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Résumé : Les encéphalites virales équines sont une
préoccupation pour la filiere équine (cinquieme
cause de mortalité) et représentent une menace
sanitaire et économique importante pour celle-ci.
Parmi les virus en cause : le virus West Nile (WNV). ||
s'agit d'un arbovirus de la famille des Flaviviridae,
genre Flavivirus, transmis par les moustiques et
responsable d'encéphalites pouvant étre fatales ou
conduisant a de graves séquelles neurologiques chez
le cheval mais aussi chez I'homme. Le WNV est
actuellement endémique sur tous les continents ; il
voit sa zone de distribution s'étendre en Europe et
depuis une vingtaine d'année, il est considéré comme
un virus ré-émergent. Chez le cheval, bien que des
vaccins soient disponibles, la couverture vaccinale est
faible et aucun traitement thérapeutique n’est
disponible. Dans ce contexte, I'objectif de cette these
était d'identifier des molécules antivirales pouvant
bloquer la réplication du WNV dans le cerveau des
chevaux.

Ces dernieres années, de nombreuses études ont visé
a identifier des molécules antivirales. Mais pour
beaucoup, des modeles cellulaires peu pertinents
physiologiquement (lignées cellulaires humaines par
exemple) ont été utilisés. Les résultats obtenus
peuvent ainsi, ne pas étre transposables aux cellules
du systéme nerveux des chevaux. Aussi, pour étre en
mesure d'identifier des molécules présentant un plus
fort potentiel antiviral dans le systeme nerveux des
équidés, notre premier objectif a été de développer
un modele cellulaire d'infection par WNV, basé sur
des cellules neurales équines dérivées de cellules
souches pluripotentes induites (iPSC). Grace a ce
nouveau modele, nous avons pu réaliser notre
second objectif : un crible phénotypique d'une petite
banque de 45 molécules sélectionnées. Ce crible a
révélé que des molécules, déja connues pour bloquer

la réplication de WNV dans d'autres modeles, se
comportaient, soit de la méme maniére dans les
cellules neurales équines (cas du 2'CMC), soit au
contraire, qu'elles n'avaient aucune activité
antivirale dans ces cellules (cas du favipiravir et
sofosbuvir) ou encore, de facon étonnante, qu'elles
avaient un role opposé a celui attendu (cas des
statines). Ces derniers résultats nous ont conduits a
initier une recherche visant a comprendre les
mécanismes sous-tendant des roles opposés dans
des cellules d’'origine humaine ou équine.

Avec pour objectif d'étre en mesure d'identifier des
molécules antivirales a large spectre, nous avons
également initié des premiers travaux avec le virus
de I'encéphalite équine de l'est (EEEV). Cet autre
arbovirus neurotrope zoonotique responsable
d'encéphalites mortelles chez I'homme et les
équidés, appartient a la famille des Togaviridae,
genre Alphavirus. |l est présent exclusivement sur le
continent américain a I'heure actuelle. Nos résultats
ont montré que les cellules neurales progénitrices
équines (eNPC) sont fortement permissives a EEEV
fournissant un nouveau modele d'infection qui
pourra étre utilisé a I'avenir pour tester le potentiel
antiviral de petites molécules.

Ce travail a donc permis 1/de mettre en place deux
nouveaux modeles d'infection par des arbovirus
équins appartenant a deux familles différentes
(WNV et EEEV), 2/de développer des tests
automatisés en microplaques basés sur de
I'imagerie cellulaire et 3/de confirmer ou d'infirmer
le role antiviral, dans des cellules du systéeme
nerveux des équidés, de molécules sélectionnées.
Nos résultats ont également souligné I'importance
d'utiliser des modeles in vitro physiologiquement
pertinents pour évaluer le potentiel antiviral des
molécules.
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Abstract : Equine viral encephalitis are of great
concern for the equine industry (fifth cause of
mortality) and represent a significant health and
economic threat for the industry. Among the viruses
involved is the West Nile virus (WNV). It is an
arbovirus of the Flaviviridae family, genus Flavivirus,
transmitted by mosquitoes and responsible for
encephalitis that can be fatal or lead to serious
neurological sequelae in horses but also in humans.
WNYV is currently endemic on all continents; its
distribution area is expanding in Europe and for the
last twenty years, it is considered as a re-emerging
virus. In horses, although vaccines are available,
vaccination coverage is insufficient and no
therapeutic treatment is available. In this context, the
objective of this thesis was to identify antiviral
molecules that could block WNV replication in the
brain of horses.

In recent years, many studies have aimed at
identifying antiviral molecules. But for many of them,
cell models with little physiological relevance (e.g.
human cell lines) have been used. The results
obtained may therefore not be transposable to cells
of the equine nervous system. Therefore, in order to
be able to identify molecules with a stronger antiviral
potential in the equine brain, our first objective was
to develop a cellular model of WNV infection, based
on equine neural cells derived from induced
pluripotent stem cells (iPSCs). With this new model,
we were able to achieve our second objective: a
phenotypic screen of a small library of 45 selected
molecules. This screen revealed that molecules,

already known to block WNV replication in other
models, behaved either in the same way in equine
neural cells (case of 2'CMC), or on the contrary, had
no antiviral activity in these cells (case of favipiravir
and sofosbuvir) or, surprisingly, had an opposite
role to the one expected (case of statins). These last
results led us to initiate a research that aimed at
understanding the mechanisms underlying
opposite roles in cells of human or equine origin.

With the objective of being able to identify broad-
spectrum antiviral molecules, we have also initiated
a work with the Eastern Equine Encephalitis Virus
(EEEV). This other zoonotic neurotropic arbovirus
responsible for fatal encephalitis in humans and
equids, belongs to the Togaviridae family, genus
Alphavirus. It is present exclusively on the American
continent at the moment. Our results showed that
equin neural progenitor cells (eNPCs) are highly
permissive to EEEV, providing a new model of
infection that could be used in the future to test the
antiviral potential of small molecules.

This  work has therefore allowed 1/the
establishment of two new models of infection by
equine arboviruses, belonging to two different
families (WNV and EEEV), 2/the development of
automated microplate assays based on cell
imaging and 3/to confirm or deny the antiviral role
of selected molecules in equine brain cells. Our
results also outlined the importance of using
physiologically relevant in vitro models for
evaluating the antiviral potential of molecules.
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I- Introduction

Les affections neurologiques d'origine infectieuse, toxique ou parasitaire restent
rares chez les équidés. Le syndrome nerveux chez le cheval correspond a un ensemble
de symptomes liés a un dysfonctionnement du systeme nerveux central, périphérique
ou neuromusculaire visible par une modification du comportement, de la posture, de
I"allure, I'apparition de mouvements anormaux et une perte musculaire importante. Les
affections du systeme nerveux constituent la quatrieme cause de mortalité chez le
cheval [1]. Nous nous intéresserons plus particulierement aux encéphalites d'origine
virale.

1. Les encéphalites virales équines

Les encéphalites virales équines sont une préoccupation pour la filiere équine.
Etant la cinquieme cause de mortalité chez les chevaux [2] elles représentent une
menace sanitaire et économique importante pour l'industrie équine mondiale. Ces
pathologies neurologiques vont avoir des répercussions importantes a plus ou moins
long terme (supérieur a 6 mois) sur les performances athlétiques des chevaux. Elles
peuvent entrainer des séquelles graves voir conduire a la mort de I'animal. La prise en
charge des équidés représente un colt conséquent pour le propriétaire.

1.1. Les virus
Les virus responsables des encéphalites virales équines appartiennent
essentiellement a 5 familles virales [2] listées dans le tableau 1 ci-dessous :

Famille Genre Virus (exemples) Vecteur Génome
Herpesviridae | Varicellovirus EHV-1 et 4 ADN db | 120-240 kb
Bornaviridae Mammallan' ! BoDV* ARN+sb | 89kb

orthobornavirus
Rhabdoviridae |  Lyssavirus RABV* ARN- sh 11 kb
Togaviridae Alphavirus WEEV*, EEEV*, VEEV*  |Moustique| genre Culex | ARN+sb | 11-12 kb
Flaviviridae Flavivirus WNV*, JEV*, SLEV*, MVEV* |Moustique| genre Culex | ARN+sb | 9-12 kb
Flaviviridae Flavivirus TBEV*, LIV Tique |genre Ixodes| ARN+sb | 9-12 kb
* Zoonoses

Tres rares

Tableau 1 : Principaux virus responsables des encéphalites virales équines.

EHV-1 : alphaherpesvirus équin 1; BoDV : virus de la maladie de borna ; WNV : Virus West Nile ; TBEV
: Virus de I'encéphalite a tique ; LIV: virus de Louping ill ; JEV : virus de I'encéphalite japonaise ; SLEV :
virus de I'encéphalite de Saint-Louis ; MVEV ; Virus de I'encéphalite de la vallée de Murray ; EEEV :
virus de I'encéphalite équine de I'Est ; VEEV: Virus de I'encéphalite équine du Vénézuéla ; WEEV : virus
de I'encéphalite équine de I'Ouest ; sb : simple brin ; db : double brin ; kb : kilo base. (Adapté de

Lecollinet et a/ 2019) [2].
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Il est important de différencier les encéphalites virales équines en fonction du
mode de transmission de I'agent pathogene considéré. Trois agents pathogénes sont
transmis par contact direct entre chevaux, par les sécrétions ou les excrétions. Il s'agit
des virus de la rage, de la maladie de Borna et de I'herpesvirus équin qui appartiennent
aux trois premieres familles (Tableau 1). Pour ces virus et/ou ces pathologies, le constat
suivant peut étre fait : les virus peuvent étre soit, relativement bien maitrisés dans les
pays industrialisés ou ils peuvent étre géographiquement contraints et/ou *les
mesures de prophylaxie employées peuvent étre efficaces. Ainsi, la maladie de Borna
est trés rare et localisée en Europe centrale. Dans le cas de la rage, le vaccin a permis
d'éradiquer la maladie en France et elle reste rare en Europe occidentale [1].
L'herpesvirus équin, communément appelé rhinopneumonie équine reste une
préoccupation pour la filiere équine. Il a un impact économique important malgré une
prophylaxie efficace.

Nous avons choisi de nous concentrer sur les virus équins transmis par les
arthropodes et responsables de nos jours de la majorité des encéphalites virales
équines. Ils présentent un risque majeur lié a des spécificités que nous présenterons.

La majorité des encéphalites virales équines sont des arboviroses zoonotiques
dues a des arbovirus transmis par des insectes hématophages (moustiques
principalement et tiques) qui sont dits « vecteurs ».

Le nom arbovirus correspond a |'abréviation de « arthropod-borne virus » (virus
transmis par des arthropodes). Les arbovirus (plus de 500 virus) sont majoritairement
des virus a ARN appartenant principalement a 5 familles virales :

e Reoviridae, (genre : Orbivirus, Coltivirus et Seadornavirus)

e Flaviviridae (genre : Flavivirus)

e Jogaviridae (genre : Alphavirus)

e Bunyaviridae (genres : Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus, et Tospovirus)

e Rhaboviridae (genre : Vesiculovirus).

Les moustiques transmettent environ 265 arbovirus différents dont moins de
150 sont pathogénes pour I'Homme et I'animal et une dizaine est pathogene pour le
cheval [3].

Les arbovirus peuvent provoquer une hyperthermie, des encéphalites, des
fievres hémorragiques. Les arbovirus qui provoquent des encéphalites virales chez le
cheval appartiennent principalement a 2 familles virales :

e Flaviviridae: (genre : Flavivirus) : le virus de I'encéphalite Japonaise (JEV), le virus
West-Nile (WNV), le virus de I'encéphalite de Saint-Louis (SLEV), le virus de
I'encéphalite de la vallée de Murray (MVEV) et le virus de I'encéphalite a tique
(TBEV).

e Jogaviridae: (genre : Alphavirus) les virus des encéphalites équines de I'est, de
I'ouest et du Venezuela (EEEV, WEEV et VEEV), le virus de la riviere Ross (RRV) et
le virus Getah (GETV).
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Les Alphavirus //E/WEEV et le Flavivirus JEV sont responsables d'encéphalites
équines dites exotiques pour nous, européens. L'Europe est indemne de ces infections.
Le tableau 2 présente leurs caractéristiques principales.

Si, nous nous positionnons sur des criteres de nombres, de répartition mondiale
et de fréquence, les encéphalites virales équines transmises par les arthropodes sont
principalement dues au virus West-Nile.

1.2. Leur répartition géographique
Les virus des encéphalites équines exotiques et les Flavivirus WNV et JEV voient
leur aire de distribution s'étendre ces dernieres décennies.

1.2.1. Les encéphalites virales équines a Alphavirus

Le tableau 2 résume les principales informations sur les encéphalites équines
exotiques (EEEV, VEEV, WEEV) et la répartition des virus. Ils sont localisés exclusivement
sur le continent américain. Ces trois virus ont une zone de circulation qui leur est
spécifique (figure 1). La tendance actuelle serait sur une extension de ces zones de
circulation.

) ; . ) . ; . | Mortalité en .
Genre Virus Découverte Aire de circulation vecteurs Réservoir Vaccin
pourcentage
1961 Vaccin vivant .
L, VEEV strains
atténué TC-83 Trinidad
rinida
VEEV* | 1936 |Vénézuéla|Amérique du Nord, Amérique de Sud | genre Culex rongeurs 75 (formalin) ; 1974 donkey/TC-
. Vaccin inactivé 8;'
Alphavirus C-83 (formalin)
. . genre Culiseta
EEEV* | 1933 |New Jersey| Amérique du Nord, Amérique du Sud . 80-90
Culex passeriformes Dead-end-host
WEEV* | 1930 | Californie Amérique de |'Ouest genre Culex 50

Tableau 2 : Alphavirus responsables d’encéphalites équines, découverte, aire de circulation, vecteurs,
réservoir et % de mortalité aprés infection. *zoonoses (Adapté de Azar et a/ 2020 ; Stromberg et a/.
2020). [4] [5]
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Alphavirus

= WEEV +EEEV
— EEEV
e \VEEV

Flavivirus
WNV

Figure 1 : Aire de circulation des principaux virus responsables d'encéphalites équines. Adapté de
Lecollinet et a/. 2019 et Chapman et a/. 2018. [2] [3]

1.2.2. Les encéphalites virales équines a Flavivirus

Les Flavivirus ont une répartition variable comme le montre la figure 1. Le virus
de I'encéphalite japonaise est présent en Asie, en Océanie et en Russie orientale. Le
virus de la vallée de Murray circule dans une zone tres limitée : I'Océanie. Ces virus
occasionnent des épidémies sporadiques et peu a peu, leur zone de circulation s'étend.
Le virus West-Nile a une répartition mondiale. Il est maintenant endémique dans de
nombreux pays. Initialement a I'origine d'épidémies sporadiques, il est depuis plus de
dix ans, a l'origine d'épidémies récurrentes.

1.2.2.1. Emergence ou ré-émergence

Ces virus circulent depuis plusieurs décennies et étaient responsables
d'épizooties sporadiques plus ou moins graves. L'émergence ou la ré-émergence de
ces virus reste imprévisible avec des phases silencieuses plus ou moins longues. La
dénomination d'émergence s'applique a l'apparition de ces virus dans une zone
jusque-la indemne.

Depuis une vingtaine d'année, le phénomene d'émergence et de ré-émergence
s'est accentué avec des épidémies WNV récurrentes de grande ampleur enregistrées
en Europe.

1.2.2.2. Les causes de |'expansion géographique

Elles sont multiples et principalement liées au mode de vie de I'Homme, a son
action sur son environnement et au mode de transmission des arbovirus.

Les hotes vertébrés et non-vertébrés (réservoirs et vecteurs) connaissent une
dispersion géographique importante en raison des changements environnementaux
majeurs auxquels nous faisons face (climat, biodiversité, etc.) et de l'intensification des
échanges internationaux. Pour exemple, le moustique tigre est apparu en France en
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2004 et connait depuis une expansion sur le territoire. Les estimations prédisent que
pour 2050, la moitié de la population mondiale vivra dans des environnements
tropicaux, ce qui peut favoriser également la ré-émergence de ces virus [6].

L'urbanisation, I'augmentation de la densité de population entrainent un
déplacement sur des zones [6] « sauvages » qui étaient auparavant le sanctuaire des
arthropodes. Cela modifie les écosystemes. Il y a une transition d'écosystéme sauvage
a un écosysteme urbanisé. L'Homme s'expose et expose également les animaux
domestiques, a de nouveaux arthropodes [6].

1.2.2.3. Les risques

L'émergence des virus des encéphalites équines exotiques en Europe constitue
un risque majeur préoccupant en santé humaine et animale. Pour exemple, JEV circule
depuis 2000 en Russie orientale. Ces virus pourraient étre a l'origine de graves
épidémies, chez le cheval et chez 'Homme. En effet, ces pathogéenes étant absents, les
systemes immunitaires sont naifs. Dans le cas des virus des encéphalites équines
exotiques, le risque est plus grand. VEEV est facilement transmissible par les aérosols
et 'Homme et le cheval infectés peuvent transmettre le virus, alors que pour la majorité
des autres arbovirus neurotropes, ils sont dits « cul de sac épidémiologique ». Ces virus
semblent également s'adapter facilement a un nouveau vecteur et plusieurs genres de
moustiques sont décrits comme vecteurs potentiels [4].

Les génomes a ARN de ces virus sont sujets aux mutations ce qui favorisent
I'apparition de nouvelles souches. Il n'y a pas de systeme de correction des erreurs.
WNYV est un bon exemple, les suivis montrent souvent une corrélation entre nouvelle
épidémie et apparition ou introduction d’'une nouvelle souche.

Les moustiques sont difficiles a maitriser. L'analyse de suivi de la circulation des
moustiques sur le territoire francais et ailleurs dans le monde le montre. Les zones
d'extension/distribution de ces vecteurs du virus West-Nile et d'autres arbovirus
neurotropes sont difficilement prévisibles. La France était colonisée quasi-entierement
par le genre Culex. En 2004, le moustique tigre Aedes albopictus est introduit en Alpes-
Maritimes, depuis 67 départements sur 96 sont colonisés. Les mesures préventives et
curatives pour limiter leur nombre ne suffisent pas pour contenir les populations de
moustiques.

1.3. La clinique

Les encéphalites virales équines ont un tableau clinique assez proche. Elles
induisent généralement une encéphalite ou une myélo-encéphalite. Il s'agit d'une
inflammation du systéme nerveux central (cortex, tronc cérébral et cervelet) et/ou de
la moelle épiniere. Les animaux infectés peuvent manifester des changements
comportementaux, des déficits d'équilibre, de posture et de démarche.

L'appréciation des signes cliniques par les vétérinaires spécialisés en clinique
équine reste un exercice ardu. Les examens neurologiques accompagnés des différents
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tests de réflexes, postures et mouvements, sont essentiels pour évaluer la progression
de la maladie, poser un pronostic et proposer des options thérapeutiques.

Ainsi, la figure 2 présente le tableau clinique dans le cas d'une infection par le
virus West-Nile. Chez le cheval, la phase d'incubation est de 2 a 15 jours. Bien qu'une
majorité de chevaux développent une forme asymptomatique de la maladie (70-80 %
des cas), 20 a 30 % développeront un état fébrile voire une forme neuro-invasive pour
1a 10 % des cas. L'issue sera alors, dans 20 a 57 % des cas, la mort de I'animal, ou une
convalescence longue, pouvant présenter des séquelles neurologiques graves.

Les chevaux sont considérés comme «sentinelles» de Iinfection et
permettraient de détecter une circulation précoce du virus avant l'apparition des
premiers cas humains d'infection.

.‘v“‘ y i .', 4 H .
. \ Fiévre y yperthermie,
20-30% - WNV baisse de I'état général
-7 -’_ _’— - —E phali - S?g;es-« :n:ép-halitiques » : dépression ;
1-10% des cas déclarés  EN¢ WN\l;te hyperexcitabilité ; tremblements musculaires...
- signes « myélitiques » : ataxie ; paralysie...
Mort dans 20-57% Graves séquelles neurologiques

Figure 2 : Signes cliniques associés a une infection par le virus West-Nile

Chez 'homme, la phase d'incubation peut durer jusqu'a 14 jours. Comme pour
le cheval, les formes asymptomatiques et bénignes représentent respectivement 80 et
20 % des cas. En revanche, les formes neuroinvasives représentent moins de 1% des
cas et touchent principalement les personnes agées avec un taux de mortalité faible (<
10 %).

Dans ce contexte, quels sont les outils de prévention et de diagnostic a
disposition ?
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1.4. La prévention et les traitements

1.4.1. Le diagnostic

Les signes cliniques et les symptomes sont multiples mais souvent communs
aux différentes encéphalites virales équines. Il est donc difficile pour le vétérinaire de
poser un diagnostic définitif, a la suite de I'examen clinique de I'animal. Seul, le
diagnostic différentiel de laboratoire permet de définir I'étiologie de la maladie. Les
méthodes utilisées sont divisées en deux groupes :

> les tests virologiques : ils consistent en la détection de I'ARN viral dans le sang,
le liquide céphalorachidien (LCR), I'urine ou les organes d'un individu, par RT-gPCR. Les
techniques moléculaires de diagnostic sont de plus en plus performantes et
spécifiques.

> les tests sérologiques: il s'agit des Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA), de la séroneutralisation par réduction des plages de lyse 90 % (PRNT90), des
immunomarquages fluorescents, de tests d'inhibition d’hémagglutination et des
immuno-essais sur microspheres (MIA).

1.4.2. La surveillance, les mesures préventives

La maladie induite par WNV est une maladie réglementée pour laquelle les cas
équins d'infection sont notifiés a la commission européenne depuis 2009. Chaque état
membre déploie un systeme de surveillance épidémiologique intégrant les
événements collectés dans les 4 compartiments (santé humaine, équine, aviaire et
entomologique) de la chaine de transmission du WNV [7]. En France, le volet équin de
surveillance est assuré majoritairement par le réseau d'épidémio-surveillance en
pathologie équine (RESPE), les vétérinaires indépendants et les propriétaires
sensibilisés a une éventuelle circulation du virus dans une zone géographique
considérée (pourtour méditérannéen). En Europe, I'European Centre for Disease
Prevention and Control (eCDC) centralise les cas rapportés par les états membres tous
les ans, pour les différents hotes via le systeme ADIS (Animal Disease Information
System).

Aux USA, le Center for Disease Control and prevention (CDC) assure via ArboNet
(National Arbovirus surveillance System), une surveillance par un recueil des données
sur la circulation du WNV.

La prophylaxie est actuellement le meilleur moyen de lutte contre les infections
WNV. Elle comprend :

> des mesures sont prises pour limiter le déplacement des moustiques. Ainsi,
depuis quelques années, les vols de passagers entre certaines zones géographiques
font I'objet d'un traitement par aérosol en cabine avant le départ. Les déplacements de
chevaux, a partir de zones a risques sont également réglementés. Les oiseaux
migrateurs potentiellement réservoirs du WNV font I'objet d'une surveillance pour
tracer les couloirs migratoires.
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>une lutte anti-vectorielle qui consiste a limiter les eaux stagnantes et a
démoustiquer les zones sensibles afin d'éliminer a la fois les moustiques adultes et les
larves.

>des campagnes de sensibilisation pour promouvoir une protection individuelle
anti-moustique : se prémunir des piqures de moustiques, intégrer des bonnes
pratiques pour limiter I'implantation et la prolifération des moustiques dans son
environnement. La filiere équine recoit également des consignes pour limiter
I'exposition des chevaux aux moustiques.

>La vaccination des chevaux est un moyen de prévention efficace mais elle est
non obligatoire. Aussi, compte-tenu de son co(t, elle n'est pas systématique méme
dans la zone de circulation des virus.

1.4.3. Les vaccins

Des vaccins dirigés contre des arbovirus responsables d’encéphalites virales
sont disponibles. Ainsi, un vaccin anti JEV est disponible pour le cheval et 'Homme.
Aux USA, deux vaccins anti VEEV sont proposés pour les chevaux et les personnes
exposées (Tableau 1). En revanche, il n'y pas de vaccin contre WEEV et EEEV. Des
recherches sont en cours pour pallier ce manque.

En ce qui concerne le virus West Nile, trois vaccins disposent d'une autorisation
de mise sur le marché européen (AMM) et sont disponibles uniquement pour les
équides.

>Un vaccin basé sur la souche WNV-VM2 inactivée avec adjuvant (EQUIP WNV®,
auparavant Duvaxyn WNV®, Fort Dodge Animal Health/Pfizer).
* Schéma : 2 injections a 3-5 semaines d'intervalle sur chevaux d'age > 6 mois ; Rappel
annuel ; Autorisation : 11/2008.

>Un vaccin recombinant ou vaccin chimérique avec adjuvant, basé sur un virus
canarypox exprimant les protéines de surface prM et E du WNV (PROTEQ WEST NILE®
en Europe, Recombitek West Nile® aux USA, Merial/ Boehringer Ingelheim).
* Schéma : 2 injections a 4-6 semaines d'intervalle sur chevaux d'age > 5 mois ; Rappel
annuel ; Autorisation : 08/2011.

>Un autre vaccin recombinant basé sur une chimere du virus de la fievre jaune
souche vaccinale 17D exprimant les protéines prM et E du WNV (PreveNile®
Intervet/MSD Animal Health) a été utilisé puis retiré du marché en raison de problemes
a la suite de cette vaccination [8]. Ce vaccin chimérique a été remplacé par une forme
inactivée.

* Schéma : 2 injections a 3-5 semaines d'intervalle sur chevaux d'age > 6 mois ; Rappel
annuel ; Autorisation : 06/2013.

>Un vaccin a ADN contenant des adjuvants, le West Nile-Innovator DNA® (Fort
Dodge Animal Health/Pfizer, Zoetis) est uniquement disponible aux USA.

Contrairement aux USA, ou le virus circule sur tout le territoire, les vaccins sont
peu utilisés en Europe, en effet, les épizooties (localisation ampleur) de WNV y sont

23



difficilement prédictibles et la mise en place d'une immunité protectrice est longue
(supérieure a 6 semaines).

Aucun vaccin n'est actuellement disponible en santé humaine. Compte tenu de
la ré-émergence du virus West-Nile et du risque zoonotique qu'il représente, les
recherches de nouveaux vaccins sont en cours. Trois vaccins, destinés a 'homme et aux
chevaux sont actuellement en essais cliniques de phase III [9].

Si la vaccination n'est pas pour le moment la meilleure option en prévention
contre les encéphalites virales équines, quelles sont alors les approches thérapeutiques
envisageables ?

1.4.4. Les traitements

Actuellement, il n'y a pas de traitement efficace et spécifique pour traiter les
différentes encéphalites virales équines. L'approche vise a traiter les symptOmes,
uniquement.

En cas de troubles neurologiques, les chevaux sont isolés, dans un local
calme et semi-éclairé pour éviter qu'ils ne se blessent. Un traitement
symptomatique est alors administré. Il consiste en une fluidothérapie associée a
des anti-inflammatoires, des vitamines (vit.C et vit.B1) associés a des tranquillisants
afin d'atténuer les symptomes.

Nous ne disposons pas actuellement de molécules antivirales spécifiques et
efficaces permettant de traiter l'infection par WNV. Plusieurs essais ont été
entrepris, avec de la ribavirine, mais son effet reste mitigé [10]. D'autres molécules
ont été évaluées telles que l'acide mycophénolique ou l'interféron alpha sans
résultat concluant [11].

1.5. Le contexte actuel

Actuellement en Europe deux virus zoonotiques, responsables d'encéphalites
sont soumis a la loi de santé animale entrée en vigueur le 21 avril 2021. 1l s'agit du virus
de la rage qui a été éradiqué sur une majorité du territoire depuis 2001, excepté en
Europe de I'Est : Pologne (Rapport de I'eCDC-2021 : The European Union One Health
2021 Zoonoses Report). La rage est une maladie soumise a une surveillance obligatoire
devant étre contrOlée par tous les Etats membres, soumise a éradication obligatoire et
a restriction de mouvements entre Etats membres. Le virus West-Nile, virus
continuellement ré-émergent en Europe est le second. Les cas d'infection équins,
humains et aviaires recensés par chacun des états membres sont notifiés a la
commission européenne via le systeme ADIS (Animal Disease Information System). Le
virus West-Nile est endémique dans de nombreux pays. Il a connu ces dernieres années
une extension de sa distribution géographique en atteignant I'Europe du Nord avec
des premiers cas aviaires et équins mis en évidence en Allemagne en 2018 [12] et au
Pays-Bas en 2020 [13]. Il reste a 'origine d'épidémies récurrentes, dont l'intensité est
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imprévisible. Certaines souches de virus West-Nile sont virulentes et ont une
pathogénicité plus ou moins élevée chez I'h6te humain et/ou équin et/ou aviaire.

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes particulierement intéressés au
WNV, un virus zoonotique d'intérét en santé publique et vétérinaire pour lequel il est
difficile d'anticiper la réémergence et pour lequel il n'existe pas de traitement efficace
chez 'hnomme et le cheval. Il est donc essentiel de concentrer les efforts sur le
développement de moyens de lutte et de traitements antiviraux efficaces.

2. Le Virus West-Nile (WNV)

Le virus West-Nile a été isolé en 1937, dans le district de West-Nile en Ouganda
[14] dans le sang d'une femme présentant un état fébrile.

2.1. La classification

La famille Flaviviridae comprend 4 genres : Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus et
Pegivirus (Figure 3). Ce sont des virus a ARN simple brin (9-13kb), de polarité positive,
enveloppés et a capside icosaédrique. Les particules virales ont une taille de 40 a 60
nm de diametre.

Le genre Flavivirus comprend plus de 70 virus qui sont majoritairement des
Arbovirus transmis par les moustiques et les tiques. Le nom Flavivirus a une origine
latine du nom flavus, "yellow” jaune. Elle vient historiquement de la mise en évidence
par Walter Reed du premier virus transmissible a 'homme ayant pour vecteur le
moustique : le virus de la fievre jaune (YFV).
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Figure 3 : Arbre phylogénique des Flaviviridae (Francois PIUMI 2022-UMR Viro) (GGTREE version 3.6.2 package R)
Source des données : https://ictv.global/report/chapter/flaviviridae/flaviviridae/resources

Le virus West-Nile est subdivisé en 9 lignées en fonction de sa biologie, son
évolution, sa localisation géographique et de sa pathogénicité [9]. L'arbre

phylogénétique (Figure 4) réalisé a partir des données extraites de la revue de Rizzoli
et al. 2015 [15] présente ces 9 lignées.

Les lignées 1 et 2 sont les plus répandues, les plus virulentes et responsables,

chez I'Homme et le cheval d'épidémies parfois séveres avec des formes neuroinvasives.

> La lignée 1 se découpe en 3 «clades » : la clade 1a qui inclut des isolats
d’'Europe, d'Afrique, des USA et du Moyen Orient, la clade 1b qui correspond a la
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souche endémique : KUNJIN (Australie) et la clade 1c, recemment reclassifiée en lignée
5 avec des souches spécifiques a I'Inde.

> La lignée 2 a longtemps été restreinte a I'Afrique sub-saharienne et
considérée comme moins pathogéene. En 2004, la lignée 2 a émergé en Russie et en
Hongrie avec |'apparition de souches neurotropes pathogenes pour 'Homme et le
cheval. Elle a progressivement gagné I'Europe de I'Ouest dont la France en 2018. [16]-
[20].

> Les lignées 3 et 4 regroupent des isolats d’Europe centrale. WNV Rabensburg
isolé de moustiques Culex pipiens et Aedes rossicus en République Tcheque en 1997
constitue la seule souche de WNV lignée 3. La lignée 4 est localisée en Espagne et en
Autriche.

> La lignée 6 comprend une seule souche de WNV, tres proche des souches de
lignée 4. Elle diverge par une séquence de la NS5. Elle est localisée en Espagne.

> La lignée 7 est présente au Sénégal et en Somalie. Elle est treés neurovirulente
pour les souris [21]. Au Sénégal, il y a trés peu d'infections symptomatiques a WNV.
Cependant 80% de la population, ainsi que les chevaux et les oiseaux présentent des
anticorps. La lignée 8 est également présente au Sénégal.

> La lignée 9 serait proposée pour une souche isolée en Autriche [22].

Actuellement, les épidémies avec des formes neuroinvasives en Europe sont
principalement dues a des souches de WNV de lignée 2, issues d'une souche
neurovirulente identifiée en Afrique [18], [23].

En dehors des lignées 1 et 2, I'aire de distribution des autres lignées reste
localisée géographiquement. Il ne faut cependant pas écarter une possible adaptation
a de nouveaux vecteurs ou une adaptation de ces autres lignées a un nouvel
environnement.
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Figure 4 : Arbre phylogénique de virus West-Nile (Francois PIUMI 2022-UMR) (GGTREE version 3.6.2 package R)
Source des données : https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/1560-7917.ES2015.20.20.21135

2.2. La structure du WNV

La particule virale mature du virus West-Nile mesure environ 50 nm (Figure 5).
Sa capside icosaédrique est entourée d'une enveloppe composée essentiellement
d'une bicouche lipidique et expose a sa surface, la glycoprotéine E (Figure 7, 8A et 8B).

Figure 5 : Modélisation structurale de
I'organisation de la protéine E a la surface des
virions. Une particule de Flavivirus mature contient
90 dimeres de protéines E organisés avec une
symétrie icosahédrale T=3. Domaine DI = rouge,

, domaine DIII = bleu. Les
principaux épitopes du domaine DIII inducteurs
d'anticorps neutralisant sont représentés en violet.
D’aprées (Diamond et a/, 2008). [25]
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2.2.1. L'Organisation génomique

Le virus West Nile possede un génome a ARN de polarité positive de 11kb,
codant pour une polyprotéine. L'ARN viral est traduit en une polyprotéine qui est clivée
pendant et apres la traduction par des protéases virales et cellulaires en 3 protéines de
structure (C, prM/M et E) et 7 protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B et NS5) (Figure 6). Les clivages C/prM, prM/E, E/NS1, NS4A/NS4B [26], [27] et
NS1/NS2A sont réalisés par des protéases cellulaires.

(m7GpppAmG)

Ejuﬁmﬂw' " E +M* = NS3 'm' = ' ?ﬂﬁﬂjﬂt

* t nsaat ~ ;
5'NCR NS3 NS5 4 3'NCR
ﬁ) Polymerase

Protease
)"\—" N p S J
- AT KK BeSEisevREREE BEessessEEsEE el
b L0 ) . Buseiiaenaniesd
NS4A NS4B

| Y Golgi protease ¥ NS3 protease ¥ Signal peptidase

protéines non-structurales

protéines
structurales

Figure 6 : Génome du WNV. Adaptée (Pierson et a/. 2020) [24] ; Polyprotéine traduite au niveau du RE, les
sites de clivage sont indiqués par des fleches : rouge : protéase cellulaire, vert : NS3 protéase, noir : peptide
signal. Adapté de Pierson et a/. 2020.

Son génome est flanqué de 2 extrémités non codantes ou NCR (Non Coding
Region) conservées : une coiffe (TmGpppAmMG) a son extrémité 5' et une extrémité 3’
non polyadénylée. Ces structures secondaires en épingle a cheveux sont indispensables
(Figure 6) pour les étapes de la réplication, la transcription, la traduction et
I'empaquetage de I'’ARN viral.

Les extrémités 5' et 3' du génome viral interagissent pour prendre une forme
circulaire, essentielle pour la réplication [28], [29].

La région 5" : Non Coding Region (NCR) de 96 nucléotides protége I'ARNm viral
de la dégradation par des ARN exonucléases cellulaires. Cette coiffe sert d'ancrage
pour initier la traduction de I'’ARN viral [30], [31].

L'extrémité 3’ (NCR) de 632 nucléotides est caractérisée par une structure en
épingle a cheveux. Elle est hautement conservée chez les Flavivirus. Elle sert de
promoteur a la synthese du brin ARN(+) [32]-[34].
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2.2.2. Les protéines structurales

Les protéines structurales sont nécessaires pour I'encapsidation du génome viral
par la protéine C, mais aussi pour les interactions et la fusion avec la cellule cible
(protéines E et M) [35]-[37]. Les protéines de surface sont immunogenes et peuvent
donc stimuler la réponse immunitaire de la cellule-hote.

La protéine C ou Core

Cette protéine de 11kDa entre dans la composition de la capside virale. Elle joue
un role important dans la réplication et dans I'encapsidation. Elle abrite le matériel
génétique pour former ainsi la nucléocapside.

La protéine E

La glycoprotéine E d'enveloppe de 50-55kDa joue un réle important dans
I'assemblage de la particule. La glycoprotéine E protege les autres composants du virus
et maintient l'intégrité de I'enveloppe. Elle est fortement impliquée dans la
reconnaissance et la fixation aux récepteurs ainsi que dans la fusion a la membrane
plasmique dans I'endosome [38]-[40].
La glycoprotéine E est trés conservée chez les Flavivirus. Elle est constituée d'une partie
soluble (sE : forme soluble de E) composée de 3 domaines structuraux indépendants :
E-DI, E-DII et E-DIII, séparés par des boucles flexibles. Cette structure forme
I'ectodomaine ou E-DI est le domaine central qui sert de connexion entre DII et DIII. E-
DI assure également via des "tiges d'ancrage” (ou "stem-anchor") (Figure 7), la liaison
a la membrane virale. Les glycoprotéines E sont organisées sous forme d’'homodimeres
antiparallele a la surface des virions matures.
Le E-DII est impliqué dans la formation et la stabilisation du dimere. De plus, il contient
le peptide de fusion hydrophobe, impliqué dans la fusion membranaire entre le virus
et I'endosome de la cellule hote [39], [41].
Le E-DIII forme, quant a lui, une structure compacte en feuillets B présentant un
repliement similaire aux immunoglobulines. Il contient les motifs de fixation aux
récepteurs cellulaires [39], [41]-[43].

Figure 7 : Les protéines E des Flavivirus sont des
structures allongées a trois domaines, attachées a la
membrane virale par une tige et deux domaines
transmembranaires antiparalléles. Les domaines de la
protéine E sont indiqués en rouge, jaune et bleu (DI-1II,
respectivement). La protéine M, également attachée a la

est représentée en violet. (Pierson et a/. 2020) stem
Viral membrane =stem-anchor [24]

E-stem- E-TM M-TM

------------------- membrane virale par deux domaines transmembranaires,
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La glycoprotéine M

La protéine M et son précurseur de 26kDa, prM sont respectivement ancrés dans
la membrane virale de la particule mature et immatures. Ces deux formes sont
essentiellement impliquées dans le changement et le maintien de la conformation de
la protéine d’'enveloppe E. La forme prM, en interagissant avec la protéine E, participe
au repliement correct de celle-ci [44], [45]. La principale fonction de prM est de prévenir
le réarrangement pH-dépendant de la protéine E. Ainsi, le peptide de fusion porté par
E reste camouflé, lors du transport des particules immatures. Un clivage furine-
dépendant de prM en deux fragments, pr et M, dans le réseau trans-Golgi, induit la
conversion des particules immatures en particules matures infectieuses [41], [46]. A la
suite du clivage, les hétérodimeres prM-E se dissocient. Le fragment pr est relargué et
des homodimeres de protéines E se forment. La surface du virion prend une apparence
« lisse » et les peptides de fusion sont exposés (Figure 8A et 8B).

A

*,
/-‘;a

&
23

Figure 8A et 8B : Représentation en coupe, d'une particule du WNV immature
et mature. D'aprées (Pierson et al. 2020) [24]

2.2.3. Les protéines non structurales

Les protéines non structurales sont absentes du virion mature. Elles sont
impliquées dans la réplication virale, I'assemblage des particules et I'évasion a la
réponse antivirale de I'hote [37], [47].

La NS1

NS1 est une glycoprotéine de 46-55kDa. Elle existe sous 3 formes
conformationnelles associées chacune a une localisation. Elle se présente sous forme
d'un homodimere au niveau des membranes du réticulum endoplasmique (RE) (mNS1).
Elle sert a recruter et a ancrer les facteurs cellulaires et viraux pour la réplication de
I'’ARN viral (Figure 9). Elle favorise |'attachement du virus au réticulum endoplasmique
et assure la stabilité du virus dans la cellule hote pendant sa maturation. La cellule
sécrete une forme soluble hexamerique de NS1 ou sNS1, qui est retrouvée dans la
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circulation sanguine des personnes infectées. Elle est détectée t6t, avant les premiers
signes cliniques et permet de poser le diagnostic [9] . Cette forme va se fixer sur
d'autres cellules, infectées ou pas. La forme extracellulaire est impliquée dans les
mécanismes de régulation et d'évasion au systeme immunitaire inné par action sur le
complément et sur TLR3 (Toll-Like-Receptor 3). Une forme NS1’ secrétée, plus longue
que la protéine NS1 de 52 acides aminés (52kDa) est mise en évidence, elle serait due
a un clivage particulier sur un site alternatif dans NS2A. Cette forme serait impliquée
dans la neurovirulence [48]-[50]. NS1 est absente du virion mature.

cyloplasm

VP

NS

ER lumen

Figure 9 : Complexe réplicatif des Flavivirus (Muller et Young 2013) [51] HF : Facteur cellulaire

La NS2

NS2A est une protéine hydrophobe membranaire de 22kDa, impliquée dans
I'assemblage des particules virales [52], [53]. Elle est aussi intégrée dans les complexes
de réplication par interaction avec les protéines virales NS3 et NS5, ainsi qu'avec la
région 3' NCR de I'’ARN viral [54]. Cette localisation met en avant une participation de
NS2A dans la coordination entre la réplication de I’ARN viral et son incorporation dans
la nucléocapside [28] . Un réle inhibiteur de la réponse interféron de type I de NS2A a
été mis en évidence, ainsi qu'une implication dans I'apoptose induite au cours de
I'infection virale [55], [56].

NS2B est une petite protéine de 14kDa associée aux membranes du RE, au
niveau des complexes de réplication. Elle est impliquée dans le recrutement des autres
protéines virales [57]. NS2B se lie a NS3 et permet son ancrage au RE. Elle agit alors
comme un co-facteur de NS3 dans sa fonction protéasique. Le complexe NS2B/NS3
permet l'activation de la protéase virale NS3Pro [58], [59]. NS2 est trés conservée chez
les Flavivirus.
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La NS3

NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70kDa impliquée dans la réplication
et le clivage de la polyprotéine. Au niveau de sa région N-terminale, NS3 porte un
domaine d'activité sérine protéase NS3Pro. NS3Pro est responsable du clivage
protéolytique des jonctions NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A et NS4B/NS5 [60].
Cette fonction de NS3 est également impliquée dans la maturation des protéines C et
NS4A [61], [62]. En région C-terminale, on retrouve des domaines a activité
enzymatique. Une ARN hélicase (NS3Hel), impliquée dans le déroulement de I'ARN
viral, lors de sa réplication. Deux domaines impliqués dans le capping de I’ARN viral en
5": une 5’ARN triphosphatase (NS3RTPase) qui permet la déphosphorylation de la
partie 5" de I’ARN viral lors de la transcription, pour I'ajout de la coiffe [63] et une
nucléoside triphosphatase (NS3NTPase) [64]-[66].

La NS3 du WNV contribue a l'induction d'une mort cellulaire par apoptose via
I'activation de la caspase 8 [67]. Elle contribue aux effets cytopathiques produits au
cours de l'infection par le virus. NS3 est une cible pour les antiviraux [68] compte tenu
de son implication dans la pathogénése et dans le cycle viral.

La NS4

NS4A et NS4B sont des petites protéines hydrophobes de 16 et 27 kDa,
séparées par le peptide 2K. NS4A est localisée au sein des complexes de réplication
[54], ce qui suggere un rble dans la réplication de I'’ARN. NS4A interagirait avec NS3
dans l'activité NS3NTPase. Une interaction NS1-NS4A est observée lors de la synthese
de I'ARN viral. Le clivage NS4A/2K/NS4B est nécessaire pour linduction des
réarrangements des membranes cytoplasmiques (formation de vésicules pour la
réplication) par NS4A [69], [70]. Le peptide 2K sert de séquence signal pour la
translocation de NS4B dans la lumiere du RE [61]. Le clivage a la jonction 2K/NS4B est
assuré par NS2B/NS3pro, en amont d'un peptide signal du domaine transmembranaire
2K [61]. Le role du peptide K2 est encore mal connu, il serait impliqué dans la synthese
de I'’ARN viral ou dans un mécanisme d’évasion a la réponse immunitaire de I'hote. En
effet, lors de I'étude de I'effet antiviral de la lycorine, un inhibiteur de la réplication de
I’ARN des Flavivirus, une substitution sur un acide aminé de ce peptide induit une
résistance a la lycorine [71]. NS4B fait également partie du complexe de réplication viral
[72].

La NS5

NS5 est la plus grosse protéine du WNV d'un poids moléculaire de 103 kDa.
C'est une protéine hautement conservée au sein du genre Flavivirus [73]. NS5 a deux
domaines d'activités :

- Un domaine méthyltransférase (NS5MTase), en N-terminal avec une double
activité méthyltransférase : (Quanine-N7)-méthyltransférase (N7MTase) et (nucleoside-
2'-0)-méthyltransférase (2’0OMTase) qui est impliqué dans l'ajout de la coiffe en 5’ de
I’ARN viral [73]-[75].
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- Un domaine ARN-dépendent ARN polymérase (NS5RdRp), en C-terminal qui
assure la réplication du génome viral au sein d'un complexe réplicatif (Figure 9) [76]-
[79].

NS5 participe a l'évasion a la réponse innée de I'hdéte en empéchant
I'accumulation de la forme phosphorylée de STAT1 (pY-STAT1) et en réprimant
I'expression des genes sous contrdle des interférons de type I IFN-a et B [80], [81].

.. . Fonction
Protéines virale - " N -
Cycleviral Réponseimmunitaire
(e Encapsidation del'ARN viral
Uncoating Activation del'apoptose et mort cellulaire
|E Attachement aux récepteurs cellulaires
lprM/M Assemblage des virions Fusion virus/ cellules héte

Protection des particulevirales
Fusion membranevirale /cellules héte

Réplication de I'ARN viral

NS1 Favorise |'attachement du virus sur le RE
Stabilité du virus Evasion immune - inhibition de I'activation du complément
INS2 A Réplication de I'ARNviral
Assemblage des virons Evasion immune - perturbation dela transcription IFN
|B Cofacteur de NS3 pour l'activité protéase

Réplication du virus etassemblage

INS3 Sérine protéase extremité Nterm NS3Pro
ARN hélicase extremité Cterm NS3Hel
INS4 A Réarrangement de la membrane virale
Inhibiteur de la réponse IFN-B et -a de I'h6te
|8 Réplication virale

cofacteur de NS3 pour I'activité hélicase Evasion immune
(Inhibiteur de la réponse IFN-B et -a de |'hote)

INSS Méthyltransférase NSS5MTase
ARN Polymérase ARN dépendante IFN-a et-B agoniste
NSS5RdRp Evasion immune

Tableau 3 : Récapitulatif des fonctions des protéines virales lors du cycle viral.

2.3. Le cycle viral

Le cycle viral du virus West-Nile (Figure 10) débute comme celui des autres
Flavivirus par une phase d'attachement de la protéine E sur un récepteur cellulaire.
Plusieurs récepteurs sont suggérés : les heparan sulphate (HS), les Hsps (Heat shock
proteins) 70 and 90, les CD14, CD4 [82], les DC-SIGN et DC-SIGNR, la protéine de liaison
a la laminine, I'intégrine avP3, les TIM et les TAM. Apres fusion, I'entrée de la particule
se fait par internalisation avec recrutement de clathrine pour former I'endosome.
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Dans le cytoplasme, une étape de fusion trés rapide (1 a 15 min) [83] entre la
membrane virale et la membrane de I'endosome s'opere. Ce mécanisme dépend du
pH, I'acidification provoque un réarrangement et un changement de conformation des
protéines E. Les peptides de fusion sont ainsi, exposés vers la membrane endosomale
pour permettre la fusion avec I'enveloppe du virus. La nucléocapside, puis I'’ARN viral
sont libérés dans le cytoplasme. Tres rapidement, I'ARN viral est désencapsidé et
adressé au réticulum endoplasmique.

La réplication a lieu en deux temps au niveau de la lumiere du réticulum
endoplasmique dans des vésicules (VP, vesicle packet) formées par I'invagination de la
membrane du RE. Dans un premier temps, I'’ARN viral sert d’ARNm pour la synthése
d'une polyprotéine. Cette polyprotéine est clivée par les protéases cellulaires et virales
(NS3Pro). A partir d'un certain taux de protéines non structurales synthétisées [68], la
deuxieme étape peut commencer. L'ARN viral ARN(+) prend une forme circulaire a
I'aide de ses extrémités non codantes 5’ et 3’ et la réplication par NS5RdRp de I'ARN(+)
en un ARN(-) peut débuter. Celui-ci sert ensuite de matrice a la synthese de 'ARN(+).
Il s'agit des génomes des futures particules virales.

La formation des nouvelles particules peut ainsi débuter dans des vésicules. La
nucléocapside va bourgeonner avec le RE pour acquérir la glycoprotéine d'enveloppe
prM-E. La particule virale immature avec un aspect hérissé, va en passant dans l'appareil
de Golgi devenir mature et prendre un aspect lisse. La maturation comporte 2 étapes :
Yune baisse de pH induit un changement de conformation de prM-E puis #le clivage
du PrM en M et pr sous l'action d'une furine cellulaire. La particule virale est alors
libérée de la cellule par exocytose [38].
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Figure 10 : Cycle de réplication du WNV. Adapté de Pierson et a/. 2020 [24]
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Le cholestérol joue également un role important dans le cycle viral du WNV et
des autres Flavivirus. 1l intervient aux différentes étapes du cycle viral de I'entrée du
virus a sa libération [84]. Les lipides et principalement le cholestérol sont recrutés pour
former des radeaux lipidiques pour exposer les récepteurs, au niveau du site
d'attachement. Les complexes réplicatifs sont des microdomaines riches en cholestérol
[85]. Les lipides et surtout le cholestérol sont des composants importants dans la
membrane des nouveaux virions, ils sont d'origine cellulaire. Nous détaillerons ces
points plus loin.




2.4. Le cycle de transmission

Le virus West-Nile est maintenu et amplifié dans un cycle de transmission
enzootique de type : oiseau-moustique-oiseau (Figure 11). Les moustiques du genre
Culex sont les principaux vecteurs [60]. Les mammiferes (une trentaine d'especes
identifiées), qualifiés d’hotes accidentels, peuvent également étre infectés mais sont
considérés comme cul-de-sac épidémiologiques. Seuls I'Homme et le cheval

développeront des symptomes.
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Figure 11 : Cycle de transmission enzootique du virus West-Nile

La période de transmission de WNV est dite « saisonniere » et correspond a la
période d'activité des moustiques qui s'étend de juin a octobre. En dehors de la période
d'activité du vecteur, les mécanismes de la persistance du virus restent mal connus.

Dans l'avifaune, plus de 326 espéces d'oiseaux sont décrites comme especes
réservoirs compétentes du virus [60]. WNV induit cependant majoritairement des
infections subcliniques dans I'avifaune européenne, alors qu'un taux de mortalité élevé
est constaté dans I'avifaune en Amérique du Nord. Les raisons de ces différences sont
peu comprises.

2.5. L'épidémiologie

Le virus West-Nile a été découvert en 1937 en Ouganda. Il est resté longtemps
tres discret avec peu de foyers répertoriés. Les premieres épidémies sporadiques et
modérées dues au virus West-Nile débuterent dans les années 1950 comme celles en
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Egypte en 1950, en Israél en 1951, puis en Afrique dans les années 1970-1980. Le virus
émergea en France, en 1962 le long du pourtour méditerranéen, en Camargue
(départements 30, 34 et 83). L'infection fut diagnostiquée pour 80 chevaux atteints de
troubles neurologiques avec un taux de mortalité élevé d’environ 30%.

Apres 30 ans d'absence, le virus a ré-émergé en France en 2000, toujours en
Camargue avec un foyer de 76 cas équins confirmés et une issue fatale pour 28% des
cas. A partir du milieu des années 1990, le nombre d'épizooties recensées en Europe
fut plus important, avec des infections plus séveres visibles en milieu urbain, dans des
territoires ou le virus circulait déja tels qu’en Europe de I'Ouest, Europe de I'Est et en
Afrique du Nord. Ainsi, en 1996, une épidémie au Maroc toucha 96 chevaux présentant
tous des troubles neurologiques avec un taux de mortalité s'élevant a 44% ; et un cas
humain d’infection avec une issue fatale [86]. En Israél en 1998 et 2000, des cas équins
(18 cas) et humains (400 cas) d'infection neuroinvasive sont décrits [86], tout comme
en Italie pour 14 équidés dont environ la moitié ont survécu.

A la méme époque, en 1999, le virus West-Nile a émergé aux Etats-Unis, a New-
York [87]. L'origine de son introduction reste encore inconnue [88]. L'épidémie se
manifesta par de nombreux cas d'encéphalites dans l'avifaune, dans la population
équine et chez 'Homme. L'analyse phylogénétique révéla une souche présentant
99.8% d'homologie avec la souche Israél 98 (lignée 1). En trois ans, le virus se propagea
tres rapidement sur I'ensemble du territoire. Le virus West-Nile est ainsi devenu
endémique en moins de 10 ans dans ce pays.

La propagation sur I'ensemble du continent Américain fut également rapide
avec une détection de celui-ci au Canada, au Mexique et dans les Caraibes dans les
années 2000 [89].

La dissémination de WNV lignée 1 en Amérique et son caractere
neuropathogene pour I'avifaune et les équidés sont opposés a la pathobiologie des
souches WNV lignée 1 circulant en Europe, peu neuroinvasives et rarement |étales pour
I"avifaune. Ainsi en 2020, un total de 52 532 cas humains d'infection WNV dont 25 849
formes neuroinvasives étaient déclarés aux USA (9% de mortalité).
https://www.cdc.gov/westnile/statsmaps/finalmapsdata/index.html. Chez les équidés,
la surveillance est assurée par |'Animal and Plant Health Inspection Service
(département de I'agriculture). La figure 12 présente le nombre de cas équins notifiés
de 1999 a 2022.
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Nombre de cas équins aux USA (Cumul annuel) de 1999 a 2022
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Figure 12 : Nombre de cas équins aux USA de 1999 a 2022

L'épidémiologie connue de WNV lignée 1 en Europe fut bouleversée a la suite
de I'émergence de WNV lignée 2 en Hongrie en 2004. Cette nouvelle lignée se
dissémina en Europe Centrale et de |'Est puis en Europe de |'Ouest, jusqu'a atteindre la
France, I'Allemagne en 2018 et les Pays-Bas en 2020 [9], [37]. L'année 2018 fut en
Europe, une année exceptionnelle de transmission de WNV. Un nombre de cas humains
(N=2083) supérieur au nombre de cas comptabilisés en cumulant les données de 2010
a 2017 (N=1832) [90], [91] a été comptabilisé. Plusieurs hypotheses ont été émises :
YI'évolution des souches sous pression des facteurs environnementaux. Ainsi, le suivi
sur plusieurs années montre que les rebonds des épidémies correspondraient a
I'introduction d'une nouvelle souche et la diminution du nombre de cas refleterait
I'adaptation des souches a leur environnement. [91], “une circulation accrue de
moustiques, ¥le déplacement des oiseaux et notamment pour certains, leur migration
longues distances expliquant ainsi I'introduction de WNV en Europe depuis le berceau
africain et la propagation sur le continent américain [92]-[94].

En 2022, I'Europe a de nouveau fait face a une saison de transmission intense
de WNV notamment en Italie (586 cas humains déclarés sur un total de 965 pour
I'ensemble des états membres). Ceci serait di a la ré-émergence de WNV-lignée 1
apres 8 ans d'absence [95], [96]. Dans la population équine, 94 foyers d'infection ont
été déclarés dont 44 en Italie et 8 en France. A noter également, I'émergence du WNV
dans le Sud-Ouest de la France en Gironde, une zone ou le virus n'avait jamais été
identifie.

L'épidémiologie du virus West-Nile en Europe est donc imprévisible et
bouleverse nos connaissances sur la circulation établie du virus. Un moyen, pour la
communauté scientifique, de se préparer a ces émergences ou ré-émergences est de
connaitre au mieux les déterminants moléculaires de virulence, la pathogénese des
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souches WNV chez ses différents hotes afin de développer des traitements efficaces en
ciblant le virus lui-méme ou I'h6te infecté.

2.6. La pathogenese

A la suite d'une piqlre de moustique infecté, une période d'incubation de 3 a
15 jours est observée selon les cas. Moins de 20% des infections s'expriment
cliniquement, généralement sous la forme d'un simple syndrome pseudo-grippal
(hyperthermie), plus rarement par une affection nerveuse du type méningo-
encéphalite.

Nous nous intéressons dans cette partie a leurs mécanismes sans oublier que la
maladie peut évoluer sous formes rénale, cardiaque, gastro-intestinale ou cutanée, plus
d’autres occasionnelles que nous n'aborderons pas.

2.6.1. L'infection périphérique

Au site de la piqlre du moustique infecté, le virus cible les kératinocytes et les
cellules dendritiques (DC), présentes dans la peau (cellules de Langherans). Transporté
par les DC, le virus gagne, via la circulation lymphatique, les ganglions lymphatiques et
les organes lymphoides périphériques tels que la rate [97] . Le virus va alors infecter les
macrophages et les neutrophiles, ce qui conduirait a I'établissement d'une virémie. Le
virus se réplique dans ces cellules et peut se propager a d'autres organes (rate, foie,
rein...) par le sang et le systeme lymphatique [98]. C'est la premiere phase dite
« précoce » de la maladie correspondant aux formes asymptomatiques et fébriles. Le
virus va en parallele, stimuler la réponse immunitaire innée, mais également parvenir a
échapper au systeme immunitaire.

2.6.2. L'infection du systeme nerveux central

2.6.2.1. L'entrée dans le SNC

La neuropathogénicité du virus repose sur trois critéres principaux. " la
capacité a générer une virémie suffisante et suffisamment longue [99], pour conduire
a une neuroinvasion. % La capacité de neuroinvasivité c'est-a-dire une prédisposition
du virus a entrer dans le systeme nerveux central (SNC). Ce tropisme particulier serait
associé a la protéine E d’enveloppe (domaine DIII) et notamment a une glycosylation
en position 154-156 (NYS). ¥ la capacité de neurovirulence, c'est-a-dire la capacité a se
répliquer et générer une progénie capable de se propager, d'infecter les cellules dans
le SNC et induire une neuropathologie [100].

La neurovirulence n'est pas uniquement liée a cette glycosylation. Cela a été
démontré en analysant les séquences des souches hautement et moins neuro-invasives
de la lignée 1 [42], [101]. Certaines souches glycosylées (NYS) ne sont pas reconnues
comme neuroinvasives sur souris lors d'études comparatives. Pour la lignée 2, si cette
glycosylation est présente, elle n'est pas toujours associée a la capacité de
neuroinvasion [23]. Pour les souches de lignée 2, la différence de neurovirulence serait
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due a des mutations dans les protéines non structurales, impliquées dans les
mécanismes de réplication et de clivage des protéines [21].

Le mécanisme d’entrée dans le SNC n’est pas clairement défini et plusieurs

hypotheses sont avancées et présentées (Figure 13).

>1 Une premiére voie d'entrée pour le virus serait par le systéme nerveux
périphérique. Le virus suivrait un transport axonal rétrograde ou antérograde depuis
des nerfs périphériques infectés (nerfs moteurs ou sensitifs) remontant par la moelle
épiniere [102], [103]. Le virus infecterait les nerfs et se propagerait par transmission
postsynaptique au nerf suivant. Ce mécanisme pourrait conduire a la nécrose des nerfs
en cas de fortes infections. Une autre hypothese avancée correspondrait au tropisme
de WNYV pour le nerf olfactif, il atteindrait ainsi le SNC par le bulbe olfactif.

>2 Une deuxieme voie d'entrée serait par la circulation sanguine. Plusieurs
options sont proposées et tiennent compte du fait que le virus est présent sous forme
de particules libres ou dans des leucocytes infectés :

I- L’entrée en mode « cheval de Troie »

Elle s'applique aux particules virales internalisées dans les cellules infectées du
systeme immunitaire : les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques. En
effet, ces cellules traversent naturellement la BHE. Les cellules endothéliales vasculaires
cérébrales infectées expriment des molécules d'adhésion : vascular cell adhesion
molecule (VCAM-1) et E-Selectin connues pour favoriser le mécanisme d'entrée par
infiltration des leucocytes. Les leucocytes infectés traverseraient ainsi la BHE et
entreraient dans le SNC [104]. Cette voie serait plus une voie secondaire, consécutive
a une infection systémique par le virus ou un autre pathogene.

II- Le virus entre a la suite de la perméabilisation de la barriere hémato-
encéphalique (BHE).

Le virus West-Nile induit une réponse inflammatoire des cellules endothéliales
vasculaires cérébrales avec expression des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12,
TNF-a) et d'inhibiteurs de la migration des macrophages MIF [9]. Ces cytokines
induisent la production de métalloproteinases (MMPs). Ces MMPs vont induire la
perméabilisation de la BHE de facon transitoire ou non, facilitant alors I'entrée des
leucocytes infectés.

En paralléle, les cellules endothéliales expriment des interférons de type I: IFN-
a et B décrits pour avoir, un effet protecteur sur la BHE. Ils participent a maintenir son
intégrité en préservant les jonctions serrées, pour limiter I'entrée du virus a la voie
transcellulaire [105].
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III- Les particules virales « traversent » la BHE

> soit elles infectent directement les cellules endothéliales pour atteindre le
SNC. Le mécanisme d'attachement a la cellule endothéliale, son efficacité seraient
dépendant de la glycosylation de la protéine E [37, 98, 104, 106, 107]. Des études sur
modeles de cellules endothéliales microvasculaires du cerveau humain (HBMVE)
suggerent ce passage transcellulaire avec réplication du virus dans les cellules puis
libération des virions néoformés dans le SNC. Les jonctions serrées ne seraient pas
altérées et I'intégrité de la BHE ne serait pas perturbée [104], [108].

> soit elles traversent la cellule endothéliale par transcytose a l'intérieur de
veésicules de clathrine ou de cavéoline [109].

Le timing entre infection du SNC et perméabilisation de la BHE n’est pas clair
pour Kumar et al. 2010. Ils avancent que la perméabilisation serait une conséquence
de I'entrée du virus et d'un début de neuroinvasion. Une autre étude suggere le méme
scénario [110]. Ainsi, la déstabilisation de la BHE serait une conséquence de I'infection
du SNC. La destruction des jonctions serrées avec rupture de la BHE est associée a
I'expression de MMP9 et d'autres MMP. Ce mécanisme contribue a favoriser I'entrée
du virus dans le SNC. Il est suggéré que les astrocytes exprimeraient également MMP9
pour induire la perméabilisation de la barriere hématoencéphalique (BHE), en réponse
au virus West-Nile méme s'ils sont peu infectés par le WNV et uniquement par
certaines souches [111].
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Figure 13 : Etapes de la dissémination du virus West-Nile chez les vertébrés. Phase précoce :
infection des kératinocytes et des DC du derme. Dissémination pour multiplication dans les
nceuds lymphatiques puis migration dans la rate. Deux voies d’entrées dans le SNC 1- Transport
axonal rétrograde le long de la moelle épiniere. 2- Transport par la circulation sanguine et trois
mécanismes d'entrée possible : I- Mécanisme du « cheval de Troie » : le WNV est internalisé dans
les lymphocytes qui peuvent franchir la BHE. II- Il y a perméabilisation de la BHE en réponse a la
sécrétion de TNF-a et MIF. Apres sécrétion de MIF par les leucocytes, les MMP sont produites en
entrainent la perméabilisation de la BHE. III- Passage transcellulaire de WNV d{ a un meilleur
I'attachement de la protéine E (en rapport avec sa glycosylation). (Fiacre et al. 2020). [97]

2.6.2.2. L'infection dans le parenchyme cérébral

Dans le parenchyme, le tropisme du WNV est essentiellement les neurones. Le
virus va se répliquer dans le cytoplasme et les virions formés vont se propager en
infectant de facon trans-synaptique dans les neurones connectés. Le transport axonal
rétrograde ou antérograde, des virions peut se faire sur de longues distances dans des
vésicules (endosomes ou phagosomes) [100].




La microglie est |'acteur de I'immunité innée dans le cerveau. Les cellules de la
microglie sont I'équivalent des macrophages. En réponse a l'infection West-Nile, elle
est activée. Cela se manifeste par un changement de morphologie et I'expression du
facteur d'adhésion ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) a sa surface pour favoriser
I'infiltration des leucocytes (non infectés et infectés). Elle exprime également des
cytokines pro-inflammatoires. Les cellules de la microglie migrent jusqu‘aux neurones
infectés pour phagocyter les débris cellulaires.

Les astrocytes participent a la structure du SNC, ils y assurent également le
maintien de I'homéostasie. Ils sont également impliqués dans I'immunité. Aussi, en
réponse a I'entrée du WNV dans le SNC, les astrocytes vont étre activés, changer de
morphologie et se multiplier. Comme la microglie, ils assurent une protection des
neurones et participent a I'élimination des neurones endommagés. Cependant, le WNV
peut infecter les astrocytes et peut s’y répliquer de fagon efficace [112].

Ainsi, les astrocytes participent également a la dispersion du virus dans le SNC
[113]. Ils vont également produire des cytokines pro-inflammatoires pour stimuler la
réponse immunitaire.

A la suite de l'infection par WNV, le virus se réplique dans les neurones et va
induire leur mort par apoptose. Cette mort est médiée par la Caspase-3 (Cas-3)
exprimée par les neurones eux-mémes en réponse a l'infection. Une étude comparative
sur souris Cas-3KO et sauvage [102] montre que la déficience en Cas-3 induit une
diminution de la mortalité des neurones dans le cortex cérébral, le tronc céerebral, le
cervelet mais n'a pas d'impact sur la réplication et la dissémination du virus West-Nile.
Certaines protéines virales dont la protéine de capside C et les protéines non
structurales NS2B-NS3 associées, peuvent activer respectivement les voies Caspase 3
et Caspase 9 ou Caspase3 et Caspase 8 et NS3 seul, induit la voie Caspase 8.

La mort des neurones peut étre une conséquence de la réplication du virus,
entrainant une mort lytique par éclatement des neurones [114]. Il s'agit d'un
phénomene courant lors des infections virales.

La microglie induit chez les neurones, une perte de terminaisons synaptiques
dans I'hippocampe avec possiblement intervention du complément et une activation
par les cellules CD8+ exprimant de I'IFN-y.

2.6.3. Les reponses cellulaires a l'infection

Paradoxalement, dans le SNC, les mécanismes mis en place pour contenir
I'infection peuvent favoriser la dissémination du virus et favoriser I'entrée du virus dans
le SNC. Le réle des chemokines CXCL10, TRAIL est de recruter et d'activer des cellules
T CD8+ qui produiront : IFN-y, Perforine et Granzymes en vue d'obtenir la clairance du
virus [115], tout comme l'activation de la microglie. Ces cellules expriment des
cytokines et des chemokines telles que : IL-6, IL-12, TNF-a, MMP9, CXCL10, TRAIL [98].
A la suite de l'infection par le virus West-Nile, une réponse immunitaire innée et
adaptative se met place. Des cellules impliquées dans la réponse immunitaire
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(microglie et astrocytes) sont recrutées et activées. Il y a également production d'un
certain nombre de cytokines et d'IFN de type I pour prévenir la dissémination du virus
et I'éliminer. Cette réponse immunitaire adaptative se met en place avec infiltration de
cellules T et B activées mais également d'autres cellules impliquées dans I'immunité.
Ainsi, des leucocytes non infectés mais également des leucocytes infectés entrent dans
le SNC. Cela contribue a un entretien de l'infection. Les leucocytes recrutés expriment
des Ig-A ou des Ig-G et se retrouvent dans l'espace périvasculaire. Les cytokines
sécrétées, en réponse a l'infection WNV facilitent le passage des cellules immunitaires
a travers la BHE. Ces cellules vont regagner des zones particulieres du SNC. Ainsi,
certaines cellules T CD8+ vont se déplacer dans le cervelet, en réponse a un niveau
élevé de CXCL10 exprimé par les neurones. Expérimentalement, des souris déficientes
en CXCL10 présentent une infiltration réduite de cellules T CD8+ et une charge virale
accrue dans le cerveau [116]. Les CD8+ recrutés pour leur action cytotoxique infiltrent
le parenchyme. Ils produisent de I'IFN-y et participent activement dans la clairance en
WNV. Les cellules CD4+ infiltrent le SNC et se retrouvent surtout dans |'espace péri-
vasculaire.

L'infection du SNC conduit avec la réplication du virus et la propagation de
celui-ci, a un relargage de particules virales et d'antigenes dans la circulation sanguine
activant la réponse immunitaire adaptative et entrainant la réquisition de différentes
cellules impliquées dans I'immunité.

Les différents types cellulaires recrutés en fonction des zones du SNC : cervelet
moelle épiniere sont par leur activation, la production de cytokines et leur effet
apoptotique ou I'élimination de synases dans I|'hippocampe a lorigine de la
neuropathogenese. En effet, la perte de neurones dans certaines zones a pour
conséquence certains signes cliniques bien spécifiques.

Au niveau du SNC, la microglie intervient dans I'élimination des neurones avec
des synapses endommagés. Le WNV déclenche la production de TNF-a, d'IL-6 et d'IFN-
B dans la microglie de maniere dépendante du Toll-like receptor 3 (TLR3) [117], [118].
Il reconnait, en effet les ARN double brin produits au cours du cycle viral des virus ARN
et donc du virus West-Nile. Il prévient I'infection des neurones par le virus en réprimant
sa réplication, notamment en induisant I'expression d'IFN de type 1. Une étude
comparative sur souris TLR3KO et sauvages infectées par WNV met en évidence, que
TLR3 serait impliqué dans un effet protecteur sur les neurones [119].

Au cours des infections WNV, la caspase-12 contrélerait I'infection dans les
neurones. En effet, elle régule TRIM25 (ubiquitine ligase E3) qui va ubiquitiner RIG-1. Ce
dernier va médier une expression élevée d'IFN [120].

Expérimentalement, il est montré que |'expression de CCR5 et de son ligand
CCLS5 est fortement augmentée par I'infection par le WNV dans le SNC. Le CCR5 serait
impliqué dans le recrutement des leucocytes (y compris les cellules T CD4+ et CD8+,
les cellules NK et les macrophages) dans le cerveau. Les souris déficientes en CCR5
succombent rapidement a I'infection par le WNV et ne sont pas en mesure d'éliminer
le virus dans le cerveau pendant la durée de la maladie [121].
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Les neutrophiles sont également détectées dans le SNC, mais leur role dans
I'infection WNV n'est pas encore connu. Ils sont présents dans le liquide céphalo-
rachidien de cas humains. Chez les souris infectées par WNV, les neutrophiles auraient
une double fonction a savoir : servir de réservoirs pour la réplication du virus dans la
périphérie au stade précoce de l'infection, et participer a la clairance virale au stade
tardif de I'infection dans le SNC.

3. Les modeéles d’étude

Les lignées cellulaires immortalisées et les cellules primaires murines ont
longtemps été utilisées pour I'étude du WNV. Ces modeéles ont permis de grandes
avancées sur la pathogenese du virus. Cependant, elles présentent de nombreuses
limites

3.1. Les modeéles cellulaires et les modéles /n vivo

Les modeles cellulaires utilisées sont souvent des lignées cellulaires
immortalisées. Elles sont faciles a amplifier sur une longue période. Ainsi, dans le cas
des études de la forme neuroinvasive du virus West Nile /n vitro, ce constat est fait en
fonction de la provenance et du type cellulaire, méme s'il s'agit de cellules épithéliales
[115], [122].

Pour les études /n vivo, des modéles murin ou simien sont utilisés. Les
expérimentations réalisées sur des primates non humains [100], [123] portant sur le
transport axonal du WNV dans le SNC ont été réalisées avec des inoculations en
intracraniens. Concernant le modele murin : les souris contrélent I'infection et ne
développent pas naturellement de forme neuroinvasive. Les inoculations sont
également réalisées en intracranien. Ce n'est pas une voie classique d'entrée du virus.
Pour une inoculation par une voie classique c'est-a-dire la piglre de moustique, il faut
recourir a des souris immunodéprimées ou allaitantes qui sont alors sensibles au virus
et peuvent développer une forme neuroinvasive. Mais, il y a toujours un biais. En effet,
dans sa revue de 2020, Stonedahl [115] évoque les différences entre microglie humaine
et microglie de souris [124]. Il existe notamment des niveaux plus élevés d'expression
de certains genes de I'immunité et une durée de vie plus longue pour la microglie
humaine. Ces différences peuvent entrainer une modification des résultats lors de la
comparaison des infections sur microglie humaine et murine. Le modele souris n’est
pas le plus adapté pour comprendre le réle de la microglie au cours d'une infection
chez 'homme [125]. Si nous nous intéressons a I'équin, le constat est probablement le
meéme.

Des modeles murins d'infection West-Nile sont utilisés pour caractériser la
pathogénese du virus et la voie d'entrée dans le SNC. En fonction du type de souris
utilisé, et de la voie d'administration du virus des résultats contradictoires sont obtenus.
Pour exemple, des résultats obtenus sur souris C57BL/6 ont mis en évidence une
perméabilisation de la BHE alors que les études sur souris Balb/c ne le démontrent pas
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[126]. Des études ont été également faites sur souris KO, défectives pour une molécule
supposée impliquée dans les mécanismes d’'entrée telles que MMP9, TLR3, ICAM-1.
Des résultats contradictoires ont été obtenus dans le cas de TLR3 et de son effet
protecteur sur les neurones a la suite d'une l'infection par le virus West-Nile [117], [125].

Les modeles cellulaires /in vitro et les modeles murins pour les aspects /n vivo,
ne sont pas optimums pour I'étude de la forme neuroinvasive des infections West-Nile
chez le cheval ou méme chez 'homme. Dans le cerveau, les neurones sont les cibles
principales du virus. Il nous semble ainsi pertinent de développer un modele équin de
cellules neurales. Depuis la fin des années 2000, la technologie des iPSC a permis de
combler le manque de modeles cellulaires tissu spécifique, d'abord chez la souris,
I'humain puis apres transposition de la technique chez d'autres especes d'intérét dont
le cheval. Cette technique est maintenant un outil utilisé pour générer des modeles
cellulaires pertinents adaptés aux pathologies des équidés.

3.2. Les cellules souches pluripotentes induites

Les cellules souches pluripotentes induites ou « induced pluripotent stem cells »
(iPSC) sont issues des travaux du groupe de Takahashi et Yamanaka, en 2006 [127]. Ces
cellules reprogrammeées ont toutes les propriétés de cellules embryonnaires. Elles sont
dites « cellules pluripotentes ». Elles ont la capacité a s'auto-renouveler et a se
différencier pour donner des cellules spécialisées. Elles peuvent se différencier en tous
types cellulaires. Les iPSC sont décrites comme un outil d'étude prometteur en santé
humaine ou animale. Ce travail a été récompensé par le prix Nobel de Physiologie et
Médecine en 2012, décerné a S. Yamanaka et J. Gurdon.

3.2.1. L'historique

Les premiéres cellules souches pluripotentes induites ont été obtenues a partir
des cellules de fibroblastes murins adultes. Ces cellules ont été transformées en
introduisant dans les noyaux 4 genes codant pour des facteurs de transcription a l'aide
d'un vecteur rétroviral. Ces facteurs de transcription sont connus pour étre impliqués
dans la pluripotence des cellules dans les cellules embryonnaires. Les 4 facteurs choisis
interviennent au début de I'embryogenese : Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc. La méme
technique a été utilisée pour reprogrammer des fibroblastes humains en iPSC
[128].Une équipe américaine a reproduit la technique également sur fibroblastes
humains en apportant comme variantes le remplacement de KIf4 et c-Myc par NANOG
et LIN28 [129], [130]. Oct3/4 et Sox2 doivent étre conserveés car ils sont essentiels pour
générer des iPSC.

3.2.2. Les principaux facteurs de reprogrammation

Les quatre premiers sont nommeés facteurs de Yamanaka.
>Q0ct3/4, (octamer-binding transcription factor 4) intervient dans le passage du stade
morula au stade blastocyste, ainsi que dans l'auto-renouvellement [131].
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>Sox2, (SRY-box 2) est impliqué dans la pluripotence et I'auto-renouvellement des
cellules embryonnaires [132].

>KIf4, (Kruppel-like factor 4), joue un role dans la régulation de la transcription des
genes impliqués dans I'auto-renouvellement [133].

>c-Myc, (MYC proto-oncogene) est un oncogene qui s'exprime dans les cellules ayant
une forte activité proliférative [134].

NANOG, (Nanog homeobox) intervient dans le maintien de la pluripotence ainsi que
dans 'auto-renouvellement des cellules embryonnaires murines [135], [136].

et LIN28, (Lin-28 homolog) interviendrait dans le maintien de la pluripotence [137].

3.2.3. Les vecteurs

Deux types de vecteurs sont disponibles :

>les vecteurs intégratifs : rétrovirus (dont lentivirus). Ils sont tres efficaces mais
ils peuvent induire des intégrations multiples, des mutations par insertion et induire
des tumeurs.

>les non intégratifs : adénovirus, EBV, Sendai, papillomavirus, plasmides,
transposon « PiggyBac », ARNm ou protéines. Ils sont peu efficaces et instables pour
la reprogrammation.

Les vecteurs rétroviraux sont utilisés préférentiellement pour générer des iPSC,
méme si pour les applications /n vitro ou in vivo les vecteurs non intégratifs sont plus
sQrs.

3.2.4. Le choix des cellules

Cette technique peut s'appliquer a beaucoup de types de cellules somatiques.
Le choix s'oriente vers des cellules faciles a prélever par biopsie telles que les
fibroblastes et les kératinocytes. Certains types de cellules sont plus faciles a
reprogrammer, ainsi les kératinocytes humains sont plus faciles et plus rapide a
reprogrammer que les fibroblastes. Des cellules avec un stade de différentiation peu
avancé sont de bons candidats comme les progéniteurs hématopoiétiques et par
exemple, les follicules pileux dont la reprogrammation est cent fois plus efficace et
deux fois plus rapide que celle des fibroblastes [138].

3.2.5. La différentiation

Plusieurs options sont possibles a partir de mémes iPSC. Elles ont été recensées
dans un tableau par Williams en 2012 [139], a partir des différents protocoles
disponibles. Il est quasiment possible d’envisager tous les types cellulaires. En effet, les
connaissances actuelles en embryologie, en biologie du développement sont
suffisamment avancées. Les connaissances sur les mécanismes des voies de
signalisation cellulaire permettent d'induire la différentiation dans une voie choisie, en
utilisant des combinaisons de facteurs de croissances et d'inhibiteurs chimiques.

D'autres méthodes utilisent des cellules nourricieres « feeder cells » pour induire
la différentiation vers un type cellulaire défini. Ces cellules nourricieres secretent des
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facteurs de croissances et des cytokines qui vont induire la différentiation des iPSC.
Cette méthode est proscrite pour des applications cliniques.

3.3. Le potentiel des iPSC

La production d'iPSC est accessible a partir d'une biopsie de peau et d'une
technique de reprogrammation bien maitrisée. Du point de vue éthique et
réglementaire, en fonction des especes, leur utilisation est plus souple, moins
réglementée ou non réglementée par rapport a l'utilisation des cellules souches
embryonnaires soumises aux lois de bioéthiques.

Les iPSC donnent acces a des travaux de recherche sur différents tissus, pour
lesquels il est parfois difficile ou impossible de mettre en place des cultures primaires
qui en plus, ne peuvent étre que transitoires. Des applications diverses /in vitro et in
vivo sont envisageables.

>La thérapie cellulaire :

Ces cellules offrent des perspectives intéressantes avec des applications /n vivo
telles que: la médecine régénératrice et la thérapie cellulaire pour la maladie de
Parkinson, certaines pathologies cardiaques [140]. Leur utilisation est également
envisagée en thérapie génique en modifiant le gene a l'origine d'une pathologie a
I'aide de la technologie CRISPR/Cas9 pour corriger la mutation par recombinaison
homologue puis réimplantation des cellules dans I'organisme.

>La modélisation pathologique :

Les iPSC permettent des études sur les mécanismes physiopathologiques de
certaines maladies du sang, cardiaques, hépatiques, oculaires, neurodégénératives et
pulmonaires, avec une origine génétique ou pas. Ces modeles cellulaires permettent
d’'envisager I'étude de maladies génétiques par modélisation, en partant de tissus de
patients porteurs de la mutation et en régénérant le tissu, siege principal de la
pathologie. Nous pouvons citer des études sur les pathologies suivantes : SLA (sclérose
latérale amyotrophique), SMA (amyotrophie spinale), Drépanocytose, DMLA et Diabete
juvénile de type1 [140].

D’autres applications sont possibles telles que le criblage de molécules dans une
démarche pharmacologique comme pour le syndrome de Rett et la recherche de
drogues efficaces.

>La recherche de médicaments :

Des approches, dans un but thérapeutique, comme la recherche d'antiviraux
avec par exemple, notre étude sur un modele d'infection s'approchant des formes
neuroinvasives de WNV chez le cheval.

C'est aussi un outil pour tester la toxicité de molécules en cours d'essais
cliniques. Ainsi, il est possible d'anticiper d'éventuels effets secondaires de molécules
pressenties, sur cellules hépatocytaires ou cellules cardiaques.

>Les organoides :

Les iPSC induites dans la voie neurale vont, selon certains protocoles se
différencier en différents types cellulaires du systeme nerveux tels que les neurones et
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les cellules gliales : astrocytes et oligodendrocytes. Elles vont s'organiser d'une facon
similaire a celle observée lors du développement du SNC et générer des structures
complexes en 3 dimensions appelées organoides cérébraux qui miment au mieux les
tissus du systeme nerveux et ont une densité cellulaire plus proche du tissu /n vivo. Les
organoides constituent ainsi des outils pertinents pour I'étude des virus neurotropes
[141]. lls permettent en effet, I'étude de multiples aspects de la pathogeneése virale. Les
organoides sont également de bons outils pour tester I'efficacité des agents antiviraux
sur les virus neurotropes dans un environnement 3D plus physiologiquement pertinent.
Dans sa revue de 2022, Depla a recensé que les organoides sont principalement utilisés
pour étudier des virus affectant le développement du SNC tels que le ZIKV (la moitié
des publications) et le HCMV. Les autres Flavivirus qui ont été étudiés sont le JEV et le
DENV. Pour le moment, aucune publication ne mentionne leur utilisation pour I'étude
du WNV.

Ces modeles sont cependant encore perfectibles car des éléments impactent les
résultats et rendent difficile la comparaison entre les études: "le stade de
développement des organoides, #I'hétérogénéité des organoides due a des protocoles
non normalisés.

Ils présentent des limites qui peuvent également étre corrigées. Ils ne
contiennent pas de microglie, les cellules immunitaires résidentes du SNC. La BHE et la
vascularisation sont également absentes, or elles sont importantes notamment pour
I"étude de la neuroinvasion.

Les organoides cérébraux sont des outils pertinents en évolution pour les rendre
encore plus complexes et performants. La technique se développe également en vue
de générer des organoides chez des especes animales d'intérét afin de disposer de
modeles physiologiques spécifiques de I'espéece.

3.4. Les avantages de ce modeéle 2D pour notre étude

Les iPSC semblent étre un outil robuste et prometteur pour |'espece équine.
Chez le cheval, il est difficile de générer des cellules souches embryonnaires. En effet,
il est difficilement concevable de sacrifier des embryons qui ont une valeur de 4000
euros environ. De plus, les connaissances sur les étapes précoces de I'embryogénese
sont moins avancées que pour 'homme et la souris et il est avancé que le maintien de
la pluripotence des cellules est d'une facon générale plus complexe pour les especes
domestiques.

Les iPSC sont une bonne alternative et ouvrent une porte sur I'étude de
pathologies diverses et la génération des modeles cellulaires appropriés durables dans
le temps. La transposition de cette technologie sur des modeles animaux est en cours.
Ainsi, chez I'équin, les premiers modeles sont décrits en 2011 [142]. Les kératinocytes
sont un meilleur support que les fibroblastes. Ces cellules ont en effet, une meilleure
plasticité pour générer différents tissus par différenciation. La littérature rapporte ainsi
leur différenciation en neurones, en cellules de cartilage, de muscle, et en des
épithéliums pulmonaire et gastrique [143].
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Cette technologie est relativement longue a mettre en place. Chez I'équin, les
iPSC sont étudiées pour envisager leur utilisation en médecine régénératrice [144].
Pour la médecine régénératrice, il est difficile d'envisager des autogreffes surtout dans
le cas de pathologies a évolution rapide. Les allogreffes semblent prometteuses chez
I"équin [144]. Plusieurs applications pour ces cellules dérivées d'iPSC, prétes a I'emploi
sont déja envisagées telles que des pathologies nécessitant une régénération de tissus
musculo-squelettiques, des plaies, de troubles auto-immuns, ou pour la
neurorégénération.

Des modeles de cellules neurales équines dérivées d'iPSC peuvent permettre
une meilleure compréhension de la neurogenese chez le cheval. Les chevaux souffrent
d’'environ 90 maladies génétiques proches des maladies humaines, telle que la sclérose
latérale amyotrophique. C'est ainsi la perspective de faire avancer conjointement les
recherches sur ces pathologies, notamment celles touchant les neurones grace aux
neurones dérives de iPSC.

Environ une trentaine de travaux sur cellules différenciees deérivées d'iPSC
équines sont rapportés dans la littérature, portant sur des modeles de cellules
cardiaques, musculaires, osseuses et neurales. L'utilisation de neurones corticaux
dérivés d'iPSC pour mimer les infections WNV sur modele équin est décrite [145] mais
il n'y a pas eu d'autres publications depuis et I'étude de l'infection par d'autres virus
neurotropes n'est pas décrite dans la littérature pour le moment.

4. Les molécules antivirales

Alors que trente ans seulement, séparent la découverte du premier antibiotique
et de la premiere molécule antivirale, plus de dix-mille antibiotiques ont été mis sur le
marché et peut-étre, uniquement une centaine de molécules antivirales approuvées,
alors qu'actuellement, le constat suivant peut étre fait: il y a peu d'antiviraux
disponibles en santé humaine et animale.

4.1. Les généralités

4.1.1. L'historique

La premiere molécule antivirale approuvée fut I'idoxuridine en 1963 pour traiter
les infections par le virus de I'Herpés Simplex 1 (HSV-1). Plus récemment, les
découvertes de molécules marquantes sont, depuis la fin des années 1990 celles ciblant
le virus de I'Tmmunodéficience Humaine (HIV) et dans les années 2010, celles dirigées
contre le virus de I'hépatite C (HCV). Un bilan sur cinquante années de recherche sur
les antiviraux met en évidence, seulement 90 molécules approuvées pour traiter
seulement 9 infections virales humaines, alors que des milliers de molécules ont été
testés (Figure 14) [146], [147].
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Figure 14 : Nombre de drogues approuvées par la FDA entre 1963 et 2016 pour 9 virus
différents : HIV, HCV, HSV, Influenza, HBV, VZV, HCMV, RSV et HPV. [147]

4.1.2. La classification

Les molécules peuvent étre classées en deux groupes :

> Les molécules antivirales qui ciblent directement le virus sont dites : DAA
« Direct Acting Antiviral ». Elles vont cibler spécifiquement une des protéines virales
impliquées dans des interactions avec I'h6te ou dotées d'une activité enzymatique. Par
conséquent, ces molécules ciblent une étape du cycle viral : attachement, fusion,
décapsidation, réplication, assemblage, maturation, libération. Leur utilisation pour
cibler des virus a ARN, est parfois associée a des mutations de résistance, (il n'y a pas
de relecture pour corriger les erreurs de séquences lors de la réplication), il est alors
possible d'associer une autre molécule ou de linterféron pour contrecarrer ce
phénomene ou de choisir des cibles hautement conservées.

> Les molécules qui ciblent I'héte, c'est-a-dire un facteur cellulaire nécessaire
au virus pour sa réplication sont les HTA « Host Targeting Agent ». Le virus se
réplique en effet, uniquement, dans une cellule hote, en détournant des mécanismes
cellulaires. Aussi, une drogue ciblant un facteur cellulaire doit étre efficace sur le virus
sans pour autant étre toxique pour la cellule, 'homme ou I'animal. Elle doit étre « safe ».

4.1.3. Les antiviraux a large spectre

A cette classification, il faut ajouter la notion d'antiviraux a large spectre ou
BSAA « Broad-Spectrum Antiviral Agents ». Un des objectifs de cette recherche
d‘antiviraux a large spectre est d'identifier des molécules efficaces sur plusieurs virus
d'un méme genre, d'une méme famille ou communs a plusieurs familles. I s'agirait
alors de molécules pan-virales [148]. Deux points appuient cette démarche :

1- Le processus de découverte d'une molécule antivirale efficace et approuvée
peut prendre plusieurs années et les travaux de recherche ont un codt élevé. Pour
exemple, il a fallu trente ans de recherches pour proposer un traitement contre le virus
de I'hépatite C (HCV). De Clercq en 2016 estimait que 200 virus responsables de
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pathologies graves chez 'homme sont encore sans traitement et/ou vaccin [147]. Ainsi,
disposer d'une seule molécule pour plusieurs virus permettrait une réduction des co(ts.

2- Nous sommes dans un contexte d’émergence de nouveaux virus comme le
SARS-CoV2 et de re-émergence comme le WNV. Aussi, anticiper en identifiant une ou
plusieurs molécule(s) a large spectre, susceptibles de constituer une réponse
immédiate a I'émergence de nouveau virus est une bonne stratégie.

Un autre concept apparu en 2004, introduit par Ashburn et Thor s'est
développé : le repositionnement de molécules « Drug repositioning » disposant
déja d'une autorisation de la Food and Drug Administration (FDA) pour une autre
activité en clinique [149]. Ainsi, des étapes de validation sont déja passées, cela permet
de gagner du temps et de réduire les colts. L'amantadine et les statines que nous
présenterons plus tard, sont de bons exemples.

Les antiviraux a large spectre peuvent avoir un autre intérét : celui de cibler des
virus pathogénes pour I'homme mais aussi pour des especes animales d'intérét, tel que
le cheval. Pour la filiere équine, un animal malade représente une perte économique
importante (coGt de soins, processus de récupération long, manque a gagner si
absence de courses hippiques par exemple). La recherche d'antiviraux destinés aux
chevaux, s'appuie beaucoup sur les antiviraux déja disponibles en santé humaine. Ainsi,
pour traiter les herpesvirus équins, les anti-herpétiques destinés a 'homme ont été
testés [150]. Beaucoup de virus pathogenes pour le cheval ont leurs équivalents chez
I'Homme et certains virus dits zoonotiques affectent 'Homme et le cheval.

4.1.4. Les antiviraux contre des arbovirus neurotropes

Parmi ces virus zoonotiques affectant 'Homme et le cheval, beaucoup sont des
arbovirus neurotropes tels que les Flavivirus: WNV, JEV et les Alphavirus:\V/E/\WW/EEV.
Ces virus neurotropes sont souvent dangereux uniquement s'ils entrent dans le SNC.
Cette spécificité induit une difficulté supplémentaire pour la recherche d'antiviraux. Ils
doivent pouvoir traverser la BHE. Or, cette structure qui a un réle protecteur, en isolant
le SNC des agressions extérieures est connue pour étre « imperméable ». Ainsi, I'entrée
se fait beaucoup par diffusion passive. Les échanges via la BHE sont minimes et
impliquent la circulation sanguine. Il faut donc tenir compte de ces criteres. La
problématique est la méme pour I'Homme et le cheval et peut s'inscrire dans la
démarche «one health ». Quelles sont les pistes pour se lancer dans cette
identification de molécules antivirales destinées a traiter la forme neuroinvasive des
infections West-Nile chez les chevaux ?

4.2. Les antiviraux a action directes (DAA)

La majorité de ces antiviraux sont des analogues de nucléosides ou pour certains
des analogues de nucléotides. Ils interviennent aprés incorporation dans la chaine
nucléotidique en agissant comme terminateur de chaine ou par encombrement
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stérique. Ils sont dans I'ensemble bien tolérés, car ils sont spécifiques, pour la majorité,
de polymérases virales. Cependant, les analogues spécifiques des ADN polymérases
peuvent interférer avec la synthese de I'’ADN mitochondrial. Cela a un effet cytotoxique
sur certains organes dont le foie et le cceur.

Certaines de ces drogues, avant d'étre utilisées comme antiviraux, étaient
initialement utilisées dans le traitement de certains cancers. C'est le cas dela
cytarabine, la gemcitabine, la mercaptopurine, la cladribine, la décitabine, le
fluorouracil, la fludarabine et la nélarabine.

Les premiers analogues de nucléosides identifiés ciblent spécifiquement les
Herpesvirus (HSV, HCMV, VZV). L'acyclovir ft le premier analogue acyclique de
guanosine cité par Nick Oliver en 1974. Puis le ganciclovir, le penciclovir ont été
identifiés. Le valacyclovir, le valganciclovir et le famciclovir sont respectivement leurs
prodrogues. Ils agissent comme terminateur de chaine en bloquant I'élongation de
I’ADN viral. Des analogues de nucléotides : I'adefovir, le tenofovir, le cidofovir sont
développés dans les années 1980, et ciblent les Herpesvirus, [151]. L'adefovir, le
tenofovir, ont un spectre plus large puisqu'ils ciblent également le HBV et le HIV.

Certains analogues de nucléosides nommeés Nucleotide Reverse Transcriptase
Inhibitors (NRTIs) sont spécifiques des transcriptases réverses et sont utilisées dans le
traitement contre le HIV. La zidovudine (AZT : azidothymidine) est le premier découvert
en 1985. D'autres seront découverts et utilisés par la suite pour le traitement contre le
HIV: le didanosine, l'abacavir, I'emtricitabine, la stavudine et contre le HBV:
I'emtricitabine, la lamivudine. Ils partagent le méme mode d’action et sont des 2',3'-
dideoxynucleoside analogues en compétition avec les désoxynucléotides, incorporés
par la reverse transcriptase. Ils agissent comme des terminateurs de chaine.

A la fin des années 1980, les Non Nucleotide Reverse Transcriptase Inhibitors
(NNRTIs) sont découverts. IlIs agissent difféeremment par rapport aux NRTIs. IIs se lient
au site allostérique de la Réverse Transcriptase (RT) et induisent un changement de
conformation rendant le site catalytique inactif. La réplication est stoppée.

De méme, des Non-Nucléosides Inhibiteurs (NNIs), moins proches que les
Nucléosides Inhibiteurs (NIs) de la structure du site a mimer sont développés. Ils sont
comme des échafaudages hétérocycliques agissant comme un inhibiteur allostérique
avec un spectre d'activité étroit.

4.2.1. Les DAA et les Flavivirus

La stratégie pour une recherche d'antiviraux efficaces contre WNV, repose
beaucoup sur une approche identifiant des antiviraux a large spectre [68]. Les
analogues de nucléosides (NIs) sont de bons candidats [152] . Pour le genre Flavivirus,
les cibles sont des domaines conservés sur les protéines virales non structurales, dotées
d'une activité enzymatique, impliquées dans le cycle viral. Leurs séquences et leurs
structures tridimensionnelles sont bien décrites. Ces protéines sont bien conservées
dans le genre Flavivirus (60 % d’homologie de séquences au minimum) et elles n‘ont
pas d’homologues cellulaires. Le tableau 4 récence les molécules ou les groupes de
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molécules entrant dans la catégorie des DAA, actifs sur WNV ou sur les Flavivirus,
déterminés /n vitro ou in vivo [153].

Inhibitors of WNV proteins.

Viral target Compound Experimental testing Virus References

Envelope protein substituted pyrimidines in vitro Flaviviruses [76]
delphinidin, epigallocatechin gallate in vitro DENV, WNV, ZIKV [77]
heparan sulfate mimethics in vivo for DENV, JEV Flaviviruses [78]

NS2B-NS3 protease competitive inhibitors in vitro WNV, DENV [99,100]
allosteric inhibitors in vivo for ZIKV Flaviviruses [101,103,108,109]
erythrosin B in vitro Flaviviruses [102]
compounds containing a 4 benzyloxyphenylglycine residue in vitro DENV, WNV [104]
palmatine in vitro DENV, WNV, YFV [105]
aprotinin in vitro Flaviviruses [110]
Arginine-derivatives substrate analogues in vitro WNV [111-114]
Amino Terminal Copper and Nickel Binding (ATCUN) Peptides enzymatic assays WNV [115]
2-arylidene Indan-1,3-diones in vitro WNV [116]
3-alkylpyridinium compound enzymatic assays WNV [117]
4-(guanidinomethyl)-phenylacetyl-Lys-Lys-Arg-NH, in vitro WNV [118]
phosphonate diphenyl esters in vitro WNV [119]

NS3 helicase benzothiazole and pyrrolone compounds in vitro DENV, WNV [47]
ivermectin in vitro Flaviviruses [121]

NS4B protein lycorine and derivatives in vitro Flaviviruses [122-124]
NSC 12,155 in vitro Flaviviruses [126]

NS5 MTase/GTase  nucleoside analogues in vitro WNV [125,126]
Capping enzyme inhibitors, BG-323 in vivo DENV, WNV, YFV [127,128]

NS5 RdRp nucleoside analogues in vivo Flaviviruses [130-136,138-142]
nucleoside analogue, 7-deaza-2'-C-methyladenosine (7DMA)  in vivo Flaviviruses [130]
nucleoside analogue, favipiravir (T-705) in vivo Flaviviruses [131,136,138-140]

Tableau 4 : Les antiviraux a action directes (DAA) contre WNV et d’autres Flavivirus [153]

La majorité des molécules ciblent des sites spécifiques sur ces protéines jouant
un role essentiel dans la réplication des Flavivirus. Cet aspect est présenté dans la revue
de Felicetti et al. (2020) [68].

Précédemment, les travaux pour la mise au point des antiviraux ciblant le HCV,
par exemple ont montré que des cibles telles que NS5 et NS3 sont des cibles de choix.
Trente années de travaux ont abouti a la découverte de molécules maintenant
couramment utilisées telles que le sofosbuvir, le dasabuvir, le siméprévir et le
bocéprévir. Ces deux protéines sont également ciblées chez les Flavivirus dont WNV,
car elles sont : -1 indispensables au cycle viral, -2 hautement conservées (faible taux de
mutation) et -3 ne partagent pas des fonctions avec des enzymes cellulaires.

Ainsi, NS5 est sélectionnée pour ses activités polymérase et méthyltransférase.
L'inactivation de la NS5RdARp peut étre obtenue en visant directement l'activité
polymérase ou par blocage de I'interaction NS5/NS3, indispensable a cette activité. Sur
la NS5MTase, le site N7méthylation est une cible pour des inhibiteurs. La NS3 est
désignée pour son activité protéase et hélicase et la stratégie serait d'inhiber
I'interaction NS2B/NS3Pro, indispensable pour cette activité protéase et I'activité
hélicase sur la partie C-terminale NS3ATPase/hélicase.
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Sur la glycoprotéine E, c'est une région impliquée dans les changements de
conformation au cours de la fusion, présente entre DI et DII qui est la cible des
antiviraux a large spectre.

Toutes les molécules listées dans le tableau 4, ne seront pas présentées dans les
paragraphes suivants. Les molécules décrites sont représentatives d'un mode d'action
sur les différentes protéines virales ciblées. La figure 15 permet de localiser leur action
au cours du cycle viral dans la cellule.

4.2.2. Les DAA visant la polymérase virale

Ce paragraphe liste des analogues de nucléos(t)ides connus, qui ont montré une
efficacité contre des Flavivirus incluant quelquefois WNV.
> La ribavirine est le premier analogue de nucléotide synthétique décrit (1972) pour
avoir une activité a large spectre pour des virus a ARN : RSV, Influenza virus, HCV. Elle
est autorisée depuis 1999 et aurait plusieurs modes d'action. Elle inhibe la inosine-5'-
monophosphate (IMP) déshydrogénase avec pour conséquence le blocage de la
synthese du GTP et l'inhibition de I'ARN polymérase. Elle pourrait avoir un effet direct
sur certaines polymérases. Elle a aussi un effet immunomodulateur [179], en stimulant
la réponse Th1 et interfere avec le capping de I’ARN viral. La ribavirine est décrite pour
avoir un effet antiviral contre le WNV sur cellules neurales humaines (Human
oligodendroglial (OL)), mais également un effet cytopathique [154]. La ribavirine est
utilisée pour des traitements d'infections causées par les virus Lassa, Hantaan et La
Crosse. Pour ce dernier, il est montré que la ribavirine se retrouve dans le liquide
céphalorachidien. C'est un plus pour le traitement des infections neuro-invasives [154].
>Le 2'C-méthylcytidine agit sur la NS5RdRp des Flavivirus. 1l inhibe la synthese de
I’ARN Viral, en agissant comme terminateur de chaine. 2'-C-méthylcytidine (2'-CMCQ), il
a un effet antiviral a large spectre. Des études, /n vitro ont montré un effet inhibiteur
sur cellules BHK-21 infectées par des virus a ARN tels que DENV-1, Réovirus, WNV, YFV,
avec des ECso respectivement de 95, 26, 80, et 75 uM. 2'-CMC inhibe la réplication de
réplicon du HCV (ECso = 2,2 uM) [155].

>Le sofosbuvir a été approuvé en 2013 pour le traitement des infections a HCV. Cet
analogue de nucléoside inhibe la polymérase en se liant au site catalytique de celle-ci.
Il est également, actif sur la NS5RdRp de Flavivirus (ZIKV, DENV, YFV) in vivo et in vitro
[156].

>Le remdesivir (GS-5734) est un analogue de nucléoside développé initialement pour
lutter contre le virus Marburg et le virus Ebola. Le remdesivir triphosphate inhibe la
RNA polymérase de Flavivirus: DENV, WNV, TBEV [157].

>Le favipiravir (T-705) est un dérivé de la pirazine. Initialement décrit pour les
infections par le virus Influenza, /n vitro et in vivo sur un modele rongeur [158] il est
aussi efficace sur d'autres virus, notamment les Flavivirus, Bunyavirus, Alphavirus et
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virus Ebola [159]. Pour exemple, pour WNV sur cellules VERO (ECso = 337 uM) et /n vivo
avec un traitement de 200mg/kg, 4h apres infection, 2 fois par jour, 9/10 souris et 8/10
hamsters [126] survivent a I'infection. Il est proposé comme molécule antivirale a large
spectre. Une controverse existe quant a son efficacité sur les cellules neurales dérivées
d'iPSC humaines. En effet, alors que Lanko et a/. (2017) montre qu'il est inefficace sur
des hNPC infectées par Zika, d'autres auteurs Kim et a/ (2018) mettent en évidence un
role antiviral sur le méme type cellulaire[160]-[161].

>La gemcitabine est un analogue de déoxycytidine interférant avec la synthese des
ADN et ARN, décrit depuis le milieu des années 2010 comme un antiviral a large spectre
sur HSV-1, les coronavirus (MERS-CoV, SARS-CoV), Zika virus (ZIKV), HCV, poliovirus
(PV), Influenza A virus (IAV), HIV et entérovirus (EV) [162]. Récemment, il a été montré
que la gemcitabine réprime l'infection et la réplication du virus ZIKA dans les cellules
de I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) humain (ECso = 0,01 uM; CCso > 10 uM)
[163]. Une activité antivirale de la gemcitabine est également décrite pour HCV sur
cellules Huh-7 et pour HIV sur cellules U373-MAGI-CXCR4cem, avec des ECso de 12 nM
et 16,3 nM, respectivement (concentration inférieure a celle utilisée lors des traitements
anticancéreux) [164]-[166]. La gemcitabine induit en parallele I'expression des ISG, des
effecteurs de I'immunité innée, et ce mécanisme est corrélé a l'inhibition de la
biosynthése des pyrimidines [167].

4.2.3. Les DAA visant d'autres protéines virales
Les molécules sont décrites pour avoir une activité antivirale contre WNV et
d’autres Flavivirus.

>L'ivermectine, une lactone macrocyclique produite par Streptomyces avermitilis est
un antiparasitaire découvert en 1975, efficace sur de nombreux parasites. C'est
également un inhibiteur de I'helicase NS3 de Flavivirus qui a été testé sur YFV, DENV
et WNV [66]. Les tests ont confirmé une inhibition de I'activité de la NS3helicase de
WNV avec une IC 50 de 350 + 40 nM. L'ivermectine agit comme un inhibiteur non
compétitif en se liant au complexe protéine ARN pour inhiber I'activité helicase.
L'Ivermectine a un autre mode d'action, il se lie et bloque le transport nucléaire de
protéines et facteurs viraux dans le noyau, si le virus utilise le noyau dans son
mécanisme de réplication. Sa cible est une protéine cellulaire : la « importing alpha
protein » (IMPa) impliquée dans les transports dans et hors du noyau. En présence
d'Ivermectine, I'importation de NS5 dans le noyau est réprimée, Il y a inhibition de la
réplication des Flavivirus [168]. Un autre mécanisme a été proposé, l'ivermectine
pourrait inhiber le « alpha 7 neuronal nicotinic acethylcholin receptor » [169].

>L'aprotinin ou bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) inhibe la protéase NS2B/NS3
avec une constante d'inhibition Ki = 26 nM en bloquant l'interaction de NS2B et NS3
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[170]. L'aprotinin a un IC50 sur l'effet cytopathique de souches de SARS-CoV-2
infectant des cellules Caco2 dans une gamme de concentration de 0,81 a 1,03 uM [171].

>L'erythrosin B inhibe l'interaction de NS2B et NS3. Il agit comme un inhibiteur
allostérique. C'est un complément alimentaire approuvé par la FDA (Food of drug
Administration). Lors d'une étude sur cellules A549, un effet antiviral sur WNV a été mis
en évidence, avec une EC50 de 0,66 uM et un Index de Sélectivité (SI) supérieur a 227.
Sur ces cellules, la CC50 est supérieure a 150 uM. Dans cette méme étude, un effet
antiviral sur d'autres Flavivirus est montré: DENV2, ZIKV, YFV et JEV avec
respectivement des EC50 de 1,2; 0,62; 0,57 et 0,35 uM et des index de sélectivité
respectivement supérieurs a 428 ; 125 ; 242 ; 263. L'effet antiviral de |'erythrosin B sur
HNPC infectées par ZIKV a conduit aux valeurs suivantes : CC50 supérieure a 150 ; EC50
de 1,39 uM et un index de sélectivité supérieur a 108 [172].

>Le lycorine est un alcaloide naturel de plante qui réprime la réplication de I'ARN viral
en agissant sur NS4B [173].

4.2.4. Les DAA a large spectre

L'ivermectine est I'exemple. Les travaux de Campbell et Omura montrent
I'activité antivirale de l'ivermectin dite : « wonder drug » et ils recoivent le prix Nobel
de médecine en 2015, pour leurs travaux [174] [175]. Cette molécule est déclarée sur
la liste des médicaments essentiels de I'organisation mondiale de la santé [176].

La ribavirine, le 2'CMC, la gemcitabine et le favipiravir sont également identifiés
comme antiviraux a large spectre.

L'erythrosine B est décrit comme un potentiel inhibiteur pan-flavivirus (DENV,
ZIKV, YFV, [167] et le lycorine [168] et l'aprotinin [165] sont décrits comme des
antiviraux a large spectres.

4.3. Les antiviraux ciblant I'hnote (HTA)
Ces molécules peuvent se classer dans deux groupes selon leur fonction.

1-L'objectif est par exemple de stimuler le systeme immunitaire pour déclencher
une réponse antivirale. Des molécules telles que l'interféron ou l'imiquimod sont
utilisées. L'interféron de type I déclenche une réponse immunitaire ciblant le virus.
L'imiquimod stimule la sécrétion de cytokines comme I'IFN, le TNF, I'IL-1, I'IL-6 et I'IL-
8 et stimule donc la réponse immunitaire. Il est utilisé lors de l'infection par le
Papillomavirus humain (PVH) en clinique et semble efficace sur le virus respiratoire
syncytial (RSV) [177].

2-L'objectif est d'interférer avec des facteurs cellulaires ou des voies de
signalisation détournées par le virus pour sa réplication (facteurs proviraux). Ces
molécules peuvent par exemple :

58



-interférer avec l'internalisation des virus, tel I'arbidol qui inhibe I'entrée
clathrine dépendante de plusieurs virus dont notamment des favivirus. Il y a inhibition
de la formation des vésicules d'endocytose [178].

-empécher comme |I'amantadine, la décapsidation du virus et ainsi sa diffusion
dans la cellule pour rejoindre son compartiment de réplication.

-interagir avec les métabolites cellulaires réquisitionnés pour la synthese des
acides nucléiques. Le brequinar et I'acide mycophénolique sont des inhibiteurs de la
synthese des acides nucléiques.

-interférer avec la synthese des lipides, comme les statines au nombre de 9
(atorvastatine, lovastatine, fluvastatine, simvastatine, pravastatine, rosuvastatine,
pitavastatine, mévastatine, cerivastatine) et le metformine.

Pour citer un exemple de HTA qui a fait ses preuves, il existe le maraviroc, un
antagoniste du Chemokine-recepteur 5 (CCR5), utilisé pour le traitement du HIV [68].

4.3.1. Les HTA et les Flavivirus

Les investigations ont commencé au début des années 2000. En un peu plus de
vingt ans de recherche, avec une trentaine de publications par an. Le tableau 5 liste les
HTA pressentis.

Inhibitors of host factors required for WNV infection.

Host target Compound Experimental testing Virus Reference
Antiviral response Tat-beclin 1, inductor of autophagy  In vivo WNV, CHIKV [151]
KIN140, activator of innate immunity In vitro WNV, DENV, HCV [153]
Factors involved in viral entry Receptor tyrosine kinase inhibitors In vitro Flaviviruses, CHIKV [154]
and replication Nanchangmycin In vitro Flaviviruses, CHIKV [154]
Obatoclax In vitro Flaviviruses, alphaviruses [155]
Sirtinol, inhibitor of lysine In vitro flaviviruses, alphaviruses, [156]
deacetylases bunyaviruses
Ivermectin, inhibitor of importins In vivo DENV [159]
GW5074, inhibitor of importins In vitro Flaviviruses [162]
Brequinar, dihydroorotate In vitro Flaviviruses [163]
dehydrogenase inhibitor
DDX3X inhibitors In vitro Flaviviruses [166-168]
Amantadine In vitro WNV [169]
Protein kinase C family inhibitors In vitro WNV [170]
Endoplasmic reticulum and Golgi  NGI-1, OST inhibitor In vitro Flaviviruses [173]
apparatus iminosugar derivatives, inhibitors of  In vivo, dlinical Flaviviruses and other [174,176,179]
a-glucosidases trial in patients with viruses
dengue fever
Furin inhibitors In vitro WNV, DENV [118,180]
Covalent inhibitors targeting reactive In vitro Flaviviruses and other [182]
cysteines viruses
Lipid metabolism Inhibitors of acetyl-CoA carboxylase  In vivo WNV [183,184]
Inhibitors of the SREBP pathway In vitro Flaviviruses [185,186]
Imipramine In vitro Flaviviruses, CHIKV [187]
Activators of AMP-activated protein  In vitro Flaviviruses [188]
kinase

Tableau 5 : Les antiviraux ciblant I’'hote (HTA) contre WNV et d’autres Flavivirus [153]
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Certaines molécules listées dans le tableau 5, sont présentées dans le
paragraphe suivant. Les molécules décrites sont représentatives d'un mode d’action
sur différentes cibles cellulaires. La figure 15 permet de localiser leur action dans la
cellule.
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Figure 15 : Cibles envisageables pour les différents antiviraux DAA et DHA. [179]
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4.3.2. La description des quelques HTA

>|'acide mycophénolique est un inhibiteur de 'IMPDH (inosine-5-monophosphate)
dehydrogenase) [179]. Il induit une déplétion en purines et interfere ainsi avec la
synthése des acides nucléiques cellulaires et viraux. Il est décrit comme ayant une
activité  antivirale et immunosuppressive. Il induit I|'expression des ISG
indépendamment de la voie Interféron. Son effet antiviral s'exerce sur différents virus :
HCV, virus de I'hépatite E (HEV), MERS-CoV, DENV, YFV, HBV, WNV, Chikungunya virus
(CHIKV), et IAV [162], [180], [181].

>Le brequinar est un inhibiteur de la déhydrogénase dihydroorotate (DHODH), une
enzyme impliquée dans la voie synthese des pyrimidines [173]. Il a été découvert au
milieu des années 1980 et sélectionné pour le traitement de cancers et ses effets
immunosuppresseurs. L'effet antiviral du bréquinar est démontré /n vitro sur des
Flavivirus en cellules VERO : DENV ECso = 0,78 uM ; WNV, YFV, et les WEEV, VSV [182].
L'inhibition de DHODH induit une déplétion en pyrimidines, cela interfere avec la
synthese des acides nucléiques. Le DD264, un composé initialement identifié comme
activateur des genes régulés par les interferon-stimulated response element (ISRE),
décrit comme un autre inhibiteur de DHODH présente une activité antivirale contre
certains virus dont WNV, CHIKV [183]. Les inhibiteurs de DHODH, induisent également
I'expression des ISG selon un mécanisme qui est mal connu mais ne semble pas étre
semblable a celui des inhibiteurs d'IMPDH.

>Des analogues de nucléos(t)ides comme cela est démontré pour la ribavirine, qui a
un effet inhibiteur de I'TMPDH [184]. Ce mécanisme serait également un autre mode
d'action décrit depuis une dizaine d'année. lIls interferent avec la synthese des
nucléos(t)ides cellulaires. Cela induit une déplétion en nucléos(t)ides, ce déséquilibre
induit une réponse immunitaire innée qui, combinée au mécanisme de blocage de la
synthése des ARN viraux, contribuent aux effets antiviraux [162], [185].

>L'arbidol (Umifenovir) est un antiviral mis au point et utilisé en Russie et en Chine
pour le traitement des infections par le virus Influenza. Il a par la suite montré une
activité antivirale large sur un certain nombre de virus ARN et ADN nus ou enveloppés
dont HCV [172]. Il agit comme un inhibiteur de la fusion des membranes plasmiques,
des endosomes et des particules virales en s’intercalant dans les membranes lipidiques.
Il a également des effets immunomodulateurs en induisant I'interféron et en activant
les macrophages. Des essais sur différents Flavivirus et sur plusieurs modeles cellulaires
ont montré par exemple sur VERO CCL-81 et sur des astrocytes issus de cortex cérébral
humain (HBCA), une inhibition pour 2 souches de WNV : Eg101 et 13-104 a une MOI
0,1 et une inhibition sur VERO avec une EC50 de 19 uM et un SI 4,8 [172].

>L'amantadine est la premiére molécule approuveée pour le traitement des infections
par le virus Influenza 1966. L'amantadine bloque le transport des ions H+ a travers les
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canaux protéiques M2 a lintérieur des particules virales, empéchant ainsi la
décapsidation des particules du virus dans les endosomes. Ce composé a été
abandonné pour le traitement des infections par le virus influenza en raison de
fréquents phénomeénes de résistance. Il est testé ou utilisé depuis pour les maladies
avec des signes neurologiques telle que la maladie de Parkinson [186]. Les formes
neuroinvasives des infections WNV ont des similitudes avec la maladie de Parkinson. A
partir de ce constat, les médicaments antiparkinsoniens sont testés pour des effets
antiviraux sur WNV. Ainsi, I'amantadine inhibe la réplication du WNV sur cellules
neurales humaine SH-SY5Y avec une ICso =370 uM ; une CCsg =150 mM et un SI = 405
[187]. Cette molécule est décrite pour avoir un effet inhibiteur de la réplication du virus
de la Dengue, un autre Flavivirus des 1990 [188].

>Les inhibiteurs de cyclophilines ciblent une famille de 20 protéines chaperonnes :
les Cyclophilines (Cyps) présentes chez les mammiferes notamment. Ces petites
protéines cellulaires ont une activité enzymatique peptidyl-prolyl cis-trans isomérase
(PPlase). Elles sont impliquées dans le repliement des protéines, I'activation des
lymphocytes T et le transport intracellulaire des protéines. Elles interviennent
également lors du cycle viral de nombreux virus de genres et de familles différentes
(Flavivirus,  Coronavirus, Bunyavirus, Adenovirus, Paramyxovirus, Rotavirus,
Papillomavirus). Les Cyps sont ainsi une cible idéale pour le design d’'une molécule
antivirale a large spectre. Cependant, leur réle dans le cycle des Flavivirus n'est pas
formellement établi car les études sont contradictoires [189], [190].

L'inhibiteur de cyclophiline le plus connu est la cyclosporine A, utilisée comme
immunosuppresseur en cas de greffe mais qui ne peut pas étre utilisée comme
molécule antivirale. Une nouvelle famille de petites molécules non peptidiques
inhibitrices des Cyps (SMCypl, « Small-Molecule Cyclophilin Inhibitors »), développée
récemment donne des résultats prometteurs [191]. Ces petites molécules ont une
affinité forte pour les Cyps /n vitro de I'ordre du nanomolaire. Elles n'ont pas de
propriétés immunosuppressives et leur aptitude a inhiber la réplication de virus de
familles différentes est montrée [185]. Elles sont issues d'une approche « Fragment-
based drug design » (FBDD) combinant la résonnance magnétique nucléaire (RMN) et
la cristallographie aux rayons X [192].

>Des antagonistes de TAM (Tyro3, Axl, Mertk receptors) ciblant les étapes précoces de
I"attachement du virus sur la cellule, sont actuellement en développement clinique. Ils
pourraient étre des anti-Flavivirus du fait de l'activité immunomodulatrice des
récepteurs TAM lors des infections par les Flavivirus. Les récepteurs phospholipidiques
TIM (T-cell Immunoglobulin Mucin domain) et TAM ont un réle immunomodulateur
et montre un autre lien entre I'immunité et les lipides dans I'infection par les Flavivirus
qui reste a comprendre et incitant a poursuivre dans cette voie pour identifier des
antiviraux [193].
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>Le metformine est une drogue qui augmente l'activité de la kinase AMP-dépendante
(AMPK) adenosine-monophosphate activated kinase [194], comme I'AICAR et le
FP06409577 [195], entrainant l'inhibition de ['activitt de HMGCR et donc la
suppression de la biosynthese du cholestérol. L'acide nordihydroguaiaretic (NDGA)
inhibe la voie de signalisation (SREBPs) sterol regulatory element-binding proteins. Les
SREBPs sont les principaux facteurs de transcription qui régulent la biosynthése des
lipides et I'hnoméostasie des lipides chez les mammiferes. Le NDGA a un effet antiviral
sur WNV (réduction de la réplication du WNV et de I'assemblage des particules) [196].
Ces molécules ont un effet inhibiteur a large spectre. Le 25-hydroxycholesterol (25-
HC) diminue la quantité de SREBP-1, un facteur de transcription activant les génes de
LDLr et HMGCR et inhibe l'infection a Flavivivrus [85], et réduit la virémie du ZIKV.
L'ezetimibe est un inhibiteur de I'adsorption du cholestérol approuvé comme
traitement hypocholestérolémiants. Il pourrait avoir un effet antiviral sur les Flavivirus,
d’'autant qu'il est décrit pour avoir un effet antiviral sur HCV et HBV [197], [198]. Il est
envisagé qu’'une combinaison de drogues inhibant |'absorption et la synthese du
cholestérol pourrait avoir un effet antiviral plus efficace sur les Flavivirus [199].

Les travaux de Soto-Acosta (2018) et la revue de Martin-Acebes (2019) montrent
et listent les pistes possibles et les inhibiteurs[194], [200]. Notamment, en relation avec
le métabolisme des lipides dont la voie de synthese des sphingomyélines. En présence
d'une inhibition de la sphingomyéline synthase (SMS) par GSW4869, la réplication et
la production du WNV est réduite.

>Les statines : la premiere, la mévastatine a été découverte et isolée en 1976. La
lovastatine, son analogue est la premiere statine mise sur le marché en 1987. Sur les
neuf statines identifiées, six ont été approuvées par la FDA pour le traitement de
I'nypercholestérolémie. Les statines sont des inhibiteurs spécifiques et compétitifs de
la HMGCoA-réductase (Figure 16). Elles sont des analogues conformationnels du
substrat, 'THMGCo-A et se lient au site actif de I'enzyme.
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Hydrophobic statins Hydrophilic statins

Lovastatin Atorvastatin

OL Pravastatin Rosuvastatin

N R OH

Tableau 6 : Structure des Statines approuvées
par la FDA - Classement en 2 groupes : Statines
lipophiles ; Statines hydrophiles

Adapté de SODERO et al. 2020 [201]

Les statines (Tableau 6) sont trés largement utilisées comme médicaments
hypocholestérolémiants. Ils inhibent la synthese de I'acide mévalonique, un précurseur
du cholestérol. L'acide mévalonique est également le précurseur de nombreux
métabolites tels que le coenzyme Q (impliqué dans la chaine respiratoire
mitochondriale pour la production d’ATP), les groupements farnésyl et géranylgéranyl,
des isopentenyl tRNA (RNA transcription), du dolichol (impliqué dans la N-
glycosylation des protéines). Les isoprénoidesdont les stéroides (hormones
stéroidiennes, sels biliaires, vitamine D) sont des composés lipidiques ayant des
fonctions dans la structure et les transports cellulaires. Pour cette raison, I'inhibition de
HMGCoA-réductase a un effet pléiotrope sur les fonctions de plusieurs tissus et affecte
plusieurs voies de signalisation (Figure 16).

Des effets tels que des propriétés immunomodulatrices, anti-inflammatoires,
antioxydantes, des effets cardioprotecteurs et anti-microbiens ainsi qu'un effet antiviral
a large spectre, sont décrits. Les statines ont ainsi un effet préventif sur certains cancers
et des effets antitumoraux [202], [203]. Les statines sont également associées dans des
traitements de pathologies touchant le cerveau: les maladies d'Alzheimer et de
Parkinson et certaines formes d'épilepsie. En effet, les produits de la voie MVA sont
abondants dans le cerveau et importants pour le maintien d'un bon fonctionnement
physiologique de celui-ci. Des perturbations dans le fonctionnement de la voie MVP
sont associées a de nombreux dysfonctionnement du systeme nerveux. Dans sa revue,
Fracassi et al. (2019) montre que la simvastatine et |'atorvastatine, deux statines
lipophiles, passent la BHE murine avec beaucoup d'efficacité. La pravastatine et la
rosuvastatine sont hydrophiles, il faut un transporteur pour assurer un transport actif
vers le SNC [201].
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Figure 16 : schéma de la voie de synthése de I'acide mévalonique ou mevalonate pathway
(MVP) - Localisation des inhibiteurs

I est montré que la synthese de cholestérol au cours de l'infection, est
indispensable pour la réplication du WNV et du DENV. La prénylation des protéines est
un facteur tout aussi important [85]. L'impact du cholestérol sur les infections par WNV,
YFV, ZIKV est étudié et permet de proposer les statines (médicaments) comme
antiviraux a large spectre dirigés contre les Flavivirus [204]-[207]. Elles sont également
présentées comme ayant un effet antiviral sur HCV, HIV et le BTV-8 [208]-[210].
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II- Objectifs de ce travail de these

Nous assistons depuis ces derniéres années a des épidémies et épizooties dues
au virus West-Nile de plus grande ampleur pour lesquelles le nombre de cas d'infection
notifiés pour 'Homme et I'équin est élevé, avec une extension de l'aire de distribution
du virus en Europe. L'Europe a fait face a deux reprises a des saisons de transmission
intenses du virus en 2018 et 2022 chez I'Homme et le cheval.

Compte tenu du risque sanitaire en santé humaine et équine, I'identification de
traitements efficaces constitue désormais une priorité. La majorité des études se
concentre sur la mise au point de modeéles d'infection permettant de tester d'éventuels
traitements efficaces chez 'Homme alors que peu de données sont disponibles pour
I"équin.

Ma these s'inscrit dans une démarche d'anticipation et de prévention associée
au concept « One Health » pour lequel la santé animale ne peut étre dissociée de la
santé humaine.

Nous avons décidé de nous concentrer sur l'infection du systéme nerveux équin
et proposer des modeles d'études permettant d'identifier des thérapeutiques
spécifiques capables de cibler le virus lui-méme ou la cellule infectée, sans effet
cytotoxique.

Mes objectifs de these ont été de :

1- Développer un modele cellulaire 2D spécifigue du SNC équin, basé sur
I"'utilisation d'iPSC équines (Induced Pluripotent Stem Cells),

2- Etablir et caractériser un modele d'infection par le virus West Nile a partir de ces
cellules,
3- Cribler des molécules sélectionnées pour leur potentiel antiviral en utilisant les

cellules neurales équines et de I'imagerie automatisée,
4- Détailler le mode d'action proviral des statines,

5- Mettre en place un modele d'infection pour le virus de I'encéphalite équine de
I'Est (EEEV) afin de pouvoir évaluer le spectre d'action d'une molécule d'intérét.
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III- Matériel et méthodes

1. Les cellules
1.1. Les cellules neurales progénitrices humaines (hNPC)

Les hNPC sont cultivées comme cela est décrit dans I'article : A novel equine
iPSC-based phenotypic screening platform identifies pro- and anti-viral
molecules against West Nile virus

L'origine et I'obtention de ces cellules sont décrites dans les articles de Brnic D.
et al. 2012 et Scordel C. et al. 2015 [211], [212]. Les cellules sont cultivées sous forme
adhérente en monocouche sur une matrice Matrigel (BD Biosciences) recouvrant les
supports (Coating au Matrigel 1/1000) en milieu de culture N2A, additionné de facteurs
de croissance : epidermal growth factor EGF et basic fibroblast growth factor bFGF
(Eurobio scientific) a 20ng/mL [208]. Apres repiquage, ces facteurs de croissances sont
ajoutés deux fois dans la semaine. Le repiquage se fait quand les cellules atteignent
80% de confluence, c'est-a-dire une fois par semaine. Le TrypLe select1X (Gibco™) est
alors utilisé comme agent de dissociation. Ces cellules sont classiquement cultivées en
boite de culture, 10 cm de diameéetre (B10) (Falcon) coatées. Pour les différentes
expériences, des plaques de culture noires 96 puits (P96) (Greiner Bio-One) sont
utilisées. Les cellules sont mises en plaques coatées, la veille des expérimentations a
raison de 40 000 cellules/puits en milieu N2A additionné de facteurs de croissances
(FO).

1.2. Les cellules neurales progénitrices équines (eNPC) dérivées de cellules souches
pluripotentes induites (iPSC)

Les cellules eNPC sont cultivées comme cela est décrit dans l'article : (Cochet et
al. en préparation) Partie A des résultats. Leur obtention dans le cadre d'une
collaboration avec X. Donadeu (The Roslin Institute, Edinburgh) et A. Benchoua (I-Stem,
EVRY) est également décrite dans I'article. Ces cellules sont cultivées en milieu N2B27
supplémenté en facteurs de croissance : (EGF), (bFGF) (10ng/mL ; PEPROTECH) et BDNF
(20ng/mL ; PEPROTECH). Les cellules sont repiquées une fois par semaine, apres
dissociation avec la trypsine-EDTA 0.05% (1X) (Gibco™) sur support coatés avec poly-
L-Ornithine 1/6 (0,01% ; Sigma-Aldrich) puis Laminin 1/500 (1mg/mL; Gibco™). Le
repiquage pour l'entretien se fait en flasque 75 cm? (F75) (Falcon). Le milieu N2B27 est
changé trois fois par semaine avec ajout des FC. Pour les différentes expérimentations :
les eNPC sont mises en plaques la veille a raison de 40 000 cellules/puits, en P96
(Greiner Bio-One).

1.3. Les lignées cellulaires commerciales
1.3.1. Les lignées épithéliales Vero et A549

Les cellules Vero (E6) (ATCC-CRL-1586), une lignée de cellules épithéliales de
rein d'un singe vert d'Afrique et les cellules A549 (ATCC-CCL-185), une lignée issue
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d'un adénocarcinome pulmonaire humain sont également cultivées en milieu
DMEM+GlutaMAX™ (Gibco™) supplémenté en sérum de veau feetal (SFV) (Eurobio)
10% final et Pénicilline-streptomycine (10 000 U/ml) (Gibco™) 100 UI/mL final.

1.3.2. Les conditions générales

Les différentes cellules sont comptées a I'aide du Compteur TC20™ Automated
Cell Counter (Biorad).

Toutes les cultures sont maintenues a 37°C en atmosphére humide et 5% de

CO:a.

2. Les virus
2.1 Le virus West Nile (WNV)

Le virus West Nile souche : New York 1999 (Genebank Accession : KC407666.1)
a été utilisé pour I'ensemble des expérimentations. Le lot de virus a été amplifié sur
cellules VERO (E6), le surnageant de culture a été collecté, centrifugé, aliquoté et
conservé a -80°C.

Le virus est titré par la méthode des plages de lyse sur cellules VERO et le titre
exprimé en PFU/mL (unité formant des plages de lyse/mL).

2.2. Le virus de I'encéphalite virale équine (EEEV)

Le EEEV a été produit dans I'équipe ZEN (UMR Virologie) selon la méme
méthode que le WNV. Le titre a été déterminé de la méme facon. Il s'agit de la souche :
NCPV689, souche H178/99 ; ICTV 0407041 (99.8 % ID avec KX000089.1 souche CV).

2.3. L'amplification du WNV

Une flasque 75 cm? de cellules VERO, ensemencées la veille, a 70% de confluence lors
de l'infection a été infectée avec 2mL d’'une suspension virale en DMEM+GlutaMAX™
(Gibco™) et Pénicilline-streptomycine (100 UI /mL) sans sérum pour une MOI de 1072
Apres 2 heures d'adsorption a 37°C, en atmosphere humide a 5% de CO», du milieu
supplémenté en SVF 2% final préchauffé a 37°C est déposé dans le flasque pour un
volume final de 9mL. Le flasque est remis en incubation a 37°C pendant trois jours et
le surnageant est récupéré.

2.4. Les titrations du virus West Nile

Les VERO (E6) sont utilisées pour le titrage :
- du stock viral par la méthode des plages de lyse.
- des particules virales infectieuses présentes dans les surnageants de cultures des
expérimentations réalisées, selon la méthode de TCID50 (50% Tissue Culture Infectious
Dose).

Lors des différentes expérimentations avec infection, les différentes lignées
cellulaires sont cultivées en milieu a 2% de SVF.
Les inocula sont en milieu de culture sans sérum.
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Avant infection et dépot d'un inoculum ou lors des repiquages, avant dép6t du
tampon de dissociation, les tapis cellulaires sont rincés au DPBS (-/-) (Gibco™).

2.4.1. Par la méthode des plages de lyse

Le virus West Nile est titré par la méthode des plages de lyse sur cellules VERO.
Le titre est exprimé en PFU/mL). Des dilutions successives de 10 en 10 du stock viral,
en milieu sans sérum sont réalisées. Chaque dilution est déposée en double dans les
puits de plaque 12 puits (P12) (Falcon). Apres une heure d'adsorption, l'inoculum est
éliminé et remplacé par 2mL de milieu a 1.2% d'Avicel et 2% de SVF. Apres trois jours
d'incubation, le milieu est retiré et les cellules lavées au PBS1x avant d'étre fixées
pendant 30 min par une solution de paraformaldéhyde 4% (PFA 4%). La coloration des
tapis cellulaires est ensuite effectuée en utilisant du Cristal violet 0,2% en PBS1X. Apres
rincage au PBS1X (Gibco™), les plages de lyse sont comptées. Le nombre de PFU/mL
est calculé en tenant compte du volume d'inoculum et de la dilution. Le dénombrement
des plages se fait pour la derniére dilution ayant au minimum 10 plages. La formule de
calcul est : T= (X/V) x D exprimé en PFU/mL
T =Titre ; X moyenne des plages comptées sur les 2 puits d'une méme dilution D; V =
volume d'inoculum déposé dans le puits en mL.

2.4.2. Par TCID50 (50%Tissue Culture Infectious Dose)

Les échantillons sont titrés sur VERO, en P96, apres dilutions successives de 10
en 10 en milieu sans sérum (de 107" & 10°®. Chaque dilution est déposée en répliquats
sur les cellules, ensemenceées la veille. Apres 2 heures d'adsorption a 37°C, du milieu a
2 % de SVF est ajouté. Les lectures sont faites 3 jours post-infection. Pour chaque
dilution et échantillon, le nombre des puits avec effet cytopathique (ECP) est
comptabiliseé.

Les titres, exprimés en TCID50/mL sont déterminés a I'aide de la méthode de
calcul de Reed-Muench [213].

2.5. La cinétique d'infection des eNPC par le virus de I'encéphalite équine de I'Est (EEEV)

Pour déterminer les conditions d'infection en vue d'établir un modele
d'infection pour I'Alphavirus (EEEV), des cinétiques d'infection avec des doses variables
de virus et deux temps d'incubation ont été réalisées.

Une gamme décroissante de MOI 1 a 10° a été testée lors de cinétique
d'infection des eNPC. Chaque point de la gamme a été testé en six répliquats sur eNPC
en puits de microplaques 96 puits (P96). Pour l'infection, 40 pL/puits d'inoculum sont
déposés et incubés a 37°C sous agitation douce pendant 1h30. A I'issue de I'adsorption,
I'inoculum est éliminé et 150 pL de milieu frais/puits sont déposés.

Les tapis cellulaires sont fixés a deux temps : 22h PI et 46h PI au PFA4 % 30 min
puis rincés 3 fois au PBS1X. Avant fixation des cellules, les surnageants de culture sont
récupérés, aliquotés et conservés a -80°C.
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3. Les molécules utilisées
3.1. Les moleécules antivirales et la banque « MolPort »

Les quarante-cing molécules présentées dans I'article en préparation (Cochet
et al) (Tableau 1) sont des produits Millipore, Sigma-Aldrich ou TargetMol. Une
majorité entre dans une banque constituée pour un projet SAVE (Stratégies AntiVirales
Equines) visant a identifier des molécules antivirales actives sur I'herpesvirus équin 1,
le virus de |'artérite virale équine et le virus West Nile.

En tenant compte des recommandations des fournisseurs, les molécules ont été
mises en suspension en 100 % DMSO (sigma-Aldrich) ou en eau et aux concentrations
conseillées.

3.2. L'inhibiteur de la voie de synthese du mévalonate

La molécule AY-9944 (sigma-Aldrich) a été repris en 100 % DMSO en suivant les
indications du fournisseur. Son action sur la voie de synthese est décrite dans la figure
16.

4. Criblage de molécules antivirales

Les molécules antivirales (voir dans l'article en préparation (Cochet et al.) le
tableau 1) ainsi que le AY-9944, un inhibiteur de la voie de synthese de l'acide
mévalonique ont été diluées a différentes concentrations par la méthode des dilutions
successives en N2B27 + 0,2% DMSO. Les concentrations finales de 1, 10 ou 100 uM
ont principalement été testées pour les molécules antivirales. Les molécules sont
testées en milieu N2B27 + 0,2% DMSO sur les cellules pour tenir compte de l'ajout de
DMSO lorsque les molécules ont été reprises en DMSO. Chaque concentration a été
testée sur eNPC infectées par WNV en 4 répliquats. Sur chaque plaque de criblage, des
contréles ont été ajoutés (8 répliquats de chaque). Il s'agit de :  cellules non infectées
(NI) et # cellules infectées par WNV MOI 107! sans molécule (Contréle).

Les cellules ont été prétraitées avec 40 ul d'une solution de milieu contenant les
molécules diluées pendant 2h. Puis, 4uL de suspension WNV ont été ajoutés dans
chaque puits, correspondant a une MOI finale de 107", L'inoculum a été retiré aprés 2h
d’incubation et 150 pyL de chaque composé ont été ajoutés dans chaque puits (les
composés ont été testés en quatre répliquats). 48h post infection, les surnageants ont
été collectés et conserveés a -80°C, les tapis cellulaires ont été fixés au PFA 4 % pendant
20 minutes a température ambiante puis rincés au PBS1X. Les plaques ont été
conservées a 4°C en vue d'un immunomarquage pour une quantification de I'infection
en imagerie cellulaire.

5. Calcul de CC50, IC50 et IS

Pour les molécules présentant un effet antiviral sur eNPC, la concentration
inhibitrice médiane (concentration inhibant de 50 % l'infection/contréle infection sans
molécule) (IC50), la concentration cytotoxique médiane (concentration cytotoxique
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pour 50% de cellules/controdle infection sans molécule) (CC50) et I'Index de Sélectivité
IS=CC50/IC50 ont été déterminés.

Les molécules ont été diluées par la méthode des dilutions successives sur une
gamme étendue variable en fonction des molécules. Les expérimentations ont été
réalisées dans les mémes conditions que pour les criblages

6. Expérience de cycle unique de réplication (One step growth cycle)

Pour établir le profil du cycle viral du WNV sur les eNPC, les cellules ont été
infectées, apres retrait du milieu, a une MOI de 2 sur une plaque P96 classique (Falcon)
préparée la veille. Apres 2h d'adsorption, sous agitation douce et a 37°C, I'inoculum a
été retiré et apres un ringage, avec du milieu, 100 uL de milieu (N2B27+FC) ont été
déposés dans les puits. La plaque a ensuite été remise en incubation.

Incubation
Adsorption 20h
\ — /// / / / /
20h
-2h T0 T+1h T+3h T+6h T+9h T+12h

Récupération des surnageants
aux différents temps

Figure 17 : One step growth cycle

Témoins NI : non infecté. 6 reliquats par condition temps T.

Indications : Phase d'adsorption du WNV a MOI2 - Différents temps de prélévement des
surnageants.

A différents temps préalablement définis : TO, T+1h, T+3h, T+6h, T+9h T+12h
et T+20h (Figure 17), les surnageants ont été collectés et conservés a -80°C pour une
analyse en TCID50 et RT-gPCR, pour respectivement quantifier les particules virales
infectieuses et les ARN viraux. Cette expérience a été réalisée 2 fois.
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7. Expérience d’ajout d'une statine a différents temps (Time of drug addition

assay (TOA))
7.1. TOA (48h)

Un premier TOA dit court a été réalisé sur eNPC et hNPC infectées par le WNV
a une MOI de 107", La Figure 18 représente le schéma expérimental.

Nous sommes partis de la condition Continu. A savoir : un prétraitement de 2h,
une adsorption du WNV de 2h puis une incubation de 48h pour les eNPC et 72h pour
les hNPC. Nous avons établi 4 conditions et les témoins : cellules non infectées (NI) et
contrdle : cellules infectées sans ajout de molécules (Control).

-1 Continu : qui correspond a la condition classique de criblage.

-2 Prétraitement : la statine est ajoutée uniquement pendant la phase de prétraitement.
-3 Adsorption : la statine est ajoutée pendant la phase d'adsorption du virus.

-4 Post-adsorption : la statine est ajoutée uniquement pendant la phase d'incubation.

Les statines atorvastatine (ATO) et fluvastatine (FLU) (reprise en DMSO (Sigma))
sont diluées dans le milieu de culture spécifique a chaque cellule, a 1TuM pour les
expériences sur les eNPC et 10 uM sur les hNPC.

Pour ces expériences, le milieu de culture est additionné en DMSO a 0.2% final,
pour placer chaque condition et les contrdles dans des conditions similaires de milieu.

Pour chaque condition, apres adsorption, I'inoculum (44uL/puits) est retiré. Le
tapis cellulaire est rincé une fois avec du milieu avant ajout de milieu frais (150uL),
préchauffé avec ou sans statine en fonction de la condition.

Prétraitement

Condition : 2h Incubation
Adsorption 48h Arrét
2h Récupération des surnageants
1- Continu Fixation au PFA4Z
2- Prétraitement - —

3- Adsorption ————

4- Post-adsorption

-4h -2h TO0 48h
Ajout de :

+WNV MOI 10-1_

+ Statine

Figure 18 : Schéma expérimental du TOA (48h).
4 conditions et 2 témoins NI : non infecté et contrdle : infection en absence de molécule.
1- Continu ; 2- Prétraitement ; 3- Adsorption ; 4- Post-adsorption.
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Quarante-huit ou soixante-douze heures post infection respectivement pour les
eNPC et les hNPC, les surnageants sont collectés et conservés a -80°C. Les ARN viraux
et les particules virales infectieuses présents dans ces surnageants seront quantifiées
respectivement par RT-qPCR et TCID50. Les tapis sont fixés au Paraformaldéhyde 4%
(PFA 4%) (Electron Microscopy Sciences) puis rincées trois fois au PBS1X. Les plaques
sont conservées a 4°C avant marquage.

7.2. TOA (20h)

Pour déterminer, a quelle étape du cycle viral, la statine exerce son effet pro ou
antiviral, nous avons ajouté une statine, ATO ou FLU a 1 pyM sur les eNPC et ATO 10
UM sur les hNPC, a différents temps post infection et maintenue jusqu'a la fin de
I'incubation, soit vingt heures. Les molécules sont diluées a la concentration choisie
dans le milieu de culture spécifique aux cellules en présence de FC et additionnées de
DMSO au 1/500¢.

Sur des cellules repiquées la veille, aprés retrait du milieu, I'inoculum WNV est
déposé a raison de 40 uL MOI 1. A l'issue d'une adsorption de 2h, sous agitation douce
(balancelle) a 37°C en atmosphere humide et 5% de CO, I'inoculum est retiré et du
milieu frais (150uL/puits), préchauffé a 37°C est ajouté. La statine est ajoutée dans les
puits, en fonction du temps d'ajout choisi: TO, T+1h, T+3h, T+6h, T+%h et T+12h,
(Figure 19) sous forme d'un petit volume (4 pL) et homogénéisé puis, les plaques sont
remises en incubation.

Adsorption Incubation Arrét
& & 20h Récupération des surnageants
@ e Fixation au PFA4%

Statine

L]

\ Statine

\ Statine

\ Statine

\ Statine

\!,Sta:ine

2h TO T+th  T+3h T+6h T+%h T+12h 20h

Figure 19 : Schéma expérimental du TOA (20h). Témoins NI : non infecté et contrdle : infection sans
ajout de molécule. Ajout de statine a TO, T+1h, T+3h, T+6h, T+9h, T+12h. 6 reliquats par condition.

L'expérience est arrétée 20h post infection. Comme pour les autres expériences,
les surnageants sont conservés et les plaques sont fixées au PFA 4% avant marquage
pour une analyse en imagerie.




8. Inhibition de la voie de synthese de I'acide mévalonique

Des expériences en présence d'un inhibiteur de la voie de synthese du
mévalonate : le AY-9944, agissant sur la derniere enzyme de la branche de la synthése
du cholestérol (Figure 16) ont été réalisées. ATO a été choisi comme contréle : effet
proviral sur eNPC et effet antiviral sur hNPC. Les autres parameétres de la condition
Continu (1) présentés figure 18 ont été conserves.

Nous avons réalisé un effet/dose en ajoutant post infection, AY-9944 3
différentes concentrations (gamme de 10 a 0,001 uM). Les dilutions successives sont
réalisées a la concentration choisie dans le milieu de culture spécifique aux cellules en
N2B27 pour les eNPC et N2A pour les hNPC en présence de FC et de DMSO a 0.2%
final.

9. Analyse par microscopie
9.1. Immunomarquage indirecte

Sur chaque P96, un immunomarquage indirect a été réalisé. Les tapis ont été
perméabilisés et bloqués en PBS1X; 0,3 % Triton X-100; 3 % d'albumine de sérum
bovin (BSA ; Sigma-Aldrich) pendant 2 heures a température ambiante (RT). Pour le
marquage des cellules infectées, un sérum de lapin immunisé (WNV-E3 1/1000)
(produit par Cécile BECK-Equipe ZEN-UMR1161) dirigé contre le domaine III de la
protéine d'enveloppe du WNV a été dilué au 1/1000¢ en 0,1 % de PBS1X; 0,1 % Triton
X-100; 0,3 % BSA pendant une nuit a 4°C. Les puits ont été lavés 3 fois avec du PBS et
incubés pendant 2 heures a température ambiante avec un anticorps anti-rabbit Alexa
Fluor 546 (1/1000¢ ; Invitrogen™). Les noyaux ont été colorés simultanément avec du
4,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI ; 0,1ug/mL ; Sigma-Aldrich). Les cellules ont
ensuite été rincées 3 fois avec du PBS1X.

9.2. Analyse en imagerie cellulaire automatisée

Des images a deux canaux ont été acquises de maniére entierement
automatisée a l'aide d'un microscope confocal a disque tournant (Opera Phenix™
Content Screening System, PerkinElmer Technologies) doté d'un objectif a air 10x (NA
= 0,3). Les parametres d'acquisition séquentiels suivants ont été déterminés a |'aide du
logiciel Harmony4.9 pilotant I'automate : '/ une excitation de la ligne laser 561 nm, filtre
599 pour la détection du marquage spécifique de l'infection et # une excitation de la
ligne laser 375 nm, filtre 456 pour la détection du marquage DAPL Douze images par
canal et par puits ont été collectées pour une analyse statistique fiable tenant compte
de la distribution potentielle des cellules. Les images ont été transférées dans la base
de données Columbus Conductor™ (Perkin Elmer Technologies) pour stockage et
analyse ultérieure.
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10. Biologie moléculaire
Ce paragraphe concerne uniquement WNV. L'extraction et la quantification des
ARN viraux de EEEV n'ont pas été réalisées.

10.1. Extraction des ARN viraux

Les ARN viraux sont extraits des surnageants de culture a 'aide du kit QIAGEN :
QIAmp Viral RNA Mini Kit, selon le protocole d'extraction sur colonne établi par le
fournisseur.

10.2. Reverse Transcriptase RT

Le kit SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen™) a été utilisé pour
amplifier des cDNA a partir des ARN viraux, selon le protocole déterminé par le
fournisseur.

10.3. gPCR
Le Kit QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN) a été utilisé selon les indications

du fournisseur pour réaliser les PCR en temps réel et quantifier a partir des cDNA, les
ARN viraux présents dans les surnageants de culture. Les réactions ont été réalisées
sur un LightCycler® 96 (ROCHE) avec les conditions suivantes : 15 min a 94°C pour
activer I'enzyme, puis 40 cycles d'amplification avec la répétition de la séquence
suivante : 95°C pendant 30 s, 60°C pendant 30 s, et 72°C pendant 30 s, a l'issue des 40
cycles, une derniere amplification de 10 min a 72°C est ajoutée. Les amorces spécifiques
de WNV utilisées sont : WNProC-F 10, 5'- CCT GTG TGA GCT GAC AAA CTT AGT -3’ et
WNProC-R 153 5'- GCG TTT TAG CAT ATT GAC AGC C -3".

11. Statistiques

Les résultats de quantification de I'infection par imagerie, TCID50 et RT-qPCR
ont été exprimés en moyenne (+/-) écart-type.

L'analyse statistique a été faite par la méthode de Mann Whitney a l'aide du
logiciel GraphPad PRISM 9.2.0.

Les CC50, IC50 et IS des molécules intéressantes ont été calculés a I'aide du
package R "drc" (version 3.0.1) [214].
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IV- Résultats

1. Développement d’'un crible phénotypique basé sur l|'utilisation de cellules
progénitrices neurales équines et identification de molécules pro- et anti-virales
contre le virus West Nile

Ces dernieres années, de nombreuses études ont visé a identifier des molécules
antivirales mais pour beaucoup, des modeles cellulaires peu pertinents
physiologiquement (lignées cellulaires) ont été utilisés. Des études montrent que dans
les modeles cellulaires /in vitro, I'espece et le type cellulaire, peuvent influencer les
résultats et donc induire un biais orientant sur une fausse piste [178]. Les résultats
obtenus peuvent ainsi, ne pas étre transposables aux cellules du systeme nerveux des
chevaux.

Aussi, pour étre en mesure d'identifier des molécules présentant un potentiel
antiviral dans le systeme nerveux des équidés, notre premier objectif a été de
développer un modele d'infection par WNV basé sur des cellules neurales équines
dérivées de cellules souches pluripotentes induites (iPSCs).
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16

17 ABSTRACT

18  Outbreaks of West Nile virus continually occur, affecting both human and equine populations. There
19 are no vaccines for humans, and whereas vaccines are commercialised for horses, they do not have
20  sufficient coverage. Specific antiviral treatments do not exist. Many studies aimed at drug discovery
21 are performed, but as they use either rodent or primate cell lines, their results may not always be
22 transposed to horses. There is thus a need to develop relevant cellular models of equine origin. Here,
23 we used induced pluripotent stem cells to develop a new in vitro model of West Nile virus-infected
24  equine brain cells suitable for microplate assay and assessed the cytotoxicity and antiviral activity of
25  forty-one chemical compounds. We found that one nucleoside analog, 2’C-methylcytidine, blocked
26 West Nile virus infection in equine brain cells, whereas another, sofosbuvir, was ineffective despite its
27  display of WNV activity in human cell lines. We also revealed an unexpected proviral effect of statins
28  in West Nile virus-infected equine brain cells. Our results thus identify a potential lead for future drug
29  development and underscore the importance of using a tissue and species relevant cellular model for
30  assessing the antiviral activity of compounds in equines.
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INTRODUCTION

West Nile virus (WNV) is a neurotropic mosquito-borne flavivirus belonging to the Flavivirus
genus of the Flaviviridae family. It infects many species, including humans and equids in which it is
usually asymptomatic or causes mild flu-like symptoms. In some cases, however, infection leads to
neuroinvasive diseases such as meningitis, encephalitis or poliomyelitis that can be fatal for both
humans and horse (1). In the last decades, WNV has continued to expand geographically and has
become endemic in many countries, leading to an increase in the number of West Nile neuroinvasive
disease (WNND) cases (Eurosurveillance, https://www.ecdc.europa.eu/en/west-nile-virus-infection).
Although three vaccines are available for horses (2), their coverage is insufficient and outbreaks
regularly occur (3, 4). Specific antiviral drugs are not available and existing treatments are merely
supportive.

Investigation of antiviral compounds has allowed the identification of both direct-acting and
host-directed antivirals (DAA and HAD, respectively), with the most promising agents highlighted in
recent reviews (5, 6). DAA mostly target the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) of the viral
nonstructural protein 5 (NS5), acting through blockage of genome replication. HDA include virus entry,
nucleoside biosynthesis and cyclophilin inhibitors as well as compounds targeting proteins associated
with the ER or lipid metabolism and anti-parkinsonism drugs, thus targeting the viral cycle at different
stages. The latter would in principle have less tendency to induce selection of drug-resistant viruses.
They may also provide a broader spectrum of activity, as host factors may be co-opted by different
viruses, though broad-spectrum activity (BSA) has also been evidenced for nucleoside analogs, as
RdRps are highly conserved amongst RNA viruses.

The antiviral activity of DAA and HDA compounds has generally been demonstrated using cell
lines of rodent or primate origin. These models, however, maybe poorly predictive of therapeutic
efficacy in primary cells and in equine species. Equine cell lines, such as equine dermal cells (ED) have
been used to test antivirals against equine arteritis virus (7) and equine herpes virus (8) but they are
of little use to WNV reseachers as they are weakly permissive to WNV and not specific to the brain, its
main target. In humans, the study of viral brain infection has recently benefited from the development
of brain cell models derived from either induced pluripotent cells (iPSCs) (9, 10) or fetal neural
progenitor cells (NPCs) (11-13). The advent of iPSC technology has also recently provided new venues
for modelling equine disease (14, 15) and brain cells susceptible to WNV have recently been generated
from equine iPSCs (15). This last study, however, has not so far been independently reproduced and,
unlike in humans (10), the use of equine iPSC-derived cells for assessing antiviral potential has not been
reported.

In this study, our aim was to develop an in vitro model of WNV infection based on equine brain
cells in order to identify therapeutic candidates with antiviral activity in horses. Out of 41 chemical
compounds tested, one displayed activity against WNV, whereas others were either inactive or
exhibited, surprisingly, pro-viral activity.
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MATERIAL AND METHODS

Ethics statement

Human fetus was obtained after legal abortion with written informed consent from the patient. The
procedure for the procurement and use of human fetal central nervous system tissue was approved
and monitored by the “Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche
Biomédicale” of Henri Mondor Hospital, France. Authorization and declaration numbers at the
Research Ministry are AC-2017-2993 (CHU Angers) and DC-2019-3771 (UMR Virology). The rabbit
immunization protocol complied with EU legislation (authorization 12/04/11-6 accorded by the
ANSES/ENVA/UPEC ethical committee).

Cell culture

VERO (ATCC No. CRL-1586) and A543 (ATCC No. CCL-185) cells were cultured in Minimum Essential
Medium (MEM, TFS, Fr) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, TFS, Fr). Human neural
progenitor cells (hNPCs) were prepared and cultured as previously described in (16). Equine iPSCs
(eiPSCs) were cultivated feeder-free using a matrix of truncated vitronectin (Vitro-N, Gibco, TFS, Fr) in
a medium composed of StemMACS iPS-Brew (Miltenyi Biotech, Germany) supplemented with mouse
LIF (1000 U/ml, Merck Millipore). Neural induction and collection, amplification and banking of eNPCs
were achieved as described in (17). Equine NPCs were maintained on poly-ornithin/laminin coated
dishes in N2B27-GF medium. N2B27-GF: DMEM-F12 with GlutaMAX: Neurobasal (1:1) plus N2, B27
without vitamin A and 0.55 mM 2-mercaptoethanol (TFS, Fr) supplemented with EGF, bFGF and BDNF
(10, 10 and 20 ng/ml, respectively, PeproTech). Neuronal differentiation of eNPCs (from passage 3 to
10) was induced by EGF and bFGF withdrawal 24h after plating (125,000 cells/cm?in 96-well plates,
Greiner Bio-One). Medium was changed three times a week. All cells were maintained at 37°C, 5% CO,.
TFS, Thermo Fisher Scientic. Fr, France.

Virus and infection

A stock of WNVyyes strain (Genebank Accession No. KC407666.1) was generated in VERO cells,
aliquoted and stored at -80°C until use. Titer was estimated by plaque assay as described in (18). Cells
were infected at the indicated MOI for 2h at 37°C before removal of the inoculum and replacement by
fresh medium containing or not chemical compounds untill collection of supernatants at the indicated
time. Virus titers in supernatants were estimated by endpoint dilution (TCID50) as described in (12)
Reed and Muench (19). All procedures were performed under bio-safety level-3 (BSL-3) conditions.

Compound library and screening assay

Forty-one chemical compounds (listed in Supplementary Table 1; partly described in (19) and
cyclophilin inhibitors described in (20) were reconstituted at 10 mM in dimethylsulfoxide (DMSO,
Sigma) or water. Fluvastatin, simavastatin and lovastatin (Sigma, SML0038, S6196, 438185,
respectively) were reconstituted in DMSO. They were diluted to the indicated concentration in N2B27-
GF containing 0.2% DMSO. Non-infected and WNV-infected eNPCs were used as negative and positive
controls, respectively and maintained in N2B27-GF plus 0.2% DMSO. Cells were pre-treated for 2h with
the compounds before WNV infection as described above (MOI 102, 48h). Supernatants were then
collected and cells fixed in 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Science) for analyses.

Immunofluorescence assays

Standard immunofluorescence was performed as described in (12). Primary antibodies were against
BllI-Tubulin (T8660-Sigma or Ab18207-Abcam), HuC/D (A-21271-TFS), GFAP (Z0304-DAKO), SOX2
(AB5603-Millipore), and the domain 3 of WNV envelop (WNV-E3). Secondary antibodies were Alexa
Fluor 488/546 anti-rabbit/anti-mouse (TFS, Fr). Nuclei were stained with 0.1 ng/ml 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Sigma).
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Image acquisition and analysis

Two channel images were acquired in a fully automated and unbiased manner using the Opera
Phenix™ Content Screening System (PET) and a 10x air objective (NA = 0.3). Twelve images per channel
were collected, transferred to the Columbus Conductor ™ Database and analyzed with the Harmony
software (PET). Approximately 32000 cells were counted per well. PET, Perkin Elmer Technologies

Determination of the selectivity index

The experimental design described above for the screening assay was used to determine the
IC50/CC50 (half maximal inhibitory/cytotoxicity concentration) and SI (selectivity index) of the
compounds considered to be hits. Compounds were tested from 0.05 to 150 uM (ribavirin), 0.2 to 390
KM (2’-CMC) and 0.15 to 78 uM (arbidol).

RNA isolation and real time PCR
Procedures were as described in (12). Primers used were WNV-F, 5’- CCT GTG TGA GCT GAC AAA CTT
AGT -3" and WNV-R, 5’- GCG TTT TAG CAT ATT GAC AGC C-3'.

Statistical Analyses

Data are represented as the mean + standard deviation (SD). Statistical analyses were performed with
GraphPad Prism V9.2.0. using a two-tailed unpaired Mann Whitney test * = (p < 0.05), ** = (p < 0.01),
*** = (p <0.001), non-significant (ns) = (p > 0.05). CC50, IC50 and Sl analyses were performed with the
R package "drc" (version 3.0.1) (21).
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155 RESULTS

156  Derivation of brain cells from equine induced pluripotent stem cells (eiPSCs)

157  Equine iPSCs generated previously (14) were differentiated into the neural lineage, as shown in Fig.
158  1A. First, they were cultivated in conditions allowing self-renewal and formation of compact and
159  homogeneous colonies expressing the pluripotency marker Oct4 (Fig. 1B). Then, neural induction was
160 initiated leading to a stable population of cycling eNPCs that homogenously expressed, after two
161  passages, the neural nuclear marker SOX-2 (Fig. 1C). From passages 4 to 10, eNPCs were induced to
162  differentiate for 2, 7 and 14 days. Immunostaining with antibodies directed against two neuronal
163  markers, BllI-Tubulin and huC/D, revealed an increased number of neurons over time (Fig. 1D). At 14
164  days of differentiation, double immunostaining for SOX-2 and Blll-Tubulin showed the presence of
165 numerous progenitor cells (SOX-2 positive) in the vicinity of young neurons (SOX-2/BllI-Tubulin-
166  positive) (Fig.1E). No glial cells were detected upon immunostaining against GFAP, an astrocyte
167  marker, and OLIG-2, an oligodendrocyte marker (not shown). Of note, many floating cells were
168  observed in the supernatant, revealing cellular death at this stage.
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Fig.1 Derivation of neural progenitors and neurons from equine iPSCs. A/ Schematic representation of
the experimental procedure. B/ Bright field images and immunofluorescence labeling of eiPSCs with
antibodies directed against OCT4 (green, right panel). C/ Bright field images and immunofluorescence
labeling of eNPCs with antibodies directed against SOX2 (red). D/ Immunofluorescence labeling of equine
brain cells from day 0 to day 14 of differentiation. Antibodies directed against BII-Tubulin (green) and
HuC/D reveal equine neurons. D/ Antibodies directed against SOX2 (green) and BII-Tubulin (red) reveal
eNPCs and neurons, respectively. Nuclei were stained with DAPI (blue).




170  Equine iPSC-derived neural cells are permissive to West Nile virus

171 To assess their permissivity to WNVyye, cells were infected at MOI 10! for 48h (eNPC) and 96h (eNe)
172 and immunostained with anti-WNV-E3 antibody. Equine NPCs were massively infected (Fig. 2A, left
173 panel) but infection of eNe, albeit existing, was rare (Fig. 2A, right panel). This weak level of infection,
174  coupled to a strong cellular death in differentiated cultures, provided poor conditions for testing
175  antiviral compounds. We thus restricted further study to eNPCs. Immunofluorescence labeling with
176 WNV-E3 antibody of eNPC infected for 24h, 48h and 72h at MOI 10! showed the virus spread in these
177  cells (Fig. 2B). Viral replication was confirmed by quantification of viral RNA by RT-qPCR (Fig. 2C) and
178  virus titers by end-point dilution (Fig. 2D) in supernatants. A dose response study, with MOI comprise
179  between 10+ and 1, showed dose-dependent changes in viral infection (Fig. 2E). At MOI 107, increase
180  in viral infection from 24hpi to 72hpi was similarly detected by image analysis (Fig. 2E), RT-qPCR (Fig.
181  2C) and titration (Fig. 2D), demonstrating that image-based analysis provides a suitable and rapid
182  method to quantify viral infection in eNPCs. Simultaneous quantification of total cells by DAPI staining
183 showed that, at the highest MOI, the virus altered eNPC growth and survival (Fig. 2F).
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Fig.2 Permissivity of equine neural progenitor cells and neurons to WNV. Equine NPCs (A-D) and
eNPCs differentiated for 12 days (eNe, A) were infected with WNVayge at MOI 107 (A)
Immunofluorescence labeling with antibodies against WNV-E3 (red) and BII-Tubulin (green). (B)
Immunofluorescence labeling with WNV-E3 antibody (red) show virus spreading. Cells were stained
with DAPI (blue). (C) RNA from supernatant was analyzed by RT-gPCR. (D) Supernatant was titrated by
end-point dilution (TCID50). (E-F) Equine NPCs were infected at MOI from 10 to 1 and enumerated
automatically based on fluorescent staining using an OPERA instrument. Enumeration of (E) WNV-
infected eNPCs (WNV-E3 antibody) and (F) total eNPCs number (DAPI staining). Normalization was to
non-infected eNPCs at 24h. Results are representative of 3 independent experiments performed in
triplicate. Data are expressed as the mean +/- SD.
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Phenotypic screen using eNPCs identifies compounds with antiviral and proviral properties

We next used the WNVyyss-infected eNPCs to screen a library of 41 chemical compounds selected for
their antiviral activity against human and equine viruses (Supplementary Table 1). The experimental
design is schematically represented in Figure 3A. Equine NPCs were pre-treated with each compound
(10 or 1 pM) for 2h before WNV infection at MOI 102 for 48h. Toxicity and antiviral effect were
determined by automated quantification of total cells labeled with DAPI and infected cells immuno-
labelled with WNV-E3 antibody, respectively. A hit was arbitrarily defined as a compound inducing a
reduction of at least 25% of infected cells and less than 20% cell loss. Of all compounds tested at 10
pM (Fig. 3B), 42.5% (17/40) were toxic, suggesting that eNPCs were particularly sensitive to drugs.
Among the non-toxic molecules (23/40), 19 (favipiravir, nelarabine, capecitabine, sofosbuvir, herpes
virus and reverse transcriptase inhibitors, amantadine, isatin, maribavir, DMXAA and eflornithin) had
no antiviral activity against WNV. The remaining 4 coumpounds, 2'C-methylcytidine (2"-CMC), arbidol
and ribavirine reduced the percentage of infected cells to 40+/-10%, 70+/-10% and 60+/-20%,
respectively and were thus considered to be hits (Fig. 3B). Surprisingly, atorvastatin induced a 2.5-fold
increase in the percentage of infected cells, revealing a pro-viral effect. For toxic compounds, a second
screen was performed at 1uM (Fig. 3D). Although cytotoxicity was reduced, cellular loss was found to
still be above 20% for all compounds, except for fludarabine which nonetheless showed no antiviral
activity. Of note, mycophenolic acid and brequinar displayed strong antiviral activity, albeit inducing
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Fig.3 Screen of 41 compounds for their antiviral activity against WNV in eNPCs. (A) Schematic
representation of the phenotypic screen. A hit was arbirary defined as reducing infection by 25% and
showing less than 20% toxicity. (B) Screen of 40 compounds at 10 uM. (C) Screen of 15 compounds at 1 uM.
Results are representative of 2 independent screens (at each dose) performed in quadruplicate. Total
number of cells was normalized to non-treated WNV-infected cells. Percentage of infection was normalized
to non-treated WNV-infected eNPCs. Data are expressed as the mean +/- SD.
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203

more than 50 % cell loss (Fig. 3D). These results are summarised in Table 1. In order to verify the effect

204  of the 4 compounds identified as modulators of WNV infection, we next quantified viral RNA and
205 infectious viral particles in supernatants of eNPCs treated or not with 10 uM of 2’-CMC, arbidol,
206  ribavirin or atorvastatin (Fig. 4). 2’-CMC and arbidol induced a significant decrease in viral RNA (Fig. 4
207 A, B)and viral titers (Fig. 4 E, F), confirming their antiviral impact. Ribavirin however was not confirmed
208  at the dose used (Fig. 4C, G), as statistical significance was not reached. The proviral effect of
209  atorvastatin was also confirmed, as a significant increase in viral RNA and infectious viral particles (Fig.
210 4D, H) was observed. Thus, our newly developed screen based on image analyses permitted efficient
211  identification of molecules that inhibit or promote WNV replication in equine brain cells, as well as
212 simultaneous assessment of their toxicity.
213
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Fig.4 Anti- and pro-viral effects of 2'CMC, arbidol, ribavirin, and atorvastatin in WNV-infected eNPCs.
Supernatants of WNV-infected eNPCs, non-treated or treated with compounds at 10uM, were collected 48
hpi and analyzed for (A-D) viral RNA expression (RT-gqPCR) and (D-F) viral titer (TCID50/ml). Results are
representative of 3 independent experiments performed in triplicate. They are expressed as the mean +/-
SD. Statistical analysis was performed using a two-tailed unpaired Mann Whitney test. ns, non-significant
(p>0.05), *p<0.05.
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Table 1
Compounds Type Viral replication | Cytotoxicity
2'-C-methylcytidine DAA-NA AV
25-hydroxycholesterol HDA T
Abacavir DAA-RTI NoA
Adefovir dipivoxil DAA-HVI Tx
Amantadine HDA NoA
Arbidol HDA AV
Atorvastatin HDA PV
Brequinar HDA Tx
Capecitabine N/A NoA
Cladribine N/A Tx
Chlofarabine N/A Tx
Cidofovir DAA-HVI Tx
Cyclopilin inhibitor F83233 HDA T
Cyclopilin inhibitor F83233RS HDA Tx
Cytarabine N/A Tx
Decitabine DAA-NA Tx
Didanosine DAA-RTI NoA
DMXAA HDA NoA
Eflornithin (dfmo) HDA NoA
Emtricitabine DAA-RTI NoA
Famciclovir DAA-HVI NoA
F avipiravir DAA-NA NoA
Fluorouracile DAA-NA Tx
fludarabine DAA-NA T
Gemcitabine DAA-NA T
Isatin HDA NoA
Lamivudine DAA-RTI NoA
Mari bavir DAA NoA
Mercaptopurine DAA-NA T
Mycophenolic acid HDA Tx
Nelarabine N/A NoA
Penciclovir DAA-HVI NoA
Ribavirin DAA-NA, HDA AV
Sofosbuwvir DAA-NA NoA
Stavudine DAA-RTI NoA
Telbivudine DAA-RTI NoA
Tenofovir disoproxil DAA-RTI NoA
Thioguanine DAA-NA Tx
Valaciclovir DAA-HVI NoA
Valganciclovir DAA-HVI NoA

Table 1. Summary of the antiviral and toxicity activities of the 41 selected compounds on WNV-infected
eNPCs. DAA, direct-antiviral activity, HDA, host-directed antiviral, NA, nucleoside analog, RTI, reverse
transcriptase inhibitor, HVI, herpes virus inhibitor, VEL virus entry inhibitor, Tx, toxic. AV, antiviral activity. NoA,
No antiviral activity. PV, pro-viral activity.
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Selectivity index for 2’-CMC, arbidol and ribavirin

Using the same experimental design (Fig. 2A), the dose response was evaluated to determine the
IC50/CC50 (half maximal inhibitory/cytotoxicity concentration) and SI (selectivity index) of 2’-CMC,
arbidol and ribavirin. As shown in Fig. 5, the drugs were effective in the 10 micromolar range, with IC50
being 11 + 1.7 pM, 15 £ 0.3 pM and 11.1 = 1.8 pM for 2’-CMC (Fig. 5A), arbidol (Fig. 5B), and ribavirin
(Fig. 5C), respectively. Two’-CMC presented the best SI (5.3) whereas arbidol had a SI of only 1.2,
indicating for this last compound a toxicity in the same range of concentrations as antiviral activity.
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Fig.5 Selectivity index of ribavirin, 2°CMC and arbidol. WNV-infected eNPCs were treated with
increasing concentration of selected compounds and analysed at 48hpi. Total and infected cells were
enumerated automatically based on DAPI staining and immunostaining with an anti-WNV-E3 antibody,
respectively. (A) 2'CMC, (B) arbidol and (C) ribavirin. Results are representative of 3 independent

experiments performed in triplicate. They are expressed as the mean +/- SD.
CC, cytotoxicity concentration. IC, inhibitory concentration. SI, selectivity index.
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222 Atorvastatin, simvastatin, lovastatin and fluvastatin have a pro-viral effect on WNV-infected eNPCs.
223 The observation that atorvastatin had a pro-viral effect raised the question of whether other statins
224  may act similarly. We thus infected the eNPCs with WNV,ys at MOI 5.103 (approximately 25% of
225  infected cells) and treated the cells as previously described with 3 additional statins: fluvastatin,
226  simvastatin and lovastatin, all at 10puM. All statins induced a significant increase in the percentage of
227  infected eNPCs compared with non-treated cells (Fig.6A, B). Confirmation of a proviral role was
228  obtained for all of them by quantification of viral RNA (Fig. 6C) and infectious viral particles (Fig. 6D) in
229  the supernatants. In these latter experiments, fluvastatin was used at 1 uM (Fig. 6C, D), in order to
230  avoid any bias due to toxicity when used at 10 uM (Fig. 6B).
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Fig.6 Statins have a proviral role in WNV-infected eNPCs. WNV-infected eNPCs (MOI 5.10°%) were treated
with 1 or 10uM atorvastatin, fluvastatin, simvastatin or lovastatin as in Fig.3A. (A) Photomicrographs of WNV-
infected eNPCs treated or not treated with statins. Cells were immunostained with anti-WNV-E3 antibody. (B)
Automated enumeration of total cell number based on DAPI staining and percentage of infected cells based on
immunostaining with anti-WNV-E3 antibody. Quantification of (C) viral RNA and (D) virus titers in supernatant.
Results are representative of 3 independent experiments performed in triplicate. They are expressed as the
mean +/- SD. Statistical analysis was performed using a two-tailed Mann Whitney test. ns, non-significant
(p>0.05), *p<0.05. ATO, atorvastatin. FLU, fluvastatin. SIM, simvastatin. LOVA, lovastatin.
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Statins have no effect or an anti-viral effect on WNV-infected VERO, A549 and human NPCs.

Given that statins have been described to have broad spectrum antiviral activity (22), the observation
of a pro-viral effect in WNV-infected eNPCs was striking. To clarify their role, we further assessed their
anti-WNV activity in 2 cell lines (VERO and A549) and in neural progenitor cells of human origin using
an experimental design similar to that previously described. In VERO (Fig. 7A-C) and AS549 (Fig. 7D-F)
cells, of the statins tested at 10uM, an effect was observed only with fluvastatin, which induced a
significant decrease of 42% and 38% in the percentage of infected cells, respectively (Fig. 7A, B). This
was confirmed by quantification virus titer in supernatant (Fig. 7C, F). In hNPCs, all four statins exerted
an antiviral effect with atorvastatin having the strongest impact, as determined by fluorescent
microscopy and enumeration of infected cells (Fig. 7G, H). Except for simvastatin, this was confirmed
by quantification of virus titers in supernatants (Fig. 71). Thus, our results revealed differential effects
of statins depending on cellular types and species, with a proviral effect that is specific to neural
progenitor cells of equine origin.

Fig. 7
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Fig.7 Statins have no role or an anti-viral role in WNV-infected VERO, A549 cells and hNPCs. WNV-infected
cells (MOI 102 for VERO, A549, hNPCs) were treated with 10uM atorvastatin, fluvastatin, simvastatin or lovastatin
as in Fig 3A. Analysis was performed at 72 hpi (VERO) or 48 hpi (A549, hNPCs). (A, D, G) Photomicrographs of
WNV-infected VERO (A), A549 (D) and hNPCs (G) treated or not with statins. Cells were immunostained with
anti-WNV-E3 antibody. (B, E, H) Automated enumeration of total cell number based on DAPI staining and
percentage of infected cells based on immunostaining with an anti-WNV-E3 antibody. Quantification of virus
titers (C, F, I) in supernatants of VERO (C), A549 (F) and hNPCs (I). Results are representative of 3 independent
experiments performed in triplicate. They are expressed as the mean +/- SD. Statistical analysis was performed
using a two-tailed Mann Whitney test. ns, non-significant (p>0.05), *p<0.05, **p<0.01.
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DISCUSSION

WNV is a global health threat for both human and equine populations against which no antiviral drugs
are currently available. The generation of brain cells from equine iPSCs has unlocked the development
of new in vitro models of improved relevance in equines (14, 15). Here, we developped a novel
microplate assay based on WNV-infected eNPCs and screened a chemical library of 41 compounds for
their therapeutic potential. Compounds with antiviral and unexpected proviral activity were found.

Our study confirmed the potential of equine iPSCs to generate equine brain cells. By infecting the
latter, we found that both eNPCs and eNe were permissive to WNVyysq, alhough infection levels were
much lower in eNe. This was in striking contrast with the observation made by Fortuna et al. (15), who
reported no infection in eNPCs and high infection in eNe, using the WNVysw2011 Strain. This discrepancy
may be attributed to the use of different virus strains or to differences in the neuronal subtypes
generated from equine iPSCs, as neuronal subtypes have different sensitivity to WNV (23). The non-
permissivity of eNPCs in Fortuna’s study is however surprising, as NPCs, at least those of human origin,
are known to be highly permissive to a wilde range of viruses (11, 24, 25).

We demonstrated for the first time the feasibility of using WNV-infected equine brain cells to set up a
microplate assay and perform a pilot screen, assessing the antiviral activity and cytotoxicity of 41
chemical compounds. Among these, 2'-CMC, a nucleoside analog known to inhibit the viral polymerase
of several flaviviviruses (26-28), had the most robust activity. As no antiviral activity against WNV had
been previously described for this compound, our results enlarge its spectrum of action within the
Flavivirus genus and across species and identify a lead candidate, which calls for assessment of the
antiviral activity of additional 2’C-methylated nucleoside derivatives. Ribavirin is another nucleotide
analog identified in our screen. It is known to have a moderate effect on flaviviruses and conflicted
data have been reported in human neural progenitors (29, 30). Our results support a similar moderate
effect in WNV-infected eNPCs. Of note, two other nucleoside analogs that also inhibit the viral
polymerase, favipiravir and sofosbuvir, were inactive in eNPCs despite a known capacity to block WNV
in human cell lines (31, 32). It is probable that favipiravir, which generally inhibits viral replication in
the 100 uM range, was inactive due to the lower dose used in our study (10um). Such, however, should
not be the case for sofosbuvir, as its activity was observed in the micromolar range in 3 human cell
lines (32). Its inactivity in eNPCs may thus rather be attributed to insufficient uptake or conversion of
the compound into its tri-phosphate active form, or alternatively, to its rapid elimination following
extensive deamination or demethylation. This differential role of a viral polymerase inhibitor on WNV-
infected eNPCs and human cell lines underscores the importance of assessing the antiviral activity of
compounds, including those acting directly against the virus, on relevant cell type and species.

The proviral role of statins that we observed in WNV-infected eNPC was highly surprising as, so far,
statins were rather known to block the replication of viruses, including WNV and other flaviviruses, in
multiple cellular types (reviewed in 19). We dismissed the possibility that it may be a particularity of
neural progenitor cells as statins inhibited WNV (our results) and Japanese encephalitis virus (33)
replication in human neural progenitors. Rather the proviral role could be a species specificity that
could be explained, at least in part, by a differential effect on the human and equine
hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (HMG-CoA R) enzyme, the described target of statins whose
inhibition leads to a decrease in cellular cholesterol. Similar host-specific effects in the inhibition of
viral replication have already been documented for other small molecule compounds (34). At present,
the molecular mechanisms that underlie the proviral effect in equine brain cells remains to be
unravelled, but this unexpected observation further underscores the importance of using cellular
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models of relevant cell type and species for assessing the role of antiviral molecules. This may reduce
pointless pre-clinical and clinical assays.

Conclusion

Viral encephalitis continues to pose a significant threat to the equine industry (35). The discovery of
effective antiviral compounds most certainly relies on the development of relevant in vitro models. As
a first step, our study provides a novel assay based on equine brain cells that is suitable for antiviral
research. It paves the way towards the development of more sophisticated 2D and 3D in vitro models
representative of an increased diversity of equine neural population and to future studies aimed at
discovering antiviral molecules against diverse neurotropic equine viruses.
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Supplementary Table 1

Compounds Suppliers Catalogue no.
2'-C-methylcytidine Ark Pharm. Inc. AK-88474
25-hydroxycholesterol Cayman Europe 11097
Abacavir TargetMol 16367
Adefovir dipivoxil TargetMol T1675
Amantadine Sigma A1260
Arbidol TargetMol T0104
Atorvastatin Sigma PZ0001
Brequinar Adooq Bioscience A12442
Capecitabine TargetMol T1408
Cladribine TargetMol T2558
Chlofarabine TargetMol T0297
Cidofovir TargetMol T6244
Cyclophilin inhibitor F83233 | in-house

Cyclopilin inhibitor F83233RS | In-house

Cytarabine TargetMol T1272
Decitabine TargetMol T1508
Didanosine TargetMol T2578
DMXAA TargetMol T6273
Eflomithin (dfmo) Sigma D193
Emtricitabine TargetMol 16214
Famciclovir TargetMol T1646
Favipiravir TargetMol T6833
Fluorouracile AK Scientific, Inc. Ak-67526
fludarabine TargetMol T1038
Gemcitabine TargetMol T0251
Isatin Sigma 114618
Lamivudine TargetMol T0682
Maribavir TargetMol T2162
Mercaptopurine TargetMol T0010
Mycophenolic acid Sigma M5255
Nelarabine AK Scientific, Inc. RO77
Penciclovir TargetMol T1643
Ribavirin MedChemExpress HY-B0434
Sofosbuvir TargetMol T6676
Stavudine TargetMol T1404
Telbivudine TargetMol T1513
Tenofovir disoproxil TargetMol T2409
Thioguanine TargetMol T3089
Valaciclovir TargetMol T1087
Valaanciclovir TargetMol T1533

Supplementary Table 1. List of 41 selected compounds tested for their antiviral activity in
WNV-infected eNPCs. Compounds were selected for their known activity against human and
equine viruses.

2. les statines : des molécules provirales dans les cellules progénitrices neurales
équines et antivirales dans les cellules neurales progénitrices humaines.
Caractérisation de leur mode d’action

Cette partie présente les résultats qui n'ont pas été inclus dans l'article en
préparation. A noter que certains de ces résultats sont préliminaires (expériences
réalisées une seule fois).

Nous avons mis en évidence un effet proviral des statines a 10 et 1 uM pour
fluvastatine (FLU), atorvastatine (ATO) et lovastatine (LOVA) et a 10 uyM pour
simvastatine (SIM) sur les eNPC infectées par le virus West-Nile (Figure 6 de I'article).
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Ce résultat était inattendu au vu de la littérature. Celle-ci mentionnait en effet un rdle
antiviral et proposait méme les statines comme des antiviraux pan-F/avivirus, voir a plus
large spectre.

Afin de mieux comprendre cet effet proviral, nous avons cherché a déterminer
a quelle(s) étape(s) du cycle viral les statines exercaient leur action, puis nous avons
cherché a déterminer si la voie de synthése de I'acide mévalonique qui conduit a la
synthese du cholestérol était impliquée.

2.1. Mécanisme d'action des statines dans les eNPC infectées par WNV
2.1.1. Etape(s) du cycle viral ciblée(s) par les statines

Pour identifier I'étape du cycle viral ciblé par les statines, nous avons réalisé deux
séries d'expériences successives d'ajout des statines a différents temps.

Dans un premier temps, les statines ont été ajoutées comme indiqué dans la
figure 18 (paragraphe 7 du matériel et méthodes) :

- Condition 1: «en continu », dés le pré-traitement et tout au long de
I'expérience

- Condition 2 : en pré-traitement (2 h avant l'infection)

- Condition 3 : pendant la phase d'adsorption uniquement (2 h)

- Condition 4 : apres la phase d'adsorption uniquement (48 h)

Nous avons focalisé notre intérét sur les 2 statines qui présentaient l'activité
provirale la plus élevée, atorvastatine (ATO) et fluvastatine (FLU) (a 1 uM). Les résultats
sont présentés figure 20.

La mesure de la viabilité cellulaire n'indique pas un effet majeur d’ATO et FLU a
1 uM sur les cellules, tels qu'un effet cytotoxique ou prolifératif, qui pourrait expliquer
I'effet proviral (Figure 20 A, D).

Nous constatons avec FLU, une forte augmentation du pourcentage d'infection
normalisé en condition (4) post-adsorption (229 + 28,4 %), comme nous le constatons
dans la condition (1) ajout en continu (249 + 13,6 %). Pour les conditions (2)
prétraitement et (3) adsorption, I'infection est similaire a I'infection en absence de
molécule, avec respectivement les pourcentages d'infection normalisé (110 + 40,8 %
et 104 £ 27,1 %) (Figure 20 A). Ce résultat est confirmé par la quantification des
particules virales dans les surnageants, en condition (1) et (4) ou, nous avons une
augmentation de 1 Log par rapport a la condition contréle (figure 20 C). De méme, la
quantité des ARN viraux dans les surnageants est augmentée d'un facteur 3 (Figure
20 B).
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Figure 20 : Atorvastatine (ATO) et Fluvastatine (FLU) exercent un effet proviral dans les eNPC apreés
la phase d’adsorption du virus

Continu: ATO et FLU ajoutés en continu : condition (1). Pre-T : ATO et FLU ajoutés en pré-traitement :
condition (2) ; Ads : ATO et FLU ajoutés pendant I'adsorption : condition (3) ; Post-T : ATO et FLU ajoutés
pendant la phase d‘incubation condition (4) ; Ajout de FLU 1 uM : (A) (B) (C) ; Ajout de ATO 1 uM: (D) (E)
(F). Quantification - de l'infection par imagerie cellulaire : (A) et (D) ; - des ARN viraux dans les surnageants
(B) et (E) ; - des particules virales infectieuses dans les surnageants (C) et (F). Les résultats sont normalisés
par rapport a la condition contréle (sans ajout de molécule) pour (A) (B) (D) (E) ; Expression des résultats :
moyenne +/- écart-type. Analyse statistique test de Mann-Whitney sur GraphPad Prism v9 : *p-value< 0,05 ;
**p-value< 0,01 ; ns non significatif

Avec ATO, nous constatons également une forte augmentation du pourcentage
d'infection en condition (1) (238 + 27,0 %) et en condition (4) (220 + 12,4 %) (Figure 20
D). Le pourcentage d'infection normalisé en condition (2) et (3) en présence d’ATO,
(117 £ 8,2 % et 120 £ 31,4 %, respectivement) est proche de celui observé en absence
de molécule. Ces résultats sont confirmés par la quantification des ARN viraux et des
particules virales infectieuses dans les surnageants (Figure 20 E, F). Nous constatons
une augmentation des quantités d’ARN viraux moins importante en condition (4) d'un
facteur 2,5 par rapport a la condition continu (1) (augmentation d'un facteur 4) et des
quantités plus élevées d’ARN viraux dans les conditions (2) et (3) d'un facteur 1,5
environ. La quantification des particules virales infectieuses met en évidence une
augmentation de 1 Log environ du nombre de particules virales en condition (4), et en
condition (1) par rapport a la condition contrdle : infection sans ajout de molécule.

Nos résultats montrent que les statines, ATO et FLU a TuM, n’ont pas d'effet sur
les cellules en amont de l'infection. Ces premiers résultats ont permis de mettre en
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évidence un profil d'action similaire pour les deux statines. Ils démontrent que leur
action provirale n'est pas due a un effet « primant » la cellule (absence d'effet du pré-
traitement), ou a un effet sur le virus lui-méme (absence d'effet lors de la phase
d’'adsorption). Au contraire, le fait que I'effet proviral soit observé lorsque les statines
sont ajoutées apres la phase d'adsorption démontre que celles-ci exercent leur action
provirale lors du cycle viral, a une ou des étape(s) entre la phase d’'entrée et celle de
relargage des particules virales infectieuses.

Information (durée approximative) sur les étapes du cycle viral

Détection des & @‘
@: particules virales g )
Détection @ $
l & I des ARN / ' / Maximum de
particules
‘ = l | i | libérées
-2h adsorptio:n : 1olé PI : |

‘oh 4h PI 8hPI 12h PI 16h:P1 24h Pt
: : : 20h PI
e ARN viraux
‘El:‘r:':e du 6h-8h faible  Libération des
1h environ quantité premléres
post : particules
: adsorption :

Entrée  Réplication Assemblage Maturation  Sortie

Brinton et a/ 2002 et 2013 données sur le cycle WNV

Martinez-Gutierrez et 4/ 2011

sur VERO : 0-4h : entrée, démasquage des protéines, synthése des protéines, réplication,

4h-12h : assemblage maturation 12h : libération commence a 6h avec augmentation jusqu‘a 20h : pic
Sur HMEC-1: 0-6h : entrée, démasquage des protéines, synthése des protéines, réplication, transcription
6h-10h : assemblage maturation

8h : début de la libération des particules virales constante jusqu‘a 20h sans pic

Figure 21 : Etapes du cycle viral (durée approximative) du WNV en cellules de mammifere. [47], [215], [216]

Nous avons ensuite voulu préciser |'étape ou les étapes du cycle viral ciblée(s),
en réalisant une étude de « time of addition assay » plus précise. A partir des données
de la littérature, nous avons établi le schéma présenté figure 21, montrant le décours
temporel des différentes étapes de la réplication de WNV dans une cellule de
mammifere.

Nous avons tout d'abord vérifié la durée du cycle viral dans les eNPC. Dans ce
but, nous avons choisi d'infecter les cellules a une MOI égale a 2, suivant le schéma
expérimental décrit paragraphe 6 figure 17 dans le matériel et méthodes. Les
surnageants ont été prélevés a différents temps post infection (0, 1, 3, 6, 9, 12 et 19h)
pour y quantifier les particules virales infectieuses et les ARN viraux.

Les résultats (Figure 22) montrent que les particules virales commencent a étre
libérées dans le surnageant 12h apres l'infection. C'est entre 12 et 19h post-infection
qu'il y a une forte augmentation du nombre des particules virales infectieuses libérées
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dans le surnageant. Ces résultats montrent que le cycle du WNV dans les eNPC est
semblable a celui décrit classiquement pour d'autres modeles cellulaires.

TCID50/mL
5,E+05 |
T+1h T+3h T+6h T+Sh T+12h T+19h

Figure 22 : Caractérisation du cycle de réplication du virus West Nile dans les cellules eNPC.
Le titre viral a été déterminé en TCID50/mL dans les surnageants de culture prélevés a différents temps
aprés infection. Expression des résultats : moyenne +/- écart-type.

Nous avons choisi d'ajouter les molécules 1h, 3h, 6h, 9h et 12h post-infection
(PI) (comme illustré figure 19 du matériel et méthodes). Nous avons réalisé cette
expérience de « time of drug addition assay », a une MOI élevée (MQI = 1) a laquelle
85,4 + 4,2 % de cellules sont infectées en 24 h. Pour des raisons pratiques, nous avons
stoppé I'expérience 20h PI plutét qu’a 16h PI (durée estimé d'un cycle viral).

Nous avons quantifié I'infection par imagerie cellulaire. Les résultats d'imagerie
cellulaire sont présentés figure 23A pour FLU et 23 B pour ATO.

Comme attendu, |'effet proviral de FLU se manifeste lorsque la molécule est
ajoutée apres la phase d'adsorption (120 £ 17,9 %). L'ajout de FLU a 1Th PI montre un
effet proviral plus important avec 131 + 5,0 % de cellules infectées. Nous sommes alors
a une étape précoce du cycle viral correspondant a la traduction des protéines, puis la
réplication du WNV. A 3 et 6h PI, nous constatons également que I'ajout de FLU
entraine un effet proviral avec respectivement un pourcentage d'infection de 125,4 +
3,6 % et 120,5 + 6,2 %. Nous sommes alors toujours dans |'étape de réplication des
ARN viraux et traduction des protéines virales. A partir de 6h, nous entrons dans la
phase d'assemblage des particules virales. A 9h, PI, I'ajout de FLU entraine un faible
effet proviral (114,7 £ 6,8 %). Nous abordons alors la libération de particules virales.

De méme, comme attendu, I'effet proviral d’ATO se manifeste des I'ajout post
adsorption avec un pourcentage d'infection de 132 + 11,6 %. L'effet proviral d’ATO est
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maximal avec un ajout 3h PL. Nous avons alors 145 = 12,7 % des cellules infectées.
L'ajout a 6h post infection entraine un effet proviral important 138,0 + 16,1 % de
cellules infectées. A 9h post-infection, I'ajout d'atorvastatine a encore un faible effet
proviral (119,2 + 9,6 %).

L'effet proviral marqué observé avec FLU et ATO a 1 uM ajoutées entre 1 et 6h
PI suggere que la réplication et I'assemblage des particules virales, les étapes majeures
a ce stade du cycle réplicatif du WNV, sont favorisées par les statines.

Pour FLU et ATO, un ajout 12h PI n'a plus d'effet proviral (respectivement figure
23 A et B). Un effet proviral, faible est observé si FLU ou ATO sont ajoutés a 9h. Cela
suggere que l'effet ne porte pas sur les étapes tardives, a savoir maturation et libération
des particules virales.

Les profils obtenus sont les mémes pour les deux statines. Le fait qu’elles soient
efficaces (action provirale) lorsqu’elles sont ajoutées jusqu'a 6h PI suggere qu'elles
n'affectent pas les étapes précoces du cycle viral (entrée et réplication). La perte
d'efficacité quand I'ajout est effectué a 9h PI suggere de plus que la phase de relargage
des particules virales infectieuses n'est pas non plus affectée. Ceci indique donc que
les statines pourraient jouer un role facilitateur de l'infection a I'étape d'assemblage
des particules.
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Figure 23 : Quantification par imagerie cellulaire automatisée du Time of Drug Addition Assay

(A) FLU MQI 1 (B) ATO MOI 1. Les résultats sont normalisés par rapport a la condition contréle (Condition
d'infection sans ajout de molécule) ; Expression des résultats : moyenne +/- écart-type.

Analyse statistique test de Mann-Whitney sur GraphPad Prism v9 : *p-value< 0,05 ; **p-value< 0,01 ;

ns non significatif

2.1.2. L'effet proviral des statines est-il médié par une inhibition de synthese du
cholestérol ?

Les statines peuvent agir a de multiples sites dans la cellule [217] mais leur réle
le plus connu est celui d'induire une diminution de la synthése du cholestérol cellulaire




via I'inhibition de 'HMG-CoA réductase (hydroxy méthyl glutaryl-CoA réductase), une
enzyme clé de la voie de synthese de |'acide mévalonique (Figure 16).

Afin de déterminer si |'effet proviral des statines sur les eNPC est médié par une
diminution du taux de cholestérol, nous avons cherché a inhiber cette voie en ciblant
sa derniere étape. Nous avons utilisé le AY-9944, un inhibiteur de la 7-déhydro-
cholestérol A7réductase (DHCR7), une enzyme qui convertit le 7-déhydro-cholesterol
en cholestérol (Figure 16).

Les expériences précédentes suggérant des mécanismes similaires de
fluvastatine et atorvastatine, nous avons choisi de poursuivre cette partie du travail
avec une seule molécule, I'atorvastatine.

Comme pour les expériences précédentes, les eNPC ont été infectées en suivant
le schéma présenté figure 24. Un effet dose a été réalisé en ajoutant AY-9944 3
différentes concentrations dans une gamme de 5 a 0,001 uM.

Prétraitement

1- Continu \ o

———

ou \ — ATO 10 pM

ou _—

AY-9944 de5a 0,001 pM

-4 -2h TO 48h PI

Adsorption Incubation Arrét
2h 2h ‘ 48h Récupération des surnageants
‘ & WNV Fization au PFA4

Figure 24 : Schéma expérimental : Inhibition de la synthése du Cholestérol par AY-9944

La quantification du pourcentage de cellules infectées montre que, comme
habituellement, atorvastatine a 10 uM favorise la réplication du WNV (170,1 £ 7,3 %).
En revanche, le AY-9944 induit une diminution du pourcentage de cellules infectées.
Cette diminution est dose-dépendante aveca 5 yM 43,6 + 10,4 % et a 0.01 uM 70.3 +
10,2 % des cellules infectées (Figure 25 A). Nous avons confirmé une diminution du
nombre de particules virales dans les surnageants de 0,5 Log environ, en présence de
AY-9944 a 0,5 uM (Figure 25 B). Cette expérience a été réalisée 2 fois et les résultats en
imagerie et TCID50 sont concordants.

Ces résultats suggerent qu'une diminution de la synthese de cholestérol a un
effet antiviral dans les eNPC et que par conséquent, I'effet proviral des statines ne serait
pas médié par une diminution de cette synthese. Ces résultats montrent aussi
I'importance du cholestérol pour la réplication du WNV dans les eNPC, comme cela
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avait été montré dans d'autres types cellulaires. Ils suggerent enfin d'autres
mécanismes d’action des statines responsables de |'effet proviral. Ce point reste a
élucider.
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Figure 25: AY-9944 (inhibiteur de la synthése du cholestérol) inhibe la réplication de WNV dans les
eNPC.

(A) Quantification par imagerie cellulaire automatisée
Controle : condition d'infection par WNV (MOI 0,1). ATO-10 : Témoin effet proviral de ATO a 10 uM.
AY-9944 : effet-dose de 5 a 0,001

(B) Quantification par TCID50 du nombre de particules virales infectieuses dans les surnageants
Controle : condition infection par WNV (MOI 0,1). ATO-10 : Témoin effet proviral de ATO a 10 pM.
Expression des résultats : moyenne +/- écart-type. Analyse statistique test de Mann-Whitney sur GraphPad
Prism v9 *p-value< 0,05 ; **p-value< 0,01 ; ns non significatif. 2 expériences ont été réalisées.

2.2. Mécanisme d'action des statines dans les hNPC infectées par WNV

Le résultat inattendu sur les eNPC, a savoir un effet proviral, nous avait conduit
a étudier I'effet des statines sur les hNPC infectées par WNV. Nous avions mis en
évidence un effet antiviral (Figure 7 de I'article), opposé a celui observé dans les eNPC,
que nous avons cherché a caractériser en parallele. La aussi, nous avons cherché a
déterminer a quelle(s) étape(s) du cycle viral les statines exercaient leur action puis,
avec la méme approche que sur les eNPC, nous avons cherché a déterminer si la voie
du mévalonate était impliquée.

2.2.1. Etape(s) du cycle viral ciblée(s) par les statines dans les hNPC

Nous avons utilisé le schéma expérimental présenté figure 18 et nous avons
reproduit I'expérience avec ATO et FLU a 10 uM. Pour rappel, les conditions présentées
dans la figure 18 sont :

- Condition 1: « en continu »,

- Condition 2 : en pré-traitement
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- Condition 3 : pendant la phase d'adsorption uniquement
- Condition 4 : apres la phase d'adsorption uniquement.

Nos résultats montrent (Figure 26 A et D) que les statines FLU et ATO n’ont pas
d'impact sur la viabilité des cellules, cependant l'infection a un effet inhibiteur sur la
prolifération des cellules. La viabilité des cellules, en condition non infectées (NI) est
respectivement pour ces 2 expériences FLU et ATO de 151,0 £ 10,9 et 156,6 + 8,0 % de
cellules.

FLU n’exerce pas un effet antiviral de sur les cellules, lorsqu’elle est ajoutée lors
de la phase de prétraitement (2) et pendant la phase d'adsorption (3). Nous avons
alors des pourcentages d'infection de 83,6 + 14,6 % et 75 + 22,8 % (Figure 26 A). Ces
résultats sont non significatifs. L'effet antiviral de FLU se manifeste en condition (4)
c'est-a-dire en ajout post infection, pendant la phase d'incubation. 44,5 + 10,0 % des
cellules sont infectées. Nous reproduisons alors, |'effet antiviral obtenu en condition
continu (1) avec: 36,9 = 2,9 % de cellules infectées. Ces résultats sont confirmés par la
quantification des ARN viraux dans les surnageants (Figure 26 B). La quantification des
particules virales infectieuses présentes (Figure 26 C) montre que celles-ci sont
légerement diminuées, sans toutefois que le seuil de fiabilité statistique ne soit atteint.
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Figure 26 : Atorvastatine (ATO) et Fluvastatine (FLU) exercent un effet antiviral dans les hNPC aprés
la phase d’adsorption du virus

Continu : ATO et FLU ajoutés en continu. Pre-T : ATO et FLU ajoutés en pré-traitement : condition (2) ;
Ads : ATO et FLU ajoutés pendant I'adsorption : condition (3) ; Post-T : ATO et FLU ajoutés pendant la
phase d'incubation condition (4) ; Ajout de Atorvastatine ATO : (D) (E) (F) ; Ajout de Fluvastatine FLU : (A)
(B) (C). Quantification - de I'infection par imagerie : (A) et (D) ; - des ARN viraux dans les surnageants (B)
et (E) ; - des particules virales infectieuses dans les surnageants (C) et (F). Les résultats sont normalisés
par rapport a la condition contréle (Condition d'infection (1) sans ajout de molécule) pour (A) (B) (D) (E);
expression moyenne +/- écart-type. Analyse statistique test de Mann-Whitney sur GraphPad Prism v9
*p-value< 0,05 ; **p-value< 0,01 ; ns non significatif. 3 expériences indépendantes ont été réalisées.
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Pour ATO, paradoxalement nous mettons en évidence, un effet proviral en
imagerie dans les conditions (2) et (3) avec respectivement 161,4 + 37,4 % et 184,5 +
15,3 % de cellules infectées (Figure 26 D). Cet effet proviral n'est toutefois pas confirmé
par la quantification des ARN viraux et des particules virales dans les surnageants
(Figure 26 E et F). Cependant, comme attendu, nous confirmons I'effet antiviral d’ATO
(10 uM) dans la condition (1) avec uniquement 6,6 +2,3 % des cellules infectées. Nous
constatons que cet effet antiviral se retrouve en condition (4), lorsque ATO est ajoutée
post-adsorption avec 8,9 + 1,4 % des cellules infectées. L'effet antiviral exercé par ATO
sur les hNPC infectées par WNV est confirmé par la quantification des ARN viraux dans
les surnageants (Figure 26 E). Nous observons également une diminution de la quantité
de particules virales infectieuses (Figure 26 F).

Nos résultats montrent que l'effet antiviral de fluvastatine et atorvastatine a 10
UM n’est pas di a une activité des statines sur les cellules en amont de I'infection (2).
De méme, lorsque FLU est ajoutée lors de I'adsorption (3), il ne semble pas avoir d'effet
sur les cellules et/ou le virus. L'effet proviral quantifié en imagerie avec ATO en
condition (2) et (3) n'est pas confirmé par les autres techniques de quantification de
I'infection. Il s'agit d'un artéfact. Nous constatons I'effet antiviral lorsque la statine est
ajoutée post adsorption pendant la période d'incubation, au cours de laquelle le virus
se réplique. Cela montre que les statines agissent entre la phase d'entrée et de sortie
du virus, I'étape ou les étapes précises restant a déterminer.

Nous avons ensuite voulu préciser |'étape ou les étapes du cycle viral ciblée(s),
en réalisant une étude de « time of addition assay » plus précise. Nous avons utilisé le
schéma expérimental présenté Figure 19. Lors de travaux précédents, il a été montreé
que le cycle viral de WNV dans les hNPC est similaire a celui décrit classiquement dans
les cellules de mammiféres (Figure 21).

Nous avons donc ajouté les molécules 1h, 3h, 6h, 9h et 12h PI et nous avons
réalisé cette expérience de « time of drug addition assay », a une MOI élevée (MOI =
1) pour laquelle 99% de cellules sont infectées en 24 h. Toujours pour les mémes
raisons pratiques évoqués dans la partie eNPC, nous avons stoppé I'expérience 20h PL

Sur les hNPC, cette expérience de « Time of Drug Addition Assay » (Figure 27)
ne nous a pas permis de mettre en évidence |'étape du cycle viral impactée par les
statines, I'effet antiviral n'ayant pas été reproduit dans les contréles. Cette expérience
devra étre complétée par la quantification des ARN viraux et particules virales
infectieuses dans les surnageants et devra étre répétée avant de tirer des conclusions.
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Figure 27 : Quantification par imagerie cellulaire automatisée du Time of Drug Addition Assay
ATO 10uM. Le contréle correspond a la condition d'infection par WNV (MOI 1) sans ajout de statines.
Expression des résultats : moyenne +/- écart-type. Une seule expérience a été réalisée.

2.2.2. L'effet antiviral des statines est-il médié par une inhibition de synthese du

cholestérol ?

L'activité des statines est principalement d'inhiber la synthése du cholestérol
dans les cellules. Nous avons déja évoqué ce point dans la partie eNPC. Afin de
déterminer si I'effet antiviral des statines dans les hNPC est médié par une diminution
du taux de cholestérol, nous avons également pris I'approche pharmacologique citée
plus haut et réalise des expériences en présence d'AY-9944 a différentes
concentrations (Figure 28). Comme précédemment, nous avons choisi de poursuivre
cette partie du travail uniquement avec l'atorvastatine, les expériences précédentes
suggérant des mécanismes d'action similaires pour fluvastatine et atorvastatine,
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Figure 28 : AY-9944 (inhibiteur de la synthése du cholestérol) est sans effet sur la réplication de
WNV dans les hNPC. Quantification par imagerie cellulaire automatisée

Controle : condition d'infection par WNV (MQOI 0,1). ATO-10 : Témoin effet antiviral de ATO a 10 uM.
AY-9944 (AY) : effet-dose de 5 a 0,001 uM

Expression des résultats : moyenne +/- écart-type. Analyse statistique test de Mann-Whitney sur
GraphPad Prism v9 **p-value< 0,01 ; ns non significatif- Deux expériences indépendantes ont été
réalisées.

La quantification par imagerie cellulaire révéle, un puissant effet antiviral d'ATO
a 10uM dans les hNPC (8,2 + 4,5 % des cellules infectées). Cependant, nous observons
une forte cytotoxicité de AY-9944 a des concentrations supérieures ou égales a 5 uM
qui n'était pas observée dans les eNPC. Ceci montre que les hNPC sont plus sensibles
a ce composé que leurs équivalentes équines. Par ailleurs, alors qu'un fort effet antiviral
était observé dans les eNPC a 1 uM, un effet antiviral de AY-9944 n’est observé dans
les hNPC que lorsque le composé est utilisé a 5 uM ou plus, une concentration a
laquelle il est aussi fortement toxique. A ce stade, ces résultats ne permettent pas
d'apporter des précisions quant au mécanisme d'action antiviral des statines dans les
hNPC et quant au role du cholestérol. Ils pourront étre validés par la quantification des
ARN viraux et des particules virales infectieuses dans les surnageants.

2.3. Conclusion

Nous disposons de 2 modeles d'infection de cellules progénitrices neurales, I'un
équin, I'autre humain, pour WNV.

Nous obtenons des résultats opposés. Sur le modele équin, nous avons mis en
évidence un effet proviral des statines: atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et
simvastatine. Cet effet cible probablement, |'étape d’'assemblage des particules virales
au cours du cycle de réplication de WNV dans la cellule. Atorvastatine et fluvastatine
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ont un mécanisme d’action similaire. L'origine de cet effet proviral n'est pas élucidé
mais il ne semble pas lié a I'effet hypocholestérolémiant des statines. En effet, I'ajout
de AY-9944, inhibiteur de la synthese du cholestérol, induit un effet antiviral sur les
eNPC infectées par WNV.

Sur le modele humain, nous avons mis en évidence un effet antiviral de ATO
avec 90 % d'inhibition de I'infection. FLU et LOVA ont également un effet antiviral, mais
moins important. Cet effet cible également une étape du cycle viral de WNV dans la
cellule.

Nous avons des résultats opposés sur des modeles cellulaires du systeme
nerveux de différentes especes. Ceci illustre parfaitement le choix crucial du modele
cellulaire d'étude et les réserves a émettre sur les résultats obtenus applicables
uniquement a l'espece considérée. Il est pertinent de développer des modeles
spécifiques d'especes et de tissus et de tester les molécules antivirales sur le modele
considéreé.

3. Infection des eNPC par le virus de I'’encéphalite équine de |'est (EEEV)

Le virus de l'encéphalite équine de I'Est (EEEV) est un virus neurotrope
zoonotique sévissant en Amérique du Nord. Il n'existe actuellement aucun modele
d'infection spécifique du cerveau des chevaux. Afin de mettre en place un tel modele,
nous avons cherché a évaluer la permissivité des eNPC a la souche : NCPV689, souche
H178/99 ; ICTV 0407041 (99.8 % ID avec KX000089.1 souche CV) de EEEV.

eNPC EEEV-22h PI

NI MOl 10 104 103

eNPC EEEV-46h PI

Figure 29 : EEEV a un effet cytopathique sur les eNPC.
A 22h post infection et (B) : 46h post infection. : Photos grossissement x10 (Opera Phenix Perking Elmer)
marquage au DAPI des noyaux. Conditions : NI =non infecté, MOI, 10 10, et 107,
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fort effet cytopathique dose-dépendant (Figure 29) ce qui démontre leur permissiviteé.
Ceci a été confirmé par quantification du nombre de cellules survivantes par imagerie
automatisée (Figure 30). Celle-ci confirme l'impact dramatique du virus sur les eNPC
(80 % des cellules sont mortes aux MOI 1, 107", 102 et 103 46h aprés I'infection).
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Figure 30. Les eNPC sont permissives a EEEV

Pourcentage de cellules survivantes normalisé quantifié par imagerie cellulaire automatisée (Opera
Phenix-Pasteur) pour chaque temps par rapport au témoin : cellules non infectées. Les résultats sont
normalisés par rapport a la condition control (Condition d'infection sans ajout de molécule).
Expression des résultats: moyenne +/- écart-type. - Deux expériences indépendantes ont été
réalisées.

Un marquage en immunofluorescence indirecte (Figure 31) a l'aide d'un
anticorps dirigé contre la nucléocapside de EEEV (SVF-C) confirme que les cellules sont
infectées avec une localisation cytoplasmique de l'infection. Il révele le fort effet
cytopathique du virus sur les cellules dés 22h PI a la MOI de 10

eNPC
22h PI

EEEV MOI 10+

DAPI ; anti EEEV

Figure 31 : L'effet cytopathique de EEEV sur les eNPC. Grossissement x20 Zeiss
Axio observer Z1
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A MOI 10, nous sommes dans des conditions intéressantes pour un criblage
de molécules. A savoir, nous avons ' un effet cytopathique important, % un écart
important entre condition témoin cellules non infectées et condition cellules infectées
et ¥ compte tenu de la virulence de ce virus et de sa pathogénicité, une dose de virus
minimale a manipuler.

Les résultats obtenus en imagerie restent a contrOler par quantification des ARN
viraux et des particules virales infectieuses dans les surnageants de culture. Pour ce
point, compte tenu de la pathogénicité de EEEV, nous opterons préférentiellement
pour un contrdle par quantification des ARN viraux dans les surnageants.

Ces résultats montrent que les eNPC sont non seulement permissives a un
Flavivirus, WNV, mais aussi a un Ajphavirus, EEEV. Notre travail fournit ainsi un nouveau
modele d'infection spécifique du cerveau des équidés qui pourrait étre utilisé dans le
cadre de futures études visant a évaluer le potentiel de molécules antivirales contre ce
Virus.
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IV- Discussion Générale

Le virus West Nile est un arbovirus neurotrope a |'origine d'encéphalites virales
chez le cheval et chez I'Homme. Ces infections peuvent étre asymptomatiques ou
entrainer des encéphalites mortelles ou de graves séquelles neurologiques. Le virus
West Nile, identifié en 1937, a longtemps été tres discret et peu étendu
géographiquement en Europe et sur le bassin méditerranéen. En France, la premiere
épidémie est recensée dans le sud, dans les années 60. Il circule a bas bruit, jusqu’a-la
fin des années 1990, les épidémies deviennent alors plus séveres et plus nombreuses.
Les années 2000, marquent une entrée dans un cycle d'épidémies saisonnieres
annuelles pour la France. Au début des années 2010, le virus s'étend en Europe, avec
une intensification des épidémies et une flambée de cas certaines années : 2015, 2018
et recemment 2022. Ce virus se caractérise maintenant par des saisons de transmission
intenses avec un profil imprévisible et en constante évolution. Aucune thérapeutique
antivirale n'est disponible pour le cheval (ni pour 'Homme). Il est donc primordial
d'identifier des molécules efficaces contre ce virus dans un contexte ou la couverture
vaccinale est faible, notamment en France.

1. Les cellules du cerveau de cheval

Il n'y a que tres peu d'études sur les infections a West Nile chez le cheval. Elles
reposent surtout sur des coupes histologiques de cerveau post-mortem réalisées a la
suite d'une infection neuroinvasive. La genese d'iPSC équines, en permettant
I'obtention de cellules du systeme nerveux central, offre maintenant une nouvelle
alternative.

Le choix d'un modéle d'infection est important pour l'identification d'antiviraux.
L'objectif est d'approcher le modéle qui va mimer la pathologie, telle qu'elle est
observée /n vivo. Pour cela, il faut travailler sur des cellules du tissu et de I'espéce cible
de fagon a respecter le tropisme du virus pour mimer la pathologie et le processus
d'infection dans le tissu.

En montrant que les cellules progénitrices neurales équines (eNPC) sont
permissives au WNV, nous avons développé un nouveau modele d'infection intéressant
par rapport a notre sujet : trouver des antiviraux pour traiter les formes neuroinvasives
de WNV chez le cheval. Ce modele nous a permis de mettre en évidence des molécules
dotées d'une activité antivirale : 2-C'-méthylcytidine, arbidol et ribavirine.

1.1. Les conditions de culture

Sensibles a leur environnement, les eNPC demandent un apport régulier en
milieu frais, supplémenté en facteurs de croissance. Elles nécessitent un coating des
supports de culture en poly-L-ornithine/laminine, long a mettre en place par rapport a
un coating en matrigel. Ce dernier s'est avéré inapproprié pour les eNPC qui se
regroupaient alors en amas. La culture des eNPC est donc chronophage et cela a ralenti
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la planification des expériences. De plus, la différenciation des eNPC, si elle a permis
d’'obtenir des neurones, n'a pas été optimale dans la mesure ou un fond important de
cellules progénitrices est maintenu dans la culture et que des astrocytes ne sont
vraisemblablement pas générés. De plus, les eNPC en cours de différenciation se
rassemblent en amas et le processus s'accompagne d'une mortalité cellulaire
importante. Dans ces conditions, il est impossible d'envisager une quantification par
imagerie cellulaire et une caractérisation plus fine des cellules. Compte tenu de la
présence des progéniteurs, les résultats seraient difficiles a interpréter et a attribuer
aux neurones. Enfin, nous avons montré qu'une faible proportion de ces neurones sont
infectés par WNV, le virus infectant essentiellement les progéniteurs dans ces cultures
mixtes. In vivo, les cellules majoritairement infectées étant les neurones, nous sommes
ainsi éloignés du modéle pathologique.

Nos résultats sur la différenciation sont assez similaires a ceux présentés par un
groupe australien [145] qui décrivait un modeéle d'infection de neurones corticaux
dérivés d'iPCS équines, permissifs au WNV et au MVEV. Ils montraient une réplication
des virus avec une augmentation du titre viral au cours du temps. Dans leur modele,
les cellules différenciées sont également rassemblées en amas, ce point peut s'avérer
limitant pour I'étude du tropisme d'un virus. Depuis, aucune étude exploitant ce
modele n'a été publiée.

1.2. Un modele physiologiguement pertinent ?

Les eNPC dérivées d'iPSC constituent un modele en deux dimensions (2D). Ce
modele apporte des informations spécifiques a I'équin mais |'environnement est
différent par rapport a un tissu /n vivo, organisé en trois dimensions (3D). Des études
ultérieures utilisant des organoides cérébraux équins ou « minibrain » qui offrent un
environnement en 3D pourraient étre réalisées. Les premiers travaux sur les organoides
cérébraux sont attribués a Lancaster et a/. en 2013 [218] et les organoides équins sont
actuellement en cours de développement et de caractérisation dans I'équipe du Dr
Bertrand PAIN a Lyon. Bien qu'exempt de vascularisation et ne reproduisant pas la BHE,
ils pourraient permettre de retrouver approximativement la complexité du tissu cible.

Actuellement les cellules « différenciées » que j'ai obtenues lors de ce travail de
these ne constituent pas un environnement optimal pour étudier les formes
neuroinvasives de WNV chez I'équin, c'est a dire évaluer le tropisme du virus et ensuite
tester le potentiel antiviral de molécules. Il faudrait améliorer le protocole de
différenciation ou voir s'il est possible d'enrichir les cultures en neurones en triant les
cellules. 1l serait alors possible de réaliser une premiere sélection de molécules sur
progéniteurs puis de tester sur les cellules différenciées, les molécules intéressantes et
les molécules cytotoxiques déja pressenties sur d'autres modeles d'apres la littérature.
Les neurones présents dans nos cultures étaient peu permissifs au WNV, sur ce point,
I'environnement est peut-étre en cause et I'enrichissement pourrait peut-étre apporter
une amélioration. L'utilisation des organoides cérébraux, constitués de différents sous-
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types neuronaux dont certains pourraient étre plus permissifs, pourrait étre une autre
option. Il serait intéressant de consacrer du temps a ces deux approches.

2. Le crible

Le modele /n vitro que nous avons mis en place, les eNPC infectées par le WNV,
permet de cribler de petites banques de molécules (de I'ordre de 40 molécules). Les
conditions de culture difficiles, associées a un taux de prolifération limité des cellules,
ne permettent cependant pas d'envisager le développement de crible a plus haut débit.

Notre modele d'infection par WNV spécifique de I'équin a révélé trois molécules
avec une activité antivirale. Le 2'-CMC, un analogue de nucléosides, est un DAA se
démarquant pour son effet antiviral sans toxicité pour la cellule. La ribavirine, un autre
analogue de nucléotides, présente une cytotoxicité pour les eNPC, tout comme
I"arbidol, un HTA inhibiteur de I'entrée du virus. Le sofosbuvir et le favipiravir sont deux
molécules préalablement décrites dans la littérature pour avoir un effet inhibiteur sur
WNV. Dans les eNPC, ces deux molécules se sont révélées non cytotoxiques mais sans
effet antiviral (quantification par imagerie cellulaire et titrage du virus par TCID50).
Certaines molécules également pressenties dans la littérature se sont avérées toxiques.
C'est le cas de l'acide mycophénolique (AMP), du bréquinar, des inhibiteurs de
cyclophilines (F83233 et F83233RS) et de la gemcitabine. Les eNPC sont apparues
particulierement sensibles a de nombreuses molécules. Ce point pourrait traduire une
sensibilité particuliere par rapport a des cellules neuronales différenciées, c’'est un
phénomene que nous avions déja constaté en testant |'activité antivirale de molécules
sur des cellules humaines (progénitrices versus leurs dérivés différenciées).

3-Les statines
3.1. Un effet proviral ?

Dans les eNPC, nous avons mis en évidence un effet facilitateur des statines sur
la réplication du WNV. Ce résultat, nous a incité a chercher si cet effet était lié a I'espece
ou au type cellulaire. Nous avons appliqué notre protocole sur des cellules de
provenances différentes: des A549 (lignée d'épithélium pulmonaire humain), des
VERO (lignée simienne), et les hNPC (cellules progénitrices neurales humaines). L'effet
proviral sur les eNPC se manifeste avec les 4 statines testées, fluvastatine, simvastatine,
lovastatine et atorvastatine. Au contraire, ces mémes statines, a I'exception de la
simvastatine ont un effet antiviral sur les hNPC et pour la fluvastatine sur A549 et VERO.
L'effet proviral ne semble donc pas spécifique des progéniteurs neuraux puisqu'il n'est
pas retrouvé avec les progéniteurs neuraux humains. Nous mettons en évidence un
effet antiviral ou une absence d'effet dans les autres types cellulaires. Cela semble
d‘ailleurs cohérent avec la littérature qui mentionne surtout un effet antiviral des
statines. Elles sont pressenties comme des antiviraux pan-F/avivirus ou méme, a spectre
plus large [217]. Il nous reste donc a poursuivre nos investigations sur I'espece équine
pour voir si cet effet proviral est spécifique de |'espece équine ou des cellules neurales
équines.
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Pour cela, il nous faudrait tester I'effet des statines sur l'infection par WNV
d'autres cellules équines, telle que les cellules de derme équin (ED) et sur d'autres
cellules du SNC équin. Nous pourrions comparer avec d'autres cellules neurales
progénitrices équines dérivées d'iPSC, ou tester sur des organoides. Il faudrait peut-
étre, également s'assurer que ces progéniteurs soient proches et notamment capables
de se différencier avec les mémes caractéristiques. Cette spécificité pourrait étre en lien
avec le stade de différentiation. Pour exemple, les travaux de Sharma et a/ (2014)
conduisent a une différentiation en motoneurones et celle de Fortuna et a/ (2018) en
neurones corticaux [143], [145]. Nos résultats montrent combien les résultats de
criblage de molécules sont dépendants du type cellulaire et de I'espece.

3.2 L'aspect mécanistique

Nous avons souhaité comprendre le mécanisme d'action des statines sur le cycle
viral de WNV dans les eNPC. L'expérience des temps d'ajout de ATO ou FLU nous a
permis d’'écarter un effet sur la cellule. L'ajout de la statine pendant la phase de
prétraitement n'a, en effet, pas de répercussion sur l'infection. De méme, pendant
I'adsorption en présence du virus, les statines n'ont pas d'effet sur les cellules et/ou le
virus entrainant I'effet proviral (Figure 20). Nos expériences montrent que les statines
agissent entre les phases d'entrée et de sortie du virus. Elles sont décrites pour avoir
un effet hypocholestérolémiant en agissant sur 'HMGCoA réductase. L'inhibition de
cette enzyme conduit a un défaut de synthese de novo en cholestérol qui est
indispensable lors de plusieurs phases du cycle viral. Il s’ensuit un effet antiviral. L'effet
proviral dans les eNPC pourrait étre expliqué par un manque d'affinité des statines
pour I'HMGCoA réductase équine et par conséquence par une absence de modulation
du taux de cholestérol cellulaire ou encore par une activation de I'enzyme au lieu de
son inhibition ce qui entrainerait une augmentation du taux de cholestérol et I'effet
facilitateur de la réplication que nous observons.

Nous avons mis en évidence que l'effet proviral s'exerce au cours du cycle de
réplication du virus dans la cellule. Une ou des étapes de ce cycle de réplication sont
affectée(s). L'expérience du TOA (20h) montre que les étapes du cycle viral sont
impactées entre 3 h et 9 h PI, c'est-a-dire en cours de I'assemblage des particules virales
semble-t-il (Figure 23). Au-dela de 9 h PI, c'est-a-dire lors de la maturation des
particules virales et de leurs sorties de la cellule, il n'y a plus d'impact. Ces résultats
suggerent un effet enhancer sur les étapes tardives du cycle viral, telle que
I'assemblage des particules virales. Des 20 h, en imagerie, nous détectons un nombre
important de cellules infectées. Il faudrait refaire I'expérience et quantifier les particules
virales et les ARN viraux présents dans les surnageants, ainsi que les ARN viraux dans
les cellules pour nous aider dans notre interprétation.

Les connaissances du cycle viral et des spécificités d'action des statines sur la
cellule et le cycle viral ne permettent pas d'expliquer le phénomene proviral, les
données de la littérature orientent vers des effets antiviraux. Ainsi, la synthése de
novo du cholestérol ne semble pas nécessaire pour la réplication de I'ARN viral [206],
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[207]. L'infection par le WNV entraine une relocalisation du cholestérol de la membrane
plasmique au niveau du site de réplication (complexe réplicatif) et de I'enzyme
HMGCoA réductase qui se relocalise avec les protéines virales [85] pour faciliter la
réplication des ARN viraux et I'assemblage des particules. Medigeshi dans son étude
de 2008 montre que lors d'une infection par WNV NY-99, il n'y a pas surexpression du
gene hAmgcr (gene de la hydroxy-méthyl-glutarylcoenzyme-A reductase) [84]. Ce qui
suggere pour cette souche de WNV que le taux de HMGCoA réductase présent dans
la cellule est suffisant, donc peut-étre non limitant.

L'ajout de AY-9944, un inhibiteur de la voie de synthese du cholestérol agissant
sur la derniere étape induit un effet antiviral. Ces résultats démontrent que I'effet
proviral induit par les statines dans les eNPC n’est pas lié a une inhibition de la synthese
de cholestérol. Ce résultat sera a confirmer avec un autre inhibiteur : l'acide
zaragozique A qui inhibe la synthese du squalene, une étape en amont sur la voie de
synthése du cholestérol (Figure 32). Nous pourrions également quantifier le cholestérol
dans les eNPC et controler I'impact de l'infection et des molécules sur celle-ci. Nous ne
savons pas si l'inhibition de la voie de synthése du cholestérol est aussi efficace et
comparable avec les statines et le AY-9944.

3.3. Quelles autres pistes pour expliguer I'effet proviral des statines dans les eNPC ?
Les statines en inhibant 'HMGCoA réductase diminuent également la synthese
de composés tels que le coenzyme Q, le dolichol, les isopentenyl tRNA et des
intermédiaires des isoprénoides tels que le geranylgeranylpyroposphate et le
farnesylpyrophosphate. La voie de synthese du mévalonate est détaillée a la figure 32.
Les statines diminuent ainsi la prénylation et la farnésylation de protéines GTPases : les
protéines G telles que Rho, Rac, Ras, Rab et Cdc42. Il s'agit de modifications post-
traductionnelles des protéines G, I'ajout de groupements lipidiques géranylgéranyl ou
farnésyl permet leur adressage a la membrane plasmique. Ces GTPases sont ensuite
impliquées, en tant que facteur déclenchant dans différentes cascades de signalisation.
Elles peuvent ainsi affecter différentes voies de transduction du signal dans les cellules.
Des expériences utilisant des composés pharmacologiques tels que GGTI-286 [208],
[209] et FFTI-277 [209], respectivement des inhibiteurs spécifiques de la prénylation et
de la farnésylation des protéines, permettraient d'identifier si I'effet proviral est une
conséquence d'un défaut de prénylation ou de farnésylation des protéines. Ces deux
composés sont utilisés classiquement pour confirmer si I'effet antiviral des statines est
lié a un défaut de prénylation ou farnésylation des protéines cellulaires de type
GTPases, impliquées par exemple dans le cas du HCV et du HIV dans la réplication des
ARN viraux. Un défaut de farnésylation de Ras et de prénylation de Rac conduit a une
sous-expression de molécules pro-inflammatoires telles qu'IL-6, IL-8, IFN-1B, TNF-a.
Cela pourrait contribuer a freiner la réponse cellulaire a I'infection [203]. La réponse
inflammatoire pourrait ne pas étre suffisante pour déclencher les mécanismes pour
réprimer la réplication du virus. Ces expériences pourraient nous orienter. Il est possible
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que cet effet proviral soit une résultante d'un effet des statines sur la seconde branche
de la voie de synthese du mévalonate avec d'une inactivation de Protéine G par défaut
de prénylation ou farnésylation.

Les travaux de Blanchet et a/ (2016) suggerent une piste pour expliquer un autre
mécanisme d’'action par lequel I'effet proviral des statines pourrait s'exercer dans les
eNPC [219]. En effet, ils montrent une régulation positive du récepteur aux
lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein receptor, LDLr) dans des cellules
Huh7.5 apres addition des statines (FLU, SIM, LOVA, ATO), avec pour effet, une
facilitation sur I'entrée du HCV. IIs confirment également un effet inhibiteur sur la
réplication du génome viral. A noter, que dans leur étude, la pravastatine exercerait un
effet proviral sur I'entrée du HCV, mis en évidence lors d'expériences de courtes durées.
Les auteurs suggerent d'ailleurs une vigilance par rapport a l'utilisation de la
pravastatine sur des patients infectés par le HCV. Gorabi et a/. (2020) évoque le risque
de réactivation de virus latent, notamment pour HBV avec l'atorvastatine en raison du
role immunomodulateur possible des statines [217].

Nous pouvons supposer que le WNV échapperait a la réponse immunitaire dans
les eNPC. Les statines ont un effet pléiotrope sur différentes voies de signalisation
cellulaire, associées a I'environnement dans la cellule, au type cellulaire, il est possible
de concevoir qu'une combinaison de facteurs puisse entrainer un effet proviral. Dans
notre cas, |'effet proviral est suffisamment élevé et s'exerce sur une étape du cycle viral
sans étre associé a un effet antiviral a une autre étape. Il nous manque des éléments
de réponse.

Notre résultat n'est pas un cas isolé. Une recherche bibliographique permet
d'identifier quelques publications présentant des effets proviraux de molécules. Des
articles portent sur des molécules classiquement testées comme antiviraux. C'est le cas
notamment de I'acide mycophénolique (MPA) qui a un effet proviral sur HBV a 1 ug/mL
mais un effet antiviral a 5-10 pg/mL sur HepG2 [220]. Il y a donc une mise en garde par
rapport a l'utilisation du MPA lors de transplantations hépatiques pour éviter les rejets
d'organes. Des inhibiteurs de la synthese des pyrimidines : le leflunomide et le FK778
sont connus pour leur effet antiviral sur HCMV et human polyomavirus BK (BKV). Le
leflunomide a également un effet antiviral sur HIV, RSV, HSV-1. 1l a été montré par des
expériences de silencing de l'expression de p38 que leflunomide, FK778 et MPA
peuvent, a l'inverse, avoir un effet proviral sur HBV, lié a leur effet activateur de la
phosphorylation de p38 [221].

3.3. L'effet antiviral des statines sur hNPC

Nous avons constaté sur les hNPC, un effet antiviral tres fort de ATO, 90 %
d'inhibition. Cet effet antiviral s'exerce au cours du cycle de réplication du WNV dans
la cellule (Figure 26). Le TOA (20h) ne nous a pas permis d'affiner au niveau du cycle
viral, pour localiser I'étape ou les étapes ciblées. De méme, nous constatons, une
absence d'effet antiviral de AY-9944. Cela pourrait étre di a une absence de role ou a
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un réle mineur du cholestérol dans le cycle viral de WNV sur ces cellules. Une absence
d'entrée du composé dans les hNPC pourrait également étre en cause. Ces deux
phénomenes expliqueraient un manque d'effet sur la quantité de cholestérol dans les
hNPC. Comme pour les eNPC, nous pourrons quantifier le cholestérol dans ces cellules
pour évaluer le pouvoir hypocholestérolémiant des statines et du AY-9944 afin
d'apporter des éléments de réponses. Nous pourrons également tester l'autre
inhibiteur de la voie de synthese du cholestérol, évoqué dans le paragraphe sur les
eNPC, pour ne pas écarter trop hativement ce mode d'action. Nous completerons
également, en parallele par des expériences avec les inhibiteurs de la prénylation et de
la farnésylation des protéines.

Etudier I'effet antiviral des statines, sur les hNPC infectées par WNV, permettrait
également de mieux comprendre les mécanismes d'infection du WNV (de I'entrée dans
la cellule a la libération des particules) et les interactions hotes/virus. Pour avoir une
vue d'ensemble de |'effet des statines sur les infections WNV dans les cellules neurales
progénitrices, équines et humaines, une approche globale en RNA-seq pourrait
apporter des pistes; le cholestérol étant décrit comme important dans le cycle
réplicatif du WNV.

4. Perspectives

Nous pourrions tester un certain nombre de molécules non testées sur notre
modele mais décrites pour avoir un effet antiviral sur WNV : ivermectine, remdesivir et
lycorine qui ont été citées en introduction dans le chapitre 4. Dans sa revue de 2018,
Sinigaglia évoque des molécules testées pouvant étre intéressantes, et notamment le
zafirlukast, une molécule déja approuvée par la FDA pour le traitement de I'asthme
décrite pour inhiber la protéase NS2B-NS3 [153], [222]. Ce serait un exemple de
repositionnement thérapeutique. Il cite également I'association d'un siRNA anti-Flavi
ciblant une région hautement conservée du gene de la protéine E et d'un peptide
(RVGIR) dérive de la glycoprotéine du virus de la rage. Ce peptide se lie spécifiquement
au récepteur de l'acétylcholine exprimé par les cellules neuronales. Différentes voies
d'administration ont été testées : intraveineuse, intracranienne, nasale et ont induit une
réponse immunitaire protégeant les souris infectées par JEV ou WNV des formes
mortelles voire d'une réinfection [223]. Ces résultats semblent prometteurs.

Cependant, dans leur revue respective, Sinigaglia et al. (2020) et Tommaso et al.
(2020) font le méme constat: NS3 et NS5, ainsi que leur activité enzymatique sont les
cibles sur lesquelles les recherches d'antiviraux (DAA) doivent se concentrer [68], [153].
D'autant que leur structure et leur fonction sont conservées chez les Flavivirus et
permettraient ainsi d'identifier des antiviraux pan-Flavi.

Il ne faut pas négliger les travaux visant a identifier des HTA, dans la mesure ou
cibler la cellule offre une ouverture vers du pan-viral. Cela oriente plus vers
I'identification d'une ou de molécules a large spectre, ou de viser un repositionnement
de molécules Et s'affranchir en partie des recherches, des essais cliniques longs et
colteux, qui n‘aboutissent pas toujours a une commercialisation.
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Figure 32 : Action des inhibiteurs sur la voie de synthése de I'acide mévalonique [85],
[208]-[210]

Nous avons évoqué le modele /n vitro en 3D, les organoides cérébraux. IIs
apportent une dimension supplémentaire par rapport a la culture cellulaire « 2D ».
Cependant, la vascularisation fait défaut et cela peut étre un facteur important, dans le
cas de I'étude de la forme neuroinvasive de WNV et la recherche d'antiviraux. Il n'est
pas, non plus, possible de recueillir des informations sur le franchissement de la BHE.
En revanche, il est possible d'avoir des informations sur le tropisme cellulaire du virus
et les mécanismes d'infection. Pour autant, il faut avoir une bonne caractérisation des
organoides : s'agit-il de neurones moteurs ou corticaux et si un environnement en
astrocytes et cellules de la microglie est reproduit ? Ensuite, est-il facile d'analyser
I'intérieur de ces structures ?
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Les organoides étant longs a obtenir, ils pourraient étre utilisés en complément
pour tester des molécules présélectionnées, en vue d'identifier des antiviraux. Ils
donnent l'information de I'effet sur le virus et de la molécule sur l'infection dans un
environnement complexe. Cependant, cela reste du /n vitro et la transposition au /n
vivo n'est toujours pas assurée. Seules les études /n vivo peuvent apporter des
connaissances des mécanismes cellulaires pour I'acheminement de la molécule, dans
I'organisme.

Les progéniteurs neuraux équins que nous avons générés pourraient étre
intéressants pour étudier d'autres encéphalites virales équines. Nous avons
effectivement montré que ces cellules sont permissives au EEEV et nous pourrons
poursuivre le développement de ce modele. Nous pourrions envisager de développer
d’'autres modeles d'infection, en commencant, par exemple, par tester leur permissivité
a d'autres virus qui ont un tropisme pour le SNC équin, comme |'herpesvirus équin
[150] ou le virus de I'encéphalite japonaise [143].

5. Conclusion générale

Ces travaux démontrent combien le choix du modele d’'étude est important. Ces
modeles peuvent avoir une sensibilité différente a la molécule et faire passer a coté
d'une toxicité pour le tissu ou l'espece animale visée. Pour un virus donné et une
molécule donnée, un effet antiviral sur une lignée cellulaire peut ne pas étre identique
sur d'autres modeles. Il est facile a concevoir qu'un modele proche physiologiquement
est plus pertinent.

Le modele d'infection de cellules neurales équines par WNV que nous avons
développé est un modeéle /n vitro qui se rapproche des cellules spécifiques du tissu et
de I'espece impactées par la pathologie. C'est un outil critique et précieux dans le
contexte des 3R de I'éthique en expérimentation animale, a savoir: remplacer
I'utilisation d'animaux par d'autres méthodes expérimentales, réduire le nombre
d'animaux utilisés pour les expériences, « raffiner» ou améliorer les procédures
expérimentales pour réduire la souffrance des animaux dans nos approches.

En effet, nous I'avons évoqué dans l'introduction, les études /n vivo des formes
neuroinvasives de WNV sur la souris qui ne développe pas de signe clinique aprés une
infection naturelle semblent peu pertinentes. De méme, les souris « KO » sont établies
pour éteindre un facteur dans un tissu spécifiquement étudié. Dans la mesure ou ce
facteur sera également éteint dans tout |I'organisme, cela peut étre un point critique.
Le modele équin quant a lui, est lourd a mettre en place au niveau de la logistique. II
demande des structures adaptées, de niveau de sécurité biologique 3 pour la
manipulation de pathogénes tels que WNV. Le colt est élevé. Il est envisageable
uniquement en étape finale, sur un petit nombre d’animaux, pour confirmer ou infirmer
la ou les molécules préalablement sélectionnées.
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Disposer de telles molécules, permettrait d'avoir une réaction plus rapide et
peut-étre endiguer plus rapidement les épidémies. Dans ce contexte d'émergence de
virus, avec le WNV en exemple, nous pouvons concevoir qu'un certain nombre
d'arbovirus neurotropes cités dans l'introduction, pourraient gagner I'Europe. Sans étre
aussi pessimiste, les 3 premiers cas équins d'infection WNV ont été mis en évidence en
Nouvelle-Aquitaine en 2022. C'est une région avec des zones marécageuses ou le
moustique peut vite se multiplier et devenir envahissant. Potentiellement, cette région
pourrait, au méme titre que la Camargue, connaitre des foyers saisonniers de WNV
avec des cas humains et équins, puisque que c'est également une zone avec une forte
activité de la filiere équine.

L'ensemble des résultats présentés rappelle également I'importance majeure
d'une recherche forte pour la découverte d'antiviraux a large spectre, et I'importance
de considérer la santé animale et humaine dans un contexte « Une seule santé — One
Health ». En effet nos travaux initialement concentrés sur I'équin se sont orientés,
guidés par nos résultats vers I'humain. Ils ont soulevé des questions et il devenait
évident, que nous devions faire un parallele, une comparaison entre ces deux especes.
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V- Valorisation du travail de these

Posters

> XXIII® Journées Francophones de Virologies PARIS - XXIII¢ JFV 04/2021

Identification de molécules antivirales contre le virus West-Nile par une approche
combinant l'imagerie cellulaire et les cellules neurales équines dérivées de cellules
souches pluripotentes induites.

> Journées scientifiques et doctorales de I'’Anses ; MAISONS-ALFORT ; JSDA 10/2021
Identification of antiviral molecules against West-Nile virus by an approach combining
cell imaging and equine neural cells derived from induced-pluripotent stem cells.

>Journées scientifiques du département de santé animale INRAE-ANGLET-JSA
10 /2022

Identification de molécules favorisant ou inhibant la réplication du virus
West Nile dans des cellules neurales équines.

> XXle Journée de I'école doctorale 569 ; Université PARIS-SACLAY ; JED 06/2022
Identification de molécules antivirales contre le virus West-Nile par une approche
combinant l'imagerie cellulaire et les cellules neurales équines dérivées de cellules
souches pluripotentes induites.

Présentations orales

> 11% International Equine Infectious Diseases Conference ; IEIDC ; 09/2021

(10min)

Identification of antiviral molecules against West Nile virus by an approach combining
cell imaging and equine neural cells derived from induced pluripotent stem cells.

> Journée de la Recherche EnvA ; MAISONS-ALFORT ; 09/2022
(3 min)
Identification of antiviral molecules: Importance of the choice of cell model.

> Journées scientifiques et doctorales de I'Anses ; MAISONS-ALFORT ; JSDA ; 10/2022
(3min)

Unexpected proviral activity identified for a family of molecules in West Nile virus-
infected equine neural cells.
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