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Interactions avec le systeme
ubiquitine : un prérequis de
Padaptation des virus influenza

a Phomme ?
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> Les virus influenza de types A, B, et C
sont les agents étiologiques de la grippe.
Parmi les virus de type A, les virus de
sous-types HlNlpdeg1 et H3N2 sont res-
ponsables d’épidémies de grippe sai-
sonnieres. lls sont la cause de 260000 a
650000 déces par an dans le monde
(source de I’Organisation mondiale de
la santé, janvier 2018). D’autres virus
influenza A peuvent représenter un risque
d’émergence virale zoonotique, comme
’a démontrée la pan-
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cine [1] (=9).

Un nombre croissant d’infections
humaines par des virus aviaires, tres
pathogénes pour I"lhomme, comme les
virus de sous-type H7N9 et H5N1 est
également observé, particulierement en
Chine et en Asie du Sud-Est. Ces virus
ne sont pas transmissibles d’homme
a homme, mais laissent craindre
I’émergence d’une épidémie. Les virus
influenza A représentent donc, sous dif-
férents aspects, un probléme de santé
publique a I’échelle mondiale.

Les virus influenza sont des virus enve-
loppés a ARN négatif comportant huit
segments, codant au moins douze pro-
téines virales, dont trois composent la
polymérase : PA, PBl et PB2. Chaque
segment d’ARN est encapsidé sur toute
sa longueur par des oligomeres de la

1 0n définit les sous-types des virus A selon les variantes
de deux protéines de surface, 'hémagglutinine (HA) et la
neuraminidase (NA). Un virus A(HIN1) est donc un virus de
type A avec une HA de type 1 et une NA de type 1. Le virus
HINI mg9 est le virus responsable de la pandémie de 2009.
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nucléoprotéine NP, et ses extrémités
sont associées a un complexe poly-
mérase, formant une ribonucléoparti-
cule virale (RNPv). La polymérase virale
est une ARN polymérase dépendante
de ’ARN, qui assure la transcription
et la réplication des segments d’ARN
viraux (ARNv) dans le noyau des cel-
lules infectées et est, a ce titre, un
élément essentiel du cycle viral. Elle ne
possede pas d’activité de « relecture »,
ce qui conduit a un fort taux de muta-
tions lors de la synthése des ARN viraux.
Ainsi, la population de virus produits
par une cellule infectée correspond a
un ensemble de virus mutants (ou une
population de variants viraux).
Plusieurs étapes jalonnent I’adapta-
tion d’un virus influenza a I’homme.
Un virus est, en effet, dit adapté a une
espece s’il peut I'infecter, s’y répliquer
et se transmettre a d’autres individus de
I’espece. Lors de son introduction dans
un nouvel hote, il est confronté a des
barrieres d’espéce, en raison des diffé-
rences entre les protéines cellulaires de
I’hote initial et celles du nouvel hote.
Dans une population de variants viraux,
certains peuvent avoir acquis des pro-
priétés leur permettant une exploitation
optimisée des ressources de la cellule
infectée, rendant ainsi possible la mise
en place du cycle viral dans un nouvel
hote et/ou I"échappement a la réponse
immunitaire.

Le systéme ubiquitine protéasome (SUP)
a un roéle majeur dans I’homéostasie
cellulaire. Lubiquitination des protéines
correspond a I"une des principales modi-
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fications post-traductionnelles et est
un processus finement contrélé. Lubi-
quitination d’une protéine peut induire
sa dégradation par le protéasome,
modifier sa localisation subcellulaire ou
son activité. Le SUP est ainsi impliqué
dans un grand nombre de processus cel-
lulaires. De nombreux virus interagissent
avec des facteurs du SUP, optimisant
ainsi leur cycle réplicatif ou échappant
a la réponse antivirale cellulaire, en
exploitant les processus d’ubiquitina-
tion [2].

Des études ont montré I'importance
du SUP dans I"infection par les virus
influenza A. Ce systéme a notamment
été impliqué dans les étapes précoces
du cycle viral, entrée des virions et
la libération des RNPv dans le cyto-
plasme, ainsi que dans I’échappement
a la réponse antivirale [3]. Des inte-
ractions fonctionnelles existent entre
les protéines de réplication et les fac-
teurs du SUP [4,7], 'ubiquitination des
protéines PB1, PB2, PA et NP pouvant
favoriser la réplication des ARNv [8].
Cependant, aucune étude, jusqu’a pré-
sent, ne s’était focalisée spécifiquement
sur les interactions entre SUP et polymé-
rase virale.

Nous avons étudié les interactions entre
le SUP et la polymérase virale au travers
de la protéine PB2, sur laquelle repose la
principale interface d’interaction entre
le trimére constitutif de la polymé-
rase virale et les protéines de la cellule
hote [9]. Nous avons dressé les cartes
des interactions entre le SUP et cing
protéines PB2 provenant de souches

de virus influenza A de virulences
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Figure 1. Regroupement hiérarchique des virus influenza A selon leur profil d’interaction avec le SUP. A. Les profils d’interactions entre la sous-
unité PB2 de "ARN polymérase et le systeme ubiquitine protéasome humain corrélent avec I’adaptation des virus influenza A a "lhomme. Les
interactions entre les protéines PB2 de 5 souches de virus influenza A avec les facteurs du systéme ubiquitin protéasome (SUP), initialement
identifiés comme leurs partenaires potentiels, ont été mesurées. La force de I'interaction est représentée par des couleurs allant de bleu foncé
pour "absence d’interaction a blanc pour les plus fortes interactions. Le gradient entre ces deux couleurs représente des forces graduellement
croissantes d’interaction entre PB2 et les facteurs du SUP. Les profils d’interactions PB2/SUP ont été comparés, et les protéines PB2 regroupées
dans un dendrogramme d’interaction (partie gauche) selon le degré de ressemblance des interactions qu’elles engagent avec le SUP humain.
B. Schéma représentant la circulation chez I’homme du segment PB2 des souches étudiées. Pour chaque souche, I’année de prélévement est donnée
en haut du graphe. La souche aviaire HIN1y; a été prélevée chez un canard. Toutes les autres souches proviennent de patients humains. Pour ces
dernieres souches infectant I’homme, I'origine du segment PB2 et son année d’introduction dans la population humaine sont indiquées par des
fleches verticales, le cheminement du segment PB2 dans les souches circulant chez ’lhomme est donné par les fléches horizontales. La souche H7TN9
n’est pas capable de se transmettre d’homme a homme apreés avoir infecté un individu humain, ce qui est représenté par une croix. Le tableau de
droite résume le temps de circulation du segment PB2 dans la population humaine de chacune des souches avant son prélévement (figure adaptée
d’apres [11]).

différentes chez I’lhomme : deux souches
saisonniéres circulant actuellement dans
la population humaine (HlNlpde et
H3N2), deux souches hautement patho-
geénes chez I’homme (H7N9 et HINI
et une souche de laboratoire (HIN1

1918)

WSN)'
Le criblage haut-débit d’interactions

protéine-protéine avec les facteurs du
SUP humain a été réalisé en utilisant la
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HT-PCA (high-throughput protein com-
plementation assay). Cette méthode
est fondée sur la complémentation de
fragments de I’enzyme Gaussia luciférase
(GLuc), permettant de reconstituer une
activité enzymatique par interaction des
protéines auxquelles ils sont fusionnés
[10]. €lle permet de détecter de maniére
systématique des interactions directes

entre couples de protéines co-exprimées
dans les cellules humaines.

Sur les 700 facteurs du SUP testés, 80
ont été identifiés comme interacteurs
potentiels d’une ou de plusieurs des pro-
téines PB2 étudiées [11]. Ces facteurs
SUP ont été testés a nouveau en HT-GPCA
afin d’évaluer leur niveau d’interaction
avec les 5 protéines PB2, et d’obtenir



des profils d’interaction PB2/SUP stric-
tement comparatifs. Le profil d’interac-
tions de ces 80 facteurs du SUP humain
a également été établi avec la protéine
PB2 d’un virus influenza A purement
aviaire, incapable d’infecter I’homme
(HIN1y;) et donc utilisé comme le réfé-
rentiel d’un virus non adapté a "lhomme.
Nous avons ensuite comparé les profils
d’interaction PB2/SUP des souches étu-
diées par un regroupement hiérarchique
réitératif? (hierarchical clustering), ce
qui nous a permis de générer un dendro-
gramme® d’interaction. Ce dernier refléte
les ressemblances entre les protéines
PB2 a travers les interactions qu’elles
établissent avec le SUP humain [11].

Les profils PB2/SUP se séparent en deux
branches (Figure 1). D’un c6té les souches
dont le segment PB2 est d’origine aviaire :
la souche purement aviaire HIN1y; inca-
pable d’infecter I’homme, et deux souches
récemment introduites chez I’homme
H7N9 et HIN1 4r09. Les similarités d’inte-
ractions PB2/SUP sont plus importantes
entre les virus HIN1 409 €t H7N9 qui ont
acquis la capacité d’infecter I’homme,
comme le montre leur plus grande proxi-
mité au sein de cette branche du dendro-
gramme d’interaction. Les protéines PB2
des virus adaptés a I’homme HINLygy3,
HINI,sy et H3N2 ségregent dans le second

2|l s’agit d’une méthode d’analyse statistique des données
qui crée des sous-ensembles partageant des caractéristiques
communes. L’étape suivante consiste en la fusion de ces
sous-ensembles sur la base de similarités et ce, de fagon
itérative.

% Un dendrogramme est un diagramme utilisé pour illustrer
des regroupements hiérarchisés.

groupe. Le segment PB2 de ces souches
dérive séquentiellement du virus HINI1914
dont l'origine du segment PB2 n’est pas
clairement établie. Les similarités des
profils d’interaction PB2/SUP correlent
avec le temps de circulation du segment
PB2 dans la population humaine (& savoir
du plus court au plus long: HINI
<HINL ¢ < H3N2).

Il apparait donc que les profils d’in-
teractions PB2/SUP ségregent selon le
lignage d’origine du segment PB2, et
selon sa durée de circulation dans la

1918

population humaine. Ces résultats sug-
gerent I'implication des interactions du
virus avec le SUP (virus-SUP) dans les
étapes d’adaptation des virus influenza
A a ’homme. Ces étapes sont: "acqui-
sition de la capacité d’infecter ’homme
(H7N9 versus HIN1y;), I’acquisition de
la capacité de transmission d’homme a
homme (H].N].pdmgg versus H7N9), et le
temps de circulation dans la population
humaine (HIN1y9;5 versus HIN1qy ver-
sus H3N2). Il apparait ainsi que les inte-
ractions virus-SUP pourraient constituer
des éléments de I’adaptation a I’hGte, un
facteur crucial dans I"émergence d’une
épidémie. Les profils d’interactions PB2-
SUP pourraient également permettre de
prédire de maniere précoce le potentiel
d’une souche aviaire de virus influenza
A a traverser la barriere d’espece pour
infecter I’lhomme, puis sa capacité de se
transmettre d’homme @ homme. ¢
Interactions with the ubiquitin system:
a prerequisite for influenza virus adap-
tation to humans?
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