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ADN : Acide désoxyribonucléique
ADNCc : Acide désoxyribonucléique

complémentaire

Arbovirus : Arthropod-Borne Virus, virus

transmis par un Arthropode

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : Acide ribonucléique messager
ARS : Agence régionale de santé

BLAST : Basic local alignment search tool
C : Protéine de capside

CAB : Chromosome artificiel bactérien
CAL : Chromosome artificiel de levure
CHIKYV : Virus du Chikungunya

ClI : Clone infectieux

Ct : Cycle threshold

dNTP : Désoxyribonucléotides tri-phosphate
E : Protéine d’enveloppe

ECP : Effet cytopathogene

Extrémité NTR : Extrémité non-traduite
FBS : Fetal bovine serum

GIn : Glutamine

HBSS : Hank’s balanced salt solution

ISA : Infectious subgenomic amplicons

M : Protéine de membrane

MEGA : Molecular evolutionary genetics

analysis

MEM : Milieu essentiel minimal

NGS : New generation sequencing

NS : Protéine non-structurale des Flavivirus
nsP : Protéine non-structurale des Alphavirus
OptiMEM : Milieu essentiel minimal optimal

ORF : Open reading frame (cadre de lecture

ouvert)

P/S : Pénicilline/Streptomycine

PBS : Phosphate buffer saline

pCMV : Promoteur du cytomégalovirus
PCR : Polymerase chain reaction

Poly A : Signal de polyadénylation

prM : Précurseur de la protéine de membrane
RE : Réticulum endoplasmique

RT-PCR : Reverse transcriptase PCR

RT-qPCR : Reverse transcriptase quantitative
PCR

SIDA : Syndrome d’immunodéficience acquise
SNC : Systéme nerveux central

SVF : Sérum de veau feetal

TBEV : Virus de I’encéphalite a tiques
TCIDso : 50% tissue culture infective dose

UA : Unité arbitraire

URSS : Union des républiques socialistes
soviétiques

VIH : Virus de I’immunodéficience Humaine
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Aujourd’hui, nous sommes plus de 7 milliards d’habitants sur la planéte. Nous nous
entassons dans des mégalopoles qui s’étendent horizontalement et verticalement, année apres
année. Cette proximite entre étre vivants, animaux et humains, est propice a I’expansion de tout
type d’épidémie. Une grande pandémie pourrait-elle alors aboutir a 1’extinction de 1’espéce
humaine ? Sans méme devoir répondre a cette question, nous sommes en mesure de nous
demander quels seraient les pathogénes susceptibles de causer cette pandémie, ou plutét de

quels pathogenes devons-nous nous protéger pour prévenir cette possible épidémie ?

Bien que les bactéries, les parasites ou encore les champignons (moisissures) puissent
étre de trés bons coupables, il semblerait que les virus soient les suspects numeéros un.

Pour ne donner quun seul exemple d’épidémie causée par une bactérie, nous pouvons
citer ici la « peste » causée par Yersinia pestis. Marseille, notre chére ville phocéenne, restera
tristement célébre pour son épisode de la « peste » au XVIII°™ siécle, faisant de nombreuses
victimes parmi ses habitants. Cette maladie continue malheureusement a sévir aujourd’hui
encore dans certains pays d’Afrique comme Madagascar. Le Plasmodium falciparum, agent
pathogéne du paludisme, sévit encore de nos jours et reste, malgré les traitements, encore
aujourd‘hui la parasitose la plus meurtriere. Les aspergilloses, dignement représentées par
Aspergillus fumigatus, ne sont pas en reste puisque ce dernier reste la cause la plus fréquente
d'infection fongique invasive chez les personnes immunodéprimées.

Au cours des ages, I’Homme a également fait face a des grandes épidémies virales dont
voici quelques exemples. Eradiquée fin des années 70, la variole a sévi durant toutes les
périodes historiques, de la préhistoire aux temps modernes, sur tous les continents. En 1918-
1919, une souche HINT1 du virus de la grippe fut particulierement virulente. L’épidémie causée
est connue sous le nom de « grippe espagnol ». Elle aurait fait 50 millions de morts et serait
I’épidémie la plus mortelle en aussi peu de temps. Plus récemment, le monde a d affronter des
épidémies de virus émergents ou ré-émergents. Parmi lesquels nous pouvons citer 1’épidémie
du syndrome respiratoire aiglie sévere liée au coronavirus en 2002-2003, les épidémies de
Chikungunya a la Réunion en 2005, 2009 et 2010, 1’épidémie d’Ebola débutée en 2013, celle
de Zika depuis 2015, celle du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) et son pathogéne
le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) qui reste la plus grande et la plus tristement
célebre des infections virales de ces cinquante derniéres années.

Depuis I’invention du vaccin, certaines de ces maladies ont pu voir leur incidence

diminuer, mais n’en reste pas moins dangereuses. Dans cette catégorie nous pouvons relever
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les virus de la grippe, de la fiévre jaune, de la dengue, de I’encéphalite japonaise, de la rubéole

ainsi que 1’éradication de la variole.

Devant tant de pathogeénes, I’Homme a d0 trouver des parades afin de contrer toutes ces
épidémies. La premiere de ces armes est la prévention. L’information des populations sur la
dangerosité de ces infections est la premiére étape de cette prévention qui peut étre poursuivie
par des injections vaccinales. La protection physique des personnes face au virus est également
importante. L’Homme se doit de se protéger des différentes sources de contamination, que ce
soit par un vecteur animal (moustique, etc...) ou non (exposition au sang, contamination
aérienne, rapports sexuels, etc...). L’Homme peut également avoir recours aux médicaments.
Un nombre, certes insuffisant, mais important de pathologies virales posséde une thérapie. Le
dernier outil a la disposition de I’Humanité est la connaissance. En effet la connaissance
approfondie du virus, de ses propriétés biologiques, de sa virulence, de son cycle viral ou encore
de son épidémiologie permet de mieux appréhender 1I’ensemble de ces épidémies.

Afin d’acquérir cette connaissance, I’Homme doit disposer de tous les moyens pour
étudier les virus et comprendre leur cycle de développement, leurs propriétés biologiques et
leur pouvoir pathogéne. Cela inclut non seulement les moyens technologiques et les
infrastructures mais également les méthodes et les techniques spécifiques a 1’étude de ces
microorganismes. Au sein de ces infrastructures, I’étude de virus ne pourrait se faire sans virus

et il faut donc étre capable de produire et conserver ces virus afin d’analyser leurs propriétés.

Ce mémoire se focalise uniquement sur 1’étude des virus a ARN. Celle-ci bénéficie
grandement de ’utilisation des systémes de génétique inverse [1], définis par la synthese de
virus a partir d’ADNc [2]. Ces systémes permettent de manipuler les génomes viraux et
d’étudier les conséquences directes des modifications génotypiques sur leur phénotype et leur
pathogénicité. Mais quel est 1’impact direct de ces systemes de génétique inverse sur les
propriétés biologiques virales ? L’utilisation de telle ou telle méthode n’aura-t-elle pas une
influence sur le génotype et/ou le phénotype du virus produit ?

L’objectif de ce mémoire du Diplome d’Etudes Spécialisées en Innovation
Pharmaceutique et Recherche (tenant lieu de These pour le Diplome d’Etat de Docteur en
Pharmacie) est, i) de faire un état de 1’art des connaissances sur le virus du Chikungunya, sur
celui de I’encéphalite a tiques et sur les différentes méthodes de génétique inverse et ii)
d’étudier I’impact de I’utilisation de trois méthodes de génétique inverse, dont une nouvelle

méthode employée pour la premiére fois, sur la diversité des virus produits.
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Partie A : Le virus du Chikungunya

1. Historique et situation épidémiologique

Le Chikungunya est un virus endémique et épidémique en Afrique et en Asie depuis
plusieurs dizaines d’années. Plus récemment, il s’est également propagé & 1’Océan Indien et

aux Amériques [3-5].

C’esten 1952, que ce virus a été isolé pour la premicre fois a partir du sérum d’un patient
malade au cours d’une flambée épidémique qui a eu lieu sur le plateau du Makonde dans la
province du Tanganyika, dans le sud de la Tanzanie [6]. Ce nom, « Chikungunya », est donc
d'origine « Makondé », langue parlée dans le Sud-est de la Tanzanie et dans le Nord-est
du Mozambique. Il signifie : « qui se recourbe, qui se recroqueville ». En Francais,
Chikungunya peut étre traduit par « maladie de I’'Homme courbée ». En effet, les patients
atteints du virus présentent de fortes douleurs articulaires et musculaires, ce qui leur donne une
attitude voutée trés caractéristique [7].

A partir de 1958, le continent Asiatique est également touché par ce virus. Une premiére
épidémie s’est développée a Bangkok , puis s’est rapidement propagée a d’autres pays
(Philippines, Cambodge, Vietnam, Inde, Indonésie, etc...) [8]. Aprés 20 ans « d’absence », le
virus est réapparu en 2001-2003 en Indonésie, pour se répandre sur le reste du continent
Asiatique, entrainant des épidémies a Hong Kong (2006) et en Chine (2010) [9].

Entre les années 1960 et les années 1990, de nombreuses épidémies ont été enregistrées
en Afrique, touchant de trés nombreux pays sub-sahariens : Afrique du Sud, Sénégal, Kenya,
Niger, Nigéria, Zimbabwe, etc... [4]. Plus récemment, des épidémies ont été rapportées en
République Démocratique du Congo (2000), au Cameroun (2006), au Gabon (2007 et 2010),
au Congo (2011). En 2004, le Kenya est touché par une épidémie. Le virus va alors se repandre
sur les iles de I’Océan Indien, a commencer par les Comores (2004) puis Mayotte, Madagascar,
les Tles Maurice et les Seychelles. En 2005-2006, 1’ile de La Réunion est également atteinte par
une épidémie, ce qui a donné naissance a des émois médiatiques et politiques d’envergure en
Métropole.

Depuis 2013, le virus a également atteint les Amériques et les Caraibes. Ces régions

sont, actuellement, les plus touchées par des épidémies de Chikungunya [5].
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En Europe, la plupart des cas observés sont importés des régions endémiques. En 2007,
en Italie, une épidémie s’est répandue a partir d’un « patient source », un touriste italien infecté
de retour d’Inde [10]. Cependant en 2014, I’Agence Régionale de Santé (ARS) Languedoc-
Roussillon a annoncé que quatre premiers cas d'infections locales avaient été détectés dans la
région de Montpellier. Cela laisse présager que I’Europe n’est plus « a I’abri » d’une épidémie

locale de Chikungunya, voire méme que ce virus pourrait y devenir endémique.

2. Classification et structure

Le Chikungunya est un Arbovirus (Arthropod-Borne Virus, virus transmis par un
Arthropode) puisqu’il est transmis par un insecte, le moustique. C’est un virus du genre
Alphavirus et de la famille des Togaviridae faisant partie du Groupe 1V de la Classification de
Baltimore, les virus @ ARN simple brin a polarité positive [4]. C’est également un membre du

complexe antigénique « Semliki Forest Virus » (Virus de la Forét de Semliki) [11].

Le virus posséde une capside icosaédrique entourée d’une enveloppe lipidique et fait 60
a 70 nanométres de diamétre (Figure 1).

Capsid protein

Figure 1 : Structure des Alphavirus

Capsid protein (CP) : Protéine de la capside Trimer of E1-E2 : Trimére des 2 protéines de [ ’enveloppe (El et E2)
Genomic RNA : ARN génomique (http://viralzone.expasy.org/)
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Son génome est un ARN simple brin a polarité positive d’une taille d’environ 12 000
paire de bases [12]. L’ARN génomique se décompose en plusieurs parties :
- L’extrémité 5’ non codante : 5° NTR

Les protéines non structurales (nsP) : nsP1, nsP2, nsP3, nsP4

- Larégion « jonction » : J

- La protéine de capside : C

- Les protéines d’enveloppe (E) : E3, E2

- Le peptide 6K : 6K

- La protéine d’enveloppe : E1

- L’extrémité 3’ non codante : 3° NTR

Les extrémités 5’ et 3’ possédent respectivement une coiffe 7-méthylguanosine et un

signal de polyadénylation (poly (A)).

Cet ARN est traduit en deux cadres de lecture ouverts (ORF = Open Reading Frame).
Celui situé du c6té 5’ du génome code pour les 4 proteines non structurales (nsP1, nsP2, nsP3
et nsP4). De I’autre c6té, I’ORF code pour une poly-protéine précurseur qui sera ensuite clivée
donnant lieu a la protéine de capside (C), deux protéines d’enveloppe (E1 et E2) et deux plus
petites protéines (E3 et 6K) (Figure 2).

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 ¥b
L 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

S'NTR 3'NTR
{76nt) NsP1 nsP2 nsP3 nsP4 J C E3 E2 6K El1 (76nt)

5'Cap 1 ] 1 1 1 1 11 }-Poly (A)
| i
l 7498 265 RNA 11825 °
ORF
|
77 7'53% ORF
L ]
7567 11299
P1234 precursor (2474aa) l
Structural precursor (1244aa)
Proteolytic cleavag L -
(nsP2 activity)
nsP e 53522 C =261 (o o 540
nsP2 ) 798a3a PE2C——— —
E2C—) 423aa
NsP3 Ca—— 53022 6k £33 61aa
NsP4 e 611aa El C——) 435aa
Non structural proteins Structural proteins

Figure 2 : Structure du génome viral du Chikungunya
(Thiberville et al., 2013)

La protéine C, comme son nom I’indique, forme le complexe protéique de la capside du

virus. Les protéines E1 et E2 se regroupent sous la forme d’un hétérodimeére pour former
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I’enveloppe du virus. Elles sont responsables de 1’adhésion du virus a la membrane cellulaire
et de sa fusion avec celle-ci. La protéine E3 est impliquée dans I’interaction entre les protéines
E1l et E2. Le peptide 6K interagit principalement avec la protéine E2 [13]. La protéine nsP1
posséde des activités methyl-transférase et guanylyl-transférase impliquées dans 1’ajout de la
coiffe aux ARNm viraux (ARN messagers viraux). La protéine nsP2 posséde plusieurs activités
différentes parmi lesquelles celles d’une hélicase et d’une protéase. La protéine nsP3, quant a
elle, serait impliquée dans la synthése de I’ARNm viral. Enfin, la protéine nsP4 a une activité
d’ARN polymérase ARN dépendante [14].

3. Les cycles du virus

3.1. Cycle de réplication viral

L’hétérodimere E1/E2 est responsable de 1’interaction entre 1’enveloppe du virus et la
membrane cellulaire. Le virus va ensuite entrer dans le cytoplasme de la cellule hote par
endocytose, formant ainsi un endosome. L’enveloppe du virus et la membrane de 1’endosome
vont alors fusionner sous 1’action du complexe protéique viral E1/E2. La nucléocapside se
retrouve alors libre dans le cytoplasme et finie par se désassembler, phénoméne connu sous le
terme de la décapsidation.

Suite & cette etape, I’ARN du virus se retrouve a son tour libre dans le cytoplasme et va
servir directement d’ARN messager pour les ribosomes de la cellule hote. Les protéines
structurales nouvellement produites vont alors s’associer afin de former un complexe de
réplication virale. Ce complexe permet alors la synthése d’un brin d’ARN complémentaire de
polarité négative.

A partir de cet ARN, ce méme complexe va favoriser la synthése d’un brin d’ARN
contenant les genes des protéines structurales. Aprés traduction, les protéines de capside
resteront dans le cytoplasme tandis que les protéines d’enveloppe passeront par une étape de
maturation dans le systtme endomembranaire de secrétion impliquant le réticulum
endoplasmique et 1’appareil de Golgi avant d’étre externalisées au niveau de la membrane

plasmique de la cellule hote.
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A partir du brin d’ARN complémentaire de polarité négative le complexe de réplication
viral va favoriser la formation d’un nouveau brin d’ARN de polarité positive. Ce nouveau brin
sera alors encapsidé par les protéines de capside libres dans le cytoplasme.

La nucléocapside nouvellement formée va alors migrer au sein du cytoplasme puis
s’entourer des protéines d’enveloppe au niveau de la membrane lors de 1’expulsion par

bourgeonnement du virion vers le milieu extracellulaire [15] (Figure 5).
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Figure 3 : Cycle de réplication du Chikungunya
(Schwatrz et al. ; 2010)

3.2. Cycle naturel

L’agent vecteur du virus du Chikungunya est un moustique. Plus précisément, ce sont
les femelles du genre Aedes qui sont responsables de la transmission chez les vertébrés. Par
conséquent, le virus se multiplie alternativement dans un moustique puis dans un héte vertébré.
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Il existe deux types de cycle. Un premier cycle dit « sylvatique » et un second dit
« urbain ». Le cycle sylvatique se retrouve majoritairement sur le continent Africain et est
responsable d’une contamination animale (singes). De nombreuses especes du genre Aedes sont
responsables de sa transmission. A 1’opposé, deux especes sont principalement responsables de
la transmission a I’ Homme au cours du cycle urbain: Aedes aegypti et Aedes albopictus. En
effet, ces deux moustiques anthropophiles sont notamment connus pour vivre en zone urbaine

ou péri-urbaine [16] (Figure 4).

Chimpanzees, monkeys, baboons

e.g. Ae. aegypti
Ae. albopictus

e.g. Ae. africanus
Ae. furcifer-taylori
Ae. dalzieli

>

Figure 4 : Cycles naturels du virus
(Thiboutot et al. ; 2010)

4. Les syndromes cliniques

L’infection par le virus du Chikungunya débute par une phase d’incubation.
Malheureusement la durée exacte de cette phase est aléatoire et mal connue. Lors d’une
épidémie en Afrique du Sud en 1977, le temps d’incubation a été estimé entre 2 et 10 jours [17].
La méme conclusion a été faite sur les cas importés en France métropolitaine lors de 1’épidémie
a I’ile de la Réunion en 2006 [18].
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Dans un premier temps, il se développe une phase aigué de la maladie. Le symptdme le
plus fréquent est une poly-arthralgie présente chez plus de 87% des patients. Cette arthralgie
touche principalement les articulations périphériques (poignets, chevilles et phalanges) et
quelques grandes articulations (épaules, coudes et genoux). On retrouve aussi quelques
douleurs au niveau des ligaments et des myalgies. Certaines manifestations cutanées,
notamment des éruptions maculopapuleuses, des Iésions cutanées ou des prurits, sont retrouvées
chez 50% des patients. Des symptémes digestifs sont également rapportés chez moins de la
moitié des patients atteints. Au cours de cette premiere phase, le taux de virus dans le sang est
fortement élevé et I’on retrouve également certaines anomalies hématologiques (lymphopeénie,
thrombocytopénie, etc...). La symptomatologie a souvent un vrai impact négatif sur la qualité
de vie des malades. L’infection par le virus du Chikungunya entraine une diminution de

I’activité physique et par conséquent une atteinte psychique des patients [18].

Aprés cette premiere phase, la majorité des patients rencontrent des symptdmes
persistants. C’est la phase tardive/chronique de 1’infection. Une fois de plus les principaux
symptdémes rencontrés sont des douleurs osseuses, avec notamment des arthralgies, des
douleurs musculo-squelettiques, des polyarthrites rhumatoides, etc... A une fréquence moins
élevée, on retrouve également des syndromes pseudo-grippaux, des céphalées, des troubles

digestives ou encore des troubles cutanés [18].

Il a également été démontré qu’il existait un nombre non-négligeable de cas
asymptomatique. Cette proportion était variable lors des différentes épidémies (entre 4,8% et
27,7%) [18].

5. Les thérapies

5.1. Thérapies antivirales

Méme si le virus du Chikungunya représente un réel probleme de santé publique dans
certaines régions du monde, il n’existe aujourd’hui aucun traitement contre cette pathologie. La
prise en charge de l’infection se résume alors a une prise en charge symptomatique afin

d’apaiser les douleurs par des antalgiques, des anti-inflammatoires ou encore des corticoides.
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De nombreuses molécules, déja connues pour avoir des activités sur d’autres
pathogenes, ont été testées mais sans succes. Il existe donc un réel besoin en la matiére et le
développement de nouvelles molécules antivirales est, une absolue nécessitée si 1’on veut
endiguer la maladie a I’avenir.

La plupart des molécules testées ciblent les différentes étapes du cycle de réplication du
virus. On retrouve notamment des inhibiteurs de 1’endocytose (p.ex. Chloroquine,
Phénothiazines), des inhibiteurs de la traduction virale (p.ex. ARN interférents), des inhibiteurs
de la réplication virale (p.ex. inhibiteurs de la protéine nsP2, Ribavirine), des inhibiteurs de la
maturation des protéines virales. Certaines molécules de la réponse immunitaire ont également

été testées, telles que I’Interféron alpha [19, 20].

5.2. Perspectives vaccinales

A T’heure actuelle, tout comme pour les thérapies antivirales, il n’existe aucun vaccin
contre le virus de Chikungunya disponible sur le marché. Le développement d’un vaccin contre
ce virus constituerait une réelle avancée thérapeutique. Depuis la deuxieme moitié du
XXM siecle, plusieurs tentatives de mise au point d’un vaccin ont vu le jour. On retrouve
notamment un vaccin inactivé au formol développé en 1967, un vaccin vivant atténué apres
passages successifs sur des cellules animales en 1986, un vaccin obtenu par recombinaison
génétique en 2010, un vaccin a ADN congu a partir de séquences génétiques codant pour les
protéines d’enveloppe virales, trois vaccins chimériques a partir d’alphavirus en 2008 et un
vaccin de type « virus like particles » constitué de 1’enveloppe du virus sans le génome viral
[15, 21-23].

Méme s’il existe quelques vaccins prometteurs en phase pré-clinique ou clinique, les
études visant le développement de nouveaux vaccins doivent étre poursuivies et approfondies.
Néanmoins, la plupart des tentatives vaccinales ont eété abandonnées pour diverses raisons
(effets secondaires et indésirables, codts de production et de mise sur le marché trop élevés,
etc...) [21].
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Partie B : Le virus de I’encéphalite a tiques

1. Historique et situation épidémiologique

La toute premiére description publiée remonte a 1931. Hans Schneider, médecin
autrichien, a démontré une relation entre plusieurs cas de méningo-encéphalites saisonnieres
dans le sud-ouest de 1’ Allemagne [24].

C’est en 1898 que la maladie semble étre apparue pour la premiere fois en Russie dans
la région de 1’Oural. Mais c’est uniquement entre 1937 et 1939, lors de graves épidémies, que
le gouvernement russe décide de s’intéresser a ce fléau. En effet, de graves encéphalites ou
méningo-encéphalites ont fait leur apparition dés 1914 dans certaines régions de la Russie, avec
une nette recrudescence depuis 1933. En 1939, le virus sera isolé pour la premiere fois a partir
du cerveau d’un patient décédé et le vecteur sera également identifié comme la tique Ixodes
persulcatus [25, 26]. En 1943 le virus est également isolé en Biélorussie suite a une épidémie
chez des militaires. Le virus est isolé a la fois a partir de patients mais également a partir de la
tique Ixodes ricinus [27]. Aprés I’URSS, le virus a ensuite été isolé en Tchécoslovaquie en
1948, également a partir d’Ixodes ricinus. Depuis il a également été identifié et isolée dans de
nombreux pays dont la Bulgarie, la Suede ou le Japon [28-30].

Le virus de I’encéphalite a tiques est retrouvé de maniere endémique dans la nature en
Europe Centrale, de I’Est et en Asie du Nord. Environ 10 000 cas sont déclarés chaque année
par les hopitaux d’Europe et d’Asie. Depuis les années 2000, le nombre de cas en Europe
centrale (République Tchéque, Pologne, Lituanie, Allemagne) ne cesse d’augmenter, faisant de
cette pathologie un sérieux probleme de santé publique.

2. Classification et structure

Le virus de I’encéphalite a tiques est un virus du genre Flavivirus de la famille des
Flaviviridae. Il fait partie du Groupe IV de la Classification de Baltimore, les virus a ARN

simple brin a polarité positive.
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Le genre Flavivirus est composé d’environ 70 virus dont la plupart sont pathogénes chez
I’Homme. Ce genre se décompose en 4 groupes : le groupe des virus transmis par les
moustiques (p.ex. virus de la fiévre jaune, virus de le Dengue), le groupe des virus transmis par
les tiques (p.ex. TBEV), le groupe des virus sans vecteur connu et enfin le groupe de certains
virus atypiques [31].

Au sein du groupe des virus transmis par les tiques, on retrouve 2 sous-groupes : le sous-
groupe associés aux oiseaux marins (« seabird tick-borne flaviviruses », S-TBFV) et le sous-
groupe associés aux mammiferes (« mammalian tick-borne flaviviruses », M-TBFV) au sein
duquel on retrouve le sérocomplexe TBE (« tick-borne encephalitis ») [32]. Ce sérocomplexe
est constitué de 3 sous-types : le sous-type Far-Eastern (p.ex, souche Oshima), le sous-type

Siberian et le sous type Western European [33].

Le virus posséde une capside icosaédrique entourée d’une enveloppe lipidique et fait

environ 50 nm de diamétre (Figure 5).

Genomic RNA

Figure 5 : Structure des Flavivirus
E dimer : dimére de protéine d’enveloppe M protein : protéine de membrane  C protein : protéine de capside
Genomic RNA : ARN génomique (http://viralzone.expasy.org/)

Son génome est un ARN simple brin a polarité positive d’une taille d’environ
11 000 paires de bases. L’ARN génomique se décompose en plusieurs parties :

- L’extrémité 5’ non codante : 5° NTR

- Laprotéine de capside : C

- La protéine de membrane : prM
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- Laprotéine d’enveloppe : E

- Les protéines non structurales (NS) : NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5

- L’extrémité 3’ non codante : 3’ NTR

Les extrémités 5’ et 3’ possédent respectivement une coiffe 7-méthylguanosine et un
signal de polyadénylation (poly (A)) [34] (Figure 6).

Cet ARN contient un seul cadre de lecture ouvert (ORF = Open Reading Frame). 1l code
pour une polyprotéine de 3400 acides aminés qui sera clivée en deux types de protéines
différentes, structurales et non-structurales. Les protéines structurales sont au nombre de 3,
nommeées C, M et E ; et les protéines non-structurales sont au nombre de 7 (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5) [34] (Figure 6).

5'NCR 3'NCR
5'm7G—| Structural | Non-Structural I— 3'OH

[ Polyprotein |

vy
-@I_---_-D-Ijl

NS1 NS2A NS2B NS3  NS4A NS4B

[Cer][M

v NS2B-3 protease +Signal peptidase 1 Golgi protease ? Unknown protease(s)

Figure 6 : Structure du génome viral du Virus de I'encéphalite a tiques
(www:/talk.ictvonline.org )

La protéine C forme la capside du virus. L’enveloppe est issue de la membrane du
réticulum endoplasmique de la cellule hote. Dans cette membrane viennent s’enchasser les
protéine E (rdle de déterminant antigénique), organisées en dimeres, et les protéines M [35]. La
protéine NS1 semble jouer un réle dans I’initiation de la synthése du brin de polarité négative.
La protéine NS2A semble posséder une activité dans 1’assemblage des virions et la protéine
NS2B posséde une activité de protéase. La proteine NS3 posséde des activités d’hélicase et
d’ARN triphosphatase alors que la protéine NS5 a une activité de méthyltransférase et d’ARN
polymérase ARN-dépendante. Le role des protéines NS4A et NS4B n’est, a ce jour, pas encore
bien défini [36].

36



3. Les cycles du virus

3.1. Cycle de réplication viral

Le virus pénétre par endocytose dans la cellule. La réorganisation des dimeres de
protéines de 1’enveloppe en trimeres permet la fusion de la membrane lipidique du virus a la
membrane de la vésicule d’endocytose, libérant ainsi la nucléocapside virale dans le cytoplasme
de la cellule héte. L’ ARN génomique est alors décapsidé et traduit par la machinerie cellulaire
en polyprotéine précurseur. Cette polyprotéine est alors clivée afin de produire les différentes
protéines virales. L’ARN génomique est également répliqué par le complexe NS5/NS3 par
I’intermédiaire d’un brin de polarité négative. Ce brin sert de matrice pour la synthése d’ARN
génomique (pour I’encapsidation), d’ARNm (pour la traduction) et d’ARN matrices (pour la
réplication). Les différentes protéines virales ainsi que I’ARN génomique sont assemblés afin
de former un virion qui va bourgeonner au sein du réticulum endoplasmique (RE) de la cellule
hote, acquérant ainsi sa membrane issue de celle du RE. Les virions passent par une étape de
maturation golgienne, notamment par le clivage du précurseur M en protéine M, avant d’étre

finalement libérés par exocytose hors de la cellule hote [36] (Figure 7).
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3.2. Cycle naturel

Le vecteur du virus de I’encéphalite a tiques est la tique du genre Ixodes. Il s’agit
principalement de 1’espéce ricinus mais on retrouve également la tique Ixodes persulcatus
jusqu’en Sibérie. Ainsi, lors de son cycle de développement, ce virus présente alternativement
une phase au sein de la tique et une autre chez 1’hdte vertébré.

La tique peut étre infectée de différentes maniéres [37]:

Par transmission trans-stadiale : maintien du virus chez la tique lors du passage d’un
stade évolutif a un autre

- Par transmission verticale : de la femelle aux ceufs

- Par co-feeding : une tique infectée prenant un repas sanguin peut transmettre le virus

a une tique non infectée qui se nourrit a proximité

- Par repas sur un hote virémique

A chaque changement de stade évolutif (larve puis nymphe puis adulte), la tique se
nourrit d’un repas sanguin. Au début de leur vie, les tiques se nourrissent plutdt sur des petits
mammiferes puis sur des animaux de plus en plus grands/gros. A chacun de ces repas, ’Homme
peut étre pris pour cible par la tique et, si celle-ci est infectée, lui transmettre le virus

L’Homme peut également &tre contaminé par les produits laitiers non pasteurisé de

vaches, de chevres ou de brebis contenant le virus [38] (Figure 8).

T (Q Drop Off & Molt
Humans ‘ :
/ Nymph

Ungulates
Raw milk
] \ and cheese
.
Larva - -
% R Humans
Oviposition
& Hatching

Figure 8 : Cycle de vie de la tique et transmission aux mammiféres
(Estrada-Pefia et al., 2014)
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4. Les syndromes cliniques

L’infection débute tout d’abord par une phase d’incubation qui, en général, dure entre 7

et 14 jours. Il arrive que certaines personnes développent quelques symptémes au cours de cette

phase, mais rarement plus grave qu’un syndrome pseudo-grippal [33].

Au cours de la phase aigiie de I’infection, on retrouve plusieurs formes cliniques [39]:

Une forme fébrile, qui se traduit par une courte période fébrile sans atteinte du
systéeme nerveux central.

Une forme méningée, proche de la forme fébrile avec nausées, vomissements,
photophobies, etc...

Une forme méningo-encéphalite, moins fréquente mais avec une atteinte du systeme
nerveux central (SNC) beaucoup plus sévere et des séquelles graves (épilepsie,
hémiplégie, déces).

Une forme poliomyélitique, qui peut aller jusqu’a une atrophie musculaire rendant
le rétablissement des patients long et rarement total.

Une forme polyradiculo-névritique, caractérisée par une atteinte des nerfs

périphériques et des douleurs associées.

En Sibérie et en extréme orient, on retrouve une phase chronique de ’infection qui se

différencie en deux formes distinctes :

Une premicére forme qui se caractérise comme étant les séquelles d’une des formes
aiglies précédentes [33].

Une deuxieme forme qui peut survenir plusieurs années apres la morsure de la tique
et sans phase aigue au préalable. Elle présente des symptdmes graves tels que de
I’épilepsie, des névrites ou des atrophies musculaires dont 1’issu peut étre la mort

[40].
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5. Les thérapies

5.1. Thérapies antivirales

Méme si des traitements a base de corticoides [41], d’immunoglobuline [42] ou encore
d’ARN interférents [43] ont été testés, avec plus ou moins de succes, il n’existe a ce jour aucun
traitement curatif des infections par le virus de 1I’encéphalite a tiques.

La prise en charge de la maladie est purement symptomatique et consiste
essentiellement en la prise d’analgésiques, d’antipyrétiques et de vitamines, tout en veillant a

une bonne hydratation du patient [44].

5.2. Vaccins

En Europe, deux vaccins sont disponibles sur le marché :
- FSME-IMMUN (Pfizer)
- Encepur (Chiron-Behring)

Le FSME-IMMUN (TicoVac en France) est le vaccin le plus utilisé en Europe. Il est
développé depuis 1979 et est constitué du virus entier, produit sur cellules d’embryon de poulet
et inactivé au formol [45, 46]. La vaccination contre I’encéphalite a tiques comprend trois
doses : deux premiéres injections a 1 mois d’intervalle et un rappel un an plus tard. Il existe
aussi un schéma accéléré avec des injections a JO, J7, J21 et un an apres. Afin d’optimiser la
protection vaccinale un rappel peut étre réalisé tous les 3 a 5 ans. Ce vaccin est efficace contre
tous les sous-types de TBEV.

Sur le marché, les deux vaccins sont également disponibles sous une forme adaptée pour

les enfants.
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Partie C : Les systemes de génétique inverse

1. Introduction

L’introduction d”’ARN viral (génome complet) au sein de cellules est connue depuis plus
d’une quarantaine d’année comme permettant la production de particules virales infectieuses
par ces cellules [47]. Grace aux nombreuses avancées scientifiques en biologie moléculaire,
cette propriété a été étudiée et exploitée afin de conduire aujourd’hui aux systemes de génétique
inverse. Nous présenterons ici uniquement les systemes de génétique inverse des virus a ARN

de polarité positive.

Cette évolution scientifique s’est produite en paralléle au développement de la PCR
(Polymerase Chain Reaction) depuis 1986, de la RT-PCR (reverse transcriptase-PCR), des
améliorations en terme de fidélité d’amplification et de la standardisation de ces méthodes au
sein de kit commerciaux largement disponibles [48, 49].

Les systemes de génétiques inverse ont également grandement bénéficié des méthodes
de séquengage. La premicre d’entre elle est la méthode « Sanger » permettant de déterminer
I’ordre des 4 nucléotides composant un brin d’ADN [50]. Dans un premier temps manuelle et
utilisant une électrophorése sur gel distinguant la taille des brins amplifiés, elle fut ensuite
améliorée par I’introduction de fluorophores différents pour chaque nucléotide émettant une
lumiere distincte a chaque hybridation, rendant cette méthode automatisable [51]. Les nouvelles
méthodes de séquencage sont nommées « Next-Generation Sequencing » (NGS). Il existe de
nombreuses stratégies d’amplification différentes, toutes permettant I’obtention de séquence
compléte en un temps record. Parmi elles, il est possible de citer la technologie de semi-
conducteur utilisée par I’lon Torrent, détectant les ions hydrogene libérés lors de la
polymerisation de I'ADN.

Les progrés en bio-informatique ont aussi joué un grand réle dans le développement des
systémes de génétique inverse. La communauté scientifique dispose de nombreuses bases de
données de séquence (p.ex. GenBank [52]), de programmes d’identification de génes (p.ex.
BLAST [53]) ainsi que des logiciels d’alignement de séquences et de construction d’arbres
phylogénétiques (p.ex. MEGA [54]).
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Aujourd’hui, en virologie, les systemes de génétique inverse sont définis comme la
synthese de virus infectieux a partir d’ADN complémentaire du génome viral [2]. C’est en 1981
que, pour la premiere fois, I’ADN complémentaire de I’ARN simple brin linéaire de polarité
positive du virus de la poliomyélite a conduit a la production de virus infectieux, apres sa

transfection au sein de cellules de mammifeéres [55].

2. Les différents systémes de génétique inverse

Il existe de nombreux systéemes de génétique inverse. L’outil le plus utilisé est le clone
infectieux ; toutefois celui-ci présente quelques limites entravant son efficacité. Des alternatives

ont alors été développées afin de contrecarrer ces problemes.

2.1. Le clone infectieux

Un clone infectieux est un ADN complémentaire d’un ARN viral génomique complet
incorporé, de maniére stable, au sein d’un vecteur circulaire, cloné a I’intérieur d’un héte. Il
existe plusieurs vecteurs disponibles (plasmide, chromosome artificiel bactérien, cosmide) ainsi
que différents hétes (bactéries, levures). Apres transfection, ce clone infectieux conduit a la
production de virus, infectieux le cas échéant. Un promoteur de I’ARN polymérase a I’extrémité
5’ de I’ADNc est indispensable a la génération d’ARN viral [56]. Dans certains cas, un
ribozyme (ARN qui possédent la propriété de catalyser une réaction chimique spécifique) peut

¢galement étre ajouter a I’extrémité 3’ de la séquence d’ADNc [57] (Figure 9).

2.1.1. Production d’ADNc

Dans un premier temps, il est nécessaire de disposer de la séquence d’ADNc. Les
premieres tentatives font état d’une synthése de plusieurs fragments d’ADN (« sub-cloning »)
reliés entre eux par ligation [58]. Les progres dans le domaine de la PCR ont ensuite permis
d’obtenir de plus longs fragments d’ADN de meilleure qualité [49]. La synthése de novo du

fragment est €également possible mais n’est pas considérée comme la méthode de premier choix.
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2.1.2. L'hoéte

Afin de cloner ce fragment d’ADNc, I’utilisation d’un hote est indispensable. Dans le
monde bactérien, Escherichia coli dispose du systéme d’expression le plus souvent utilisé pour
le clonage de ’ADNc puisque sa génétique et sa physiologie sont parfaitement connues. Il
existe une grande variété de souches de cette bactérie disposant de caractéristiques spécifiques
permettant de choisir celle convenant au mieux a la séquence et au vecteur utilisés [59].

Lorsque la procédure est impossible avec des bactéries (instabilité du fragment), il est
possible d’utiliser, comme hote, des levures. Saccharomyces cerevisiae est la levure la plus

utilisée de nos jours [60].

2.1.3. Le vecteur

Il est également nécessaire de choisir un vecteur optimal afin d’y incorporer le fragment
d’ADNc d’intérét. Le vecteur le plus utilisé est le plasmide bactérien. Il s’agit d’une molécule
d’ADN double brin, indépendante de I’ADN chromosomique, se répliquant de manicre
autonome. Le fragment d’intérét est incorporé au plasmide qui est a son tour introduit dans les
bactéries. Afin de s’assurer de I’incorporation du plasmide, les bactéries sont mises en culture
sur un milieu supplémenté en antibiotique. Le gene de résistance a cet antibiotique, inséré dans
le plasmide en amont, permet aux bactéries de s’y multiplier. Il est ensuite possible de récupérer
des grandes quantités de plasmide incorporant le fragment d’intérét [61].

Les Chromosomes Artificiel Bactérien (CAB) sont des molécules d’ADN circulaires
également utilisables comme vecteurs. Ils sont dérivés du facteur F de fertilité d’E. coli qui se
présente sous la forme d’un plasmide impliqué dans la conjugaison bactérienne dont
I’intégration au chromosome bactérien est réversible [62].

Le clonage peut également se réaliser a partir de cosmides. Ce sont des vecteurs
composés d’une petite région du bactériophage A contenant un site cohésif (« €C0S ») et d’un
plasmide (« mide »). Ces cosmides présentent la méme méthode de multiplication dans la
bactérie que les plasmides [63].

Concernant les levures, la principale stratégie est d’utiliser le Chromosome Artificiel de
Levure (CAL), qui consiste en un plasmide bactérien dans lequel est inséré certaines séquences
de levures [60].
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2.1.4. Le promoteur

Afin de permettre la fixation de ’ARN polymérase et d’initier la transcription de I’ARN
viral, un promoteur doit étre situé en amont du fragment d’ADNc. Il est possible d’utiliser soit
des promoteurs de bactériophage (nommeés T7 et SP6), soit le promoteur du cytomeégalovirus
(pCMV) [64]. Les promoteurs bactériophage sont utilisés afin de produire de grande quantité
d’ARN viral in vitro, a partir d’ADN complémentaire, qui sera ensuite directement transfectée
dans des cellules permissives. A I’inverse, le pPCMV est utilisé afin de générer de I’ARN viral

in cellulo apreés transfection (Figure 9).
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(Aubry et al., 2015)
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2.1.5. Les limites de I'utilisation de clones infectieux

Les clones infectieux représentent un outil trés intéressant pour la manipulation des
génomes viraux. Cependant, leur utilisation présente certaines limites. Ce type de construction
peut présenter une instabilité quand il est cloné au sein d’un hote et peut étre toxique pour ces
organismes. En effet, ces clones sont prédisposés a des réarrangements génétiques spontanés
ou a des acquisitions de mutations, rendant ce type de construction particulierement instable au
sein de I’hote.

D’autre part, 1’objectif de ce type de manipulation est d’obtenir un grand nombre de
plasmides clonés au sein d’une colonie bactérienne et donc au sein d’une seule bactérie. Méme
si latraduction des protéines virales a partir du fragment d’ADNc d’intérét est faible chez 1’hote,
la présence d’un grand nombre de clones peut entrainer la production d’un trop fort taux de
protéines s’avérant toxiques pour 1’hote [56]. Ces forts taux de protéines sont d’autant plus
augmentés par 1’utilisation d’un promoteur particuliérement efficace tel que celui du CMV [65].
Par conséquent certains clones infectieux ont été particulierement difficiles, voire impossible,
a construire [1].

Comme indiqué précédemment, il est possible d’utiliser différents hotes (bactéries,
levures) mais également différents vecteurs (plasmides, CAB, cosmides, CAL) afin de disposer
des outils les plus adaptés. Mais parfois il a fallu faire preuve d’ingéniosité. Par exemple,
I’insertion d’un intron contenant un codon stop, prémunissant de la synthese des protéines
toxiques, s’est montrée bénéfique [66]. Une autre étude fait état de la suppression de
I’amplificateur (séquence régulatrice d'’ADN stimulant la transcription d'un géne), afin de

diminuer la transcription [67].

2.2. Les approches « bacteria-free »

Afin d’éviter les problemes liés a 'utilisation d’un héte (plus particulierement ceux
bactériens), des techniques « bacteria-free » (sans bactéries) ont été développées. Grace a des
protocoles de PCR particuliers (obtention d’un grand nombre de produit de PCR homogéne, de
grande taille), il a été possible d’obtenir 2 fragments d’ADNc chevauchants représentant le
génome viral dans son ensemble. Ces deux fragments ont ensuite été liés entre eux soit par
ligation soit par « PCR fusion », puis directement injectés chez la souris, conduisant a la
production de virus infectieux [49]. Il a également été possible de synthétiser un clone

infectieux a partir de la technique « Circular Polymerase Extension Cloning ». Pour cela de
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nombreux fragments de RT-PCR possédant des extrémités chevauchantes (le premier et le
dernier fragment comportent des extrémités chevauchantes avec le vecteur), sont amplifiés dans
le bon ordre par une ADN polymeérase, recomposant ainsi un clone infectieux dans son
ensemble [68]. De maniére identique, il est envisageable d’assembler ces fragments par la
méthode de Gibson, grace a I’utilisation de trois enzymes : une exonucléase, une ADN
polymérase et une ADN ligase [69].

La derniere méthode présentée ici est appeléee ISA (« Infectious Subgenomic
Amplicons »). Elle consiste en 1’amplification par PCR du génome viral en trois fragments
d’ADNc d'environ 4 kb, chacun des fragments se chevauchant d’environ 70 a 100 pb. Le
premier et le dernier fragment sont respectivement flanqués en 5’ par le promoteur du
cytomégalovirus humain (pCMYV), capable d’initier la transcription de I’ADN en ARN, et en
3’ par le ribozyme du virus de I’hépatite delta suivi par le signal de polyadénylation du virus
simien 40. La transfection des trois fragments en quantité équimolaire dans des cellules
permissives permet la production de virus infectieux. Contrairement aux autres approches
« bacteria-free », cette méthode ne nécessite aucune étape supplémentaire (clonage ou
transcription in vitro) a I'amplification par PCR nécessaire a I'obtention des différents fragments
d'ADNc. Le processus d’assemblage des différents fragments ainsi que la production de I’ARN
viral se font directement in cellulo, ce qui facilite la procédure et raccourcit grandement sa durée
[70] (Figure 10).
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3. Relation entre les systemes de génétique inverse et les populations
virales

Il est important de noter que les génomes des virus 8 ARN ne circulent pas dans la nature
sous la forme d’une seule et identique s€équence, mais sous la forme d’une population virale
hétérogéne, possédant une sequence consensus autour de laquelle gravitent des mutants
arborant une ou plusieurs mutations. L’ensemble de ces mutants est appelé le « spectre de
mutants » [71].

La premicre conséquence de I'utilisation de ces différents systeémes de génétique inverse
se situe au niveau des populations de virus produits. En effet, la transfection d’un matériel dit
« clonal » (p.ex. clone infectieux) engendre la production d’une population virale homogéne
génétiquement, ou le spectre de mutant est limité voire complétement absent. A 1’opposé,
I’utilisation des nouvelles méthodes « bacteria-free », nécessitant 1’intervention de
polymérases, connues pour commettre des erreurs lors de I’amplification par PCR, pourrait
entrainer une variabilité génétique différente de celle observée naturellement.

Alors qu’il était communément admis que le phénotype d’un virus donné était
directement lié a la séquence consensus, il a été récemment démontré que le « spectre de
mutants » dans son ensemble joue également un réle important [72]. Le phénotype observé
serait donc dépendant de la méthode de génétique inverse utilisée. 1l est donc important de

sélectionner la méthode la plus appropriée, lors de la conception de protocoles expérimentaux.

4. Quelques exemples d’utilisation

Ces systemes de génétique inverses permettent la manipulation de genomes viraux et
notamment leur modification par mutation dirigée ou réarrangement. Ils sont donc de
remarquables outils pour la recherche en virologie.

Ils sont utilisés dans I’étude de I’influence de mutation dirigée. Par exemple,
I’introduction de trois mutations au niveau de la glycoprotéine d’enveloppe du virus de
I’encéphalite a tiques a conduit a une neurovirulence réduite chez la souris [73].

Il est également possible d’étudier les interactions virus/héte grace a ces systemes.

Ainsi, la région codante pour le précurseur de la protéine de membrane du virus de la dengue a
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subi quelques délétions afin de mettre en évidence son interaction avec une ATPase vacuolaire.
[74]. D’autre part, certaines équipes ont également exploré le role de certaines régions du
génome dans la spécificité d’hote du virus [75, 76].

Ces systemes de génetique inverse ont aussi permis de mettre en évidence les fonctions
des protéines non-structurales NS2A et NS2B, I’importance de la glycosylation sur 1’activité
de la protéine non-structurale NS1 ainsi que de deéfinir et caractériser les différentes
composantes de I’extrémité 3° NTR du génome viral [77-79].

Ils ont également permis de développer de nouvelles approches thérapeutiques. Ils ont
ainsi contribué a la production de candidats vaccins vivants atténues par la création de virus
chimériques. Par exemple, un virus chimérique peut étre composé des génes codants pour les
protéines structurales d’un premier virus et des génes codants pour les protéines non-
structurales d’un second virus. Parce que les génes structuraux d’un virus induisent la
production d’anticorps neutralisant, ce type de construction peut donc entrainer une immunité
protective. Pour la premiere fois démontré grace aux différentes souches du virus de la dengue,
cette technique a ensuite été appliquée a d’autre virus (notamment le virus de 1’encéphalite a
tiques) en utilisant comme génes non structuraux ceux de la souche vaccinale du virus de la
fievre jaune, appelée « souche 17D » [80, 81].

Enfin, les systémes de génétique inverse ont permis de caractériser des mécanismes de
résistance aux antiviraux. La mutation suspectée qui entraine une résistance peut étre introduite
dans le génome viral. Les virus produits posséderont donc cette mutation et pourront étre testés
contre I’antivirus afin de confirmer ou d’infirmer I’hypothése de départ. Cette stratégie a été
mise en ceuvre lors de la caractérisation du mécanisme de résistance des virus de la dengue

contre la molécule « Brequinar » [82].
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Chapitre 11 : Etude du génotype et du
phénotype des virus produits par
géenétigue inverse
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Introduction

L'étude des virus @ ARN a grandement bénéficié des systéemes de genétique inverse qui
permettent la production de virus infectieux a partir de copies d'ADN de leurs génomes [1, 2].
Ces systemes permettent donc d'améliorer notre connaissance sur la pathogenese et les cycles
de vie des virus a ARN et de développer de nouveaux composés antiviraux ainsi que de

nouvelles stratégies vaccinales [83, 84].

Le systeme de génétique inverse le plus communément utilisé est le clone infectieux
(IC), il s’agit d’une copie d'ADNc double brin de I'ensemble du génome viral incorporé dans
un vecteur (généralement bactérien) [56]. Malgré de nombreuses avancées technologiques
simplifiant sa construction et son utilisation, cet outil reste encore difficile a manipuler, en
particulier en raison de I'instabilité et de la toxicité de certaines séquences virales au sein des
bactéries [49, 56, 58]. Afin de pallier a ces difficultés, de nouvelles approches « bacteria-free »
ont été développées, parmi lesquelles on retrouve la méthode ISA (Infectious Subgenomic
Amplicons) récemment décrite et appliquée a une variété de virus [49, 68-70]. Cette méthode
ne nécessite aucune étape supplémentaire apres la PCR, telle que le clonage ou la transcription
in vitro, pour produire des virus infectieux puisque lI'assemblage des fragments ainsi que la

production d'ARN viral sont réalises directement in cellulo [70] (Figure 11).

METHODE ClI METHODE ISA

(d°
pw®

\L Amplification
par PCR

Trois fragments amplifiés d’ADNc

W \l/

Transfection dans des cellules Transfection dans des cellules
permissives permissives

Figure 11 : Schéma général des méthodes "Clone Infectieux, CI" et "Infectious Subgenomic Amplicons, ISA"
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Plusieurs outils de génétique inverse sont aujourd’hui disponibles pour produire des
virus sauvages ou genétiqguement modifiés, chacun d'entre eux possédent ses propres avantages
et inconvénients. Lors de la conception de stratégies expérimentales pour répondre a une
question scientifique, il est donc important de sélectionner la méthode de génétique inverse la
plus appropriée. Ainsi, si I'objectif est d'étudier les interactions entre la particule virale et 1’h6te
pendant le cycle naturel du virus, les méthodes permettant la conservation de la diversité
génétique des populations virales devraient étre utilisées de préférence [85]. D’un autre coté, Si
I'objectif est de déterminer I'impact d’une ou plusieurs mutations sur les propriétés biologiques
du virus, les méthodes permettant la production de populations virales clonales, comme
I’utilisation d’un clone infectieux, pourraient étre choisies [86].

La méthode ISA nécessite I’amplification de fragments d’ADNc qui sont ensuite
directement transfectés dans des cellules permissives permettant ainsi la production de
particules virales infectieuses. Au cours de cette amplification par PCR, les polymérases
utilisées peuvent faire des erreurs de mésappariements et donc pourraient générer une
hétérogénéité virale artificielle [87]. Ainsi, dans I’étude présentée ci-dessous, hous avons étudié
I'impact de l'utilisation de la méthode ISA sur la diversité génétique des populations virales et
sur le phénotype résultant. En effet, il est maintenant bien établi que le spectre de mutants (c'est-
a-dire la variabilité intra-population) faconne le phénotype des virus [71, 72, 88].

La diversité génétique, le fitness réplicatif in cellulo et la pathogénicité in vivo des virus
générés a l'aide de la méthode ISA ont été étudiés et comparés a ceux des populations virales
clonales genérées a l'aide d’un clone infectieux. Comme nous 1’avons indiqué précédemment,
la méthode ISA nécessite 1’utilisation de polymérases et il existe des polymérases présentant
des fidélités variables. Nous avons donc tenté d’utiliser des polymérases de haute-fidélité afin
de réduire la variabilité génétique des populations produites par la méthode ISA. Nous avons
également développé une nouvelle méthode de génétique inverse, dérivée de la méthode ISA,
appelée « clonal-ISA » qui permet de produire une population clonale de virus tout en
conservant les avantages de la méthode ISA (c'est-a-dire l'utilisation de fragments d'ADN
subgénomique ainsi que la rapidité, la flexibilité et la versatilité de la méthode).

Le virus du Chikungunya (CHIKV; Togaviridae; Alphavirus) ainsi que le virus de
I’encéphalite a tiques (TBEV ; Flaviviridae ; Flavivirus) ont été utilises comme modele dans
cette étude. Les deux souches choisies de ces virus sont : la souche LR2006 du CHIKV
(génotype Est-Central-Sud-Africain) pour laquelle un clone infectieux (Cl) a déja été décrit et
la souche Oshima 5-10 du TBEV isolée au Japon en 1995 [89, 90].
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Matériels et méthodes

Cellules et Animaux

Les cellules VVero (dérivées du rein du vervet vert africain) ont été cultivées a 37°C avec
5% de CO2 dans un milieu essentiel minimal (Life Technologies) avec 7% de sérum de veau
feetal inactivé par la chaleur (FBS, Life Technologies), 1% de pénicilline/streptomycine (PS;
5000 U.mL™ et 5000 ng.mL; Life Technologies) et 1% de glutamine (GIn; 200 mmol.L?; Life
Technologies). Les cellules HEK-293 (cellules embryonnaires de rein humain) ont été cultivées
a 37 ° C avec 5% de CO2 dans le méme milieu que les cellules Vero mais avec 1% d'acides
aminés non essentiels (Life Technologies) en plus.

Les souris femelles C57BI/6J de trois semaines ont été fournies par le laboratoire
Charles River (France). Les « protocoles animaux » ont été examinés et approuvés par le
"Comité d'éthique en expérimentation animale de Marseille” (Protocole n°2504). Les
expeériences sur les animaux ont été effectuées conformément a la législation européenne
relative a l'utilisation d'animaux a des fins scientifiques (directive 210/63/UE) et conformément

aux directives nationales francaises.

Clones Infectieux (Cl)

Nous avons utilisé des CI, un de la souche LR2006 du CHIKYV et un autre de la souche
Oshima 5-10 du TBEV [89, 90]. Ces génomes complets sont flanqués en 5 ‘et 3' respectivement
par le promoteur du cytomégalovirus humain (pCMV) et le signal de polyadénylation du virus
simian 40 (HDR/SV40pA). Toutes ces régions ont été insérées dans un plasmide pBR322.

Nous avons modifié le Cl du CHIKV en introduisant une mutation synonyme a la
position 4420 (C — A). En bref, le fragment d'intérét a été retiré de la séquence codante du CI
du CHIKYV par digestion (grace aux enzymes Mfel et Agel) et remplacé par le fragment mute.
Le fragment muté a été obtenu en utilisant deux amorces mutées chevauchantes. Les deux
produits de PCR résultants ont ensuite été fusionnés par PCR de fusion. L'intégrité des Cl a été
contr6lée en effectuant des cartes de restriction (grace a I’enzyme Nhel) et leurs séquences ont

éte verifiées par séquencgage.
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Transfection.

Une quantité totale de 1 pg d'un mélange équimolaire des trois fragments d'’ADNc
(amplicons) ou 1 ug de clone infectieux ont été transfectés. Pour cela, deux mix ont été préparés.
Le premier contient 125 pL d'optiMEM (Gibco®) et 7,5 uL de Lipofectamine 3000 (Life
Technologies). Le second contient 125 pL d'optiMEM (Gibco®), I'ADN a transfecter (1 pg) et
2 uL du réactif fourni (Life Technologies). Apres 5 minutes a température ambiante, les deux
mix sont mélangés puis laissés de nouveau 5 minutes a température ambiante. Le mix final a
été ajouté a une flasque de culture de 12,5 cm? de cellules HEK-293 a 90% confluentes,
contenant 2 mL de milieu sans antibiotiques. Aprés 24 h a 37°C, le surnageant des cellules a
été éliminé, les cellules ont été rincées deux fois avec du HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution;
Life Technologies) et 3,5 mL de milieu frais ont été ajoutés a la flasque.

Le surnageant des cellules a été récolté apres 6 a 7 jours, centrifugé, aliquoté et stocké
a -80°C. Chaque virus a ensuite été passé sur une nouvelle flasque de cellules Vero. Les
passages ont été réalisés en inoculant 333 pL de surnageant de I’ancienne flasque dans une
nouvelle flasque de culture de 12,5 cm? contenant 666 pL de milieu. Aprés 2 h a 37°C, 5% de
CO2, les cellules ont été rincées deux fois avec du HBSS et 3,5 mL de milieu frais ont été
ajoutés. Le surnageant des cellules a été récolté et aliquoté comme décrit ci-dessus.

Ces surnageants de culture ont été utilisés pour quantifier I'ARN viral, pour réaliser les
expériences de TCIDso (50% tissue culture infective dose), pour entreprendre les expériences
de compétition de virus et pour effectuer les expériences in vivo. Les génomes des virus présents

dans ces surnageant ont été séquenceés (voir « Séquencage et analyse des génomes »).

PCR quantitative en temps réel.

Afin d’évaluer la production de particules virales dans les surnageants de culture, les
quantités d'/ARN viral ont été mesurées en utilisant le kit « GoTag Probe 1-Step RT-gPCR
System » (Promega) et toutes traces d'’ADN restantes ont été détectées par le kit « Takyon »
(Eurogentec). Le kit « EZ1 mini virus 2.0 » et le robot « EZ1 Biorobot » (tous deux de Qiagen)
ont éte utilisés pour extraire les ARN, selon les instructions du fabricant.

Le mix « GoTaq » (volume final de 20 pL) contient 10 puL de « 2X Master Mix »,
0,5 pL de chaque amorces (10 uM), 0,13 uL de sonde spécifique (10 uM), 0,5 uL de
« GOSCRIPT RT Mix », 0,87 uL d'eau et 7,5 uL d'acides nucléiques extraits. Le mix « Takyon »
(volume final de 20 pL) est composé de 10 uL de « Takyon TM Master Mix », 0,5 uL de chaque
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amorces (10 uM), 0,16 uL de sonde spécifique (10 uM), 3,84 uL d'eau et 5 uL d'acides
nucleiques extraits.

Ces PCR en temps réel ont éte effectuées a lI'aide du « CFX96 Touch real-time PCR
Detection System Touch » (Bio-Rad) dans les conditions suivantes: 50°C pendant 15 min, 95°C
pendant 2 min, suivi de 40 cycles de 95°C pendant 15s et 60°C pendant 1 min. Les données
sont récupérees pendant I'étape a 60°C.

Les quantités d'ADN détectées étaient négligeables par rapport aux taux d'ARN viral
(10° fois inférieur). La production d’ARN viral a été évaluée par les valeurs « cycle threshold »
(Ct). Les quantités d'ARN viral exprimeées en « limite de détection de dose » (unité arbitraire;
UA) ont été déterminées a partir de courbes standardisées (les standards étaient des acides

nucléiques viraux issus des surnageants de culture).

Titrage par Tissue-culture infectious dose 50 (TCIDsg)

La TCIDsg (« Tissue-Culture Infectious Dose 50 ») correspond a la dose infectante
entrainant un Effet CytoPathogéne (ECP) sur 50% des cellules inoculées [91]. Pour chaque
virus, deux plaques de 96 puits de cellules Vero a 90% de confluence, contenant 100 pL de
milieu de culture par puits, ont été inoculées par 50 uL de surnageant de culture pour chaque
puits. Au préalable, les surnageants de culture étaient dilués au dixieme en cascade afin
d’obtenir les 50 pL a inoculer a différentes dillutions. Chaque colonne des plaques comprenait
six puits d’une méme dilution et deux témoins négatifs. Les plaques ont été incubées pendant 7
jours & 37°C, 5% CO> en atmosphére humide puis observées afin de distinguer les puits avec
ou sans ECP. Cette observation en point final permet la détermination de la TC1Dso.mL™* gréce
a la méthode de Reed & Muench [92].

Séquencage et analyse des génomes

Les surnageants de culture ont d'abord été centrifugés et traités avec le tampon de lyse
viral « AVL » (Qiagen). Apres I'extraction de I'ARN en utilisant le kit « EZ1 mini virus 2.0 »
et le robot « EZ1 Biorobot » (tous deux de Qiagen), des paires d'amorces specifiques ont éte
utilisées pour générer des amplicons chevauchants recouvrant la séquence du génome dans son
ensemble (a I'exclusion des 41 nucléotides en amont de la queue polyA) grace au kit « RT-PCR
Taq HIFI System » (Invitrogen).

L'ADN amplifié a été analysé a I'aide du séquenceur haut débit « lon PGM Sequencer »

[93] (Life Technologies) afin d’effectuer le séquencage complet du génome. Les résultats
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obtenus sous forme de « reads de séquence » ont été analysés avec le logiciel « CLC Genomics
Workbench 6 ». Ces « reads » (petites séquences d’environ 200 nt) ont été corrigés: tout d’abord
a l’aide d’un score de qualité, puis par 1’élimination des amorces utilisées pendant
I'amplification et finalement par la suppression systématique de 6 nucléotides aux extrémités
5'et 3". Seul les « reads » d’une longueur supérieure a 29 nucléotides ont été utilisés et alignés
a la séquence référence du génome viral.

Pour estimer la diversité génétique de la population virale, la fréquence des différentes
mutations a chaque position a été calculée de la fagon suivante : nombre de « reads » avec la
mutation sur le nombre total de « reads » obtenues a cette position. Pour I’analyse finale des

données, seule les substitutions avec une fréquence d'au moins 1% ont été prises en compte.

Analyse statistique

Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel R [94]. 1l s’agit du test de Shapiro-
Wilk, du test de Wilcoxon, du test de Fischer, du test de Welch, du test de Student et de test de
Kaplan-Meier.
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Partie A : Impact de la méthode ISA sur les populations virales

1. Matériels et méthodes spécifiques

Préparation des fragments pour la méthode ISA

Les genomes complets ont été amplifiés par PCR en trois fragments d'ADN
chevauchants de 4,8 kb, 2,9 kb et 5,2 kb pour le CHIKV et de 4,8 kb, 4,1 kb et 3,4 kb pour le
TBEV. Les amplicons ont été produits a I'aide du kit « Platinum PCR SuperMix High Fidelity »
(Life Technologies). Le mélange (volume final de 50 uL) consiste en 45 uL de « SuperMix »,
2 uL d'’ADN a 1 ng.uL? (clone infectieux) et 200 nM de chaque amorce. Cette PCR a été
effectuée sur un thermocycleur « Biometra Professional Standard Gradient » dans les conditions
suivantes: a 94°C pendant 2 min suivi de 40 cycles a 94°C pendant 15s, 56°C pendant 30s et
68°C pendant 5 min.

Expériences de compétition In cellulo

Pour comparer plus précisément le fitness réplicatif des virus générés a l'aide d'un CI ou
de la méthode ISA, le virus du CHIKV a été mis en compétition avec celui modifié. Chaque
virus a été génére en utilisant les deux méthodes en double (deux transfections indépendantes).
Le virus du CHIKYV produit a partir du Cl a été mis en compétition avec le virus modifié produit
en utilisant la méthode ISA (deux compétitions avec des virus provenant de deux transfections
différentes) et le virus modifié produit a partir du Cl a été mis en compétition avec le virus non-
modifié produit en utilisant la méthode ISA (deux compétitions avec des virus provenant de
deux transfections différentes).

Pour chacune de ces quatre expériences de compétition, trois puits d'une plaque de
6 puits ont éte utilisés. Les cellules Vero a 90% de confluence ont été inoculées avec un mélange
des deux virus (avec un rapport 50/50 de TCIDsp et une multiplicité d'infection de 0,5) 2 heures
a 37°C, 5% de CO2, rincées (HBSS) puis incubées pendant 48 heures aprés 1’addition de 4 mL
de milieu frais. La multiplicité d'infection correspond au nombre de particules infectieuses par
cellule lors de Il'infection. Le surnageant récupéré a ensuite été passé 10 fois, de la méme
maniere, sur une nouvelle plaque de 6 puits de cellules Vero. L'ARN viral a été extrait a partir
de 200 pL de surnageant en utilisant le kit « EZ1 mini virus 2.0 » et le robot « EZ1 Biorobot »

(tous deux de Qiagen).
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La proportion relative de chaque virus a été évaluée en amplifiant et séquencant un
fragment génomique de 252 paire de bases comprenant la position 4420 qui différencient ces
deux virus (voir ci-dessus): 1’amorce sens (ACTTCTCTAATTATTCGGAGTCT, position
4291) et celle antisens (TGGCCTCAGATATTTTCTTCTC, position 4521) ont été utilisées
avec le kit « Superscript Ill One-Step RT-PCR Platinum Taq High Fidelity » (Life
Technologies). Les amplicons ont été séquencés comme décrit ci-dessous. La proportion de

bases C/A, a la position 4420, a permis de calculer la quantité relative de chaque virus.

Expériences d’adaptation

Un virus réencodé du CHIKV précédemment décrit a été utilisé [89]. Il a été transfecté
comme décrit précédemment puis passe cing fois sur de nouvelles cellules. A chaque passage,
les surnageants de culture ont été centrifugés et aliquotés. Les ARN viraux présents au sein de
ces surnageants ont été extraits comme précédemment expliqué. Les génomes des virus des
surnageants de culture ont été séquencés en utilisant le séquenceur haut débit « lon PGM » (Life
Technologies) [93]. Comme précédemment, la diversité génétique des populations virales a été

évaluée. Avant le premier et au quatrieme passage, des titrages par TCIDso ont été réalisés.

Expériences in vivo

Des souris femelles C57BI/6J de trois semaines ont été inoculées par voie
intrapéritonéale avec 100 pL contenant 2.10° TCIDso de virus TBEV générés a l'aide du Cl ou
de la méthode ISA. Un groupe témoin de souris a été utilisé, elles ont été inoculées par voie
intrapéritonéale avec 100 pL de « Phosphate Buffer Saline » (PBS).

Les souris ont été surveillées quotidiennement afin d’établir des courbes de survie. Les
cerveaux et les rates ont été récupérés a partir des souris euthanasiées. Les échantillons ont été
collectés dans 500 pL de PBS supplémenté par 20% de Sérum de Veaux Fcetal (SVF) et une
bille de tungsténe. Les organes ont été broyés a lI'aide d'un « TissueLyser » (Qiagen) pendant 4
minutes a 30 cycles/s, puis centrifugés 5 minutes a 3500 tours/min. Les surnageants des organes
traités ont ensuite été aliquotés et conserves a -80°C. Des tests de RT-qPCR ont été effectués
en utilisant ces surnageants. L'extraction d'acide nucléique a été réalisée a l'aide de 40uL de
surnageant, 150uL de tampon de lyse « AVL » (Qiagen) et 10uL de bactériophage MS2 (servant
de controle interne) en utilisant le kit « EZ1 RNA Tissue Mini » et le robot « EZ1 Biorobot »
(tous deux de Qiagen). Les taux d’ARN viral ont été exprimés en fonction du taux d’actine,

également déterminé par RT-gPCR, contenu dans 1’échantillon.
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2. Résultats

Nous avons étudié I'impact des méthodes de génetique inverse sur la diversité géenétique
des populations virales, le fitness réplicatif in cellulo et la pathogénicité in vivo.

Deux souches du virus du Chikungunya (souches LR2006 OPY) ont été utilisées: la
souche sauvage (appelée « WTchik ») et une souche dérivée de la premiére (appelée « *WTchik
») qui se différencie de la précédente par une seule mutation synonyme (C—A a la position
4420). La souche Oshima 5-10, du virus de 1’encéphalite a tiques, a également été utilisée,
nommée « WTtbe ».

Les ClI de ces trois souches étaient disponibles au laboratoire et ont permis de produire
des virus appelés WTchik _CI, *WTchik_CI et WTtbe_CI. En utilisant ces Cl en tant que
substrat de la PCR, des virus ont été produits grace a la méthode ISA et ont été nommés
WTchik_ISA, *WTchik_ISA et WTtbe_ISA.

Des cellules HEK-293 ont été transfectés et les surnageants ont ensuite été passés sur
des cellules Vero. Les surnageants de culture aliquotés ont été utilisés pour les analyses.

Impact sur la diversité génétique des populations virales

Afin d’évaluer I'influence de la méthode ISA sur la diversité génétique des populations
virales et de la comparer a celle des virus générés a partir d’un CI, les génomes des virus
WTchik_CI, WTchik_ISA, * WTchik_CI, * WTchik_ISA, WTtbe_CI et WTthe_ISA ont été
séquencés (en utilisant les séquences des CI comme références, les substitutions avec une
fréquence supérieure ou égale a 1% ont été prises en compte pour l'analyse).

En premier lieu, les virus générés a l'aide de la méthode ISA présentaient un nombre
moyen de mutations plus élevé que les virus produits a l'aide d’un CI (25,67 contre 9,33, 56,33
contre 2,67 et 34 contre 2,33 pour les virus WTchik, *WTchik et WTtbe respectivement ;
Figure 12). Cette différence n'est significative que pour le virus *WTchik (test de Welch,
p =0,0124).
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Figure 12 : Nombre de mutations pour les virus WTchik, *WTchik et WTtbe
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les extrémités
sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en trois exemplaires.

Quelle que soit la méthode de génétique inverse utilisée pour générer les virus, nous
avons toujours retrouve une petite majorité de mutations synonymes et une grande majorité des
transitions a I’exception des virus WTtbe CI qui ne présentaient pas de mutations synonymes
(Figure 13).
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Figure 13 : Nombre et caractéristiques des mutations pour les virus WTchik, *WTchik et WTtbe
La barre d’erreur représente ’écart-type pour chaque virus produits en trois exemplaires.

Pour tous les virus, les mutations observées chez les populations virales produites a
I'aide de la méthode ISA étaient réparties de maniere aléatoire sur I'ensemble du génome. Pour

les virus du Chinkungunya, les mutations observées chez les virus générés par la transfection
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d’un CI se situaient principalement dans la région 5' non traduite (5’NTR) et la région nsP1
(70% et 86% des sites de mutations pour WTchik et *WTchik respectivement ; Figure 14).
Pour le virus de 1’encéphalite a tiques, ces mémes mutations étaient réparties sur 4 régions du
génome. Néanmoins, devant le faible nombre de mutations retrouvées chez les virus WTtbe_ClI,

il reste difficile d’interpréter ces résultats (Figure 15).
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Impact sur le fitness réplicatif in cellulo

Afin de déterminer I'impact de la méthode ISA sur le fitness réplicatif in cellulo, les
quantités d'ARN viral (dosage de RT-gPCR) et de titres infectieux (essai TCIDsp) des
surnageants de culture ont été déterminés. Pour les deux types de virus, dans les deux
expeériences, des valeurs similaires ont été retrouvées et aucune différence significative n'a été

observée (tests de Student et de Wilcoxon, Figure 16).
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Figure 16 : Taux d’ARN viral et titres infectieux pour les virus WTchik, *WTchik et WTthe
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les extrémités
sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en trois exemplaires.

Avec les virus du Chikungunya, nous avons conduit des expériences de compétition. Il
s’agit d’une méthode plus sensible permettant de comparer le fitness réplicatif de deux virus.
Les virus WTchik et *WTchik ont été mixés a un rapport initial de TCIDso de 50/50 pour
infecter des cellules Vero. Les surnageants ont été passés 10 fois afin de permettre un suivi
régulier et a long terme des populations virales. La proportion relative de chaque virus a été
évaluée aux passages 0, 2, 5, 8 et 10 en amplifiant et séquencant un fragment génomique
comprenant la position 4420, qui différencie les deux virus (les résultats ont été exprimés en
logio du rapport virus produits par la méthode ISA / virus issus de la transfection d’un CI).

Dans I'ensemble, aucune tendance franche n'a pu étre mise en évidence (Figure 17):
lors de trois compétitions, les virus issus de la transfection d’un CI ont semblé prendre un léger
avantage (rapport final moyen situé entre -0,51 et -1,18 en logio), alors que les virus produits
par la méthode ISA ont pris un ascendant un peu plus net lors d’une seule compétition (rapport
final moyen de 1,87 en loguo). 1l est & noter que nous avons retrouvé une faible variabilité entre

les trois réplicas d’une méme compétition (représenté par I'écart-type de la Figure 17).
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Figure 17 : Compétitions représentées par le ratio virus « ISA » / virus « CI »

Evolution du ratio virus produits par la méthode ISA (virus « ISA ») / virus issus de la transfection d’'un CI (virus « Cl ») au
cours des passages successifs. Les barres d’erreurs représentent les écart-type a chaque passage pour chaque compétition

réalisée en trois exemplaires.

Impact sur I"évolution d’un virus ré-encodé du Chikungunya

Parce que nous n'avons trouvé aucune différence de fitness réplicatif avec I'utilisation

des virus sauvages (probablement bien adaptés aux conditions de culture), nous avons décidé

de travailler avec une souche du virus du Chikungunya ayant un faible fitness réplicatif. Cette

souche ré-encodée, précédemment décrite, nommée « AWTchik »), qui contient 882 mutations

synonymes localisées dans trois régions codantes différentes, est connue pour augmenter son

fitness réplicatif lors de passages en série dans des cellules Vero [89]. Par conséquent, nous

avons essayé de déterminer l'influence de l'utilisation de la méthode ISA sur I'évolution de son

fitness réplicatif au cours de passages successifs. Nous avons constaté que les titres infectieux

avant le premier et apreés le quatriéme passage étaient similaires pour les virus AWTchik_CI et

AWTchik_ISA (Figure 18).
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Figure 18 : Evolution du titre infectieux des virus AWTchik

Les barres d’erreurs représentent les écart-type a chaque passage pour chaque virus produits en deux exemplaires.
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Les génomes des virus AWTchik_CI et AWTchik_ISA ont également été séquencés en
double aux premier et quatrieme passages. Dans les deux cas, les résultats ont révélé que les
virus AWTchik_ISA avaient plus de mutations que les virus AWTchik_CI (Figure 19). Nous
avons egalement observé que les virus AWTchik_Cl avaient chacun fixé une mutation (5467G>
A et 1597C> T respectivement pour les réplicas #1 et #2) et qu’il existait une augmentation
progressive du nombre de mutations de basse fréquence entre le premier et le quatrieme
passage. Différentes voies évolutives ont été observées avec les virus AWTchik ISA: les
fréquences des mutations étaient variables au cours des passages mais ont toujours été

inférieures a 73%.
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Figure 19 : Nombre de mutations par passage pour les virus AWTchik
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les extrémités
sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en deux exemplaires a chaque passage.

Impact sur la pathogénicité in vivo

Pour évaluer I’impact de la méthode ISA sur la pathogénicité in vivo, des souris femelles
C57BI/6J de trois semaines ont été inoculées par voie intrapéritonéale avec 100 pL contenant
2.10° TCIDso de virus WTthe Cl ou WTthe ISA. Les deux groupes de rongeurs ont été suivis
quotidiennement afin d’établir des courbes de survie. Les quantités d’ARN viral présentes dans
le cerveau et la rate ont été déterminées par RT-qPCR.

Le suivi de la mortalité des animaux n’a pas démontré de différence significative entre
les deux méthodes de génétique inverse : la mortalité était de 100% dans les deux cas et les
courbes de survie étaient similaires (test de Kaplan-Meier, p = 0.28 ; Figure 20).
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Figure 20 : Courbe de survie des animaux infectés par les virus WTtbe

Que ce soit dans le cerveau ou dans la rate, les quantités d’ARN retrouvées étaient
similaires entre les deux groupes de souris et aucune différence significative n'a été observee
(test de Student ; Figure 21).
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Figure 21 : Taux d’ARN viral relatif des virus WTtbe dans les organes de souris
Le taux d’ARN viral est pondéré par le taux d’actine présent dans chaque échantillon. La valeur centrale représente la
médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisiéme) et les extrémités sont les valeurs maximum et
minimum pour chaque virus chez toutes les souris.
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3. Discussion

La méthode ISA, récemment décrite, permet une production facilitée de virus a ARN
puisqu’elle ne nécessite notamment pas d’étape de clonage [70]. Cependant les propriétés
biologiques de ces virus n’ont jamais été étudiées et comparées a celles des virus générés par

la méthode communément utilisée, le CI.

Nos résultats ont confirmé que la transfection d’un clone infectieux dans des cellules
permissives conduit & la production d’une population virale homogene, puisqu’apres la
transfection d’un CI de trois virus différents, le nombre moyen de mutations a une fréquence
supérieur ou égale a 1% était faible (9,33, 2,67 et 2,33 respectivement pour WTchik_ClI,
*WTchik_Cl et WTthe_CI).

Au cours de la procédure ISA, I’utilisation de polymérases lors de la PCR pouvait avoir
un impact sur la diversité génétique des populations virales générées. Nos résultats ont confirmé
cette hypotheése. Les virus produits par la méthode ISA ont présenté un nombre moyen de
mutations supérieurs a ceux générés a partir d’un CI. De plus, ces mutations étaient distribuées
sur I’ensemble du génome. Cette observation renforce 1’idée que ces mutations ont été
introduites aléatoirement lors de I’amplification par PCR. A I’inverse, les virus générés a partir
d’un CI présentaient des sites de mutations spécifiques (particulierement pour WTchik_CI et
*WTchik_ClI).

Malgré ces différences, quelques soit la méthode de génétique inverse employée, les
mutations observées présentent les mémes caractéristiques. Pour tous les virus, nous avons
retrouvé une majorité de transition et une majorité de mutation synonyme (sauf pour les virus
WTtbe_CI qui présentaient 100% de mutation non-synonyme). Les populations virales
produites grace a la méthode ISA ne semblent donc pas étre complétement différentes, d’un

point de vue des caractéristiques mutationnelles, de celles générées par la transfection d’un CI.

Afin de comparer le fitness réplicatif des virus produits par les deux systemes de
génétique inverse, plusieurs expériences ont été mises en ceuvre.

Tout d’abord nous avons mis en évidence, qu’apres la transfection et un passage sur de
nouvelles cellules, des quantités similaires de virus étaient produites. Le dosage par RT-gPCR

des taux d’ARN viral présents au sein des surnageants de culture a clairement montré que ceux-
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ci n’étaient pas impactés par la méthode de génétique inverse utilisée. Les résultats de TCIDso

ont démontré que ces virus étaient également a des titres infectieux comparables in cellulo.

Suite a ces premiers résultats, annongant une grande similitude entre les 2 populations
virales, une étude plus précise du fitness réplicatif de ces virus a été menée et a conduit a la
méme conclusion.

Lors des expériences de compétition, les virus issus de la transfection d’un CI ont pris
3 fois sur 4 un léger avantage sur leurs homologues géneérés par la méthode ISA ce qui ne permet
pas de conclure a une différence marquée entre ces deux populations.

De plus, avant le premier passage des virus réencodés, AWTchik_Cl et AWTchik_ISA,
leurs titres infectieux étaient faibles et identiques. Au quatrieme passage, ils étaient tous deux
élevés. Quel que soit le systeme de génétique inverse utilisé, les virus sont donc capables de
regagner une infectivité similaire méme s’ils ne présentent pas la méme variabilité génétique
(représentée par le nombre de mutation au premier et quatriéme passage).

Les résultats obtenus lors de 1’étude in Vvivo ont corroboré 1’ensemble des conclusions
précédentes. Les courbes de survie des animaux infectés par les virus WTtbe _Cl ou WTthe ISA
n’étaient pas significativement différentes. De plus, dans les deux groupes de souris nous avons
retrouvé 100% de mortalité. Les quantités d’ARN viral détectées au sein des cerveaux et des
rates de souris étaient, dans les deux groupes, tres variables d’une souris a 1’autre mais n’ont
pas révélé de différence particuliére. Ainsi, les virus présentaient la méme pathogénicité in vivo

quel que soit le systeme de génétique inverse utilisé.

Nous avons donc confirmé notre hypothese de départ, a savoir : les virus générés par
I’utilisation de la méthode ISA présentent une variabilité génétique supérieure a celle retrouvée
chez les virus issus de la transfection d’un CI. Une grande partie de cette hétérogénéité a fort
probablement éte généreée par les erreurs de mésappariements introduites pas la polymérase
utilisée lors de I’amplification par PCR. Néanmoins, cette variabilité ne semble pas affecter le
phénotype des virus générés par la méthode ISA : leurs fitness réplicatifs étaient similaires a
ceux des virus produits par un CI.

Par consequent, la méthode ISA peut donc étre une procédure de choix pour I’étude des
virus a8 ARN, lorsque, par exemple, un Cl est difficile a construire.
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Partie B : Nouvelles perspectives

La nouvelle méthode ISA a conduit a la production de populations virales avec une
grande variabilité génétique. Méme si les virus générés possedent un phénotype proche des
virus issus de la transfection d’un CI, ils sont particuliérement €loignés génétiquement. Pour
certaines expériences, il est nécessaire de travailler avec des populations clonales. Aujourd’hui,
il n’existe pas d’alternative concréte a 1’utilisation d’un CI pour obtenir une population virale

homogéne génétiquement.

Nous nous sommes donc demander s’il était possible de combiner les avantages des

deux techniques afin de générer une population clonale grace a la méthode ISA.

Pour cela nous avons développé deux nouvelles approches :

- Enpremier lieu, nous avons tenté de réduire I’impact de I’amplification par PCR sur
I’hétérogénéité génétique viral en utilisant des polymérases de plus haute-fidélité
que celle utilisée initialement.

- En second lieu, nous avons décidé de digérer, en grande quantité, des fragments

d’ADN cloné dans des plasmides afin de nous dispenser de 1’étape de PCR.

Les deux principaux objectifs de ces approches étaient (i) de diminuer la diversité
génétique des virus produits par la méthode ISA et, (ii) de conserver tous les avantages de la
méthode ISA (c'est-a-dire l'utilisation de fragments d'’ADN subgénomique ainsi que la rapidité,

la flexibilité et la versatilité de la méthode).

1. Fidélité des polymérases

1.1.Matériels et méthodes spécifiques

Préparation des fragments pour la méthode ISA

Pour le TBEV, les génomes complets ont été amplifiés par PCR en trois fragments
d’ADN chevauchants de 4,8 kb, 4,1 kb et 3,4 kb. Les amplicons ont été produits a I'aide du kit
« Platinum PCR SuperMix High Fidelity » (Life Technologies) (2,2.107 erreurs par nucléotide
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par cycle) comme décrit précédemment. 1ls ont également été produits par la polymérase « Pfu »
(Thermo Scientific) (2,6.10°° erreurs par nucléotide par cycle) et par la polymérase « Phusion»
(Thermo Scientific) (4,4.107 erreurs par nucléotide par cycle).
Le mélange (volume final de 50 uL) comprend 2 pL d'’ADN a 1 ng.uL? (clone
infectieux), 200 nM de chaque amorces et:
- 5 uL de tampon « Pfu 10X », 0,75 pL de polymérase « Pfu » et 5 uL d’un mix de
dNTP (désoxyribonucléotides tri-phosphates) pour le kit « Pfu ».
- 10 pL de tampon « 5X Phusion », 0,5 uL de polymérase « Phusion » et 1 uL d’un
mix de dNTP pour le kit « Phusion ».
Ces amplifications ont été effectuées sur le méme thermocycleur, dans les conditions
suivantes, respectivement pour le kit « Pfu » et le Kit « Phusion »:
- 95°C pendant 2 min suivie de 30 cycles a 95°C pendant 30s, 57°C pendant 30s et
72°C pendant 10 min.
- 98°C pendant 2 min suivi de 30 cycles a 98°C pendant 10s, 59°C pendant 30s et
72°C pendant 75s.

La taille de tous les fragments obtenus par PCR a été vérifiée par électrophorése sur gel.
Les produits de PCR ont ensuite été purifiés avec le kit « Amicon Ultra 0,5 mL, Millipore ».
Comme les Cl ont été utilisés comme échantillon de base pour la PCR, I'élimination complete
de cet échantillon de départ avant transfection a été assurée par digestion grace a lI'enzyme de

restriction Dpnl (New England Biolabs) [70].

Expériences in vivo

Des souris femelles C57BI/6J de trois semaines ont été inoculées par voie
intrapéritonéale avec 100 pL contenant 2.10° TCIDso de virus TBEV générés a l'aide du Cl ou
de la méthode ISA. Pour la méthode ISA, les virus générés a partir de la transfection
d’amplicons produits par deux kits ont été utilisés : le kit « Platinum PCR SuperMix High
Fidelity » (Life Technologies) et le kit « Phusion» (Thermo Scientific). Un groupe témoin de
souris a été utilisé. Dans ce groupe les souris ont été inoculées par voie intrapéritonéale avec
100 pL de « Phosphate Buffer Saline » (PBS).
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1.2.Résultats

Impact sur la diversité génétique des populations virales

Afin d’évaluer I’impact de I’utilisation de polymérases de haute-fidélité lors de la
méthode ISA sur la diversité geénétique des populations virales, les génomes des virus
WTtbe PFU et WTtbe PHU ont été sequencés et comparées aux séquences génomiques des
virus WTthe Cl et WTthe ISA.

Les nouveaux virus générés a l'aide de la méthode ISA présentaient un nombre moyen
de mutations plus élevé que les virus WTtbe _CI (21,67 contre 2,33 et 17,3 contre 2,33 pour les
virus WTthe PFU et WTtbhe PHU respectivement ; Figure 22). Cette différence n'est
significative que pour le virus WTthe_PHU (test de Student, p = 0,001). Ces nouveaux Vvirus
présentaient également un nombre moyen de mutations moins élevé que les virus WTthe_ISA,

mais cette différence n’était pas significative (test de Wilcoson ; Figure 22).
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Figure 22 : Nombre de mutations pour les virus WTtbe
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les extrémités
sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en trois exemplaires.
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Contrairement aux résultats précédemment exposés, les virus WTtbhe PFU et
WTthe_PHU présentaient une majorité de mutations non-synonymes et un nombre

sensiblement identique de transitions et de transversions (Figure 23).
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Figure 23 : Nombre et caractéristiques des mutations pour les virus WTtbe
La barre d’erreur représente I’écart-type pour chaque virus produits en trois exemplaires.

Que ce soit pour le virus WTthe ISA, WTtbe PFU ou WTthe PHU, les mutations
étaient réparties sur I'ensemble du génome (uniquement les virus WTtbe PFU disposaient de 2
régions non mutées). Les mutations observées chez les virus issus de la transfection d’un CI se
situaient sur 4 régions du génome. Ces résultats restent difficiles a interpréter a cause du faible
nombre de mutations retrouvées chez les virus WTthe_CI (Figure 24).
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Figure 24 : Sites et caractéristiques des mutations des virus WTtbe sur le génome du virus de l’encéphalite a

tiques
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Impact sur le fitness réplicatif in cellulo

Pour estimer I’influence de I’utilisation de polymérases de haute-fidélité lors de la
méthode ISA sur le fitness réplicatif in cellulo, les quantités d’ARN viral (dosage par RT-gPCR)
et de titres infectieux (TCIDso) des surnageants de culture ont été déterminés. Dans tous les cas,
des valeurs similaires ont été retrouvees et aucune différence significative n'a été observée (tests
de Student et de Welch ; Figure 25).
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Figure 25 : Taux d’ARN viral et titres infectieux pour les virus WTthe
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les
extrémités sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en trois exemplaires.

Impact sur la pathogénicité in vivo

Afin d’évaluer I’impact de I’utilisation de polymérases de haute-fidélité lors de la
méthode ISA sur la pathogénicité in vivo, des souris femelles C57BI/6J de trois semaines ont
été inoculées par voie intrapéritonéale avec 100 pL contenant 2.10° TCIDso de virus WTtbe_IC,
WTtbe_ ISA ou WTtbe PHU. Les trois groupes de rongeurs ont été suivis quotidiennement afin
d’établir des courbes de survie. Les quantités d’ARN viral présentes dans le cerveau et la rate
ont été déterminées par RT-qPCR.

Le suivi de la mortalité des animaux n’a pas démontré de différence significative entre
les virus WTtbe PHU et ceux générés a partir du CI ou par la méthode ISA: 1 seule souris a
survécu pour les virus WTtbe_PHU (100% de mortalité pour les autres) et les courbes de survie
étaient semblables (test de Kaplan-Meier, p = 0.80 pour WTtbe_Cl et p = 0,40 pour WTtbe_ISA
; Figure 26).
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Figure 26 : Courbe de survie des animaux infectés par les virus WTtbe

Que ce soit dans le cerveau ou dans la rate, les quantités d’ARN retrouvées étaient

similaires entre les trois groupes de souris et aucune différence significative n'a été observee
(test de Student ; Figure 27).
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Figure 27 : Taux d’ARN viral relatif des virus WTtbe dans les organes de souris

Le taux d’ARN viral est pondéré par le taux d’actine présent dans chaque échantillon. La valeur centrale représente la
médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisiéme) et les extrémités sont les valeurs maximum et

minimum pour chaque virus chez toutes les souris.
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1.3.Discussion

L’utilisation de la méthode ISA entraine la production de populations virales d’une
grande variabilité genétique. Cette hétérogénéité est fort probablement la conséquence de
I’utilisation de polymérase lors de 1’étape de PCR. Les polymérases sont connues pour
commettre des erreurs de mésappariements qui peuvent étre a 1’origine de cette variabilité [87].
Les progres en biologie moléculaire ont permis a la communauté scientifique de disposer de
polymérases de plus en plus fideles (générant beaucoup moins d’erreurs). Nous avons donc,
dans cette partie de nos expériences, remplacé la polymérase initialement utilisée par des

polymérases de haute-fidélité.

Comme prévu, les virus WTtbe PFU et WTtbe PHU ont présenté en moyenne moins
de mutations que les virus générés par la méthode ISA. Cependant, les populations virales
obtenues n’ont pas pu étre qualifiées de clonale puisque qu’elles contenaient en moyenne plus
de mutations que celles des virus WTtbe_CI (34, 21,67, 17,33 et 2,33 mutations en moyenne
respectivement WTtbe ISA, WTthe PFU, WTtbe_PHU et WTtbe_CI). En outre, les mutations
des virus produits grace a la méthode ISA, quel que soit la polymérase utilisée, étaient
également réparties aléatoirement sur I’ensemble du génome. Ces deux observations ont donc
confirmé la conclusion apportée a 1’expérience initiale, a savoir que la variabilité génétique des
virus générés par la méthode ISA est la conséquence de I'utilisation de polymérase lors de
I’amplification par PCR des fragments d’ADN chevauchants.

Cependant, bien que les polymérases de haute-fidélité utilisées ici aient permis de
conduire a des populations plus homogénes par la méthode ISA, les caractéristiques des
mutations observées étaient bien différentes. En effet, la ou les virus WTtbe_Cl et WTtbe ISA
présentaient une grande majorité de transition, les virus WTtbe_PFU et WTtbe PHU avaient
un nombre moyen de transition et de transversion similaire. De plus les virus, WTtbe ISA
possédaient une majorité de mutations synonymes contrairement au virus WTthe PFU et
WTtbe_PHU qui présentaient une majorité de mutations non-synonymes. Ces caracteristiques
semblent donc étre directement liées au type de polymérase utilisée, chaque polymérase ayant
ces propres propriétés spécifiques. Ces résultats confirment une fois de plus le lien étroit entre
la variabilité génétique des populations virales générées par la méthode ISA et 1’étape

d’amplification par PCR de la méthode.
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Par les expériences que nous avons mises en place, les virus de I’encéphalite a tiques,
qu’ils aient été générés par la transfection d’un CI ou par a la méthode ISA avec les trois
polymérases, n’ont pas présenté de différence de fitness réplicatif.

Apreés transfection et passage, des quantités similaires de virus ont été produites. Aucune
différence des taux d’ARN viral obtenus par RT-gPCR n’est observée entre les 4 types de
populations virales. Les résultats de TCIDsp ont également prouve que ces virus étaient a des
titres infectieux comparables in cellulo.

De plus, méme si une seule souris a survécu (WTtbe_PHU), les courbes de survie des
animaux ne permettaient pas de conclure & une différence entre les populations virales. Les
quantités d’ARN viral détectées au sein des cerveaux et des rates de souris n’étaient pas
différentes entre les trois groupes. L’utilisation de polymérases de haute-fidélité lors de 1’étape

de PCR de laméthode ISA, n’a pas eu d’influence sur la pathogénicité in vivo des virus produits.

Par I’utilisation de polymérases de fidélité plus élevée que celle précédemment utilisée,
nous avons donc bien réussi a réduire la variabilité génétique des virus générés par la méthode
ISA, sans toutefois rendre cette population clonale. Nous avons également confirmé le lien entre
les propriétés de la polymérase utilisée lors de 1’étape d’amplification par PCR de la méthode
ISA et le nombre et les caractéristiques des mutations des virus générés. Les propriétés
phénotypiques des virus, étudiées in cellulo et in vivo, ne sont nullement affectées par
I’utilisation de la méthode ISA, et de polymérases différentes, en lieu et place de la transfection
d’un CL

2. « Clonal-ISA »

2.1.Matériels et méthodes spécifiques

Préparation des fragments pour la méthode « clonal-ISA »

Chaque fragments d'ADN utilisés pour générer le virus modifié du Chikungunya,
*WTchik, (les mémes que ceux utilisés lors de la méthode ISA) ont été clonés séparément dans
des plasmides bactériens (« StrataClone Vector Mix amp/kan; Agilent »). Des sites de
restriction, Notl et Avrll, ont été ajoutés respectivement aux extrémiteés 5 ‘et 3' de chaque
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fragment d’ADN avant le clonage. L'intégrité de ces trois plasmides a été contrdlée en effectuant
des cartes de restriction et leurs séquences ont été vérifiées par séquengage. Les fragments
d’ADN pour la méthode « clonal-ISA » ont été générés en digérant ces plasmides avec les
enzymes de restriction Notl et Avrll a 37 ° C pendant toute une nuit. Avant la transfection, les
produits de digestion ont été contrdlés par électrophorése sur gel et purifiés comme

précédemment.

Description et mise en application de la méthode “clonal-ISA”

La différence majeure entre la méthode ISA et la méthode « clonal-ISA » est la nature
des fragments d'ADN utilisés pour la transfection. En effet, pour assurer « la clonalité » de ces
fragments, nous avons transfecté directement les plasmides digérés. La procédure de la méthode
« clonal-ISA » comprend les étapes suivantes (Figure 28):

- Clonage des fragments chevauchants d’/ADN dans un plasmide, flanqués de part et

d’autre d’un site de restriction.

- Digestion de chaque fragment chevauchant d’ADN cloné dans un plasmide par des

enzymes de restriction.

- Préparation d'un mélange équimolaire des fragments chevauchants d'’ADN digérés

(identique a la procédure ISA).

- Transfection de cellules permissives (identique a la procédure ISA).

METHODE CI METHODE ISA . METHODE clISA
;‘_') 1 lﬂ(;:‘,:(’, q W
Fres > >
o g +~

9\‘45 3° %\/)1?

Amplification - -
Digestion
\L par PCR \l/ g
Trois fragments amplifies d’ADNc Trois fragments digérés d’ADNc
W \l/ \l/

Transfection dans des cellules Transfection dans des cellules Transfection dans des cellules

permissives permissives permissives

Figure 28 : Schéma général comparatif des méthodes "Clone Infectieux, CI", "Infectious Subgenomic
Amplicons, ISA" et "clonal-ISA, cISA"
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2.2.Résultats

Lors de I’application de la méthode « clonal-ISA », dans tous les cas (deux expériences
indépendantes de 3 transfections séparées), des virus infectieux ont été détectés. Ils ont été
nommeés *WTchik_cISA. Les quantités d'’ARN viral, de titres infectieux et les résultats du
séquencage des virus sont présentés ci-dessous.

Impact sur la diversité génétique des populations virales

Afin d’estimer l'incidence de la méthode « clonal-ISA » sur la diversité génétique des
populations virales, les génomes des virus *WTchik_cISA ont été sequencés et comparées aux
séquences génomiques des virus *WTchik_Cl et *WTchik_ISA.

Comme suspecte, les virus générés en utilisant la méthode « clonal-ISA » ont présenté
un nombre moyen de mutations significativement moins élevé que les virus produits en utilisant
la méthode ISA (7 contre 57,33, test de Student: p = 0,0016 ; Figure 29). Bien que les virus
*WTchik_cISA présentaient un nombre moyen de mutations plus élevé que les virus produits
a l'aide d’un CI, cette différence n'était pas significative (7 contre 2,67; test de Student:
p = 0,07; Figure 29).
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Figure 29 : Nombre de mutations pour les virus *WTchik
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les extrémités
sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en trois exemplaires
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Indépendamment de la méthode de génétique inverse utilisée pour générer les virus, les
caractéristiques des mutations (c'est-a-dire mutations synonymes/non-synonymes et

transition/transversion) étaient similaires entre les virus (Figure 30).
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Figure 30 : Nombre et caractéristiques des mutations pour les virus *WTchik
La barre d’erreur représente ’écart-type pour chaque virus produits en trois exemplaires.

Les mutations détectées sur les virus *WTchik_cISA étaient réparties sur I'ensemble du
génome. Ces virus présentaient néanmoins une forte proportion de mutations situées dans

l'extrémité S’NTR (5,3%; 3/19 ; Figure 31) alors que cette région ne représente que 0,6% du

génome.
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Figure 31 : Sites et caractéristiques des mutations des virus *WTchik sur le génome du virus du Chikungunya
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Impact sur le fitness réplicatif

Les quantitées d'ARN viral et les titres infectieux des surnageants de culture ont été
déterminés respectivement par RT-qPCR et par titrage par TCIDso. Quelle que soit la méthode
de genétique inverse utilisée, des valeurs identiques ont été retrouvées et aucune différence

significative n'a été observée (test de Student et de Wilcoxon ; Figure 32).
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Figure 32 : Taux d’ARN viral et titres infectieux pour les virus *WTchik
La valeur centrale représente la médiane, les bords du rectangle sont les quartiles (premier et troisieme) et les extrémités
sont les valeurs maximum et minimum pour chaque virus produits en trois exemplaires.

2.3.Discussion

Ce travail présente pour la toute premiére fois le développement, la mise en application
et la réussite de la méthode « clonal-ISA », puisque cette nouvelle procédure a permis de générer
des virus infectieux. Cette méthode a été développée afin de bénéficier de tous les avantages de
la méthode ISA tout en permettant d’obtenir des populations de virus génétiquement homogeéne.

Sans toutefois permettre d’obtenir un nombre moyen de mutations présents chez les
virus produits a partir de la méthode « clonal-ISA » équivalent a celui retrouvé chez les virus
issus de la transfection d’un clone infectieux, cette nouvelle méthode a permis de réduire la
variabilité des virus obtenus d’une maniére importante. Puisqu’aucune différence significative,
en terme de nombre moyen de mutations et de caractéristiques de ces mutations, n’a été mise
en évidence entre les virus *WTchik_CI et *WTchik_clISA, il a donc été possible de qualifier

les populations virales obtenues par cette nouvelle méthode comme clonales.
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Néanmoins, il reste difficile d’expliquer la provenance des mutations supplémentaires
observées chez les virus produits grace a la méthode « clonal-ISA » (7 et 2,67 mutations en
moyenne respectivement pour *WTchik_cISA et *WTchik_CI). En parallele, la répartition sur
le génome de ces mutations semble étre intermédiaire entre celle observée chez les virus issus
de la transfection d’un CI et celle constatée chez les virus produits par la méthode ISA. Ces
deux observations nous conduisent & nuancer nos propos et a rapprocher les populations virales
produites grace a la méthode « clonal-ISA » des caractéristiques de celles générées par la
méthode ISA.

Une fois de plus, sur le plan phénotypique, aucune différence de fitness réplicatif n’a
été mise en évidence entre les trois types de populations virales. Les méthodes ISA et « clonal-
ISA » représentent donc d’excellentes alternatives a la transfection d’un CI, pour 1’étude des
virus a ARN.

Tout comme la méthode ISA, cette nouvelle méthode permet de produire des virus
infectieux en quelques jours et de controler les séquences génomiques des virus générés de
maniere encore plus précise. Néanmoins, I’ensemble des observations précédentes nous a
permis de conclure que cette nouvelle méthode, permettant d’obtenir des populations virales,
phénotypiquement similaire et génétiqguement proches de celles obtenues par la transfection
d’un CI, gardait certaines caractéristiques de la méthode ISA et restait par conséquent
perfectible. Cette nouvelle méthode fort intéressante mérite d’étre améliorée dans 1’avenir et

utilisée en virologie.
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Conclusion Générale
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Les systemes de génétique inverses sont utilisés depuis de nombreuses années comme
outils permettant de manipuler les génomes viraux. Ces systémes sont indispensables pour
approfondir nos connaissances en virologie, notamment pour les virus a ARN. Ils permettent
d’¢tudier de nombreuses caractéristiques virales comme la pathogénese, les interactions
virus/hote ou encore le role de certaines protéines. Ces systemes jouent également un réle non
négligeable dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (notamment de
vaccins) et dans la mise en évidence de phénomeénes de résistance.

Il existe de nombreux systemes de génétique inverse pour les virus a ARN. Le plus
communément utilisé est le clone infectieux. Il s’agit d’'un ADN complémentaire d’un ARN
viral incorporé au sein d’un vecteur circulaire cloné a I’intérieur d’un hote. Cet outil présente
de nombreux avantages mais aussi certains inconvénients. Pour certains virus il a été trés
difficile, voire impossible, de développer un clone infectieux. C’est pour cette raison que de
nouvelles stratégies ont été développées, parmi lesquelles on retrouve la méthode ISA
(Infectious Subgenomic Amplicons).

La méthode ISA est rapide et versatile. Elle permet la production de virus par la
transfection de 3 fragments d’ADN distincts et chevauchants, amplifiés par PCR. Néanmoins,
les populations virales obtenues n’ont jamais ¢été étudiées génotypiquement et

phénotypiquement et comparées a celles générées par la transfection d’un clone infectieux.

Dans ce travail, nous avons montré que les virus générés par la méthode ISA ne
possedent pas de phénotype différent de celui des virus issus de la transfection d’un clone
infectieux. Cependant, de grandes différences génotypiques subsistent. Les virus produits par
la méthode ISA présentent une grande variabilité génétique. Nous avons également montré que
cette hétérogénéité est largement induite par ’utilisation de polymérases lors de 1’étape de PCR.
Ces résultats ont conforté notre hypothése initiale et nous permettent de considérer la méthode
ISA comme une alternative importante a ’utilisation d’un clone infectieux.

Cette méthode est maintenant largement utilisée au sein de notre laboratoire et dans
d’autres laboratoires de par le monde. Toutefois, son mécanisme exact reste encore inconnu.
Ainsi a titre d’exemple, le mécanisme de recombinaison des trois fragments d’ADN reste
encore tres mal compris et nous espérons apporter des réponses a cette problématique dans un

proche avenir (expériences actuellement en cours).
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Bien que I’utilisation de populations hétérogenes génétiquement soit intéressante dans
certains types d’expériences, le développement d’une méthode possédant la versatilité de la
méthode ISA et conduisant a une population clonale semblable a celle issue de la transfection
d’un clone infectieux est nécessaire.

Dans un second temps, nous avons donc tenté de réduire I’hétérogénéité induite par la
méthode ISA tout d’abord par 1’utilisation de polymérases de plus grande fidélité puis en
développant une nouvelle méthode dénommée « clonal-ISA ». Dans les deux cas, les
populations obtenues ne sont différentes ni phénotypiquement, ni génotypiquement de celles
issues de la transfection d’un clone infectieux (avec une ressemblance plus forte pour la
méthode « clonal-ISA »). Cette toute nouvelle méthode, qui a conduit a la synthése de virus
infectieux pour la premiére fois, représente donc une méthode de substitution idéale a
I’utilisation d’un clone infectieux. De plus, la méthode « clonal-ISA » reste encore perfectible
et a utiliser lors d’applications concrétes telles que celles relatives a 1‘expérimentation animale

ou encore celles visant le développement de candidats vaccins.
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