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>Le Master 2 « Infectiologie, Immunolog
Vaccinologie et Biomédicam@v®) %| dis-

penseé a la faculté de Pharmacie de Iumver#ﬁjﬁe ologie, Immunologie, Vaccinologie
Tours, propose de donner les bases concegiug edlcaments de la faculté

et pratiques des différents aspects de l'infeciid@harmacie de I'université de Tours
gie et de 'immunologie dans un contexte d’inno-

vation thérapeutique. Il s'appuie sur une coané-
ration exemplaire entre les équipes de rqg
en infectiologie et en immunologie de I
sité de Tours, et celles, entre autres, d
<< Infectiologie et Santé Publique >> (I
'unité << Physiologie de la Reproductio
Comportements >> (PRC) du Centre INR
Nouzilly, concrétisée par une profonde i
tion entre chercheurs et enseignants-che
Cette formation aborde aussi bien les
fondamentaux et appliqués de linfectiol
de limmunologie, allant de I'étude molé
des interactions entre le pathogene et son-héte,
jusqu’a la conception et la mise sur le M SI&ogdsaree par Soptie Siér.

produits de la vaccinologie, des biothérapies anti-infectieuses et des anticorps thérapeutiques.

Le Master®B a pour objectif de former :
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PARTENARISTs ECOLES DOCTORALE

— de jeunes scientifiques aux enjeux actuels de l'infectiologie et des biomédicaments tels que les ant
— des experts pour gérer les risques d’émergences, et capables de comprendre les interactions comg
agent infectieux et son hote humain ou animal, capables de proposer des mesures préventives ou ¢

innovantes.
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Les génomes viraux défectueux
du virus Chikungunya
Vers une nouvelle approche d'antiviraux

a Iarge spectre 7 université de Tours, 37000 Tours, France

Sandra KHaC€assandra Lopatynski cassandra61110@outlook.fr
sandra.khaul2@gmail.com

IM2 Infectiologie, Immunité, Vaccinologie et Biomédicaments,

> La modification des habitats natwretdeurs en zones urbaines favotiaasmis par les moustiques Aedes spp.
des insectes vecteurs de maladies aifest-I'émergence de maladies infedection par le virus peut provoquer, dans
tieuses est liée a l'urbanisation ettéedaes telles que les arboviroses. certains cas, une fiévre et des douleurs
déforestation. La perte de zones dééiarus Chikungunya (CHIKV) est wartaoblaires. CHIKV représente ainsi une
diversité animale et le déplacementides appartenant au genre Alphavienace importante puisque les moustiques
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vecteurs colonisent de nouveaux &et les souches parentales CHIKMiKalifférents dans les cellules de mam
toires, augmentant la prévalence deolilCHIK-Caridix passages successiifere Huh7 et de moustiques U4.4. Ces
fection. Au cours des 15 dernieres dhimgestA. LARN a été extrait du-suk@aiations, observées aussi bien-lors d’in
plusieurs épidémies ont émergé, dorgezgitea chaque passage et un séquiattaysn vitroquin vivpsuggerent que
de 2005-2006 dans I'Océan Indien, duR M & haut débit (RNAseq) a été efeeciurdfils de délétion dans les DVG sont
souche CHIKV-IOL, et celle de 2018e2@lidentifier les DVG des deux sonfthescés par la souche virale et le type
dans les iles des Caraibes, due a lalsouphantification des DVG a été oé&dllilaire hote.
CHIKV-Cajib3]. En absence de traiteée par des analyses bio-informatiques
ment et de vaccin, la stratégie de cofifigled . Comme attendu, la quantitts DVG inhibent la réplication du virus
du moustique vecteur reste actuellatadD¥/G a augmenté au fur et a mestae\dega vitro dans les cellules de
'axe de prévention principal contre l'ipfexsages, et ce, quel que soit le-typeaelmiferes et de moustiques
tion. Une étude récente du groupe ddudareoAfin de vérifier que les DV@pos le but de choisir la particule défec
Vignuzzi, publiée R8BS Pathogamsvaient étre également généridschez tueuse potentiellement la plus 4interfé
2021, a décrit une nouvelle stratégiéepmaustique, les auteurs ont fait ing@rer parmi les centaines de DVG produits,
sélectionner des particules virales dfietidiennement aux moustipass les auteurs ont sélectionné 20 DVG les plus
tueuses, aussi appelées génomesadgyptidu sang infecté par la souithguemment retrouvés et maintenus au
défectueux (DUeective viral gengme€HIKV-Carib. Aprés sept jours d'atfes des différents passages dans les
dans le but de lutter contre la multipin, les moustiques ont été sacrifiésltetres de cellules de mammifere ou de
cation virale et la dissémination de @&dIlKvganes ont été recueillis (intestinstique~{gurelB. Apres transfec
parmi les insectes vecteurs. Les DVW@wemi paroi abdominale, thorax, ttéredes DVG seuls (sans virus sauvage)
naturellement produits au cours dattes, ailes). L'analyse bio-informatitpres des cellules de mammifere, une RT-
infection a CHiKVitradans des celluledes ARN extraits a montré des pradjiiRCiRg@antitative reverse transcription
de vertébrés et d'invertébtr@s,vivo DVG similaires a ceux olitewiiso polymerase chain reactiéalisée a
chez le moustiffug]. Ces DVG se-car@es résultats indiquent que les DV@fféoemts temps post-infection a montré
térisent par des délétions de bases fgéilement générés lors d’'une infegtienle nombre de copies d’ARN des DVG
miques compensées par le détourngmeerie moustique héte et qu'ils partdigeinuait au fil du temps, ce qui reflete
des ressources cellulaires de I'héte detfoprofils de délétion semblables decewégradation progressive. Ainsi, aucun
de protéines codées par le virus saolageiés dans les cultures cellulairdBVG candidat ne peut s'auto-répliquer en
Les DVG entrent ainsi en compétitiddanalyse bio-informatique a peltaisence du virus parentalr@ C.)L
le virus sauvage et se retrouvent ed'igartifier chez les DVG les plus fréqoesgge les cellules ont été transfectées
grand nombre, ce qui entraine l'inhibitipersistants génémégtroetin vivp avec un mélange contenant dix fois plus
de la propragation du virus sgn&ge des oints chaudsde délétion du’ARN de DVG que d’ARN de virus sauvage
Dans l'article de letal[5], les auteursgénome viral dans les différents typesll#@/-Carib-Gluc, dans lequel a été cloné
ont développé une stratégie innovantegiates hotesigurelB. En effet, lorsle gene rapporteur codant la luciférase,
mettant de caractériser les DVG prdddiisfection des cellules de mammifiéeediminution significative de I'activité
ayant le meilleur potentiel antiviral cafégre et Huh7 par la souche CHIKVMCifgilase était observabigu(a.C.R
le virus CHIKV sauvage. A lissue desceti¢étions de I'ARN étaient cir€ess résultats indiquent que les BVG déri
caractérisation, la capacité de ces @¥tBsaa la région couvrant les protéamsie cultures de cellules de mammifere
inhiber la propagation du virus sauvage atructurales NSP1-N8R2(A ou de moustique peuvent inhiber la répli
ainsi été démontirteivachez le meusalors que, lorsque les cellules de wcatign virale des virus sauvages dans des
tique. tiques Aag2 étaient infectées, les déliiles de mammifere lorsque ces DVG
tions étaient plus largement répanslugisintroduits de maniére exogéne en
Génération de génomes viraux dans le génome. Les cellules de mogstqtigs importantes.
défectueux (DVG) par passages U4.4 présentaient quant a elles desPiglé déterminer si ces DVG peuvent aussi

successifisvitro etin vivo €n tions de leur ARN dans la secondeimidiigr la réplication virale dans les
condition de forte multiplicité du génome (de la région NSP3 a lacetigies de moustique, la méme expé
d’infection J'UTR)F(gur2A. La méme expériemience a été réalisée dans des cellules

In vitrp les auteurs ont obtenu des D¥tB réalisée avec la souche CHIEKMAQIUtre moustigledes albopictus

en infectant des cellules de mammféres2b et les profils de délétion d’ABM4). De facon similaire a ce qui a été
(Vero, Huh7) ou de moustiques (&kag2és étaient similaires a ceux dbdarvé précédemment, une inhibition
U4.4) a une forte multiplicité d'infemuche CHIKV-Carib dans les celladedadeéplication du virus sauvage a été
tion (MOI ponnultiplicity of infectjonmammifére Vero et de moustiqueirhg® en présence des ARN de DVG.
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Figure 1. Stratégie globale allant de la

génération des DVG (pour Defective Viral

Genome) in Vitrcet in Viva leur caracté-

risation par analyse bio-informatique. A.

Génération des DVG par passages successifs

in vitro et in vivo en condition de forte

infection. DiX passages en série des souches
parentales CHIKV-Carib et CHIKV-IOL ont été
réalisés en condition de forte multiplicité
d’infection (MOI pbudtiplicity of infec-

tion) dans des cellules de mammifere (Vero,
Huh7) ou de moustique (Aag2, U4.4). Les
DVG sont ainsi produits et sont assemblés
sous forme de DIP (pefactive interfe-

ring partic)es. Les DVG produits in Vitro

et iN ViV@ont quantifiés et caractérisés par

des analyses bio-informatiques. Les ARNS

sont extraits des surnageants a chaque
passage puis séquencés (RNAseq) dans le
but de quantifier les DVG des souches Carib
et IOL. A l'aide d'une carte thermique, les
« points chauds » potentiels de délétion du
génome viral dans les différents types de
cellules (de mammifére et de moustique)
sont identifiés. Parmi les centaines de DVG
caractérisés, 20 DVG potentiels sont sélec-
tionnés a partir de deux critéres : présence
a une fréquence élevée et maintien dans

tous les passages (1 & 16)DVG sélectionnés sont incapables de s’auto-répliquer en absence de virus sauvage et interférent avec la réplication

des virus sauvages CHIKV-Carib et CHIKV-I0L. (1) Une RT-qPCR réalisée apres transfection des DVG seuls a permis de mettre en évidence q
candidats ne peuvent pas s'auto-répliquer en absence du Vaukgaeerdtdction des DVG en grand nombre (ratio 10:1) conduit & une
inhibition de la réplication du virus sauvage CHIKV-Carib-Gluc (dans lequel a été cloné le géne rapporteur de la luciférase ; luciféras
une diminution de l'activité luciférase. Cela aboutit a 'accumulation des DVG et a la libération de particules interférentes défectueuse:
représentés les génomes et particules de virus sauvages (IOL ou Carib), en bleu les DVG et les particules interférentes défectueuses
1:1 : mélange contenant dix fois plus ou autant d’ARN de DVG que d’ARN de virus sauvage CHIKV-Carib-Gluc.(figure réalisée avec
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Figure 2. Représentation graphique des génomes viraux défectueux produits in Vitr@t in Viv@t caractérisés par analyse bio-informatique. SChéma
des DVG candidats en fonction du type cellulaire (mammifére ou moustique) et de la souche a partir desquels ils oay, été purifiés (C
CHIKV-IA)( Les pointillés représentent les zones de délétion potentielles.

Il est intéressant de noter que(pesche de CHIKV) soit du virus Siddbile DVG avec le meilleur potentiel
auteurs ont également montré quéréss éloigné de CHIKV) en tantaugfiréral ont été injectés dans des mous
DVG dérivant d’'un Alphavirus pesmectie sauvage cible. Les résultatisjuedsAedes aegypbeux jours plus
avoir une activité inhibitriceitrosur indiqué que certains DVG maintetaidnies moustiques ont été nourris de
différentes souches. En effet lesub& @ctivité inhibitrice contre les samg contenant du virus CHIKV-Carib-
dérivés de la souche CHIKV-IGL (Pasgeng-nyong et Sindbis. Ainsi, |68I3/GCing jours aprées l'infection, les
dant 6 de divergence nucléotididéevant d’'un Alphavirus peuvent maiwveiaux de réplication virale dans les
avec la souche CHIKV{@gribont une activité inhibitrice sur différemmtésstins moyens étaient identiques en
capables d’inhiber la souche saw@mgses virales proches mais égalainsence ou en présence de DVG tandis
CHIKV-Carib et réciproquement. Leamé& souches plus éloignées appaetda réplication virale dans le reste
peuvent donc avoir une action a tengeau méme genre. du corps du moustique diminuait signi
spectre au sein d'une méme espece ficativement en présence des DVG. Ces
virale[9]. Afin de savoir si I'inhibitibas DVG bloquent la disséminatiaésultats renforcent donc I'idée que les
peut s'effectuer de maniéere plus largksin vivo dans les moustiques DVG n'auraient pas d'effet direct sur le
au sein des différents virus du gedeeaegypti degré d'infectiosité mais exerceraient un
Alphavirus, la méme expérience d’'Raar déterminer la capacité des D&@@contréle négatif sur la réplication
férence des DVG a été réalisée nmixjeer I'infection ou la disséminatiae et la dissémination dans le mous
présence soit du virus O’nyong-riamsyle moustique hote, des ARNiquei hote.
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DVG peuvent de ce fait représentertrum antiviral approach?
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