ARN polymérase
ARN dépendante ont ét¢é mutés de manicre aléatoire pour chacun des sous-types viraux
HINI1p et H3N2.

Chaque séquence PB1 a d’abord été amplifiée par PCR a I’aide d’une polymérase ADN-
dépendante de faible fidélité, afin d’introduire des mutations de manicre aléatoire et
homogeéne tout au long du segment. Les produits de PCR obtenus ont ensuite été purifiés et
utilisés comme amorces de PCR afin de substituer les séquences PB1 sauvages par les
séquences PB1 mutées dans des plasmides de génétique inverse bidirectionnels pRF-PB1,
selon le principe de la mutagénése dirigée décrit Figure 15. Pour évaluer le taux de mutations
des banques de plasmides obtenues, une partie a été utilisée pour transformer des bactéries
compétentes. Les séquences PB1, portées par les plasmides isolés et purifiés a partir de 20
colonies indépendantes pour chaque banque, ont alors été séquencées sur la totalité du geéne
afin d’évaluer la diversité des séquences codantes. Plusieurs conditions de mutagénése
aléatoire ont été testées, en modifiant deux facteurs : le nombre de cycles de PCR (20 ou 27
cycles) et la quantité initiale de matrice (100 ou 500 ng) avec pour objectif d’obtenir un taux
de mutation compris entre 1 et 3 acides aminés mutés par séquences. Ce taux moyen
correspond a un compromis entre d’une part, un taux de mutations trop €levé qui serait
délétere, voire 1étal, et ne permettrait pas d’isoler des mutations spécifiquement impliquées
dans la fidélité et, d’autre part, un taux de mutation trop faible qui ne permettrait pas d’obtenir
une diversité de séquence suffisante pour évaluer I’implication de I’ensemble des résidus vis-
a-vis de la fidélité¢ de réplication de la polymérase. En effet, avec un taux de mutation trop
faible, les séquences seraient majoritairement identiques a la séquence parentale et les

séquences mutées trop minoritaires pour induire un effet détectable.
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B. Mutagéneése dirigée avec les megaprimers

PB1

f
A. Error-prone PCR (epPCR)

Synthése des megaprimers mutants l
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Figure 15 - Principe de la mutagénése aléatoire du géne PB1.

A) Une PCR avec erreurs (epPCR) est d’abord réalisée avec une polymérase a basse fidélité sur la séquence de
I’ADNc de PB1 clonée dans le plasmide pRF483 a I’aide d’amorces encadrant la séquence codante de PBI1.
Différents parametres (quantité de matrice, nombre de cycles) sont ajustés selon le taux de mutations souhaité.
B) Les produits de PCR purifiés sont eux-mémes utilisés comme amorces (mégaprimer) dans une étape de
mutagénése dirigée pour réintroduire les séquences mutées aléatoirement dans un plasmide. Aprés traitement
avec I’enzyme de restriction Dpnl afin d’éliminer les plasmides parentaux non mutés (C) et transformation de
bactéries (D), une banque de séquences PB1 mutées est obtenue.

Avec 100ng de matrice et 27 cycles de PCR, selon les recommandations du fabricant, le
taux moyen de mutations obtenu était de 8,6 substitutions d’acides aminés par séquence pour
chacun des sous-types (Tableau 1), ce qui était bien trop ¢éloigné de notre objectif. Une
augmentation de la quantit¢ de matrice a 500ng a permis de diminuer le taux de mutation
moyen des séquences. Ainsi, avec 27 cycles de PCR, un taux de 3,5 et 4,2 substitutions par
séquence a €té¢ obtenu, pour les sous-types HINIp et H3N2, respectivement, tandis que 20
cycles ont permis d’obtenir un taux de 2,7 substitutions d’acides aminés par séquence pour les
deux sous-types. Les banques de séquences HINIp et H3N2 ainsi obtenues présentent par
ailleurs un taux de 3,7 et 3,8 substitutions nucléotidiques par séquence, un faible taux
d’insertions-délétions de 0,005 et 0,1 ainsi qu’un faible taux de codons d’arrét de traduction

de 0,15 par séquence (Tableau 2). L’ensemble des plasmides contenant les séquences PB1
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mutées dans ces conditions a été utilisé pour transformer des bactéries DH50 compétentes.

Les colonies obtenues ont été regroupées et les plasmides purifiés pour constituer deux

banques de plasmides contenant les séquences PB1 mutées de sous-type HIN1p et H3N2.

Tableau 1 - Taux de mutation observé lors des expériences de mutagénése aléatoire selon la
quantité de matrice et le nombre de cycles de PCR.

Sous-type HI1NI1p H3N2
Quantité de

matrice (ng) 100ng | 500ng | 500ng | 500ng 500ng
Nombre de cycles

de PCR 27 27 20 27 20
Tau)f de mutation 8.6 42 2.7 3.5 2.7
(aa/séquence)™

* : taux de mutation évalué par séquengage Sanger d’un échantillon de chaque banque de séquences PBI1.

Tableau 2 - Caractéristiques des séquences PB1 mutées issues des banques retenues.

Taux (modifications/séquence)* HINl1p H3N2
Substitutions (acides aminés) 2,7 2,7
Substitutions (nucléotides) 3,8 3,7
Insertions / Délétions 0,05 0,1
Codons STOP 0,15 0,15

* : taux évalués par séquengage Sanger d’un échantillon de chaque banque de séquences PB1.
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II. Sélection de mutants de PB1 conférant une résistance a la
ribavirine

Dans plusieurs modeles viraux (Binh et al. 2014 ; Cheung et al. 2014 ; Borderia et al.
2015 ; Sanjuan et al. 2016), une augmentation de la fidélité de réplication a pu étre corrélée a
une résistance plus efficace aux mutagénes. La comparaison de I’activité de la polymérase en
absence ou en présence de ribavirine a donc été utilisée pour sélectionner des mutants
présentant une résistance accrue au compos¢ mutagene.

Pour les virus influenza, la protéine PB1 est la sous-unité catalytique du complexe
polymérase viral associé¢ a chacune des ribonucléoprotéines virales (RNPv). Des expériences
de reconstitution transitoire de complexes de transcription/réplication fonctionnels, ou

minigénomes, permettent d’étudier spécifiquement ’activité de ce complexe (Fig.16).

Les banques de séquences PB1 mutées de chaque sous-type ont été subdivisées en 10
sous-banques. Des expériences de minigénomes ont été réalisées avec chacune des banques de
PB1 mutées en absence et en présence de ribavirine. Pour cela, des cellules HEK-293T ont été
transfectées avec les plasmides d’expression codant pour I’ensemble des protéines nécessaires
a la formation de RNPv, pCIl-neo-PB2, -PA, -NP ainsi que les plasmides pRF-PB1 porteurs
des séquences PB1 mutées ou sauvages. Deux plasmides rapporteurs ont également été
transfectés. Le plasmide pPR7-Firefly qui dirige I’expression d’un ARN pseudo-viral
comportant les séquences non-codantes du segment NS encadrant la séquence codante de la
luciférase Firefly en antisens, permet d’acquérir un signal luciférase Firefly relatif a ’activité
intrinséque de trancription/réplication de la polymérase virale. Le plasmide pCMV-Renilla,
permet d’acquérir un signal luciférase Renilla, et rend compte de la qualité de la transfection.
Les concentrations de ribavirine utilisées pour ces expériences ont été déterminées pour
diminuer I’activité des polymérases sauvages d’environ 90%. Ainsi, en présence de S0uM et
125uM de ribavirine, les complexes polymérases H3N2 et HIN1p possédant une sous-unité
PB1 non mutée présentaient une activité résiduelle d’environ 10% de I’activité observée en
absence de mutageéne. Les mutations de PB1 décrites précédemment, D27N (Binh et al. 2014)
et V431 (Cheung et al. 2014), qui diminuent la sensibilit¢ du complexe polymérase a la
ribavirine ont été utilisées comme témoins. Ces mutations ont été introduites par mutagénése
dirigée dans les séquences codant pour la protéine PB1 de chaque sous-type dans le plasmide

de génétique inverse bidirectionnel pRF-PBI.
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Lors des expériences de minigénome, les activités en absence et en présence de ribavirine
des différentes RNPv comportant une PB1 mutée ont été comparées a I’activité¢ des RNPv

comportant la protéine PB1 non mutée.

Chaque expérience a été reproduite trois fois, de manicre indépendante. L acquisition des
résultats de ces expériences se fait ensuite en deux temps, a I’aide d’un luminométre. Le
premier signal observé correspond a la luminescence émise par la luciférase Firefly et le
second est émis par la luciférase Renilla. Le signal de luminescence émise par la luciférase
Firefly, qui correspond a I’activité de la polymérase, a été normalisé par rapport au signal
émis par la luciférase Renilla qui refléte la qualité de la transfection. Les activités normalisées

ont été utilisées pour réaliser les analyses comparatives.
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Figure 16 - Représentation schématique des expériences de reconstitution transitoire de

complexes de transcription/réplication fonctionnels.

Des cellules 293T sont transfectées avec les plasmides d’expression des protéines virales PB1 (sauvages ou
mutées), PB2, PA et NP, ainsi qu’avec un plasmide dirigeant I’expression sous contrdle du promoteur de I’ARN-
polymérase I d’un segment génomique viral artificiel contenant le géne de la luciférase Firefly. L’ARNm codant
la luciférase Firefly (Ffly) est transcrit de maniére dépendante de I’ARN polymérase virale a partir des RNPv
reconstituées. Un plasmide pour 1’expression de la luciférase Renilla (Rnla) est utilisé comme témoin interne de
transfection. En contréle négatif, les cellules sont transfectées avec les mémes plasmides sans le plasmide
d’expression PB1. Les cellules transfectées sont incubées en absence ou en présence de ribavirine. Le niveau de
tanscription/réplication est évalué par mesure de 1’activité de la luciférase Firefly, 24h post transfection pour la
polymérase de sous-type H3N2 et 48h post transfection pour la polymérase de sous-type HIN1p.

Premierement, les activités des différentes RNPv contenant une protéine PB1 mutée,
enregistrées dans une condition donnée, ont été comparées a I’activité de la RNPv contenant
la protéine PB1 sauvage obtenue dans la méme condition. L’ensemble des données obtenues

en condition sans mutagene a été comparé a I’activité de la RNPv sauvage en absence de
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mutagene et les données obtenues en présence du composé mutageéne ont €t€ comparées a
I’activité de la RNPv sauvage observée dans les mémes conditions. Un second type d’analyse
a été réalisé par comparaison de I’ensemble des activités, observées en absence et en présence
de mutagene, vis-a-vis de I’activité de la RNPv contenant la protéine PB1 non mutée obtenue
en condition standard. Un troisiéme type de comparaison a consist¢ a évaluer D’activité
résiduelle de chaque RNPv en présence du compos¢ mutagene, par rapport a sa propre activité
observée en absence de mutagene.

Ces analyses comparatives ont été réalisées de maniére indépendante pour chaque
expérience de minigénome. Les résultats de ces comparaisons, exprimés en pourcentages,
obtenus pour chacun des réplicats physiologiques ont ensuite été regroupés et une moyenne a
été calculée a partir de ces différentes données, pour chaque RNPv. Finalement, les activités
résiduelles moyennes des RNPv comportant une protéine PB1 mutée, ont été comparées a
I’activité¢ résiduelle moyenne de la RNPv sauvage selon un rapport de type: Activité
résiduelle RNPv — PB1 mutée / Activité résiduelle RNPv — WT. Ainsi, un facteur égal a 1
correspond a une résistance au compos¢ mutageéne équivalente a la polymérase sauvage. Un
facteur inférieur a 1 correspond a une résistance au composé diminuée, tandis qu’un facteur
supérieur a 1 permet d’identifier une RNPv dont la capacité a résister a I’action du mutagéne
est supérieure a celle de la polymérase parentale. C’est sur la base de ces facteurs ainsi que
des résultats des diverses analyses comparatives que les sous-banques qui présentaient une
résistance plus efficace a la ribavirine par rapport aux RNPv sauvages ont été sélectionnées et
subdivisées, chacune en cinq sous-groupes. Ceux-ci ont été utilisés pour d’autres expériences
de minigénomes et les sous-groupes permettant d’observer une activité plus forte que celle
des RNPv sauvages en présence de ribavirine ont a nouveau été divisés en cing. Ce cycle de
sélection a été répété cinq fois pour chaque banque. Suite a cet enrichissement par répétition
des cycles de sélection, les deux sous-groupes qui présentaient la résistance a la ribavirine la

plus importante ont été sélectionnés pour chaque sous-type.

Lors de la premiére étape du cycle de sélection, I’analyse des expériences de minigénome
avec les dix sous-banques de PB1 mutées a montré que 1’ensemble des RNPv reconstituées
présentaient toutes des signaux détectables, mais des activités polymérases intrinseéques
diminuées par rapport a la RNPv sauvage non mutée. Pour les complexes de sous-type H3N2,
les niveaux d’activité en absence de mutageéne correspondaient a des valeurs comprises entre

17% et 23% de I’activité de la polymérase sauvage (Fig.17), tandis que pour les complexes de
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sous-type H1NIp, les activités polymérases étaient comprises entre 24% et 37% de celle de la
polymérase sauvage (Fig.18). En présence de ribavirine une diminution générale de 1’activité
polymérase a été observée mais a des niveaux variables selon les différentes sous-banques de
PB1 mutées. En contexte HIN1p, les facteurs de comparaison des activités résiduelles (ou
facteurs de résistance a la ribavirine) des RNPv les plus élevés sont supérieurs a 2 (Fig.18), et
sont compris entre 1 et 1,5 pour le sous-type H3N2 (Fig.17). Ainsi, six sous-groupes de
séquences PB1 mutées de chaque sous-type ont été sélectionnés. Cette premicre sélection était
volontairement large parmi les sous-groupes présentant les facteurs de résistance au composé
mutagene les plus élevés pour tenter d’inclure au mieux toutes les mutations qui pourraient
conférer une résistance a la ribavirine.

Pour le deuxiéme cycle de sélection, les sous-banques sélectionnées ont a leur tour été
subdivisées en cinq sous-groupes et de nouvelles expériences de minigénomes ont été
réalisées. Lors de ce second cycle de sélection, les rapports obtenus par comparaison des
activités résiduelles des différentes RNPv vis-a-vis du complexe comportant la protéine PB1
sauvage étaient supérieurs a 1, pour 1’ensemble des sous-groupes des deux sous-types, a
I’exception de deux sous-groupes pour le sous-type H3N2. Pour chacun des sous-types, les
trois sous-groupes qui présentaient les facteurs de résistance les plus élevés ainsi qu’une
activité résiduelle en présence de ribavirine d’au minimum 20% ont été sélectionnés. Lors des
cycles de sélection suivants, les facteurs de résistance des différents sous-groupes des deux
sous-types €taient systématiquement supé€rieurs a 1 et les mémes critéres de sélection des trois
sous-groupes (facteur de résistance les plus élevés et activité polymérase résiduelle >20%) ont

été appliqués.
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Figure 17 - Activités polymérase des RNPv de sous-type H3N2 lors des étapes de sélections 1 et
5.

L’activité de transcription/réplication des RNPv reconstituées avec les sous-banques de PB1 mutées indiquées a
ét¢ déterminée comme décrit Figure 16. Les résultats en absence de ribavirine sont représentés en vert et ceux en
présence de 50 uM de ribavirine sont représentés en rouge pour la premiére étape de sélection (A,C,E) et la 5™
étape de sélection (B,D,F). Les résultats sont exprimés en pourcentages. A,B) L’activité en absence ou présence
de ribavirine des RNPv portant les séquences PB1 mutées issues des différentes sous-banques est comparée a
I’activité de la RNPv portant la protéine PB1 sauvage enregistrée dans la méme condition. C,D) L’activité en
absence ou présence de ribavirine des RNPv portant les séquences PB1 mutées issues des différentes sous-
banques est comparée a ’activité de la RNPv sauvage en absence de ribavirine. E,F) L’activité résiduelle pour
chaque RNPv en présence de ribavirine est comparée a I’activité de la RNPv correspondante évaluée en absence
de mutageéne. Les mutations V43I et D27N ont été utilisées comme témoins.
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Figure 18 - Activités polymérase des RNPv de sous-type HIN1p lors des étapes de sélection 1 et
5.

L’activité de transcription/réplication des RNPv reconstituées avec les sous-banques de PB1 mutées indiquées a
ét¢ déterminée comme décrit Figure 16. Les résultats en absence de ribavirine sont représentés en bleu et ceux en
présence de 125uM de ribavirine sont représentés en rouge pour premiére étape des sélection (A,B,C) et la 5™
étape de sélection (D, E, F). Les résultats sont exprimés en pourcentages. A,D) L’activité en absence ou présence
de ribavirine des RNPv portant les séquences PB1 mutées issues des différentes sous-banques est comparée a
I’activité de la RNPv portant la protéine PB1 sauvage enregistrée dans la méme condition. B,E) L’activité en
absence ou présence de ribavirine des RNPv portant les séquences PB1 mutées issues des différentes sous-
banques est comparée a I’activité de la RNPv sauvage en absence de ribavirine. C,F) L’activité résiduelle pour
chaque RNPv en présence de ribavirine est comparée a I’activité de la RNPv correspondante évaluée en absence
de mutageéne. Les mutations V431 et D27N sont utilisées comme témoins.
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Pour le sous-type H3N2, les trois sous-groupes de séquences PB1 sélectionnés a ’issue
du deuxiéme cycle de sélection présentaient des rapports d’activités résiduelles de 2,4, 2,5 et
1,9 en comparaison a la RNPv sauvage. Au fur et a mesure des cycles de sélection, ces
facteurs ont progressivement augmenté pour atteindre les valeurs de 3,22 et 3,48 pour les
deux sous-groupes de séquences mutées sélectionnés a 1’issue du cinquiéme cycle de sélection
(Tableau 3). Lors de ce dernier cycle, ces sous-groupes ont permis la reconstitution de RNPv
dont le niveau d’activité intrinséque en condition standard, sans ribavirine, correspond a
environ 10% de I’activité enregistrée pour la polymérase sauvage. Comparativement, la
mutation PB1-V43I entraine également une activité polymérase de 1’ordre de 10% en absence
de mutagene et un facteur de résistance variant de 1,8 a 4,7 selon les expériences, tandis que
la RNPv qui comporte la protéine PB1-D27N, présente une activité intrinséque de 94-121%

équivalente a celle la RNPv sauvage de référence et un facteur de résistance de 0,7 a 1,5.

Tableau 3 - Evolution des caractéristiques des banques de séquences PB1 mutées de sous-type
H3N2 lors des 5 cycles de sélection en présence de ribavirine.

H3N2 -b3.4 H3N2 - c¢54 H3N2 - V431 H3N2 - D27N
Cvceles d s P P c

$ é)l,ec: ciisoni . A?nv,lte Facteurde | . A?tlv‘lte Facteurde | . A?tlv‘lte Facteurde | . A?tlv‘lte Facteur de
intrinseque [ ¢ | Intrinseque L ¢ | Intrinseque L ¢ | Intrinseque L ¢
(% WT)b résistance (% WT)b résistance (% WT)b résistance (% WT)b résistance

1 18% 1,42 18% 1,42 10% 1,8 82% 1,5

2 15% 1,87 15% 1,87 12% 3,14 121% 0,79

3 17% 1,78 15% 2,06 9% 3,92 113% 0,66

4 11% 2,54 11% 2,87 8% 4,11 94% 0,81

5 12% 3,22 10% 3,48 9% 4,69 107% 0,97

a - les cycles de sélection ont été réalisés en comparant I’activité de transcription/réplication transitoire de RNPv
reconstituées en absence et en présence de ribavirine (S0uM).
b - les activités intrinséques en absence de ribavirine sont exprimées en pourcentage de l’activité pour la

polymérase sauvage (WT)
¢ - le facteur de résistance correspond au rapport de la diminution de 1’activité polymérase en présence de

ribavirine pour la RNPv mutante et la RNPv sauvage.
Les mutations V43I et D27N sont utilisées comme témoins.
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Pour le sous-type HIN1p, cinq groupes ont été sélectionnés lors du second cycle. Ceux-ci
présentaient des rapports d’activités résiduelles de 1,7, 1,9, 2,0, 2,0 et 2,2 comparativement a
la RNPv sauvage. Au cours des cycles de sélection suivants, ces facteurs ont progressivement
augmenté et les deux sous-groupes de séquences finalement sélectionnés a 1’issue du
cinquiéme cycle de sélection présentaient des facteurs de résistance de 2,6 et 2,7 et des
activités polymérase intrinséques d’environ 30% de celle de la polymérase sauvage (Tableau
4). On peut remarquer que la progression des facteurs de résistance ainsi que leurs valeurs
finales sont plus faibles que ce qui a été observé avec les séquences PB1 issues du sous-type
H3N2. Lors du dernier cycle de sélection, les deux sous-groupes sélectionnés permettent la
reconstitution de RNPv dont le niveau d’activit¢ en condition standard correspond en
moyenne a 30% de I’activité enregistrée avec la polymérase sauvage. Comparativement, la
mutation PB1-V43I entraine une activité polymérase de 13-18% en absence de mutagene et
un facteur de résistance de 4,6 a 6,9 selon les expériences, tandis que la mutation PB1-D27N
entraine une activité intrinséque de 72-130%, équivalente a celle de la RNPv sauvage de

référence.

Tableau 4 - Evolution des caractéristiques des banques de séquences PB1 mutées de sous-type
H1N1p lors des 5 cycles de sélection en présence de ribavirine.

H1N1p — p2.2 H1N1p — q4.5 H1N1p - V431 H1N1p — D27N
P—P P—q P
Cycles de Activité Activité Activité Activité
sélection® | intrinséque F,ac.teur di intrinséque F’ac.teur de; intrinséque F’ac.teur de; intrinséque F’ac.teur di
(% WT)b resistance % WT)b resistance % WT)b resistance % WT)b resistance
1 29% 2,31 24% 2,93 14% 5,69 72% 1,22
2 49% 2,24 45% 2,05 16% 5,01 125% 1,03
3 38% 2,26 45% 2 18% 4,62 130% 1,29
4 27% 2,64 29% 2,34 16% 6,73 109% 1,23
5 31% 2,71 29% 2,57 13% 6,90 96% 1,14

a - les cycles de sélection ont été réalisés en comparant I’activité de transcription/réplication transitoire de RNPv
reconstituées en absence et en présence de ribavirine (125uM).

b - les activités intrinséques en absence de ribavirine sont exprimées en pourcentage de l’activité pour la
polymérase sauvage (WT)

¢ - le facteur de résistance correspond au rapport de la diminution de I’activité polymérase en présence de
ribavirine pour la RNPv mutante et la RNPv sauvage.

Les mutations V43I et D27N sont utilisées comme témoins.
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Figure 19 - Facteurs comparatifs de perte d’activité des RNPv en présence de ribavirine lors des

étapes de sélection 1 et 5.

Les facteurs comparatifs de perte d’activité des RNPv reconstituées avec les PB1 sauvages ou mutées de sous-
types HIN1p (A, B) ou H3N2 (C, D) pour la premiére étape de sélection (A, C) et la 5°™ étape de sélection (B,
D) ont été calculés. Ils correspondent au rapport entre les activités résiduelles des RNPv test et de la RNPv
sauvage du sous-type correspondant. Les facteurs de perte d’activité obtenus pour les RNPv sauvages de sous-
type HINIp (bleu) ou H3N2 (vert) et pour les RNPv reconstituées avec les sous-banques de PB1 mutées
indiquées (rouge) sont représentés. Les mutations V431 et D27N ont été utilisées comme témoins.

I1 est a noter que la mutation PB1-V431I confére une résistance a la ribavirine supérieure
dans le contexte du sous-type HI1NI1p par rapport au contexte H3N2 alors méme que ’activité
intrinséque des polymérases est comparable pour les deux sous-types. Pour la mutation PB1-
D27N, l’activité intrinséque ainsi que la sensibilit¢ a la ribavirine de la polymérase est

comparable a celles du sauvage.
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IIl. Diversité des séquences PB1 des sous-groupes

sélectionnés

Les quatre sous-banques sélectionnées ont été séquencées pour €valuer la diversité des
séquences PBI1. Apres transformation de bactéries compétentes, une quarantaine de colonies
indépendantes ont été prélevées pour chaque sous-banque et les plasmides isolés ont été
séquencés sur la totalité de la séquence PB1. Le nombre de positions mutées ainsi que le
nombre de mutations identifiées pour chacune des sous-banques sont présentés dans le tableau
5. Pour les séquences de sous-type H3N2, au total, 162 positions et 203 mutations ont été
identifiées, réparties de maniere homogene sur la totalit¢ de la séquence (Fig.20). Cela
correspond a 2,5 acides aminés mutés par séquence en moyenne, ce qui est cohérent avec le
taux de mutation initialement évalué pour la banque.

Pour les séquences de sous-type HINIlp, 229 positions et 268 mutations ont été
identifiées (Fig.20), soit environ 3 acides aminés mutés par séquence. Comme observé pour le
sous-type H3N2, ces mutations suivent une répartition homogeéne le long de la séquence de
PB1 Cependant le taux de mutation observé est légerement plus élevé que celui déterminé

pour la banque initiale.

Tableau 5 - Caractéristiques des séquences PB1 mutées issues des sous-groupes sélectionnés et
séquencés a I’issue des expériences de minigénomes en absence et en présence de ribavirine.

HI1N1p H3N2

Sous-groupes p2.2 q4.5 b3.4 c5.4
Nomrbre de positions 126 123 34 9
mutees

Total 229 162
NOfnbre d.e ’ mutations 135 133 96 107
(acides aminés)

Total 268 203
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Figure 20 - Distribution sur la séquence de PB1 des mutations de réduction de la sensibilité a la

ribavirine des RNPyv.

Représentation du nombre de mutations en fonction de la position des acides aminés dans la séquence PB1 des
sous-type H3N2 (vert) ou HINI1p (bleu). Les mutations ont été recensées a partir des résultats de séquencage
d’un échantillon des sous-groupes de séquences PB1 sélectionnés pour une sensibilité réduite a la ribavirine des
RNPv lors des expériences de transcription/réplication transitoire. Les principaux domaines fonctionnels de PB1
sont représentés en haut.

Parmi les mutations répertoriées, 23 et 31 mutations ont été sélectionnées (Figures 21 et
22), pour les sous-types H3N2 et HIN1p respectivement, pour évaluer leur réle spécifique. La
sélection a été basée sur la répétition d’apparition des mutations pour un méme résidu, la
localisation des mutations ainsi que les propriétés physico-chimiques des acides aminés. Pour
¢tudier spécifiquement I’impact de chaque mutation, celles-ci ont été réintroduites par
mutagénese dirigée dans la séquence codante de la protéine PB1 du plasmide pRF-PBI du

sous-type correspondant.
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IV. Impact des mutations sur 1’activité de la polymérase

virale

L’influence des mutations sélectionnées sur I’activité du complexe polymérase a été

évaluée par des expériences de minigénomes.

L’évaluation de D’activit¢ des complexes polymérases composés des protéines PB1
mutées spécifiquement, a permis d’observer différentes catégories de mutations: 1) des
mutations pour lesquelles ’activité intrinseque des RNPv est proche de celle de la RNPv
sauvage (81-120%); 2) des mutations qui entrainent une diminution plus ou moins marquée,
modérée (51-80%), importante (21-50%) ou drastique (< 20%) de Iactivité intrinseque de la
polymérase virale ; 3) des mutations qui se traduisent par une augmentation de ’activité (>

120%) des RNPv par rapport a la RNPv sauvage (Figures 21 et 22).

IV.1. Impact des mutations sur I’activité polymérase H3N2

En contexte H3N2, les mutations qui n’affectent pas ou peu ’activité de la polymérase en
absence de ribavirine sont les mutations N641Y et E656D pour lesquelles I’activité des RNPv
de 107% et 91% respectivement, était I€égérement supérieure ou inférieure a celle de la RNPv
sauvage. La majorité des mutations a entrainé une diminution de I’activité polymérase avec
une diminution modérée pour les RNPv Q294H, et Q582L dont les activités sont de 44% et
58% respectivement, ou une diminution plus importante pour les RNPv L7Q, K121R, F166Y,
MI195K, Q294R, T432S, T432A, N694Y et N694K dont les activités sont comprises entre
18% et 35% de Dl’activité de la RNPv sauvage. L’effet des mutations F1661, N225S, N225K,
A401V, A401T, A542V, AS542T et N694l s’est avéré plus drastique avec des activités
comprises entre 1% et 18% de D’activité de la RNPv sauvage. Pour les RNPv portant les
mutations KI12IN et N641S, une augmentation modérée de I’activité intrinseque de la
polymérase a été observée avec des activités de 137% et 128% respectivement, par rapport a
la RNPv sauvage.

Pour ce qui concerne les mutations témoin, la mutation V431 diminue [’activité
intrinséque de la polymérase de facon drastique a 9%, tandis que la mutation D27N réduit

I’activité de fagcon modérée a 78% de 1’activité basale de la RNPv sauvage.
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De fagon remarquable, alors que pour les positions 225, 401, 432 et 542 les substitutions
se traduisent par les mémes effets pour les différents résidus testés, pour les positions 121,
166, 294, 641 et 694, ’effet des mutations sur ’activit¢ des RNPv dépend de la nature de
I’acide aminé introduit. Ainsi, la mutation K121N augmente 1’activité intrinséque de la
polymérase a 137% alors que la mutation K121R se traduit pas une diminution importante de
I’activité a 29% par rapport a la RNPv sauvage ; les mutations F166Y et F1661 diminuent
I’activité de facon importante ou drastique, respectivement a 51% et 5% de 1’activité de la
RNPv sauvage; les mutations Q294H et Q294R diminuent P’activit¢é des RNPv de fagon
modérée (58%) ou plus marquée (31%) ; la mutation N641Y n’a pas d’effet notable avec une
activité de 107% alors que la mutation N641S augmente ’activité a 128% de celle du celle de
la RNPv sauvage ; les mutations N694K et N694Y n’ont qu’un impact modéré avec des
activités de 35% et 44% des RNPv correspondantes respectivement, alors que la mutation

N694I réduit activité des RNPv de fagon drastique a 2% de 1’activité de la RNPv sauvage.

IV.2. Impact des mutations sur I’activité polymérase H1N1p

En contexte HIN1p, les RNPv portant les mutations C107S, K388N, K388R, ou T400S
présentent des activités comparables a 1’activit¢ de la RNPv sauvage avec des niveaux
d’activité de 82%, 99,6%, 85% et 110% de celle du sauvage. Comme en contexte H3N2, La
majorité des mutations a entrainé une diminution modérée de 1’activité polymérase avec pour
les RNPv L7Q, T204A, T204S, T228S, T296A et K430I des activités comprises entre 51% et
71%, ou une diminution plus importante avec pour les RNPv F103L, M195L, M195T,
L550V, G622A, et G622E des activités comprises entre 22% et 49% de I’activité de la RNPv
sauvage. Un effet plus drastique a été observé pour les mutations F103S, R2031, L396Q,
M414A, V451A, V4AS51E, S494N, A542V, A542T, S7021 et S702N dont les activités sont
comprises entre 1% et 17% de celle de la RNPv sauvage. Avec la mutation A643G Dactivité
de 191% était presque deux fois plus élevée que celle du sauvage et de facon remarquable,
pour les mutations 1674L, 1674M et 1674F une trés forte augmentation de 1’activité¢ des RNPv
a ¢été observée avec des activités respectivement a 579%, 853% et 1446% par rapport au
sauvage.

Pour ce qui concerne les mutations témoin, la mutation V431 diminue [’activité

intrinséque de la polymérase de fagon drastique a 15%, tandis que la mutation D27N n’a pas
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d’impact notable avec une activité de 121% légeérement supérieure a celle de la RNPv
sauvage.

Pour les positions 195, 204, 451, 542, 622, 674, et 702, aucune différence notable n’a été
observée selon la nature des substitutions contrairement a ce qui a été observé pour le sous-

type H3N2.

Au total, ’analyse de I’effet des mutations sur 1’activité des RNPv, a permis pour les
deux sous-types viraux, d’identifier des positions clé pour 1’activité polymérase, avec des
effets plus ou moins marqués selon la nature des résidus substitués, voire méme des effets
opposés comme dans le cas des mutations KI2IN et KI21R en contexte H3N2 qui
respectivement se traduisent par une augmentation ou une diminution de 1’activité des RNPv
correspondantes.

Par ailleurs, il est a noter que les substitutions aux mémes positions ont soit le méme effet
dans le contexte H3N2 et HIN1p comme pour les mutations A542V et A542T qui diminuent
I’activité de fagon drastique ou les mutations en position 195 qui diminuent I’activité de fagon
importante quel que soit le contexte, soit des effets dépendant du sous-type viral comme pour
la mutation L7Q qui a un impact modéré sur ’activité dans le contexte HINI1p et plus

important dans le contexte H3N2.
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V. Impact des mutations sur la sensibilité de la polymérase a

la ribavirine

L’influence des mutations sélectionnées sur la sensibilit¢é de 1’activité du complexe
polymérase a la ribavirine a été évaluée comme précédemment par des expériences de
minigénomes par comparaison des activités des RNPv reconstituées en présence et en absence
de ribavirine. L’évaluation de I’impact des mutations sur la sensibilit¢ de Dactivité
polymérase a la ribavirine a permis de classer les mutations en différentes catégories en
fonction de leur activité en présence de ribavirine comparée a I’activité des RNPv sauvages en
présence de ribavirine ainsi qu’en fonction des facteurs de résistance correspondant au rapport

des activités résiduelles du mutant par rapport au sauvage.

V.1. Sensibilité a la ribavirine de la polymérase mutée en

contexte H3N?2

Pour les RNPv de sous-type H3N2, les expériences ont été réalisées en présence de
ribavirine 50uM. Pour I’ensemble des polymérases une forte diminution de I’activité a été
observée en présence de ribavirine par rapport a 1’activité du virus sauvage en absence de
ribavirine (Fig.21.B). Ainsi, I’activité de la RNPv sauvage était de 7%, tandis que les RNPv
V43I et D27N présentaient des activités de 2% et 6% par rapport a 1’activité initiale du
complexe sauvage. Leurs activités par rapport a celle de la RNPv sauvage en présence de
ribavirine était de 32% et 80%, respectivement (Fig.21.A). Vis-a-vis de leur propre activité
initiale, les RNPv V43I et D27N présentaient des activités en présence de ribavirine de 26%
et 7%, respectivement, correspondant a des facteurs de résistance a la ribavirine de 3,6 et 1,0
(Fig.21.C).

Les mutations K121IN, N641S, N641Y et E656D sont les seules pour lesquelles, comme
pour la mutation D27N, I’activité polymérase en présence de ribavirine est supérieure ou d’un
niveau comparable a I’activité de la RNPv sauvage dans les mémes conditions. L’ activité en
présence de ribavirine par rapport a I’activité de la RNPv sauvage de référence en absence de
ribavirine est toutefois trés diminuée (16%, 9%, 8%, 7% pour les mutations K121N, N641S,
N641Y et E656D respectivement). Les autres mutations évaluées, comme la mutation témoin
V431, présentent en effet une activité en présence de ribavirine inférieure (voire trés

inférieure) a celle observée pour la RNPv sauvage. Cependant, la comparaison de I’activité
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résiduelle de chaque RNPv en présence de ribavirine avec sa propre activité intrinseéque en
condition standard, permet de mettre en évidence des différences de résistance a la ribavirine.
Les facteurs de résistance obtenus pour les différentes mutations étudiées par comparaison a
I’activité résiduelle de la polymérase sauvage sont compris entre 0,9, pour la mutation F166Y,
et 11,0, pour la mutation N225S. Bien que pour une majorit¢ de mutations les facteurs de
résistance observés soient compris entre 1 et 2, plusieurs RNPv présentent des valeurs
supérieures. Notamment, pour les mutations L7Q, F1661, A401V et A542T, des facteurs de
résistance de 2,1, 2,1, 2,2 et 3,4 ont été obtenus respectivement, ces facteurs restant inférieurs
a la valeur de 3,6 obtenue pour la mutation témoin V431. Pour les mutations N6941, A401T,
A542V, N225K et N225S des facteurs de 4,0, 5,5, 6,5, 7,0 et 11,0 respectivement, ont été
obtenus, supérieurs ou treés supérieurs a la valeur obtenue avec la mutation témoin V43I. 11 est
a noter que ’activité en présence de ribavirine par rapport a celle de la RNPv sauvage en
présence de ribavirine est diminuée de facon modérée (51-80%) pour la mutation L7Q, de
facon importante (21-50%) pour les mutations A401V et A542T et de fagon drastique (<20%)
pour les autres mutations pour lesquelles le facteur de résistance a la ribavirine est supérieur
ou égal a 2. Il est également remarquable que différentes substitutions pour une méme
position dans PB1 se traduisent par des facteurs de résistance a la ribavirine supérieurs ou

¢gaux a 2 comme pour les positions 225, 401, ou 542 ou supérieurs a 1 pour la position 694.
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Figure 21 - Activité polymérase et sensibilité a la ribavirine des RNPv de sous-type H3N2

portant les mutations dans PB1 sélectionnées.

L’activité de transcription/réplication des RNPv reconstituées avec les protéines PB1 portant les mutations
indiquées a été déterminée comme décrit Figure 16. Les mutations V43I et D27N ont été utilisées comme
témoins. A,B) Les résultats en absence de ribavirine sont représentés en vert et ceux en présence de 50 pM de
ribavirine sont représentés en rouge. A) Activités, en absence ou présence de ribavirine, des RNPv portant les
PB1 mutées exprimées en pourcentage de l’activité de la RNPv sauvage dans les mémes conditions. B)
Activités, en absence ou présence de ribavirine, des RNPv portant les PB1 mutées exprimées en pourcentage de
I’activité de la RNPv sauvage en absence de ribavirine. C) Facteurs comparatifs de perte d’activité en présence
de ribavirine déterminés par comparaison des activités résiduelles des RNPv portant les PB1 mutées par rapport
a Dactivité résiduelle de la RNPv sauvage Le résultat pour la RNPv sauvage de référence est en bleu et ceux pour
les RNPv portant une PB1 mutée en rouge. (Comparaison deux a deux par t-test, par rapport 8 WT en vert et par
rapport & V43I en orange. ns = non significatif. p-value>0.05 : * = 0.05>p-value>0.01, ** = 0.01>p-value>0.001,
**% = (0.001>p-value>0.0001, **** = p-value<0.0001)
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V.2. Sensibilité a la ribavirine de la polymérase mutée en

contexte HINI1p

Pour les RNPv de sous-type HINIp, les expériences ont été réalisées en présence de
ribavirine 125uM.

Comme pour les RNPv de sous-type H3N2, pour I’ensemble des polymérases une forte
diminution de I’activité a été observée en présence de ribavirine par rapport a 1’activité en
absence de ribavirine (Fig.22.B). L’activité de la RNPv sauvage était de 19%, tandis que les
RNPv V431 et D27N présentaient des activités de 14% et 26% par rapport a ’activité initiale
du complexe sauvage. Leurs activités par rapport a celle de la RNPv sauvage en présence de
ribavirine étaient de 74% et 135%, respectivement (Fig.22.A). Vis-a-vis de leur propre
activité initiale, les RNPv V43I et D27N présentaient des activités en présence de ribavirine
de 93% et 22%, respectivement, correspondant a des facteurs de résistance a la ribavirine de

4,9 et 1,2 (Fig.22.C).

Parmi les mutations sélectionnées, les mutations L7Q, M195L, T228S, K388N, K388R,
G622A, G622E, A643G, 1674L, 1674M et 1674F sont les seules pour lesquelles, comme pour
la mutation D27N, Dl’activité polymérase en présence de ribavirine est supérieure ou d’un
niveau comparable a I’activité de la RNPv sauvage dans les mémes conditions. L’activité en
présence de ribavirine par rapport a I’activité de la RNPv sauvage de référence en absence de
ribavirine est toutefois diminuée de facon plus ou moins importante pour les mutations L7Q,
MI195L, T228S, K388N, K388R, G622A, G622E avec des activités de 16 a 28% ou de facon
modérée pour les mutations 643G, 674L, 674M avec des activités de 57 a 71% alors que
’activité en présence de ribavirine pour la mutation 674F reste comparable a celle de la RNPv
sauvage en absence de ribavirine. Les autres mutations évaluées, comme la mutation témoin
V43I, présentent une activité en présence de ribavirine inférieure (voire trés inférieure) a celle
observée pour la RNPv sauvage. Lorsque I’on compare les activités résiduelles de chaque
RNPv en présence de ribavirine par rapport a leur propre activité intrinséque en condition
standard, des différences de résistance a la ribavirine sont révélées. Les facteurs de résistance
obtenus pour les différentes mutations étudiées par comparaison a ’activité résiduelle de la
polymérase sauvage sont compris entre 0,5, pour la mutation 1674F, et 5,1, pour la mutation
A542V. Parmi les différentes mutations, nombreuses sont celles pour lesquelles les valeurs
des facteurs de résistance sont comprises entre 1 et 2 mais plusieurs RNPv mutées présentent

¢galement des valeurs supérieures. Seule la mutation A542V permet d’obtenir un facteur de
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résistance de 5,1 supérieur a la valeur de 4,9 obtenue pour le mutant t¢émoin V43I. Un facteur
de résistance de 4,7 d’une valeur proche a été obtenu pour la mutation V451A. Plusieurs
mutations confeérent des facteurs de résistance d’une valeur supérieure a 3 (G622E, A542T,
S702N) ou d’une valeur supérieure ou proche de 2 (F103S, R2031, T228S, G622A, L396Q,
M414A, V451E, S494N, L550V, A643G, S7021) et pour le mutant M195L un facteur de
résistance de 1,4 a été obtenu. Pour ces mutations, I’activité en présence de ribavirine est
d’un niveau supérieur (G622E, A643G) ou équivalent (M195L, T228S, G222A) a Pactivité
de la RNPv sauvage en présence de ribavirine. Plus généralement 1’activité par rapport a celle
de la RNPv sauvage est diminuée a des degrés divers, de fagon modérée (51-80%) pour les
mutations M414A, V451A, A542T et L550V, de facon plus importante (21-50%) pour les
mutations F103S et S702T ou de fagon drastique (<20%) pour les autres mutations. Comme
dans le contexte H3N2, différentes substitutions pour une méme position se traduisent par des
facteurs de résistance supérieurs a 2 comme pour les positions 451, 542, 702, ou 622. A la
position 103, des facteurs de résistance de 2,6 et 1,8 sont observés pour les mutations F103S

et F103L, respectivement.

Au total, 1’étude de I’activité des RNPv en présence de ribavirine a permis d’identifier
des positions clé sur la polymérase PB1 qui conférent une résistance a la ribavirine avec des
effets plus ou moins marqués selon la nature des résidus et des facteurs de résistance
supérieurs ou équivalents a ceux décrits pour la mutation V43I dans le contexte HIN1p ou
trés supérieurs dans le contexte H3N2. De fagcon remarquable, les mémes substitutions en
position 542 (A542V et A542T) confeérent un niveau de résistance élevé (>3,4) dans le
contexte des deux sous-types. Dans la majorité des cas I’acquisition de la résistance se traduit
par une forte voire trés forte diminution de I’activité polymérase en présence de ribavirine.
Ceci est plus particulicrement le cas des complexes de sous-type H3N2, alors que pour les
complexes de sous-type HINI1p, la diminution de I’activité est moins marquée et que des
mutations qui conférent une résistance a la ribavirine mais conservent une activité polymérase
en présence de ribavirine équivalente ou supérieure au sauvage on ¢été identifiées, notamment
aux positions 228, 622 et 643.

Ainsi, la sélection des mutations d’intérét pour 1’étude dans le contexte de virus
infectieux a pris en compte un ensemble de critéres, a savoir les facteurs de comparaison des
activités résiduelles des RNPv mais également ’activité en condition standard et en présence

de ribavirine de la RNPv d’intérét par rapport a celle de référence, ainsi que son activité
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résiduelle méme. Ce sont donc 7 mutations avec des facteurs de résistance de 2,2 a 11 qui ont
¢été retenues pour la polymérase H3N2 et 11 mutations avec des facteurs de résistance de 1,9 a
4,7 pour la polymérase HIN1p (Tableaux 6 et 7). En contexte HIN1p, les mutations [674L et
1674F ont également été sélectionnées malgré un facteur de 0,5 pour évaluer I'influence de

’activité polymérase intrinseéque tres élevée sur la multiplication virale.
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Figure 22 - Activité polymérase et sensibilité a la ribavirine des RNPv de sous-type HINI1p
portant les mutations dans PB1 sélectionnées.

L’activité de transcription/réplication des RNPv reconstituées avec les protéines PB1 portant les mutations
indiquées a été déterminée comme décrit Figure 16. Les mutations V43I et D27N ont été utilisées comme
témoins. A,B) Les résultats en absence de ribavirine sont représentés en bleu et ceux en présence de 125 uM de
ribavirine sont représentés en rouge. A) Activités, en absence ou présence de ribavirine, des RNPv portant les
PB1 mutées exprimées en pourcentage de l’activité de la RNPv sauvage dans les mémes conditions. B)
Activités, en absence ou présence de ribavirine, des RNPv portant les PB1 mutées exprimées en pourcentage de
I’activité de la RNPv sauvage en absence de ribavirine. C) Facteurs comparatifs de perte d’activité en présence
de ribavirine déterminés par comparaison des activités résiduelles des RNPv portant les PB1 mutées par rapport
a I’activité résiduelle de la RNPv sauvage Le résultat pour la RNPv sauvage de référence est en bleu et ceux pour
les RNPv portant une PB1 mutée en rouge. (Comparaison deux a deux par t-test, par rapport 8 WT en bleu et par
rapport & V43I en orange. ns = non significatif. p-value>0.05 : * = 0.05>p-value>0.01, ** = 0.01>p-value>0.001,
**% = (0.001>p-value>0.0001, **** = p-value<0.0001)
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VI. Caractéristiques des virus porteurs des mutations

Des virus comportant les segments PB1 avec les mutations sélectionnées ont été produits
par génétique inverse pour chacun des deux sous-types viraux. Parallelement, les virus
sauvages ainsi que les virus porteurs des mutations témoin PB1-V43I et PB1-D27N ont été
produits par génétique inverse pour chacun des deux sous-types H3N2 et HINIp et leurs

caractéristiques ont été analysées en paralléle.

VI.1. Production par génétique inverse et analyse des virus

mutants

Les cinq séquences PB1 de sous-type H3N2 mutées ainsi que les douze séquences de
sous-type HIN1p, ont été utilisées pour produire des virus par génétique inverse selon la
méthodologie décrite dans le matériel et méthodes et la présence de particules virales
infectieuses dans le surnageant a été évaluée par titrage selon la méthode des plages de lyse.
Les virus H3N2 et HIN1p sauvages présentaient un titre de 2.10° PFU/ml et 6.10° PFU/ml
respectivement. Les mutants t¢émoin V43I et D27N ont été produits a des titres réduits de un a
deux log par rapport aux virus sauvages (Tableaux 6 et 7).

Pour les virus de sous-type H3N2, le mutant A401V présentait un titre de 10®° PFU/ml
trés proche de celui obtenu pour le virus parental de référence. Les virus porteurs des
mutations N694I et A401T présentaient des titres réduits de 2,5.10° et 7,5.10° PFU/ml, du
méme ordre de grandeur que pour les virus t¢émoin V43I et D27N. En revanche, les mutations
en position 542 semblent avoir un impact important sur la viabilité du virus. En effet, le
mutant A542V n’a pas pu étre obtenu par génétique inverse et le mutant A542T présentait un
titre trés faible de 4.10*> PFU/ml. De méme, la mutation N225K n’a pas permis d’obtenir un
virus viable et le mutant N225S présentait un titre faible de 1,5. 10* PFU/ml (Tableau 6).

Pour les virus de sous-type HIN1p, les mutants M195L et [674L présentaient des titres
de 9.10° et 4,5.10° PFU/ml, du méme ordre de grandeur que pour le virus sauvage. Les
mutants G622E, A643G et S702I présentaient des titres réduits comparables a ceux des virus
témoins V431 et D27N. Pour les mutants R203I, T228S et 1674F, une réduction plus
importante des titres de ’ordre de 2 logjo a été observée. Les mutations M414A, A542T,
L550V semblent avoir un effet encore plus marqué sur la viabilité virale avec des réductions

du titre des virus mutés produits par génétique inverse réduits de 3 a 4 logjo. Enfin, les
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mutations F103S et V451A sont apparues non viables, aucun virus n’ayant été obtenu par

génétique inverse (Tableau 7).

L’ensemble des virus viables produits par génétique inverse a été amplifi¢ deux fois par
passage en cellules MDCK a une MOI de 10™ PFU par cellule. Pour les virus mutants non
viables qui n’ont pu étre détectés a ’issue de la génétique inverse, un premier passage a
I’aveugle en cellules MDCK a été réalisé par inoculation de 400ul du surnageant de culture
issu de I’expérience de génétique inverse. Seul le mutant V451A dans le contexte HINIp a

ainsi pu étre produit.

Pour le virus H3N2 sauvage de référence un titre de 6.10" PFU/ml a été obtenu pour le
stock viral apres 2 passages en cellules MDCK. Les titres pour les deux virus témoins V431 et
D27N ainsi que pour la plupart des mutants étaient comparables a celui du virus sauvage. Le
virus mutant N225S présentait un titre réduit de 2,5.10° PFU/ml, témoin d’une vitalité
inférieure a celle observée pour le virus sauvage (Tableau 6).

Le virus porteur de la mutation A542T constitue un cas particulier car aprés deux
passages sur cellules 8 MOI 107, le titre obtenu était de 2,5.10' PFU/ml, témoin d’une
amplification virale trés réduite ou inexistante. Ainsi, cette mutation apparait délétére pour
I’amplification virale. Ce type d’évolution du titre viral vers I’extinction de la population est
caractéristique d’une forte production de particules défectives. Cette hypothése a été évaluée
en déterminant le ratio d’infectivité par comparaison de la quantité de particules physiques et
de la quantité de particules infectieuses. Le nombre de particules physiques a été estimé par la
quantification du nombre de copies du segment M d’ARN viral par RT-qPCR, a partir de
I’ARNv extrait d’une suspension virale de titre défini. Ainsi, pour le virus sauvage un rapport
d’infectivité de 4.10° copies/PFU a été obtenu. Les virus mutants D27N, V431, N6941 et
A401T présentaient des rapports du méme ordre de grandeur 2,5 10°, 4,6.10°, 4,7.10° et
6,6.10° copies/PFU respectivement. Les rapports obtenus pour les mutants A401V et N2258S,
respectivement de 2,1.10% et 3,7.10" copies/PFU, étaient légérement supérieurs au rapport
observé pour le virus sauvage. En revanche, le mutant A542T présentait un rapport de 1,3.10°
copies/PFU, trés largement supérieur a celui du virus sauvage de référence. Ce résultat traduit
la présence d’une trés forte proportion de particules défectives, confirmant ainsi notre
hypothése initiale. Afin de tenter de réduire la proportion de particules défectives, une

nouvelle amplification du mutant A542T a été réalisée a partir du surnageant de génétique
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inverse obtenu initialement toujours en cellules MDCK mais & une MOI plus faible de 107
PFU par cellule. Une suspension virale a un titre de 6.10° PFU/ml a été obtenu mais n’a pas
permis d’obtenir un stock viral avec un titre satisfaisant aprés un deuxiéme passage en
cellules MDCK a une MOI de 10”. Lors des expériences suivantes, pour ce mutant, nous

avons donc utilisé le stock viral issu d’un seul passage en cellules MDCK a MOI 10~

Tableau 6 - Bilan des résultats obtenus pour les mutants de PB1 de sous-type H3N2 lors des
expériences de minigénome et de génétique inverse.

H3N2 Minigénome Contexte infectieux
s, Activité + .,
. A§t1\<1te Ribavirine A.ct1v1.t§ M Facteur de Titre CO Titre C2
PB1 Intrinseque (%WT + Ribavirine . d e f
%WT)a ° " (%WT)C résistance (PFU/ml) (PFU/ml)
( ribavirine)
1003-WT 100% 100% 7% 1 2.10° 6.10
N225S 1% 12% 0,8% 11 1,5.10* 2,5.10°
N225K 1% 4%, 0,3% 7,1 N.D.2 h
A401T 2% 11% 1% 5,5 7,5.10° 2.107
A401V 18% 40% 3% 22 1.10° 8.10’
A542V 1% 5% 0,3% 6,5 N.D. -
AS542T 7% 23% 2% 3,5 4.10? 6.10%
N6941 4%, 13% 1% 4 2,5.10° 7.10’
V431 9% 32% 2% 3,6 3,3.10° 410"
D27N 78% 80% 6% 1 1,3.10° 2.107

a- les activités intrinséques en absence de ribavirine sont exprimées en pourcentage de l’activité pour la
polymérase sauvage (WT)

b - les activités résiduelles en présence de ribavirine S0uM sont exprimées en pourcentage de 1’activité pour la
polymérase sauvage (WT) en présence de ribavirine 50uM

c - les activités résiduelles en présence de ribavirine SOpM sont exprimées en pourcentage de 1’activité pour la
polymérase sauvage (WT) en absence de ribavirine

d - le facteur de résistance correspond au rapport de la diminution de ’activité polymérase en présence de
ribavirine pour la RNPv mutante et la RNPv sauvage.

e - titre du surnageant de génétique inverse (C0O) exprimé en PFU/ml

f - titre du surnageant de culture C2 aprés deux passages des surnageants de culture de génétique inverse en
cellules MDCK & une MOI de 107 .

g - ND : non détectable

h: «-» : non réalisé

i: titre du surSnageant de culture C1 aprés un seul passage du surnageant de génétique inverse en cellules MDCK
aMOI de 107

Pour le virus HIN1p sauvage de référence un titre de 1,5.10" PFU/ml a été obtenu pour le
stock viral apres 2 passages en cellules MDCK. Les titres pour les deux virus témoins V431 et
D27N ainsi que pour la plupart des mutants étaient comparables a celui du virus sauvage et a
des valeurs basses pour les mutants L550V et S7021. Toutefois, les titres obtenus étaient

légérement plus faibles que celui du virus sauvage pour les mutants R2031 et A542T. Les
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titres étaient réduits de fagon encore plus significative pour le mutant M414A avec un titre de
2,5.10° PFU/ml et pour le mutant V451A qui n’avait pas été détecté a I’issue de la génétique
inverse mais a pu étre amplifi¢ avec un titre de 5,0.10° PFU/ml (Tableau 7). Il est intéressant
de noter que le mutant A542T présentait un titre de 1,5.10° PFU/ml aprés deux passages en
cellules MDCK, indiquant 1’absence de production anormale de particules défectives dans le

contexte du sous-type HIN1p contrairement a ce qui a est observé en contexte H3N2.

Tableau 7 - Bilan des résultats obtenus pour les mutants de PB1 de sous-type HIN1p lors des
expériences de minigénome et de génétique inverse.

H1N1p Minigénome Contexte infectieux
s, Activité + C
. A§t1\<1te Ribavirine A.ct1v1.t<? - Facteur de Titre CO Titre C2
PB1 mtrinseque % WT Ribavirine ) d e f
©%WT)? (%WT + %WT) résistance (PFU/ml) (PFU/ml)
ribavirine)
7608-WT 100% 100% 19% 1 6.10° 1,5.10’
F103S 14% 32% 6% 2,7 N.D.2 h
M195L 66% 86% 17% 1,4 9.10° 3,5.107
R2031 8% 14% 3% 1,9 2,5.10° 3,5.10°
T228S 55% 103% 20% 1,9 9.10° 1,7.107
M414A 17% 54% 11% 3,2 5.10" 2,5.10°
V451A 13% 59% 11% 4,7 N.D. 5.10°
AS542T 16% 55% 11% 3,6 7,5.10" 1,5.10°
L550V 22% 65% 12% 2,9 2,8.10° 5.10°
G622E 48% 148% 28% 3,2 5,5.10* 1,1.107
A643G 191% 359% 69% 1,9 8,8.10* 2,8.107
1674L 579% 292% 57% 0,5 45.10° 1,3.10’
1674F 1446% 540% 105% 0,5 5.10° 1.107
S7021 17% 48% 9% 2,7 1,1.10* 5,3.10°
V431 15% 74% 14% 4.8 1.10* 2,5.107
D27N 121% 135% 26% 1,2 1,3.10° 1.107

a- les activités intrinséques en absence de ribavirine sont exprimées en pourcentage de 1’activité pour la
polymérase sauvage (WT)

b - les activités résiduelles en présence de ribavirine 125uM sont exprimées en pourcentage de 1’activité pour la
polymérase sauvage (WT) en présence de ribavirine 125uM

c - les activités résiduelles en présence de ribavirine 125uM sont exprimées en pourcentage de I’activité pour la
polymérase sauvage (WT) en absence de ribavirine

d - le facteur de résistance correspond au rapport de la diminution de ’activité polymérase en présence de
ribavirine pour la RNPv mutante et la RNPv sauvage.

e - titre du surnageant de génétique inverse (C0O) exprimé en PFU/ml

f - titre du surnageant de culture C2 aprés deux passages des surnageants de culture de génétique inverse en
cellules MDCK & une MOI de 107 .

g - ND : non détectable

h: «-» :non réalisé

Dans le but de vérifier la présence des mutations introduites, I’ARN de 1’ensemble des

stocks viraux aprés amplification en cellules MDCK a été extrait et le segment PB1 a été
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séquencé. L analyse des séquences a permis d’observer que chaque mutation introduite a été
maintenue dans la séquence codante de la protéine PB1, mais également qu’il n’est pas
apparu de mutations additionnelles dans la séquence PB1. Par ailleurs, le séquencage haut
débit selon la technique Illumina du génome complet a été réalisé sur la plateforme P2M de
PIB-Net. L’analyse des séquences consensus pour les 8 segments viraux a confirmé qu’il
n’est pas apparu de mutations additionnelles dans la séquence PB1, ni dans aucune autre des
séquences codantes des protéines du complexe polymérase viral, PB2, PA ou NP. Toutefois,
des substitutions additionnelles présentes dans au moins 30% de la population virale ont été
détectées. Pour les virus HINIp, il s’agit de mutations additionnelles dans les séquences
codant pour la HA des virus M195L, R2031, T228S, L550V, A643G, 1674F, V43I et D27N et
d’un changement nucléotidique synonyme dans la séquence codant pour PA du virus D27N.
Pour les virus H3N2, il s’agit de mutations additionnelles dans les séquences codant pour la

HA du virus A542T et dans la séquence de la NA du virus A401V (Tableau 8).

Tableau 8 - Analyse des séquences du génome complet des virus mutants.

Virus Mutant | PB2 PB1 PA HA M NA NP NS
WT
N2258 N2258%
A401T A401T T1481(98%)
H3N2 |_Ad01V A401V
AS542T AS542T 1347V(54%)
N6941 N6941
V431 V431
D27N D27N
WT
M195L M195L K1471(38%)
K171E(49%)
R2031 R2031 N3945(38%)
T228S T228S K170E(51%)
M414A M414A
V451A V451A
AS542T AS542T
L550V L550V E418G(37%)
HIN1p | G222E G222E
A643G A643G A232E(65%)
1674L 16741
1674F 1674F Y223C(36%)
S7021 S7021
K136N(42%)
V431 V431 R269N(53%)
V4661(55%)
D27N D27N nt1053 A232V(55%
A>G(43%)° (55%)

a - Les changements d’acides aminés sont indiqués pour les mutations détectées par rapport a la séquence du
virus de référence sauvage ; la fréquence au sein de la population virale est notée entre parenthéses en cas
d’hétérogénéité de la séquence.

b - mutation synonyme : position et changement nucléotidique ; la fréquence au sein de la population virale est
notée entre parentheses
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VI1.2. Vitalité des virus mutants en absence et en présence

de ribavirine

Afin d’évaluer I’impact de chaque mutation sur la multiplication virale ainsi que leur
capacité a induire une résistance a la ribavirine, des cinétiques de multiplication virale ont été
réalisées avec chacun des mutants viables, en absence et en présence de ribavirine. Deux
concentrations de composé mutageéne ont été utilisées pour ces expériences, 40uM et 70uM
de ribavirine, pour évaluer si la sensibilité a la ribavirine était dépendante de la concentration.
Les infections ont été réalisées & une MOI de 10~ et les titres viraux dans le surnageant de
culture déterminés par plages de lyse a 0, 24, 48 et 72h apres infection. Chaque expérience a
été réalisée trois fois, de maniere indépendante.

Pour le sous-type H3N2, le virus sauvage en absence de ribavirine, atteint a 48 heures
post-infection (hpi) un titre de 1’ordre de 8.10” PFU/ml, valeur plateau a partir de laquelle le
titre n’a que faiblement varié avec une valeur de ’ordre de 1.10° PFU/ml a 72hpi (Fig.23). La
plupart des virus mutants H3N2 étudiés présentait le méme profil en absence de ribavirine, a
savoir une forte augmentation du titre viral jusqu’a 48hpi suivi d’une faible modification de
celui-ci jusqu’a 72hpi. Les titres finaux a 72hpi des mutants témoins V43I et D27N ainsi que
des mutants A401T, N694I étaient comparables au titre obtenu pour le virus sauvage avec des
valeurs & 72hpi de 1’ordre de 7.10° PFU/ml pour le virus D27N a 1,5.10° PFU/ml pour le virus
A401T. En revanche, pour le virus A401V la cinétique de multiplication apparait plus rapide
que pour le virus sauvage avec un titre a 24hpi supérieur d’environ 2 logjo par rapport au
virus sauvage, encore légérement supérieur de 0,5 logio a 48h et comparable au virus sauvage
a 72hpi. A P’inverse, les virus mutants N225S et A542T présentaient une cinétique retardée
par rapport au virus sauvage avec des titres réduits de un et deux log;o respectivement par
rapport au virus de référence a 72hpi (Fig.23).

Pour le sous-type HIN1p, en absence de ribavirine, le virus sauvage, présente un profil
de multiplication similaire a celui observé pour le virus H3N2 et atteint a 48hpi un titre de
8,1.10" PFU/ml, valeur plateau & partir de laquelle le titre n’a que peu varié avec une valeur
de 7.10" PFU/ml a 72hpi (Fig.25). Les deux virus témoins V43I et D27N ainsi que les
mutants A643G et 1674L étudiés présentaient également le méme profil avec des titres a
72hpi comparables a ceux du virus sauvage de 2,8.10" et 1,3.10" PFU/ml respectivement.
Pour les autres virus HIN1p mutants, seul le titre a 72hpi a été déterminé pour la comparaison

des titres en absence et en présence de ribavirine (voir ci-dessous).
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Figure 23 - Cinétique de multiplication des mutants de PB1 de sous-type H3N2.

Des cellules MDCK ont été infectées & une MOI de 10~ PFU/cellule avec les différents virus indiqués. Les
surnageants de culture ont été prélevés a 8, 24, 48 et 72h apres infection et le titre viral exprimé en PFU/ml a été
déterminé par la technique des plages de lyse sur cellules MDCK. (2) Titres évalués lors d’une seconde
expérience avec les mutants A542T et N225S ainsi que le virus sauvage. Virus sauvage (noir), Virus sauvage (2,
gris) ; virus témoins porteurs des mutations PB1-V431 (orange) et PB1-D27N (kaki); virus porteurs des
mutations de PB1 sélectionnées : N225S (vert), N2258S (2, vert clair), A401T (rouge bordeaux), A401V (rouge),
AS542T (2, violet), N694I (bleu).

En présence de ribavirine, la cinétique de multiplication des virus est plus lente et les
titres diminués selon un profil dose-dépendant. En effet, les titres observés a 48hpi pour les
virus sauvages €taient plus faibles en présence de 40 ou 70uM de ribavirine et continuaient a
augmenter jusqu’a 72hpi, sans atteindre de valeur plateau avant la fin de I’expérience (Figures
24 et 25).

Pour le sous-type H3N2, en présence de 40uM de ribavirine, le virus sauvage de
référence présentait un titre de 4,3.10° PFU/ml a 48hpi qui augmentait a 1,8.10" PFU/ml a
72hpi, soit 1 log;p de moins comparativement au titre obtenu sans ribavirine pour le méme
temps d’incubation. En présence de 70uM de ribavirine, les titres a 48hpi et 72hpi étaient
respectivement de 1,8.10° et 8,5.10° PFU/ml, ce qui représente une diminution du titre de plus

de 4 logo par rapport a la condition en absence de ribavirine (Fig.24).
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Les virus porteurs des mutations témoin V43I et D27N ainsi que les mutants A401T et
N694I suivent des cinétiques comparables au virus sauvage en présence de 40uM et 70uM de
ribavirine avec pour le témoin D27N et le mutant A401T un titre légérement plus faible a
48hpi mais comparable au sauvage a 72h. En revanche, les virus porteurs des mutations
N225S et A542T ont présenté des titres trés diminués par rapport au virus sauvage en
présence du composé mutagéne, avec des titres finaux, a 40uM et 72hpi, de 7,4.10° PFU/ml et
1,3.10° PFU/ml respectivement. A 70uM, le virus N225S présentait un titre, trés faible, de
9,2.10" tandis que le virus A542T semblait proche de I’extinction, deux des réplicats sur les
trois réalisés n’étant plus détectables par titrage en plages de lyse, le troisieme présentant un
titre de 2,5.10' PFU/ml. Inversement, le virus porteur de la mutation A401V apparait bien
moins sensible a I’effet de la ribavirine que le virus sauvage. En effet, ce virus présente une
cinétique de multiplication plus rapide, et des titres supérieurs d’environ 2 log;o a 48hpi par
rapport au virus sauvage en présence de 40uM ou 70uM de ribavirine. A 72hpi, le titre est
comparable a celui du virus sauvage a 40uM de ribavirine, mais supérieur de plus de 3 log)g
par rapport au virus sauvage a 70uM de ribavine. La mutation A401V au sein de la sous-unité
catalytique PB1 semble donc conférer au virus de sous-type H3N2 une meilleure capacité de

multiplication ainsi qu’une meilleure résistance a la ribavirine par rapport au virus sauvage.

119



Titre viral (Log,, PFU/ml)

Titre viral (Log,, PFU/ml)

Titre viral {Log,, PFU/ml)

T - HINZ WT
= HIAMZ WT 40ub
=& HIM2Z WT 70ub

Heures post-infection

- .
5 L L]
= A
H2Z55
A0umA
H3MNZ WT TOum
= N2253
= NZZ55 40N
/-" -+ M2253 FOphd
P
f,//
/
.r.-
i
Heures post-infaction
. . ‘
Gl S 2
o a0 o
AT HAME W
HAM2 WT 40pnt
H3N2 WT FOphd
= AS42ZT
= A542T 40pht
= ASAZT FOpn
»
y;
s
r
s
'
I
.-/"
4'f‘
i ;
A .'.’
. o
¥
F o f
. Py -
qu‘ -&'c\"’ ‘«_Q‘

Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

vaal

W3 40pm
W3l Fopm

[

AANT

_—)

HIM2 WT
HIM2 WT 40uid
H3M2 WT 70pM

= A401T

= A401T 40k

= A401T FOphd

HAMZ WT
HAMZ WT 40uhd
HAMZ WT TOund
= NE94l
= NE941 40pk
== NE941 FOuM

DITH

HAN2 WT
HINZ WT 40uM
4 H3N2 WT 70uM
| == DTN
== D2TM 40uM
<= DTN 70uM

] ®

&

H3MZ WT
HEMZ WT 40un
H3MZ WT FOun

= A401W
Le® = A0V A0
= A0V TO

M

Figure 24 - Cinétique de multiplication des mutants de PB1 de sous-type H3N2 en absence et en

présence de ribavirine.

Des cellules MDCK ont été infectées a une MOI de 10° PFU/cellule en absence (courbe en trait plein) ou en
présence de 40uM (courbe en tirets) ou 70uM (courbe en pointillés) avec les différents virus indiqués. Les
surnageants de culture ont été prélevés a 0, 48 et 72h apres infection et le titre viral exprimé en PFU/ml a été
déterminé par la technique des plages de lyse sur cellules MDCK. Virus sauvage (gris) ; virus témoins porteurs
des mutations PB1-V431 (orange) et PB1-D27N (kaki) ; virus porteurs des mutations de PB1 sélectionnées

(vert).
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Pour le sous-type HINIp, en présence de 40uM de ribavirine, le virus sauvage de
référence présentait un titre de 1,2.10* PFU/ml a 48hpi qui augmentait a 1,2.10° PFU/ml a
72hpi, soit un peu plus de 2 log;o de moins que le titre obtenu sans ribavirine pour le méme
temps d’incubation. En présence de 70uM de ribavirine, les titres a 48hpi et 72hpi étaient
respectivement de 1,5.10° PFU/ml et 2,7.10° PFU/ml, ce qui représente une diminution du
titre de plus de 5 log) par rapport a la condition en absence de ribavirine (Fig.25).

Pour le virus témoin D27N et le virus mutant 1674L, les cinétiques de multiplication en
présence de 40uM et 70uM de ribavirine suivent un profil similaire au virus sauvage. Le virus
témoin V43I suit un profil similaire au virus sauvage a 70uM de ribavirine, mais apparait
nettement plus sensible que le virus sauvage a la ribavirine 40uM avec des titres réduits
d’environ un logjo a 48hpi et 72hpi. A I’inverse, le virus porteur de la mutation A643G
apparait légérement moins sensible a la ribavirine que le virus sauvage aux deux
concentrations de ribavirine, avec des titres toujours supérieurs a 48hpi et 72hpi (Fig.25).

La sensibilité¢ a la ribavirine a été évaluée pour I’ensemble des virus HIN1p mutants a
72hpi (Fig.26.B). En présence de 40uM de ribavirine, la majorité des mutants avait des titres
réduits de un a deux log;o (R2031, T228S, M414A, L550V, G622E, 1674F, V43I) ou plus
(V451A, A542T, S702I) par rapport au virus sauvage. Les virus M195L, 1674L et D27N
avaient des titres comparables au virus sauvage, alors que le mutant A643G avait un titre
supérieur d’un logjo. Ces tendances sont globalement retrouvées en présence de 70uM de
ribavirine, bien que les mutants G222E et V43I apparaissent comparativement moins
sensibles a ’augmentation de la concentration de ribavirine avec une réduction de titre moins
marquée et les virus R2031, T228S comparativement plus sensibles avec une réduction de titre
plus marquée par rapport au virus sauvage. Le mutant V451A n’était quant a lui plus

détectable a 70uM de ribavirine (Fig.26.B).
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Figure 25 - Cinétique de multiplication des mutants de sous-type HIN1p en absence et en
présence de ribavirine.

Des cellules MDCK ont été infectées a une MOI de 10 PFU/cellule en absence (courbe en trait plein) ou en
présence de 40uM (courbe en tirets) ou 70uM (courbe en pointillés) avec les différents virus indiqués. Les
surnageants de culture ont été prélevés a 0, 48 et 72h apres infection et le titre viral exprimé en PFU/ml a été
déterminé par la technique des plages de lyse sur cellules MDCK. Virus sauvage (gris) ; virus témoins porteurs
des mutations PB1-V431 (orange) et PB1-D27N (kaki) ; virus porteurs des mutations de PB1 sélectionnées
(bleu).

Au total, I’étude de la vitalit¢ des mutants de PB1 en présence de 40uM et 70uM de
ribavirine souligne I’importance du contexte du sous-type viral. En particulier, la sensibilité a
la ribavirine des deux mutants témoins V43I et D27N varie selon le sous-type, le virus H3N2
D27N apparaissant plus sensible a la ribavirine que son homologue HIN1p D27N alors que
I’inverse et observé pour le mutant V431. Toutefois, cette étude a permis d’identifier dans le
contexte H3N2, le mutant A401V pour lequel la sensibilité est significativement réduite par
rapport au virus sauvage en présence de 70uM de ribavirine. De plus, on retiendra les mutants

A401V et N694I, dont la sensibilité a la ribavirine est comparable a celle du virus sauvage et
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du virus témoin V43I en présence de 40uM de ribavirine mais la sensibilité est diminuée,
notamment pour le virus A401V, a 70uM de ribavirine. En contexte HIN1p, le mutant
A643G présente une sensibilité a la ribavirine significativement diminuée par rapport au virus
sauvage aux deux concentrations de ribavirine. Par ailleurs, les mutants M195L et 16741
montrent une sensibilit¢ comparable a celle du virus sauvage et du virus témoin D27N aux
deux concentrations de ribavirine. Ces mutants, et plus particulicrement les mutants H3N2
A401V et HINIp A643G apparaissent donc comme de bons candidats susceptibles de

correspondre aux mutants de fildélité recherchés (Fig.26).

123



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

A. H3N2
9 2 * 2 2 o
c
_ 8 : 2 2 g
= i " x =
‘g. 7 = E 2 M opm
o) I 4opM
& 6 — 3 7oum
S
-":]
Q
= 5 %
g 4 - W B x I
S b
_g 3
[
2
1 m
0 & - ) 3 4 N N
] » * v o & )
o ) © K\ 9
& S S o
Mutations évaluées
B. HIN1p
9
8 S 2 2 4 g 2 8 g 2
— z = * * *
"'E. 7 * B oum
2 i B 40uM
&£ 6 = 7ouM
% 2 2 P
j =
3 ° .
— * ¥ *
(1] * * *
S 4 i s J|E b
@ ¥ % b 4 *
s 3 a I Nz i 3
= 2 ]
2 I
UREL f I
) || | | || H
0 & } ® W A A Q& WO £ O o oS
& S P W AT g S 4 W2 v P
& N \2) ) X A A
PP FPFTE S &S ST
Mutations évaluées

Figure 26 - Comparaison des titres viraux des mutants de PB1 en absence et en présence de

ribavirine.

Pour les différents virus H3N2 (A) ou HIN1p (B) porteurs des mutations indiquées dans PB1, les titres viraux
obtenus 72h aprés infection de cellules MDCK (MOI 107 PFU/cellule) en absence de ribavirine (bleu pour
HINl1p ; vert pour H3N2) ou en présence de ribavirine 40uM (rouge) ou 70uM (rouge clair) sont représentés.
(Moyenne + SEM, comparaison deux a deux par t-test, par rapport 8 WT sans ribavirine en bleu et par rapport a
WT en présence de 40uM et 70uM de ribavirine en rouge et rouge clair. ns = non significatif. p-value>0.05 :
* = 0.05>p-value>0.01, ** = 0.01>p-value>0.001, *** = 0.001>p-value>0.0001, **** = p-value<0.0001)
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VI1.3. Diversité des populations virales des mutants de PB1

Pour déterminer si les mutations de PB1 qui conférent une sensibilit¢ réduite a la
ribavirine ont un impact sur la fidélit¢ de la polymérase, une analyse de la diversité des
séquences des populations virales a ¢été entreprise par séquengage haut débit selon la
technique Illumina en collaboration avec I’équipe de Marco Vignuzzi, pour le virus sauvage
et les virus témoins V431 et D27N des deux sous-types viraux, ainsi que pour les virus H3N2
mutants A401T, A401V et N694I et les virus HIN1p mutants M195L, A643G, 1674L et
1674F. Le mutant [674F a ét¢ inclus bien qu’il ne présente pas de réduction de sensibilité a la
ribavirine en raison de son activité polymérase particulicrement élevée. Les séquengages ont
été réalisés sur les virus produits en absence de ribavirine ou en présence de ribavirine 40pM

ou 70uM. Les données de séquence sont en cours d’analyse.
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Discussion & Perspectives

I. Discussion

Lors de cette étude la production de deux banques de séquences PB1 de sous-types H3N2
et HIN1p, mutées de maniére aléatoire, a permis d’identifier de nombreuses mutations apres
plusieurs étapes de sélection par test de I’activité de transcription/réplication de minigénomes
en présence de ribavirine. Parmi les mutations identifiées, 23 et 31 ont été spécifiquement
réintroduites dans les séquences PB1 de sous-type H3N2 et HIN1p respectivement. A la suite
d’expériences de minigénomes en présence de ribavirine, les mutations induisant la plus forte
résistance ont été réintroduites dans le contexte de virus infectieux par génétique inverse.
Finalement, I’évaluation de la vitalité des virus obtenus en présence de ribavirine a permis
d’identifier deux mutants de fidélité potentiels, un pour chaque sous-type, capables de résister

plus efficacement au mutageéne que le virus sauvage (Fig.27).

Mutagéneése aléatoire 2,7 substitutions par séquences

L Minigénomes Mutations identifiées
Sélection en présence de ribavirine H3N2:203
H1N1p: 268

L Mutagénése dirigée Mutations réintroduites
H3N2:23
Hi1N1p:31
L Minigénomes Mutations sélectionnées
Sélection en présence de ribavirine H3N2:7

HiN1p:13

L Génétique inverse

L Cinétiques de réplication

En présence de ribavirine

Mutants de fidélité candidats
H3N2 : A401V
HiN1p : A643G

Figure 27 - Bilan des étapes réalisées au cours du projet.
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I.1. Caractéristiques des banques de séquences PB1 mutées

aléatoirement

Pour produire les banques de séquences PB1 mutées, nous avons utilisé une approche de
mutagenese aléatoire par epPCR. Les conditions optimisées selon la quantité de matrice et le
nombre de cycles de PCR ont permis d’obtenir des banques de séquences PB1 mutées pour
chacun des sous-types viraux dont les caractéristiques sont trés comparables en termes de
nombre de substitutions nucléotidiques ou d’acides aminés, avec un faible nombre de
délétions/insertions et de codons d’arrét de la traduction. La répartition homogene des
mutations le long de la séquence de PB1 a permis d’analyser I’ensemble de la séquence de
PB1. Cette homogénéité de la répartition des mutations a été retrouvée pour les sous-banques
sélectionnées a I’issue des cycles de sélection.

Ainsi, cette approche de mutagenése aléatoire devrait pouvoir s’appliquer aisément a la
séquence d’autres genes et notamment aux séquences des autres protéines du complexe
polymérase. Par ailleurs, ces banques de séquences PB1 mutées pourraient s’avérer utiles
pour d’autres études comme par exemple la recherche de mutants de perte d’interaction avec
les protéines du complexe polymérase a condition de disposer de moyens de sélection

appropriés.

[.2. Impact des mutations sur D’activité polymérase des

RNPv

L’impact des mutations a ¢été évalué par reconstitution de RNPv fonctionnelles
comportant une polymérase PB1 mutée. La présence des mutations dans la banque initiale
s’est traduite d’emblée par une diminution de 63 a 83% de ’activité intrinséque du complexe
polymérase pour les deux sous-types. Celle-ci a globalement diminué¢ au cours des étapes de
sélection, notamment pour le sous-type H3N2 bien que le niveau d’activité polymérase ait été
pris en compte a chaque étape dans la sélection des sous-banques. Ceci traduit le fait que la
résistance a la ribavirine s’accompagne généralement d’une diminution de [Dactivité
polymérase comme observé lors de 1’analyse spécifique des mutations d’intérét (Fig.28.A).

En effet, pour le sous-type H3N2, parmi les 25 mutations a 15 positions analysées, 9
mutations a 6 positions parmi lesquelles la mutation témoin V43I réduisent [’activité
polymérase de fagon drastique, 12 mutations a 8 positions réduisent ’activité de fagon

importante ou modérée dont la mutation témoin D27N, 2 mutations a 2 positions n’ont pas ou
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peu d’effet sur P’activité polymérase et 2 mutations a 2 positions augmentent 1’activité
polymérase par rapport a celle du virus sauvage.

Pour le sous-type HIN1p, parmi les 33 mutations a 23 positions analysées, 12 mutations
a 9 positions parmi lesquelles la mutation témoin V43I réduisent 1’activité polymérase de
fagon drastique, 12 mutations & 9 positions réduisent I’activité de fagon importante ou
modérée, 5 mutations a 4 positions dont la mutation témoin D27N n’ont pas ou peu d’effet sur
| ‘activité polymérase et 4 mutations a 2 positions augmentent I’activité polymérase par
rapport a celle du virus sauvage. On note donc une proportion comparable pour les deux sous-
types de mutations et positions qui ont un effet drastique sur 1’activité polymérase ainsi que
de mutations et positions qui n’ont pas ou peu d’effet sur 1’activit¢ polymérase ou qui
I’augmentent.

Les mutations qui ont un effet drastique sur ’activité polymérase, ont été identifiées aux
positions 43, 225, 401, 542 et 694 pour le sous-type H3N2 et 43, 103, 203, 396, 414, 451,
494, 542 et 702 pour le sous-type HINIp. Elles sont pour la plupart localisées dans la région
dite centrale (résidus 21-669) de la protéine PB1 (Pflug ef al. 2014). Elles sont plus
particulierement concentrées d’une part, au niveau du domaine des doigts (résidus 35-177),
des extrémités des doigts (résidus 212-265) et du feuillet B qui les connecte également proche
du motif pre-A/K de la polymérase (résidus 222-240), et d’autre part dans le domaine des
doigts résidus 398-412 et le domaine en épingle a cheveux B qui le précede ainsi que dans le
domaine C-terminal de la paume (résidus 398-498) a proximité des motifs B, C, D et E de la
polymérase, et enfin au niveau du domaine du pouce (résidus 498-657). Les mutations en
positions 694 et 702 sont elles localisées dans le domaine C-terminal de PB1 qui interagit
avec le domaine N-terminal de la sous-unit¢ PB2. Ces mutations qui diminuent I’activité
polymérase de facon drastique ont ainsi toutes été identifiées au niveau d’éléments essentiels
pour I’activité de transcription et de réplication du complexe polymérase. De fagon similaire,
Cheung et al. (Cheung et al. 2014) ont montré un effet drastique des mutations A661T et
S678N dans la région C-terminale de PBI. Les mutations qui augmentent [’activité
polymérase ont ét¢ identifiées en positions 121 et 641 pour le sous-type H3N2 et en positions
643 et 674 pour le sous-type HINIp. Elles sont localisées d’une part dans le domaine des
doigts (résidus 35-177) et d’autre part, dans la partie C-terminale du domaine du pouce
(résidus 498-657) a proximité immédiate de la boucle d’amorcage (résidu 640) et dans
I’extrémité C-terminale qui interagit avec PB2. A nouveau, ces mutations ont été identifiées

au niveau d’¢éléments essentiels pour 1’activité de transcription et de réplication du complexe
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polymérase. L’évaluation de I’activité polymérase par test de minigénome refléte 1’activité
globale de transcription/réplication des RNPv fonctionnelles reconstituées. Il serait intéressant
de déterminer de fagon plus spécifique quel est I’'impact de ces mutations sur la transcription,
notamment pour les mutations localisées au niveau de la région C-terminale qui interagit avec
PB2, ou sur chacune des étapes de réplication, de synthése du cARN a partir du vVARN puis
du vARN a partir du cARN.

Pour certaines positions, des effets plus ou moins marqués ont été observés, voire des
effets opposés comme pour les mutations KI12IN et KI2IR en contexte H3N2 qui
respectivement augmentent ou diminuent I’activité polymérase. Une analyse systématique au
niveau de ces positions de I'impact de différentes substitutions, selon la nature de 1’acide
aminé et en relation avec une analyse structurale permettrait d’apporter des éléments pour une
meilleure compréhension du fonctionnement du complexe polymérase.

Par ailleurs, des effets différents peuvent étre observés pour une méme substitution selon
le sous-type, soulignant I’importance du contexte de la protéine PBI elle-méme et plus
largement des protéines du complexe polymérase. Ainsi, des variations sont observées pour la
mutation L7Q, qui a un impact modéré sur 1’activité dans le contexte HIN1p et plus important
dans le contexte H3N2 et pour la mutation témoin D27N qui a un impact modéré dans le
contexte H3N2 mais n’a pas d’effet notable sur I’activité polymérase dans le contexte HIN1p.
Il est a noter que ces deux mutations sont localisées dans la région N-terminale de PB1 qui
interagit avec I’extrémité C-terminale de PA au sein du complexe. La mutation D27N a été
initialement décrite dans le contexte de la souche virale A/WSN/33 de sous-type HIN1 (Binh
et al. 2014). 11 a été montré que dans ce contexte 1’activité polymérase de RNPv D27N est
similaire a celle du sauvage comme ce que nous avons observé dans le contexte HIN1p. Pour
la mutation témoin V431, pour laquelle nous avons observé un impact drastique sur I’activité
polymérase des deux sous-types H3N2 et HIN1p, Cheung et al. (Cheung et al. 2014) ont
montré qu’elle entraine une diminution modérée de I’activité de la polymérase H3N2 mais n’a
pas d’effet sur I’activité de la polymérase de sous-type H5SN1. Ces observations soulignent a
nouveau ’importance du contexte de la polymérase sur I’effet des mutations, la différence
d’effet dans le contexte H3N2 pouvant étre attribué a la différence de souches dont PBI1 est
dérivée, la souche A/Wuhan/359/95 dans les expériences de Cheung et al et
A/Centre/1003/2012 dans nos expériences.
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Figure 28 - Répartition et effets des mutations étudiées sur la structure linéaire de la protéine

PB1.

Les noms des sous-domaines et la localisation des motifs polymérase fonctionnels conservés dans PB1 sont
indiqués. Les mutations identifiées en contexte H3N2 ou en contexte HINIp sont positionnées respectivement
au-dessus et en dessous de la représentation linéaire de PB1. A) Effets des mutations sur I’activité intrinséque de
la polymérase par rapport a I’activité de la polymérase sauvage de chaque sous-type. Les mutations ne modifiant
pas ’activité de la polymérase sont indiquées en noir. Les mutations responsables d’une augmentation ou d’une
diminution de I’activité intrinséque de la polymérase sont respectivement indiquées en vert ou en rouge. B)
Effets des mutations sur la capacité de la polymérase a résister a la ribavirine. Les mutations n’induisant pas de
modification du facteur de résistance par rapport a la polymérase sauvage ou un facteur inférieur a 2 sont
représentées en noir. Les mutations induisant une plus grande sensibilité a la ribavirine sont indiquées en gris.
Les mutations liées a un facteur de résistance supérieur a 2 sont comparées par rapport a I’effet de la mutation
V43I (orange). Les mutations induisant un facteur de résistance supérieur a celui obtenu avec la mutation V431
sont indiquées en vert. Les mutations induisant un facteur de résistance inférieur a celui de la mutation V43I sont
indiquées en rouge. Pour un facteur similaire a celui obtenu avec la mutation V431, les mutations sont indiqués
en orange. Adapté de (Pflug et al. 2014).
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I.3. Sensibilité a la ribavirine de 1’activité polymérase des

RNPv mutées

L’étude de la sensibilité a la ribavirine par reconstitution de RNPv fonctionnelles a été
réalisée en présence de ribavirine 50uM et 125uM pour les sous-types H3N2 et HINIp
respectivement de fagon a réduire 1’activité polymérase de plus de 90%. Au cours des cycles
de sélection, la résistance a la ribavirine a augmenté au fur et a mesure et de fagon plus
marquée pour les sous-banques H3N2, peut-étre du fait d’une plus grande sensibilité initiale a
la ribavirine du complexe polymérase de ce sous-type.

Lors de I’é¢tude des mutations spécifiques, pour les deux sous-types, un facteur de
résistance a la ribavirine supérieur ou égal a 2 a été observé pour prés de la moiti¢ des
mutations et positions analysées (Fig.28.B). Pour le sous-type H3N2, la résistance a la
ribavirine s’accompagne également d’une réduction drastique de 1’activité polymérase dans la
majorité des cas, alors que pour le sous-type HINIp, la diminution de I’activité polymérase
associée a la résistance est moins fréquente et moins marquée. De plus, pour ce sous-type, des
mutations qui conférent une résistance a la ribavirine mais conservent une activité polymérase
en présence de ribavirine équivalente ou supérieure au sauvage ont été identifiées, notamment
aux positions 228, 622 et 643. L’importance du sous-type est également illustrée par le fait
que le niveau de résistance de la RNPv avec la mutation V431 semble supérieur en contexte
H3N2 par rapport au contexte HSN1 (Cheung et al. 2014). Dans nos expériences, un niveau
de résistance élevé associé a un impact sur 1’activité polymérase en présence de ribavirine
modéré en contexte HINIp ou plus important en contexte H3N2 a été observé. Pour la
mutation D27N, une résistance modérée a la ribavirine a été décrite dans le contexte de RNPv
dérivées du virus A/WSN/33 (HIN1) avec des IC50 de 18uM et 10uM pour la RNPv D27N
et la RNPv sauvage, respectivement (Binh et al. 2014). Au cours de nos expériences, pour les
RNPv de sous-types H3N2 et HINIp, a 50uM ou 125uM de ribavirine, nous n’avons pas
observé de résistance pour la mutation D27N. Les activités polymérase enregistrées étaient
similaires a celles obtenues avec les RNPv sauvages et les facteurs de résistance proches de 1.

Ainsi, comme pour I’activité intrinséque de la polymérase, 1’effet des mutations sur la
sensibilité a la ribavirine est modulé par le contexte dans lequel elles sont introduites.
Néanmoins, des effets indépendants du contexte ont été observés pour les mutations en
position 542 qui présentent un niveau de résistance élevé pour différents résidus en contexte
H3N2 et HINIp. Dans quelle mesure le méme niveau de résistance serait observé dans le

contexte de RNPv dérivées d’autres souches virales ou sous-types reste a déterminer.
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Cependant, des valeurs élevées du facteur de résistance pour certaines mutations
pourraient étre biaisées du fait de la faible activité initiale des polymérases correspondantes.
Parmi les mutations avec un facteur de résistance a la ribavirine supérieur ou égal a 2, seules
les mutations L7Q, N694K et N694Y pour le sous-type H3N2 et les mutations L550V,
T228S, G222A et G222E pour le sous-type HINIp ont révélé une activité polymérase
intrinséque qui n’est pas diminuée de facon drastique. Ces mutations sont localisées dans la
région N-terminale de PB1 (résidus 1-35) qui interagit avec PA, au niveau ou au voisinage du
motif Pre-A/F (résidu 222) dans la région des extrémités des doigts (résidus 212-240), dans la
région du pouce (résidus 498-669) et la région C-terminale (résidus 669-756) qui interagit
avec PB2 (Figures 7 et 20 haut). L’existence d’un biais potentiel dans I’évaluation de la
résistance a la ribavirine en fonction du niveau d’activité intrinséque de la polymérase a été
étudié¢ en analysant la corrélation entre I’activité intrinseque des différentes polymérases
étudiées et les facteurs de résistance a la ribavirine déterminés par test en minigénome. Le
coefficient de corrélation obtenu pour les mutants en contexte H3N2 et HINIlp est
respectivement de 0,33 et de 0,2 (Fig.29). Ce coefficient indique donc qu’il n’y a pas de
corrélation significative entre 1’activité initiale de la polymérase et les facteurs de résistance
déterminés d’apres cette analyse. Cependant d’autres analyses doivent étre réalisées pour

confirmer ce résultat.
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Figure 29 - Evaluation de la corrélation entre D’activité polymérase intrinséque des RNPv
étudiées et le facteur de résistance a la ribavirine évalué par test minigénome.

Résultats obtenus pour les polymérases de sous-types H3N2 (A) et HIN1p (B). Les RNPv portant les protéines
PB1 sauvages ou avec les mutations controles D27N et V43I sont représentées en rouge pour les deux sous-
types. Les résultats obtenus pour les RNPv avec les différentes mutations étudiées sont représentés en vert pour
le sous-type H3N2 et en bleu pour le sous-type HIN1p.
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I.4. Viabilité et vitalité des virus mutants

Parmi les mutations sélectionnées pour étre introduites par génétique inverse dans le
contexte de virus infectieux, 3 mutations se sont avérées létales. Il s’agit des mutations
N225K et A542V, en contexte H3N2, et F103S, en contexte HIN1p pour lesquelles aucun
virus n’a pu étre obtenu. Le virus HIN1p avec la mutation V451A n’a été obtenu qu’apres un
passage a l’aveugle et les mutations N225S et A542T en contexte H3N2 ainsi que les
mutations M414A, A542T et L550V en contexte HIN1p ont donné des virus avec des titres
tres faibles a I’issue de la génétique inverse et qui se multiplient a des titres nettement
inférieurs au virus sauvage apreés passage en cellules MDCK (Tableaux 6 et 7). Pour toutes
ces mutations l’activité polymérase intrinséque des RNPv était trés faible par rapport a
I’activité de la RNPv sauvage correspondante. Cependant, les virus mutants A401T, N6941 et
V43I en contexte H3N2 et S702I et V43I en contexte HIN1p, dont les activités polymérase
intrinséques sont également tres faibles ont été produits et se multiplient de fagon comparable
au virus sauvage, suggérant que 1’absence de viabilité ne s’explique pas uniquement par le
trés faible niveau d’activité polymérase des mutants. La viabilité des virus mutés ainsi que
leur capacité de multiplication dépendent également de la nature du résidu a une position
donnée comme pour les positions 225, 401 et 542 dans le contexte H3N2 et semble dans ce
cas en relation avec le niveau d’activité intrinséque de la polymérase (Tableau 6). Il serait
ainsi intéressant de déterminer dans le contexte HIN1p si la substitution F103L dont I’activité
polymérase est nettement supérieure a celle observée pour la substitution F103S permet
d’obtenir un virus viable muté a cette position.

Pour les mutations qui se traduisent par des activités polymérase des RNPv supérieures
(A643G, D27N) ou tres supérieures (1674L, 1674F) a celles de la RNPv HINIp sauvage, les
virus mutés correspondants ont tous été obtenus et ont une capacit¢ de multiplication
comparable a celle du virus HIN1p sauvage.

Globalement, les virus de sous-type HIN1p semblent plus sensibles au niveau d’activité
de la polymérase que les virus H3N2. Pour les virus HIN1p, I’absence de viabilité est
observée pour des activités polymérase intrinséques de 13% et 14% de celle du sauvage, alors
que pour les virus H3N2, seules les mutations pour lesquelles 1’activit¢ polymérase
intrinséque était inférieure a 2% se sont avérées létales. Cela est probablement di a I’activité
intrinséque des polymérases sauvages, plus élevée pour le virus H3N2 que pour le virus
HINIp dont I’activité intrinséque plus faible pourrait le rendre plus sensible a I’effet des

mutations.
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Au total, les positions 225 et 542 dans la séquence protéique de PB1 et pour H3N2 ainsi
que la position 103 et dans une moindre mesure les positions 414, 451 et 542 pour HINIp
semblent jouer un réle important non seulement dans I’activité intrinséque de la polymérase
mais également dans la viabilité et la vitalit¢ du virus, méme si pour les virus mutants HIN1p
obtenus, les titres finaux apres passages €taient proches du titre du virus sauvage. L’effet plus
marqué sur la vitalité¢ virale de la mutation A542T dans le contexte H3N2 par rapport au
contexte HIN1p peut étre attribué a la production trés importante de particules défectives
interférentes observée en contexte H3N2 uniquement et qui aboutit rapidement a 1’extinction
de la population virale lors des passages. La position 542 est localisée au sein du domaine du
pouce de la polymérase PB1, a proximité de la boucle d’amorcage de la synthése d’ARN. Il
est donc possible qu'un amorcage défectueux li¢é au remplacement de 1’alanine, résidu
aliphatique hydrophobe, par une thréonine, résidu plaire neutre donc hydrophile, contribue a
la synthése d’ARN défectifs.

Les virus témoins V43I et D27N ont été produits dans les deux contextes H3N2 et
HINIp. Leur capacit¢ de multiplication est comparable a celle des virus sauvages
correspondants bien que D’activité intrinseque de la polymérase V43I soit drastiquement
réduite dans les deux contextes. Nos résultats completent ainsi 1’étude de Binh et al (Binh et
al. 2014) qui n’avaient pas ¢tudié la mutation D27N dans le contexte de virus infectieux. Nos
résultats sont en accord et étendent les résultats de Cheung et al. (Cheung et al. 2014) qui
n’avaient pas non plus observé d’impact de la mutation V431 sur la vitalité¢ virale en contexte

H3N2 comme en contexte HSNI.
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I.5. Sensibilité a la ribavirine des virus mutants

La plupart des virus mutants étudiés ont présenté une résistance a la ribavirine similaire
voire diminuée par rapport a la souche parentale. Lors des expériences de minigénomes, ces
mutations induisaient pourtant une résistance au mutageéne supérieure a ce qui était observé
avec la polymérase sauvage avec des facteurs de résistance élevés. Cette différence entre les
résultats observés dans le contexte des RNPv et du virus infectieux sont sans doute liées a une
tres faible activité intrinséque de la polymérase des mutants et aux biais induits dans
I’évaluation de la sensibilité a la ribavirine des RNPv. L’activité polymérase initiale des
RNPv apparait donc comme un facteur a prendre en compte pour identifier les mutations
susceptibles de conférer une résistance au mutagéne dans le contexte du virus infectieux a
partir de leur effet sur la sensibilit¢ de 1’activit¢ des RNPv. Pour la mutation D27N, dont
I’activité polymérase intrinséque est proche de celle de la polymérase sauvage pour les deux
sous-types, la sensibilité a la ribavirine par rapport au sauvage semble plus marquée pour les
virus mutés que pour les RNPv. D’autres facteurs dans le contexte de la multiplication virale
pourraient ainsi compenser les effets liés au complexe polymérase lui méme.

Par ailleurs, nos résultats soulignent I’importance du contexte du sous-type viral puisque
le virus H3N2 D27N apparait plus sensible a la ribavirine que son homologue HIN1p D27N
alors que I’inverse a été observé pour le mutant V431 avec une sensibilité comparable au virus
sauvage en contexte H3N2 et une sensibilité augmentée par rapport au sauvage en contexte
HINI1p. Ceci contraste avec les résultats décrits par Cheung et al. (Cheung et al. 2014) qui
montrent une diminution de la sensibilité a la ribavirine dans le contexte de virus de sous-
types H3N2 et HSN1. La discordance entre nos résultats et ceux de Cheung et al. pour le virus

V431-H3N2 pourrait étre liée a la différence de souche virale utilisée.

Néanmoins, notre étude a permis d’identifier les mutants H3N2 A401V et HIN1p A643G
pour lesquels la sensibilité a la ribavirine est clairement réduite par rapport au virus sauvage
comme potentiels mutants de fidélité. Les mutants H3N2 A401T et N6941 et HIN1p 1674L
pourraient également étre légerement plus résistants que le sauvage a une concentration de
ribavirine de 70 uM. Ces mutants n’étaient pas ceux pour lesquels les facteurs de résistance
mesurés dans le contexte des RNPv étaient les plus élevés, mais D’activité polymérase
intrinséque des RNPv correspondantes était nettement plus élevée que celle des mutants avec
des facteurs de résistance supérieurs (Tableaux 6 et 7). Une activité polymérase intrinseque

suffisante pourrait ainsi étre nécessaire a I’expression d’une résistance au mutagene.
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Cependant a I’inverse, une activité polymérase d’un niveau excessif comme dans le cas du
mutant 1674F pourrait ne pas non plus étre propice a I’expression de la résistance.
L’importance de 1’équilibre entre activité polymérase et facteur de résistance des RNPv et
résistance du virus muté pourrait étre explorée par une analyse de I’effet de différents résidus

aux positions pour lesquelles une résistance a été observée.

La représentation dans la nature des mutations de résistance a la ribavirine observées dans
cette étude a été évaluée a partir de la base de données FluServer.

Les mutations de sous-type H3N2, A401V et N694I, ont été comparées a 5438 séquences
et n’ont jamais été décrites pour les virus humains circulant. En position 401, deux autres
types de mutations ont cependant été répertoriées pour cinq séquences. En position 694, trois
autres types de mutations sont répertoriées pour quatorze séquences.

Les mutations A643G et 1674L, de sous-type HINIp, ont ét¢ comparées a 7328
séquences. La mutation 1674L n’a jamais été identifiée. Trois autres types de mutations sont
décrites pour neuf séquences a cette position. Concernant la position 643, celle-ci est plus
susceptible d’étre mutée dans la nature. Quatre types de mutations sont répertoriées pour 37
séquences, parmi lesquelles la mutation A643G observée une fois pour le virus
A/Keelung/0025/2016 et les mutations A643S observée 4 fois et A643T observée une fois. Il
serait intéressant de comparer la sensibilit¢ a la ribavirine de cette souche, isolée dans la
nature avec celle de notre virus mutant A643G produit par génétique inverse. Il serait
¢galement intéressant d’étudier la sensibilité a la ribavirine conférée par les autres mutations
identifiées a cette position.

Il est important de noter cependant que les séquences PB1 ne sont pas toujours
disponibles pour de nombreux isolats et échantillons cliniques, les informations obtenues
apparaissent donc limitées aux séquences référencées car elles ne reflétent pas la totalité de la
variabilité existante dans la nature. De plus nous nous sous sommes limités dans cette analyse
aux virus H3N2 et HINI circulant chez I’homme. Il serait important de rechercher également
si les mutations identifiées sont retrouvées dans les séquences PB1 de virus animaux et

d’autres sous-types.
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1.6. Relation des mutations avec la structure de la

polymérase

L’ensemble des mutations identifiées dans notre étude apparaissent groupées au cceur du
complexe polymérase d’aprés la structure tridimensionnelle et également proches de la
mutation témoin V43I, alors que la mutation témoin D27N pour lequel aucun effet n’a été mis

en évidence dans le contexte du virus infectieux apparait plus excentrée (Fig.30).

La mutation A401V est située a I’extrémité d’un domaine des doigts (fingers domain) qui
fait suite a une structure en épingle a cheveux a feuillets f§ (B-hairpin), composée des feuillets
B12 et B13, formés par les résidus 352 a 360. Au sein du complexe polymérase, cette structure
est insérée dans la sous-unit¢ PA via une boucle, appelée arche. Ces deux structures
constituent I’une des deux parties du site de liaison a I’extrémité 5° de I’ARN viral (Pflug et
al. 2014). Le résidu 401 est également le premier résidu du motif fonctionnel B de la
polymérase (401-422) (Pflug et al. 2014). Ce motif, trés conservé au sein des ARN
polymérases virales ARN-dépendantes, présente une boucle riche en méthionine
caractéristique et est probablement impliqué dans la stabilisation de I’appariement des bases
entre I’ARN matrice et les NTP entrants, utilisés pour la production d’un nouvel ARN. Cette
position au sein de la protéine PB1 apparait étre a I’intérieur de la poche catalytique dans la
structure du complexe polymérase et est donc inaccessible au solvant. Ceci permet sans doute
d’expliquer que la mutation du résidu Alanine, aliphatique hydrophobe, en un résidu Valine,
¢galement aliphatique hydrophobe, présente un effet plus marqué qu’avec un résidu
Thréonine, neutre mais hydrophile. Ainsi, on peut imaginer que I’introduction d’une Valine
permette une meilleure stabilisation des appariements matrice-NTP entrant, ce qui induirait
peut-&tre une meilleure sélectivité des nucléotides et donc probablement une augmentation de
la fidélité de transcription/réplication du complexe polymérase. De plus, cette amélioration de
la stabilisation des interactions pourrait aussi expliquer la diminution de 1’activité intrinseque
de la polymérase mutée, par rapport au complexe non muté, celle-ci nécessitant peut-étre un
ralentissement de son activité pour améliorer cette étape de stabilisation et donc sa fidélité

(Korneeva et al. 2007 ; Campagnola et al. 2015).
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Figure 30 - Localisation des mutations de résistance a la ribavirine identifiées au sein de la
structure du complexe polymérase des virus influenza de type A.

Polymérase d’un virus influenza A de chauve-souris associée a des extrémités 5’ + 3’ d’un ARNv (noir) ; numéro
d’accession PDB : pdb 4WSB (Pflug ef al. 2014). La sous-unité PA est colorée en rouge, PB2 en bleu et PB1 en
jaune. Les mutations témoins PB1-V431 et PB1 D27N sont colorées en orange. Les mutations observées dans la
sous-unité PB1 pour le sous-type H3N2 sont colorées en vert clair (A401V) et vert foncé (N6941). Les mutations
observées dans la sous-unité PB1 pour le sous-type HIN1p sont colorées en bleu clair (A643G) et violet (1674L).
La structure du complexe polymérase est représentée selon deux orientations afin de pouvoir observer
I’ensemble des positions mutées. Une rotation de 180° de la figure A permet d’observer la figure B. La
prédiction de structure a été réalisée avec le logiciel PyMOL.

139



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

La mutation A643G, évaluée en contexte HINIp, est également située dans la région
centrale de la protéine PB1 (résidus 21-669). Ce résidu n’est cependant pas situé dans un
domaine catalytique de la polymérase. La position 643 est située dans le domaine du pouce
(thumb), proche de I’extrémité C-terminale de la protéine, dans la boucle d’amorgage. Cette
structure est formée par les résidus 641 a 657, qui forment des feuillets  antiparalléles
agencés selon la forme d’une boucle structurellement analogue a la boucle d’amorcage du
virus de I’Hépatite C (Pflug ef al. 2014 ; Reich et al. 2014). Cette région serait impliquée dans
le processus d’initiation indépendant d’amorce de la réplication du génome viral. Dans la
structure de la polymérase, la boucle d’amorgage serait située au bout du tunnel putatif
d’entrée des NTP dans la cavité catalytique interne du complexe. La position 643, au bout
d’un tunnel, apparait accessible au solvant. La substitution de 1’Alanine par une Glycine,
¢galement aliphatique, n’entraine pas de modification des propriétés physico-chimiques du
résidu. Cependant, I’introduction de cette mutation semble induire une augmentation de
I’activité de la polymérase virale ainsi qu’une résistance a la ribavirine. On peut supposer que
cette mutation A643G, introduite dans la protéine PBI1, induise une modification de la
structure en boucle, la déstabilisant par exemple, ce qui permettrait d’augmenter le rendement
de I’étape d’amorcage et donc de produire un plus grand nombre de brins d’ARN. La
résistance a la ribavirine pourrait alors étre expliquée par un phénoméne de compensation,
I’augmentation de la quantité d’ARN permettant de contre-balancer I’effet du mutagene. Cette
hypotheése permettrait également d’expliquer le fait que cette mutation présente un effet moins
prononcé que ce qui est observé avec la mutation A401V. Cette derniére permettant
réellement de moduler la fidélit¢ de la polymérase. De manicre similaire, le poliovirus mutant
décrit, résistant a la ribavirine, porte une mutation dans un domaine de la polymérase virale,
hors du site actif catalytique (Pfeiffer e al. 2003).

Les mutations [674L, pour le sous-type HIN1p, et N694I, de sous-type H3N2, semblent
induire un potentiel effet de résistance a la ribavirine en contexte infectieux, bien que trés
faible. Ces deux positions sont situées dans la région C terminale de la protéine PB1 (Pflug et
al. 2014). Le résidu 674, au début de cette région, est positionné dans un domaine tres
conservé (résidus 671-676) impliqué directement dans la liaison a 'extrémité 3’ de I’ARN
matrice. Ce domaine, exposé¢ au solvant, permet de diriger I’ARN vers le tunnel d’entrée de la
matrice de la polymérase. La mutation de ce résidu semble entrainer une trés forte
augmentation de I’activité de la polymérase selon ce qui a été observé dans les expériences de

minigénome. De plus, cette augmentation d’activité semble dépendre de I’acide aminé et donc
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de ses caractéristiques physico-chimiques, bien que ceux évalués soient tous les trois
apolaires. L’introduction d’un résidu aromatique phenyl-alanine entraine un effet maximal sur
cette activité, le résidus méthionine a un effet intermédiaire, et la leucine, présente 1’effet le
moins fort. En contexte infectieux, la mutation de la position 674 ne semble pas affecter la
multiplication virale en absence de ribavirine, mais modifie celle-ci en présence du mutagene.
La mutation 1674F entraine une plus grande sensibilité a la ribavirine que la mutation 1674L
qui présente une résistance légerement supérieure a celle du virus sauvage, a 70uM de
ribavirine qu’il faudrait confirmer. La mutation avec un effet intermédiaire sur I’activité de la
polymérase, 1674M, n’a pas été évaluée en contexte infectieux, il serait donc intéressant de
comparer son effet & ce qui a été¢ observé pour les deux autres virus mutants. La modification
du résidu en position 674 pourrait ainsi améliorer le rendement de production de nouveaux
ARN par la polymérase, ce qui permettrait de contre balancer, en contexte infectieux, les
effets néfastes pour le virus de la ribavirine.

La mutation N694I, est située dans le domaine d’interaction de la protéine PB1 avec le
domaine N-terminal de la protéine PB2 (Chenavas et al. 2013 ; Pflug et al. 2014). La position
apparait exposée au solvant au sein de la polymérase. Cette mutation se traduit par une
diminution drastique de I’activit¢ polymérase des RNPv mais n’affecte pas la capacité de
multiplication virale et confére une résistance a la ribavirine trés légérement supérieure a celle
du virus sauvage qu’il faudrait confirmer. Dans le cas ou une meilleure résistance a la
ribavirine serait avérée pour cette mutation, le mécanisme responsable de ce phénotype

resterait 4 déterminer.

I.7. Relation entre sensibilité aux mutagenes et fidélité

Pour les mutants qui présentent une résistance a la ribavirine que nous avons identifiés, il
nous reste a établir formellement si ils correspondent a des mutants de fidélité en déterminant
leur impact sur la diversité des populations virales correspondantes. Les données du
séquencage a haut débit pour 1’établissement de la séquence consensus du génome complet
des virus mutants ne permettent pas de conclure, car elles n’ont pas la profondeur de
séquencage requise. Alors que pour la majorité des virus mutants analysés aucune mutation
additionnelle n’a été observée, parmi les virus mutants candidats qui présentent une résistance
a la ribavirine, des mutations additionnelles ont été observées dans la HA pour le mutant

A643G et dans la NA pour le mutant A401V. Toutefois, des mutations additionnelles

141



Florian Andrieux — Thése de doctorat - Année 2017

principalement dans la HA ont également été observées pour différents mutants qui ne
présentent pas de résistance marquée a la ribavirine comme pour les mutants témoins V431 et
D27N. Une nouvelle étude par séquencage a haut débit, dont les données sont en cours
d’analyse, permettra d’étudier les populations virales de fagon plus approfondie.

Pour différents virus, les mutants de fidélit¢ de la polymérase ont été sélectionnés par
passages successifs en présence de ribavirine (Borderia et al. 2015). Cette approche a
¢galement permis de sélectionner le mutant V43I dans le cas des virus influenza (Cheung et
al. 2014). Dans notre cas cette approche a également été tentée avec les virus de notre étude
par passages successifs en présence de ribavirine a 40 ou 70uM ainsi qu’en présence de T705
a 20 ou 40uM. Toutefois, dans tous les cas, aprés 3 passages en présence du composé
mutagéne nous avons observé l’extinction de la population virale, les virus n’étant plus
détectables. Un nombre de passages plus conséquent en présence a des concentrations plus
faible de composés mutagenes aurait peut-étre permis d’isoler des mutants de fidélité. La
diversité des populations virales initiales ou la nature de la souche virale sont peut-étre
¢galement a 1’origine de I’incapacité a isoler des virus résistants a la ribavirine pour les virus
influenza. En regle générale, les mutants de fidélité sont non seulement résistants a la
ribavirine mais également a d’autres mutagenes. Pour les mutants candidats sélectionnés dans
notre étude, une analyse de la multiplication virale en présence de Favipiravir (T705) a 10uM
et 20uM n’a pas montré de différence par rapport au virus sauvage pour les virus H3N2
N694I et V431 et HIN1p A643G, 1674L et V431, La sensibilit¢ des virus mutants V431
contraste avec la résistance au T705 décrite par Cheung et al. (Cheung et al. 2014) pour le
sous-type H3N2 mais pas pour le sous-type H5N1, mais est en rapport avec 1’absence de
résistance a la ribavirine que nous avons observée dans le contexte de notre souche de virus
H3N2. Seul le virus mutant A401V semble présenter une sensibilité au T705 légérement
diminuée par rapport au sauvage. Il sera nécessaire de confirmer ce résultat et intéressant par
la suite d’étudier la sensibilité de ce mutant vis a vis d’autres mutagénes comme le 5-
fluorouracil (5-FU) ou le 5-azacytidine (5-AZC). Cela permettra de déterminer si la résistance
a la ribavirine observée est spécifique du composé ou bien si celle-ci est liée a une
augmentation de la sélectivit¢é de la polymérase, lui permettant de limiter I’insertion
d’analogues, et donc de mutations, dans les ARN en cours de synthése, traduisant ainsi une

augmentation de la fidélité de la polymérase.
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[.8. Implications des variations d’activité et de fidélité de la

polymérase

Des variations de ’activité et de la fidélit¢ de la polymérase peuvent potentiellement se
traduire par des variations des caractéristiques de la progénie virale en termes de charge virale
et de diversité de la population virale. Celles-ci sont susceptibles d’avoir des répercussions sur
la capacité de transmission, notamment en cas de transmission inter-espéces ainsi que sur la
pathogéneése virale. Toutefois, comme observé dans notre étude, des variations importantes de
’activité de la polymérase ne se traduisent pas nécessairement par des variations de la vitalité
du virus en culture cellulaire. De méme, pour les virus qui présentent une résistance a la
ribavirine susceptibles de correspondre a des mutants avec une fidélité accrue, nous n’avons
pas observé de réduction de la vitalité in vitro. Des études in vivo sont donc nécessaires pour
apprécier pleinement 1’effet des mutations. Une premicre série d’expériences a été entreprise
dans un mod¢le murin chez des souris balb/c agées de 4 semaines. D’apres les résultats de ces
premicres expériences, il apparait que les virus de sous-type H3N2 ne permettent pas de
réaliser une infection des souris utilisées. Pour des expériences en contexte animal, il est de ce
fait envisagé de changer de modele et d’utiliser des furets (Belser ef al. 2009 ; Belser et al.
2011). Des infections ont cependant pu étre réalisées avec les virus de sous-type HINI1p
sauvage et porteurs des mutations A643G, 1674L, V43I1. Le virus V431, utilis¢ comme témoin,
apparait trés atténué par rapport au virus sauvage, alors qu’il se comportait comme le virus
sauvage in vitro. Cette observation est néanmoins en cohérence avec ce qui a été décrit par
Cheung et al. (Cheung et al. 2014) qui ont également observé une forte atténuation dans le
modele souris pour leur virus H3N2 V43I. De plus, les travaux de Cheung et al. ont montré
que le virus H5N1 porteur de la mutation V43I, qui se comporte comme le virus sauvage in
vitro est également fortement atténué in vivo en termes de multiplication virale dans les
poumons. Ce virus est aussi dix fois moins 1étal que le virus sauvage, et une diminution de la
pathogénicité et du neurotropisme sont également observées. Dans nos expériences, les
mutants A643G et 1674L sont apparus atténués par les mutations. Ces virus présentaient des
titres inférieurs a ceux obtenus avec la souche sauvage mais supérieurs a ceux observés pour
le mutant V431, contrairement a ce qui a été observé in vitro sans ribavirine. Concernant le
mutant 1674L, la forte augmentation de 1’activité intrinseque de la polymérase virale ne
semble donc pas permettre au virus de se multiplier plus que le virus sauvage au sein de
I’animal. Une analyse de la diversité des populations virales produites in vivo pourra étre

réalisée par séquencage a haut débit pour évaluer si cette augmentation d’activité modifie la
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composition en quasiespeces de la population virale par rapport a celle issue de la souche
sauvage. Il sera ensuite intéressant de réaliser des expériences de compétition entre le virus
sauvage et les virus mutants afin d’évaluer pleinement leur capacité de multiplication et leur

vitalité par rapport a celle de la souche parentale in vivo.

Des variations de la diversité de la population virale résultant soit d’une augmentation de
I’activité polymérase, soit de variations de la fidélité de la polymérase peuvent également
avoir des conséquences en termes de résistance aux traitements antiviraux. Les antiviraux
actuellement utilisés chez I’homme sont les inhibiteurs de neuraminidase tels que
I’Oseltamivir, le Zanamivir et le Peramivir, ainsi que le Favipiravir (T705). Dans le cas des
inhibiteurs de neuraminidase, notamment pour [’oseltamivir, le développement d’une
résistance est susceptible de survenir en cours de traitement, notamment chez les patients
immunodéprimés chez lesquels une excrétion virale prolongée est observée. Une
augmentation de la diversité de la population virale soit du fait d’une activité polymérase plus
élevée, soit du fait d’une fidélité réduite de la polymérase pourrait ainsi favoriser I’apparition
de mutants de résistance qui seront ensuite sélectionnés en présence de [’antiviral.
Néanmoins, [’atténuation habituellement observée pour les mutants a fidélité réduite
(Borderia et al. 2015) et le fait que les mutations qui conférent une activit¢ polymérase
augmentée n’aient été que retrouvées que de fagon trés sporadique parmi les souches circulant
chez I’homme suggere que ces virus n’ont pas une vitalité suffisante pour étre compétitifs et
se maintenir par rapport aux virus avec une polymérase sauvage. Concernant le traitement par
le Favipiravir (T705), il a été démontré qu’il s’agit d’un composé mutagéne pour le génome
des IAV (Baranovich et al. 2013) bien qu’il pourrait également agir comme terminateur de
chaine (Jin ef al. 2013 ; Sangawa et al. 2013). Cependant, aucune résistance vis-a-vis de cet
antiviral n’a encore ét¢ documentée pour les virus influenza. Au plan théorique, une fidélité
diminuée de la polymérase devrait se traduire par une sensibilité accrue au T705 alors qu’une
fidélité accrue pourrait se traduire par une résistance. Par ailleurs, selon le mécanisme
d’action du T705, si celui-ci agit bien comme mutagene, 'utilisation combinée du T705 et
d’inhibiteurs de neuraminidase pourrait aboutir a une augmentation de 1’émergence de

mutants résistants aux anti-neuraminidase.

Du fait de leur atténuation, les virus possédant une polymérase de haute fidélité

pourraient servir de base au développement de vaccins vivants atténués. En effet, une
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réplication hautement fidéle doit permettre de réduire la fréquence de réversions génétiques
vers un phénotype sauvage pathogene et la diminution de la diversité génétique également
d’atténuer la souche virale (Vignuzzi et al. 2008 ; Weeks et al. 2012).

Récemment, le potentiel comme vaccin vivant atténué d’un virus H1N1p, basé sur le
virus PR8 a forte réplication virale et présentant la mutation V43I dans le segment codant
PB1 a été¢ exploré (Naito et al. 2017). Le virus de haute fidélité ainsi produit est apparu
génétiquement stable apres plusieurs passages sur ceufs avec un taux de mutation diminué par
rapport au virus non muté mais un taux de multiplication inchangé. La génération de virus
présentant une polymérase dont la fidélité est augmentée est utile au développement de
nouveaux vaccins.

Une application immédiate d’une souche possédant une polymérase de haute fidélité
pourrait également étre le développement d’un vaccin vivant atténué dont le potentiel de
réversion est diminué pour les virus saisonniers ou ceux ayant un potentiel pandémique (Jin et
al. 2014 ; Jin et al. 2015) ou en cas d’émergence d’un virus pandémique. En effet, les virus
vivants atténués induisent une forte réponse immunitaire et permettraient donc 1’utilisation de
faibles doses. Des vaccins candidats en cours de développement a base de mutants thermo-
sensibles ont été testés notamment vis-a-vis des virus HSN1 in vivo avec plusieurs modeles
animaux ou bien chez I’homme lors d’essais cliniques (Hai et al. 2011 ; Matsuoka et al. 2014
; Baz et al. 2015 ; Shi et al. 2016). Une protection croisée a pu étre observée entre divers
clades de virus H5N1 ainsi qu’une forte protection contre des virus homologues ou de sous-
types différents. Cependant, I’utilisation de virus vivants présente un risque d’apparition de
mutants de réversion et d’émergence de souches plus virulentes. Ainsi, pour la production
d’un vaccin vivant, ’utilisation d’un virus présentant une fidélité augmentée est envisagée

comme moyen de limiter ce risque, pour rendre 1’utilisation de ce type de vaccins plus sire.
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I1. Perspectives

Tout d’abord, I’identification de mutations qui réduisent ou augmentent [’activité
intrinséque du complexe polymérase offre des perspectives pour une meilleure
compréhension du fonctionnement de ce complexe polymérase et des éléments qui modulent
son activité.

Pour les positions pour lesquelles des mutations qui réduisent de fagon drastique ou au
contraire augmentent de fagcon significative 1’activité polymérase des RNPv, une étude
détaillée permettant d’évaluer I’impact sur les différents types d’activités de la polymérase, a
savoir la synthése d’ARNm, la synthése d’ARNc et la synthése d’ARNv devra étre réalisée. Il
serait ensuite intéressant d’évaluer pour une position donnée I’effet de différentes
substitutions selon la nature physico-chimique des acides aminés et en relation avec 1’analyse
structurale. Une telle analyse pourrait également étre complétée par des études in vitro avec le
complexe polymérase purifié¢ afin d’évaluer également la processivité de la polymérase.

Pour les positions les plus intéressantes, il conviendra également de compléter I’analyse
par une étude des mutations dans le contexte du virus infectieux, afin de déterminer 1’effet sur
la vitalit¢ virale. Pour les mutations non létales qui réduisent la vitalité virale de fagon
drastique la réalisation de passages en série du virus a faible MOI devrait potentiellement
permettre de sélectionner des mutations compensatrices qui restaurent le phénotype sauvage.
La localisation de telles mutations compensatrices au sein de PB1, mais peut-&tre également
au sein des autres protéines qui composent les RNPv, devrait apporter des informations sur les
interactions clé mises en jeu au sein du complexe polymérase. Une étude approfondie par
séquencage haut débit de la diversité des populations virales pour les différents virus mutants
ainsi qu’au cours des passages successifs devrait aussi permettre d’apprécier la relation entre
le niveau d’activité de la polymérase et I’espace de séquence couvert par la population virale.
Enfin, I’étude des mémes virus mutés in vivo dans un mod¢le animal comme la souris ou le
furet permettra d’évaluer le niveau de virulence ou d’atténuation des virus mutés en relation
avec l’activité¢ intrinséque de leur polymérase et de la diversité des populations virale
inoculées et retrouvées dans différents organes. Pour les virus mutés qui présentent la vitalité
la plus élevée, des expériences de compétition avec le virus sauvage pourront s’avérer

nécessaires pour mettre en évidence des différences de vitalité plus ténues.

Deuxiémement, 1’identification lors de nos travaux de mutations qui réduisent ou au
9

contraire augmentent la sensibilit¢ a la ribavirine permet de disposer d’outils pour une
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meilleure compréhension de la sélectivité du complexe polymérase en étudiant la sensibilité
de ces mutants a d’autres analogues nucléosidiques comme le 5-FU, le 5-AZC ou le T705. des
substitutions systématiques couplées a des études in vitro, avec le complexe polymérase
purifié, et dans le contexte de virus infectieux comme décrit ci-dessus devraient permettre de
mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent la résistance a ces composés et les
interrelations complexes entre activité du complexe polymérase, sensibilité aux mutagénes et
vitalité virale. Elles pourraient également déboucher sur I’identification de nouveaux mutants
de fidélité augmentée ou au contraire de fidélité réduite dont la virulence ou I’atténuation in

vivo devra étre évaluée.

L’observation d’effets différents d’une méme mutation sur 1’activité du complexe
polymérase et la sensibilité a la ribavirine, selon le sous-type pose la question des facteurs
modulateurs des caractéristiques du complexe polymérase en termes d’activité, de sensibilité
aux mutageénes voire de fidélité. L’analyse des mutations dans le contexte de différents sous-
types constitue une premicre approche. L’impact des protéines PA, PB2 ou NP de sous-types
hétérologues pourra ¢galement étre étudié pour des complexes hétéro sous-typiques dans le
contexte de RNPv reconstituées ou du virus infectieux produits par génétique inverse. On
pourra ainsi se focaliser plus particuliérement sur les positions qui différent entre les deux
sous-types viraux analysés. Une approche a plus large échelle pourrait également faire appel a
la mutagenése aléatoire des séquences de PB2, PA ou NP comme réalisé pour PB1 dans notre
étude.

Des facteurs viraux autres que la RdRp qui modulent la fidélité de la réplication virale
ont été mis en évidence pour d’autres virus comme dans le cas du virus Chikungunya pour
lequel I’hélicase nsp2 virale permet de réguler I’activité de la polymérase en milieu mutageéne
et déplété en nucléotides, ce qui permet d’améliorer la sélectivité de la polymérase et de
rendre la réplication plus efficace méme lorsque la concentration de nucléotides est faible
(Stapleford et al. 2015) ; ou encore dans le cas du SARS-CoV dont la protéine nspl4 qui
possede une activité 3’-5’exonucléase de la famille des DEDD exonucléases permet
d’augmenter la fidélité de la réplication pour ce virus. Pour les virus influenza A, des données
obtenues au laboratoire par Declercq ef al. (non publi¢) montrent que des motifs de type DxE
correspondant au motif I des DEDD sont retrouvés au sein de la nucleoprotéine en un nombre
d’exemplaires variable selon les sous-types viraux et des données préliminaires suggérent

qu’ils pourraient moduler la fidélité de la polymérase.
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Au dela des facteurs viraux, nous pouvons également faire I’hypothése que des facteurs
cellulaires tels que des exonucléases cellulaires qui interagissent avec le complexe polymérase
pourraient également moduler son activité et/ou sa fidélité selon la nature de 1’environnement
cellulaire et notamment selon 1’hote. A cet effet, la recherche d’interacteurs cellulaires
correspondant a des facteurs cellulaires de type exonucléase, ou hélicase, ou encore des

facteurs impliqués dans la maturation des ARN a été entreprise.
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