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l. Introduction
a. Généralités sur le virus influenza aviaire

i. Famille

Le virus influenza appartient a la famille des Orthomyxoviridae qui contient sept
genres :

- le genre Influenzavirus A, qui touche les mammiféres et les oiseaux ;

- le genre Influenzavirus B, spécifique des humains ;

- le genre Influenzavirus C, lui- aussi spécifique des humains ;

- le genre Influenzavirus D, découvert recemment, en 2014, infectant les bovins

et les porcs (1) ;
- le genre Thogovirus, qui touche les insectes (2) ;
- les genres Isavirus, infectant principalement les saumons, mais aussi d’autres

espéces de poissons (3).

ii. Structure d’un virus influenza

Les virus influenza aviaires sont des virus a ARN
(acide ribonucléique) simple brin de polarité
négative. Leur génome est divisé en huit
segments de différentes tailles codant chacun
pour des protéines différentes et essentielles au
virus (figure 1) :
- PA (protéase acide), PB1 (protéase
basique 1), PB2 (protéase basique 2)

sont trois sous-unités de la polymérase

virale, impliquées dans la réplication et
dans la transcription (4) ; Figure 1 : Représentation

- M1 et M2 sont les protéines de la membrane, M1 Schématique d'un virus IA (5)
donnant sa structure au virion et M2 formant un
canal entre le virus et le milieu extérieur,

permettant notamment 'entrée d’ions
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nécessaire a une acidification du milieu interne (5) ;

- NP (nucléoprotéine), protéine structurelle qui entoure les segments dARNv
(ARN viral) et assure ainsi la stabilité de 'ARN, mais aussi fonctionnelle via la
polymérase virale (6,7) ;

- NA (neuraminidase) et HA (hémagglutinine) sont deux glycoprotéines

fondamentales de I'enveloppe lipidique du virus.

La classification entre les différents genres influenza virus est faite selon les propriétés

antigéniques de NP et de la structure M1 (1).

iii. Les protéines de I'enveloppe

Les virus influenza sont classés en sous-types en fonction des propriétés antigéniques
de 'HA et de la NA. En effet, ceux-ci sont les cibles privilégiées de la réponse
immunitaire. Actuellement on recense 18 sous-types HA et 9 sous-types NA. Les HA
H17 et H18 n'ont pour le moment été retrouvées que chez des chauves-souris
sauvages (8—10). Chaque sous-type est donc une combinaison d’'une HA et d’'une NA.
Pour chaque sous-type, il existe de nombreux variants aux propriétés tres différentes,
notamment pathologiques, chaque variant étant le produit singulier de I'’évolution.
Nous détaillerons les mécanismes impliqués dans I'évolution plus loin dans ce travail
(partie I.d). Chaque souche est unique et est identifiée selon la nomenclature officielle.
Le nom commence par le genre de I'Influenza (A, B, C, ou D), il est suivi par le nom
de I'espéce hote chez laquelle il a été isolé, puis par le lieu géographique, ensuite
viennent un numéro propre a chaque isolat, puis I'année et enfin le sous type HxNy
(avecx allantde 1 a18 ety de 1 a 9)(11). Dans le cas ou I'espéce est ’humain, le nom
de I'espéce n’est pas spécifié.

Par exemple, Alostrich/SA/AI2887/11/H5N2 désigne une souche influenza A isolée
chez des autruches en Afrique du Sud avec comme numéro Al2887, souche détectée
en 2011 et de sous type H5N2.

L’HA est constituée de deux sous-unités (figure 2). La structure secondaire de 'HA
présente un motif tige / boucle. Une premiére partie, globulaire, HA1, possédant le site

de liaison, site RBS (ribosome-binding site), est mise en contact avec la cellule héte

16



et se fixe sur des récepteurs cellulaires, les acides sialiques. L’autre partie, formant
une tige, HA2, fusionne les membranes virales et cellulaires pour permettre la sortie
du virion de 'endosome. L’ARNV est alors libéré dans le cytoplasme cellulaire grace a
une acidification de I'endosome. Cette fusion n’est possible que lorsque I'HA
initialement exprimée sous la forme HAO est clivée en deux sous-unités HA1 et HA2
reliées par des ponts disulfures. L’ARNv rentre ensuite dans le noyau ou la réplication
et la transcription ont lieu en simultané. Les ARNv répliqués sont exportés vers la
membrane plasmique ou se produit le bourgeonnement. La NA permet la libération
des nouveaux virions a partir des cellules infectées. lls vont alors infecter de nouvelles

cellules hétes (12).

HA 1 : comportant le site
de liaison

HA1 SC HA2 L COOH SC : site de clivage
HA 2 : comportant le

peptide de fusion

NH;3

Figure 2 : Représentation schématique d'un gene d'une hémagglutinine

b. Réservoir et flux

Les principaux réservoirs des virus influenza A sont les oiseaux sauvages aquatiques
de l'ordre des Ansériformes (canards, oies, cygnes) et des Charadriiformes (goélands,
échassiers, sternes) (13,14). Ces espéces peuvent étre porteuses du virus influenza
aviaires (IA) dans les voies intestinales et respiratoires, mais elles sont souvent
porteuses asymptomatiques de souches et n’expriment pas de signes cliniques. Les
migrations de ces oiseaux entrainent la propagation du virus sur de grandes distances.
Un oiseau infecté excrete en grande quantité des virions dans ses excréments et ses
sécrétions respiratoires. Une espéce sensible au contact d’'un individu infecté peut étre
a son tour infectée par le virus. La contamination se fait soit par contact direct soit par
contact indirect : via les activités humaines (transports, lisiers, alimentation animale)
qui peuvent véhiculer des virions ou via de I'eau souillée (15). Au sein des élevages,
le transfert mécanique de fientes contaminées par les activités anthropiques est le

facteur majeur de propagation a des foyers secondaires (16).
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Le virus IA a un potentiel zoonotique rare. Il infecte les oiseaux mais aussi de
nombreux mammiféres (figure 3). La transmission inter-espéce est exceptionnelle. I
existe une barriére d’espéces : les récepteurs cellulaires. En effet, les acides sialiques
reconnus par les virus de type aviaire sont les acides sialiques de type a2,3. Les
souches humaines se lient aux acides sialiques de type a2,6. Le porc est un cas
particulier qui présente les 2 types de récepteurs sur ses cellules. Il peut
potentiellement multiplier un virus aviaire puis adapter ce virus a la reconnaissance
des liaisons 02,6 et le rendre transmissible a ’'homme. Des mutations de souches
rendent possible la transmission d’un virus reconnaissant les acides sialiques de type

a2,3 en virus pouvant se lier a a2,6 (15,17).

A -
/ ryp

-

a2,6
a2,3

Figure 3 : Représentation schématique simplifiée des flux d’IA et récepteurs cellulaires

des différentes especes (15)

Les fleches indiquent les différents flux entre especes, la taille du trait
représente I'importance de flux de maniére non proportionnelle, les pointillés

indiquent la présence d’une barriere entre especes
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c. Pathotypes: virus influenza aviaire faiblement pathogéne et virus

influenza aviaire hautement pathogéne

En plus de la classification HxNy, les virus IA sont divisés en deux groupes chez les
oiseaux : HPAI (high pathogenic avian influenza virus = hautement pathogéne) et LPAI

(low pathogenic avian influenza virus = faiblement pathogene).

Les souches virales faiblement pathogenes d’lA provoquent généralement peu ou pas
de manifestations cliniques chez les oiseaux tandis que les souches hautement
pathogenes sont celles qui entrainent de graves manifestations cliniques et/ou une
forte mortalité. La morbidité et la mortalité peuvent atteindre 100%. La classification
dans ces deux catégories a été définie par 'OIE (Office International des Epizooties)
et repose sur I'indice de pathogénicité du virus par voie intraveineuse chez les poulets
agés de 6 semaines (c’est-a-dire le taux de mortalité chez les poulets infectés par voie
intraveineuse) ou sur certains critéres génétiques associés a un HPAI, la présence au
sein de 'HA d’un site de clivage polybasique. Une souche est considérée comme HPAI

si l'indice de pathogénicité est supérieur a 1,2 (18,19).

Comme nous I'avons exposé plus haut, dans le cycle de réplication, il est nécessaire
que I'HA soit clivée pour entrer dans une cellule. Dans le cas de LPAI, le clivage
s’effectue seulement au niveau des muqueuses respiratoires et digestives. En effet,
seules les cellules épithéliales de ces muqueuses expriment des protéases de type
trypsine qui coupent I'HA (20) (figure 4). Cela explique une atteinte respiratoire ou
entérique des oiseaux en cas de virus LPAI. Lorsque le virus est HP, le site de clivage
polybasique est sensible a des protéines ubiquitaires [protéases comme la furine,
certaines PC (proprotéines convertases), les subtilisine-like produites par un grand
nombre de cellules de I'organisme] et conduit a une atteinte systémique (21,22). De
nombreuses études ont corrélé la présence de ce site polybasique chez les virus HPAI
a la virulence du virus du fait de la capacité du virus a coloniser tout type cellulaire et

non uniquement les cellules exprimant de la trypsine (figure 4) (20,23,24).
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LPAI HPAI
protéases localisées dans les protéases omniprésentes
muqueuses intestinales et respiratoires

< HAO > < HAO >
ot u—u---
RETR RERRRKKR

Figure 3 : Localisation des protéases clivant 'HA et séquences d’acides aminés

associées suivant le phénotype LPAI ou HPAI (15)

Les étoiles indiquent la localisation des enzymes clivant I'HA suivant le

pathotype.

Les acides aminés en rouge correspondent a des acides aminés basiques,

I'annexe 1 répertorie les acides aminés et le code génétique.
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d. Mutations virales

Les virus Influenza présentent une forte diversité et sont en permanente évolution.
Comme tout virus a ARN, ils ont une forte capacité mutagene. Deux mécanismes sont
impliqués :
- une évolution lente pas a pas créée par des erreurs de réplication des
polymérases, |la dérive antigénique ;
- une évolution plus rapide induite lors de co-infection par le mélange de

segments d’ARN, la cassure antigénique.

i. La dérive antigénique

La dérive antigénique est un mécanisme naturel, accentué chez les virus a ARN. En
effet, TARN polymérase ne posséde pas de capacité de relecture et de correction. Le
taux d’erreurs induit par la polymérase est de I'ordre de 10 mutations. On estime que
cela représente environ deux a trois erreurs par génome, soit une insertion, soit une
délétion, soit une substitution de nucléotide (25). Ces modifications minimes créent
une variation antigénique constante, ce qui permet au virus d’échapper a la réponse
immunitaire de I'héte et entraine des ré-infections. Ce mécanisme explique la
nécessité d’'une modification annuelle du vaccin contre la grippe chez 'homme. |l
permet aussi l'adaptation a de nouvelles espéces, par exemple grace a un
changement de récepteurs. Ces mutations progressives permettent la création de

nouveaux variants d’'un méme sous-type.

Des phénoménes de recombinaison non homologue interviennent dans cette dérive
antigénique. lls sont relativement rares. H7 est la seule HA ou des recombinaisons
aient été trouvées dans la nature, des fragments de génes de la matrice virale ou de

la nucléoprotéine sont transloqués au niveau du site de clivage (26).
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ii. La cassure antigénique

Le virus Influenza a la caractéristique d’étre segmenté. Cela permet I'échange de
segments du génome lors d’'une co-infection d’'une cellule. Ce processus, appelé
réassortiment, est a l'origine de I'émergence des derniéres souches pandémiques
(27,28).

En 2009, 'émergence du virus HIN1 humain a pour origine le réassortiment chez les
porcs entre un virus d’origine asiatique, lui-méme réassorti, et un virus nord-américain.
L’émergence d’'une souche réassortie dépend de nombreux facteurs (29,30). La cellule
hote doit étre co-infectée, ce qui implique que les virus puissent infecter les mémes
cellules. La fréquence de réassortiment dépend de la charge virale. Les études
montrent que les réassortiments entre les différents segments ne se font pas de
maniére aléatoire. L’ARN viral et les protéines virales co-évoluent pour interagir de
maniére optimale. Le réassortiment peut voir émerger des souches moins
performantes que les souches parentales du fait d’'une mauvaise compatibilité entre le
génome et les protéines virales. De plus, les phénoménes de réassortiment sont
limités par I'incompatibilité de certaines sous-unités (PA, PB1, PB2) de la polymérase
virale (31).

Lors d’une co-infection et de I'apparition d’un nouveau virion, plusieurs évolutions sont
possibles :
- Le réassortiment produit une souche non viable qui disparait ;
- La souche est viable ;
o L’héte combat I'infection par la nouvelle souche et la souche disparait ;
o La souche n’est pas contrélée par le systeme immunitaire de I'héte, elle
se réplique fortement et on a alors affaire a un nouveau sous-type

émergent.
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ii. Emergence de souches HPAI

L’analyse des souches HPAI existantes a permis de montrer que les sous-types
retrouvés dans la nature appartiennent toujours au groupe H5 ou H7. Aucune souche
hautement pathogéne n’a été découverte a ce jour chez un autre sous-type d’'HA dans
la nature. Les virus LPAI sont les précurseurs des virus HPAI (32). Pour dix virus HPAI,
des virus LPIA précurseurs ont été clairement identifiés. La comparaison des génomes
des virus HPAI et des virus LPAI a montré la présence d’un site de clivage polybasique

(33,34). Le tableau 1 illustre quelques virus HPAI et leur séquence du site de clivage.

Sous- | Phéno | Localisation | Année | Type viral Site de clivage Mécanisme Séquence LPAI Temps de
type | type évolutif circulation
de LPAI
H7NS | HP Chine 2017 Alchicken/Guangdong/GD4/2017 PEVPKGKRTAR/GLF Inconnu Inconnue Inconnu
Alchicken/Guangdong/GD15/2016 | PEVPKRKRTAR/GLF
A/Guangdong/Th005/2017 PEVPKGKRIAR/GLF
H7N7 | HP Italie 2013 Alchicken/ltaly/13VIR4527_11/13 | PETPKRRERR/GLF Inconnu Inconnue Inconnu
H5N2 | HP Afrique du 2011 Alostrich/SA/AI2114/11 PQRRKKR/GLF Inconnu Inconnue Inconnu
Sud
H5N2 | HP Afrique du 2011 Alostrich/SA/AI2887/11 PQRRRKR/GLF Inconnu Inconnue Inconnu
Sud
H7N7 | HP Espagne 2009 Alchicken/Spain/6279-2/2009 PELPKGTKPRPRR/GLF Inconnu Inconnue Inconnu
H5N2 | HP Afrique du 2006 Alostrich/SA/AI1091/06 PQREKRRKKR/GLF Inconnu Inconnue Inconnu
Sud
H7N3 | HP Chili 2002 Alchicken/Chile/4322/02 PEKPKTCSPLSRCRETR/GLF | Recombinaison | A/chicken/Chile/176 1 mois
PEKPKTCSPLSRCRKTR/GLF | avec NP 822/2002
(séquence non connue)
H7N1 | HP ltalie. 1999 Alchicken/ltaly/444/99 PEIPKGSRVRR/GLF Inconnu Connue 9 mois
PEIPKGSRMRR/GLF
PEIPKRSRVRR/GLF
H7N3 | HP Pakistan 1995 Alchicken/Pakistan/447/35 PETPKRKRKR/GLF Alchicken/Pakistan/447/95 6-8 mois
Alchicken/Pakistan/CR2/95 PETPKRRKR/GLF
Alchicken/Pakistan/16/99/95 PETPKRRNR/GLF
H5N2 | HP Mexique 1994 Alchicken/Puebla/8623-607/94 PQRRKRKTR/GLF Duplication Alchicken/Mexico/3 1381- 14 mois
PQRKRKRKTR/GLF 7/1994 (PQRETR/GLF)
H5N2 | HP USA 1983 Alchicken/Pennsylvania/1370/83 | PQKKKR*/GLF Perte du site Alchicken/Pennsylvania/1/83 | 6 mois
de (PQKKKRGLF)
glycosylation
de Asn 11
H5N9 | HP Canada 1966 Alturkey/Ontario/7732/66 PQRRRKKR/GLF Inconnu Alturkey/Ontario/62 13/1966 | 3 mois

H5N1 (PQRETR/GLF)

Tableau 1 : exemple de virus HPAI de sous-type H5 ou H7 et les séquences de leur
site de clivage (26,35)

En rouge sont répertoriés les acides aminés basiques présents dans le

site de clivage (voir annexe 1)

Les exemples d’épidémies d’HPAI qui suivent illustrent des processus d’évolution LPAI

vers HPAI connus.

Au Mexique, a Puebla, en novembre 1983, un virus H5N2 LPAI est détecté chez les
poulets. Il a une virulence moyenne. En janvier 1985, une nouvelle souche est
observée, avec une |étalité proche de 100%. L’analyse du génome révéle la présence
d’'un site de clivage polybasique (PQRKRKTR/GLF). La séquence initiale du site de
clivage était PQRETR/GLF (35,36).
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En ltalie, en 1999, la circulation d’'un virus LPAI H7N1 est détectée dans I'avifaune.
Aprés 9 mois, une nouvelle souche HPAI émerge dans des élevages de volaille.
L’analyse génétique du site de clivage révele le passage d’un site monobasique
(PKGR/GLF) a un site polybasique (PKGSRVRR/GLF). D’autres modifications
génétiques ont été mises en évidence, elles impliquent notamment les génes de la NA

et de la NS1 (protéine non structurale) (36,37).

Au Pakistan, en 1995, le mécanisme identifié lors d’'une épidémie est une duplication
du site de clivage. Le virus HPAI est apparu quelques mois aprés l'isolement d’une

souche H7N3 LPAI dans des élevages de poulets de chair (36).

e. Enjeux

L’lA est une maladie réglementée. Elle est sur la liste de 'OIE (18). Les virus LPAI de
sous-type H5 et H7 et les virus HPAI sont classés dans les DS1 (dangers sanitaires
de premiére catégorie) par l'arrété du 29/07/2013. La DRAAF (direction régionale de
I'alimentation, de l'agriculture et de la forét) définit les DS1 comme « des dangers
sanitaires susceptibles de porter une atteinte a la santé publique, ou a mettre
gravement en cause les capacités de production nationales ou la salubrité de
'environnement » (38). Ces dangers sont soumis a des mesures de prévention, des
plans de surveillance et des mesures de luttes définies et imposées. Le risque sanitaire
est important du fait de la contagiosité du virus. Le risque zoonotique accentue
'importance de la détection des foyers d’lA. Lorsqu’'une souche H5 ou H7 LPAI ou
gu’une souche HPAI est détectée dans un élevage, tout le foyer est systématiquement
abattu, tous les cadavres et produits issus de ces animaux sont détruits. Les souches
HS5 ou H7 LPAI sont surveillées car elles sont susceptibles de muter en virus HPAI.
Une surveillance active dans la zone géographique infectée est mise en place pour
localiser tous les foyers secondaires et les éradiquer. Les mesures prises sont fixées
par l'arrété du 18 janvier 2008 (39). Les conséquences économiques sont
catastrophiques : les colts engendrés pour lutter contre I'épidémie associés a un

ralentissement voire un arrét de la filiére sont considérables.
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En Europe, I'épidémie de fin 2016 a début 2017 a conduit a la mort (naturelle ou
abattage) de 13 millions d’oiseaux domestiques. Environ 3000 personnes ont été
exposées d'octobre 2016 a avril 2017. Aucune sérologie positive, qui aurait pu
suggérer une transmission humaine n’a été détectée sur ces 3000 personnes. Le colt
estimé pour I'éradication est de 250 a 300 millions d’euros (40). L’épidémie de 1999
en ltalie a nécessité I'abattage de 13 millions d’oiseaux domestiques et un arrét de la
production aviaire (37). En 2004, au Canada, plus de 17 millions d’oiseaux ont été
abattus lors de I'épidémie de H7N3. Le colt pour maitriser I'épidémie a été estimé a

380 millions de dollars canadiens (41).

f. Facteurs d’évolution

Les virus IA représentent un risque économique et sanitaire majeur d’'une part pour la
filiere de production de volailles et de porcs, d’autre part pour '’homme avec un risque
zoonotique. La compréhension des mécanismes et des différents facteurs intervenant

dans I'émergence d’un virus HPAI issu d’'un LPAI est donc un enjeu primordial.

Dans cette partie, nous nous intéresserons aux différents facteurs pouvant étre
identifiés comme prédicteurs d’'un fort risque de mutation d’'un virus LPAI en HPAI.
Dans un premier temps, nous étudierons les caractéristiques génotypiques et
phénotypiques d’un variant favorisant I'évolution d’un virus LPAI en HPAI. Puis nous

rechercherons des causes liées a I'hote et a I'environnement.

i. Facteurs intrinséques au génome

L’émergence d'un virus HPAI est un phénomeéne rare. Entre 1959 et 2019, 42
émergences de HPAI ont été recensées. Les sous-types d’HA appartiennent a H5
dans 15 cas et a H7 dans 27 cas (42). Naturellement, les sous-types H5 et H7 sont les
seuls présentant des sites polybasiques. Expérimentalement, il est possible d’obtenir
par la technique de génétique inverse des HA avec des sites de clivage polybasiques
fonctionnels pour chaque sous-type. Cela suggére que la prédisposition des sous-
types H5 et H7 a acquérir un site de clivage polybasique n’est pas due a des

contraintes liées a la séquence protéique des HA. Cela suggére au contraire que la
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séquence nucléotidique des virus H5 et H7 les prédispose a acquérir un site de clivage

polybasique.

Lorsque le génome de différents virus HPAI est étudié, certaines associations d’HA et
de NA semblent favoriser 'émergence d’un virus HPAI. En effet, les virus HPAI des 60
derniéres années ne sont combinés qu’avec un nombre limité de NA. Pour le sous-
type H5, il est combiné avec N1, N2, N3, N8 et N9. Concernant H7, les sous-types
retrouvés de NA sont N1, N3 et N7 en majorité. Cependant a cause de la répartition
géographique inégale des NA et du peu d’études sur 'importance de la NA associée
a un sous-type HA dans I'émergence d’'un HP, le sous-type NA ne peut étre identifié

comme un facteur de risque potentiel (21).

Lorsque le précurseur LPAI d’'un virus HPAI est connu, les séquences nucléotidiques
des génomes sont alignées et comparées. Le nombre de variations génétiques
observées entre ces deux génomes differe fortement en fonction du couple étudié et
la localisation de ses variations est aussi trés différente. Seule la présence d’un site
polybasique est commune aux virus HPAI. Deux hypothéses permettent d’expliquer
ces mutations génétiques en dehors du site de clivage :

- Soit les changements sont antérieurs et nécessaires a I'émergence d’un virus

HPAI;
- Soit les mutations sont des conséquences de I'émergence d’un virus HPAI et

une adaptation pour favoriser l'infection systémique (21,26).

Les séquences les plus conservées, présentant le moins de substitutions concernent
les génes de la matrice et de NEP (Nuclear Export Protein). Cela suggére qu’ils ont un

réle marginal dans I'évolution des virus de LPAI a HPAI (21).

Le processus évolutif est fortuit. En ltalie en 1999, le virus HPAI H7N1 a émergé 9
mois apres l'isolement du précurseur LPAI (37). Au Mexique en 1983, la durée entre
I'isolation du LPAI et I'apparition du HPAI a été d’environ 14 mois (35). La durée
d’apparition d’un virus HPAI aprés l'isolement d’'un virus LPAI varie de 10 jours a 24
mois. Toutes les souches LPAI ne conduisent pas a I'’émergence d’'une souche HP, et

la durée nécessaire a cette émergence, quand elle a lieu, n’est pas prévisible.
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L’étude de la structure secondaire de 'ARN du site de clivage de I'HA révéle un motif
tige / boucle. La taille de la boucle est trés variable. Les boucles larges sont retrouvées
en grande majorité dans les sous-type H5 et H7 et associées a beaucoup d’adénine
et/ou guanine consécutives. La présence de cette boucle favorise linsertion de
nucléotides, principalement d’adénine. Le codon AAA code pour la lysine, acide aminé
basique. Un élargissement de la boucle est donc associé a une augmentation du

nombre d’acides aminés basiques au niveau du site de clivage (43).

L’étude phylogénétique des séquences d’HA ne peut étre utilisée pour prédire le
potentiel évolutif d’'un virus LP. En effet, les virus HPAI ne sont pas tous regroupés et
ne possédent pas un ancétre commun. lls sont répartis dans plusieurs groupes.
Certains groupes phylogénétiques n’ont pour le moment jamais évolué vers un
phénotype HPAI. Il s’agit principalement de virus isolés chez les oiseaux sauvages
(21,37).

ii. Facteurs extrinséques au génome

La grande majorité des virus HPAI est issue des gallinacés et palmipédes
domestiques. Les poulets et les dindes sont les espéces les plus fréquemment
observées ayant conduit a des épidémies mais du virus HPAI a aussi été isolé
primairement chez des Autruches en Afrique et chez des canards domestiques et
d’autres espéces domestiques. Un cas est rapporté dans la littérature chez des
Oiseaux sauvages, il s’agit de la souche A/tern/South Africa/61 (H5N3) datant de 1961
et ayant provoqué une forte mortalité chez les Sternes communes en Afrique du Sud
(44). Généralement les virus HPAI isolés au sein de la faune sauvage proviennent de
la contamination de ces derniers par la volaille. On peut remarquer que la volaille étant
plus symptomatique que les oiseaux sauvages, les virus HPAI sont plus susceptibles

d’étre détectés chez les oiseaux domestiques.
La tranche d’age n’est pas un facteur prédisposant a l'apparition d’'un virus HPAI.

L’émergence a lieu aussi bien chez les jeunes, plus sensibles a l'infection, que chez

la volaille plus agée (26,45).
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Les foyers d’HPAI sont détectés aussi bien dans des exploitations industrielles,
intensives ou de plein air, que dans des basses-cours. Il n'y a pas de corrélation entre
la taille de [I'exploitation et I'émergence d'un HPAI. Cependant les zones
géographiques avec une forte densité avicole sont les zones avec le plus grand
nombre d’épidémies. La densité est un facteur majeur, favorisant la transmission aprées

I'émergence d’'une nouvelle souche HPAI(21,26).

La présence d’oiseaux sauvages favorise les flux de virus LPAI et I'introduction de
souches LPAI chez la volaille. Dans quelques cas, des contacts entre les faunes
sauvage et domestique sont rapportés. L’avifaune sauvage, notamment les oiseaux
migrateurs, joue un réle prépondérant dans la transmission du virus et dans la

propagation de I'épidémie lors de I'émergence d’un virus HPAI (46,47).

Certains facteurs liés a I'espéce hote ou aux conditions environnementales présentent
donc un risque accru d’émergence d’un virus HPAI par mutation d’un virus LP.
Certains facteurs favorisent la propagation d’'une souche, par exemple, la présence

d’oiseaux aquatiques sauvages, ou encore une forte densité avicole.

g. Objectif du travail de these

Les mécanismes d’apparition de virus HPAI issus de souches LPAI sont encore mal
connus, les facteurs génétiques, moléculaires et environnementaux ne sont pas
clairement identifiés. Les connaissances actuelles ne permettent pas de prédire si et
quand cela va arriver. Cependant, essayer de prédire 'apparition de souche HPAI est
un enjeu primordial pour mieux gérer les enjeux sanitaires qui en découlent notamment
les abattages préventifs de tous les cheptels infectés par du virus LPAI H5 ou H7.
L’objectif de ce travail est d’étudier les insertions dans des génes HA en culture
cellulaire pour déterminer les sites préférentiels d’insertion de nucléotides et si
certaines séquences nucléotidiques sont associées a un plus fort taux d’insertion que

d’autres.
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Lors de la dérive génétique, une partie des virus ne sont pas viables et disparaissent
spontanément. En effet, I'insertion ou la délétion de un ou deux nucléotides crée un
décalage du cadre de lecture. Chaque acide aminé étant codé par trois nucléotides,
ce décalage de cadre de lecture modifie sur toute la longueur la protéine. Quand le
nombre de nucléotides ajoutés (ou supprimés) est multiple de trois, un acide aminé
est ajouté (ou supprimé) a la protéine. Cet acide aminé peut modifier la structure
secondaire et tertiaire de la protéine et la rendre non fonctionnelle. Ces mutations sont
souvent déléteres, car elles entrainent une dysfonction de la protéine qui ne joue plus

son réle.

Afin de se soustraire a la pression de sélection ou seules les HA viables sont
sélectionnées, nous souhaitons utiliser des génes HA avec une mutation du codon
départ AUG. Cela devrait permettre de favoriser 'accumulation d’insertion de un ou
deux nucléotides. Pour modifier 'HA, nous utiliserons la technique de mutagénése

dirigée sur des plasmides phW2000 contenant une séquence HA.

Le plasmide phW2000 (figure 5) est un plasmide a ADN double brin contenant les
séquences en HA que I'on souhaite muter. Il posséde :
- Un géne de résistance a I'ampicilline (R-lactamase) qui permet lors de
transformations de sélectionner les bactéries présentant cette résistance ;
- Le promoteur pol I, promoteur de la polymérase humaine, polymérase
transcrivant 'ADNc (ADN complémentaire) en ARNv (ARN viral) ;
- Le site terminateur murin TM qui stoppe pol | ;
- Le promoteur pol Il, promoteur de 'ARN polymérase Il qui permet la
transcription de ’TADNc en ARNm (ARN messager) ;

- Un site de polyadénylation, qui ajoute une queue polyA, reconnue par pol Il
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Figure 4 : Schéma d’un plasmide phW2000

Une fois les plasmides phW2000 exprimant HA avec le codon départ muté obtenus,
une transfection avec un protocole de génétique inverse permet I'obtention de virions
par transcomplémentation. Hoffmann et al. a décrit cette méthode de génétique
inverse en 2000 (48). Le but est de récupérer des virions a partir de plasmides d’ADNc
contenant chacun un segment du génome d’lA. Ces plasmides phW2000 contiennent
pol I et pol Il (figure 5). Les huit plasmides contenant chacun un segment du génome
IA sont transfectés dans des cellules. Les polymérases pol | et pol Il produisent des
ARNm et ARNv. L’ARNm est traduit en protéines. Le complexe polymérase virale avec
NP initie alors la réplication de 'ARNv. Toutes les molécules virales sont ensuite

assemblées et cela génére des virions d’lA (48) (figure 6).

Dans notre construction, le plasmide HA inséré ne serait pas fonctionnel. Martinez-
Sobrido et al. (49) a montré que l'utilisation pour la transfection de cellules exprimant
une HA exogéne permet de créer des virions possédant une séquence HA non
fonctionnelle. Powell et al. (50) a ajouté un plasmide pcDNA contenant une séquence
codante d’'une HA. Dans ces deux études, ils ont réussi a obtenir des virions par la
méthode de génétique inverse avec un plasmide contenant la séquence HA mutée.
Les virions présentent le segment HA muté. L’observation des virions montre des
particules de taille et de morphologie similaires. Les virions ne sont pas capables de

se répliquer en I'absence d’HA exogéne exprimée par la cellule.
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Cette technique de trans-complémentation permet la production de virus possédant
un géne HA muté non traduit. Powell et al. (50), lorsqu’il a utilisé cette technique, avait
un but vaccinal. L’incapacité a se répliquer en dehors des cellules exprimant une HA
exogene est recherchée, le but étant que le virus ne réalise qu’un cycle de réplication
(51,52).

Dans notre cas, nous désirons réaliser plusieurs cycles de réplication du virus pour
accumuler les mutations. Pour cela, nous voulons réaliser des passages cellulaires
successifs sur des cellules exprimant une HA trans-complémentante. Cela devrait
permettre 'accumulation de mutations. Les virions ainsi obtenus seront séquencés a
haut débit. Notre objectif est d’étudier comment la séquence d’HA influence les

mutations accumulées au cours des différents passages cellulaires.
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Figure 5 : technique d’obtention de virion d’IA avec un gene HA non fonctionnel
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Il. Expériences

a. Création d’'une HA non fonctionnelle

i. Matériel et méthode

Quatre plasmides ont été utilisés avec un H5, un H7, un H3 et un H1 (Tableau 2).

Nom Phénotype | Protocole Nucléotides
mutées
phW2000 H7N1_977 HA |H7 InFusion® A1sT120G150 >
T148A149A150
phW2000 rgH5N8 Tarn LP | H5 LP QuikChange® Ae7Te8Ge9 >
Te7A68A69
A76T77Grs 2>
CreA77A78
phW2000 perth09 HA H3 QuikChange® A75T76G77 >
T75A76A77
pHW2000-HA (PR8)P4 H1 QuikChange® puis | A79Tg0Gs1 >
InFusion® T79As0As1

Tableau 2 : plasmides ayant subi une mutagénese dirigée

Le protocole utilisé permettant 'obtention d’un plasmide présentant la mutation

est précisé ainsi que le numéro des acides aminés mutés.

Les amorces utilisées ont été congues avec le programme Agilent Quikchange ou

InFusion primer-design de conception d’amorces avec substitutions de trois

nucléotides a partir des séquences HA connues. Elles font entre 46 et 48 paires de

bases.
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TAA

ATG

Amorce avec mutation ATG —> TAA

Cycle de PCR : Cycle de PCR :
T° dénaturation = 95° pendant 30 s T° dénaturation = 98° pendant 30 s
T° hybridation = 55° pendant 1 min T° hybridation = 55° pendant 15s

T° élongation = 68° pendant 5 min T° élongation = 72° pendant 25 s

===

Digestion avec Cloning
Enhancer de la souche
circulaire

Digestion Dpn | (clivage | —
souche méthylée) ! !

P Circularisation du
//"H ~\\ 1 plasmide avec I'enzyme
n 1) In-fusion

N\ _4

Transformation dans des

bactéries compétentes
Transformation dans des

bactéries compétentes

Protocole Quik change Protocole In Fusion

Figure 6 : Protocoles de mutagénese dirigée QuikChange® (53) et In-fusion® (54)

Dans un premier temps, un protocole de mutagénese dirigée QuikChange®
(QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit) a été employé. Les amorces synthétisées
comportent la mutation AATG et sont encadrées par la séquence de nucléotides
présente autour du codon ATG de I'HA non modifié. Une PCR (Polymerase Chain
Reaction) est ensuite réalisée permettant 'obtention d’'un plasmide avec la mutation
AATG. Les plasmides obtenus sont alors digérés avec I'enzyme Dpnl, une
endonucléase. Cette enzyme clive les plasmides méthylés, donc dans notre cas le
plasmide HA parental ne comportant pas la mutation. Les plasmides sont transformés
dans des bactéries compétentes sur un milieu supplémenté en ampicilline. Les
colonies obtenues sont purifiées avec un protocole MiniPrep (QIAprep®Spin miniprép

kit) puis envoyées a séquencer (figure 7).
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Pour H7 et H1, un autre protocole de mutagénése (In-Fusion®) dirigée a été utilisé
dans un second temps. Les amorces congues sont différentes, elles se chevauchent
sur une vingtaine de paires de bases. La PCR permet I'obtention de plasmides
linéaires. Une étape de plus est nécessaire pour rendre les plasmides circulaires

(figure 7).

De plus, nous avons ajouté une étape de digestion par une enzyme de restriction suivie
d’'une migration par électrophorése pour vérifier la présence d’ADN en quantité et

purifier ensuite le produit avant de les envoyer a séquencer (figure 8).

3000 pb

2000 pb

Figure 7 : électrophorése apres digestion du plasmide par I'enzyme Sacl

1 = témoin (phW2000_HA _PR8 _P4) non digéré, 2 = témoin digéré,

3 = échelle de taille (2 log), 4 a 9 produits de mutagénese dirigée digérés

L’enzyme Sacl clive le plasmide phW2000_HA PR8 P4 en 2 bandes de 2100 et 2600
paires de bases. L’électrophorése révele deux bandes entre 2000 et 3000 paires de
bases. Les clones 4 a 9 sont alors du plasmide phW2000 HA PR8 P4 et sont

envoyeés a séquencer pour vérifier la présence ou I'absence de la mutation AATG.
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Le séquencage a été réalisé avec deux amorces, T8 et RV25, permettant de balayer

tout le géne HA (Figure 5).
Les plasmides présentant la mutation de ATG en TAA sont purifiés suivant le protocole

du kit NucleoBond® Extra EF plasmid purification. Les plasmides avec un codon stop

sont nommés AATG pour la suite.

ii. Résultats

L’alignement et la comparaison avec les séquences initiales nous permettent de

vérifier I'insertion de la mutation dans le plasmide obtenu (Figure 9).

I R
l { l l l ] FEPPPCLETTEEE iy
H1 CAGGGGAAAATAAAAACAACCAAAATGAAGGCAAACCTACTGGTCCTGTTATGTGCACTT 119
H3 TTtTattl:c 1|:at1|:ath -ATG ATG?CT?T(IZATT G(IZTTTGTGCTA(]:ATTCTATGTC[ZTGGTT‘T 117
RN N AR n RN
GATAATTCTATTAATCIIAA-AAGACTATCATTGCTTTGAGCTACATTCTATGTCTGGTTT 119
athtf?ttcactctthan—atctl; Taa attl;r ? ttctt?caatacftta?cctt? 113
H5 I [LLTETLTTETET | [ 1} IIlIIlIlIIIlIIllIIIlII
AGGGGTTCACTCTGTCAAATAA-GAGAAJATG TTCTTGCAATAGTTAGCCTTG 119
H5 S e
NI MDA
CAGGGGTTCACTCTGTCAAAIAA-GAGAAJCAAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTTAGCCTT 119
H7 T TG L 2
l { I ] FEPPPCEETTEEE el
AGGGGATACGAATAA-AACACTCAAATCCTGGTATTCGCTCTGGTGGCGATCATTCCGAC 119

Figure 8 : Alignement des séquences initiales (premiére ligne) avec les séquences

obtenues aprés mutagénése (seconde ligne), séquences obtenues par séquengage

H1 =absence de mutation ATG, H3 = mutation du codon ATG, H5 = deux
mutagéneses successives pour muter les deux ATG, H7 = mutation du
codon ATG

Pour H5 et H3, la mutagénése dirigée avec le protocole QuikChange® a permis
I'obtention de plasmides présentant un codon stop a la place d’un codon start. Le

nombre de colonies observées aprés chaque transformation était faible.
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Pour H7 et H1, la mutagénése dirigée avec le protocole QuikChange® n’a pas
fonctionné. L'utilisation d’'un autre protocole, protocole In-Fusion, a permis I'obtention

d’'un plasmide H7 AATG mais n’a pas fonctionné avec H1.

Pour H5, la présence de deux codons ATG espaceés seulement de deux acides aminés
a nécessité la réalisation d’'une double mutation dirigée par la protocole QuikChange®,

la premier ATG a été changé en TAA, le second en CAA (glutamine).

Le séquengage avec les deux amorces de sens inverse a permis d’exclure la présence
de substitution, d’insertion ou de délétion au niveau du géne HA dans les plasmides

AATG par rapport aux plasmides initiaux.

b. Production de virus dont le segment HA est non fonctionnel par trans-

complémentation

i. Matériel et méthode

La méthode utilisée est la technique décrite dans la figure 6 et détaillée dans la partie
I.g. La technique de génétique inverse est employée pour produire des virions, elle est
associée a une méthode de transcomplémentation avec une HA fonctionnelle, le géne
HA transfecté étant muté AATG.

Dans notre étude, les plasmides sont transfectés dans des co-cultures de cellules
293T et de cellules MDCK (Madin Darby Canine Kidney) exprimant une HA. Ce sont
des cellules transduites par un vecteur lentiviral qui expriment la HA3 de maniéere
stable car elles I'ont intégrée dans leur génome. Ces cellules nous ont été fournies par

Monsieur Townsend (Université d’Oxford, Royaume-Uni).

Les transfections sont réalisées en co-culture de 293T et MDCK HA3 préparée la veille
de la manipulation. La monoculture 293T ne permet pas la réplication du virus HA
AATG obtenu par génétique inverse lors de transfection car les cellules 293T
supportent mal la trypsine qui est ajoutée dans le milieu pour permettre la maturation

de la HA trans-complémentante. C’est pourquoi un protocole avec de la co-culture de
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293T et de MDCK HA a été utilisé. Les cellules 293T présentent 'avantage d’étre de
meilleures cellules transfectables par rapport aux cellules MDCK HA. Les cellules
MDCK HA sont moins fragiles que les cellules 293T. Les cellules MDCK HA permettent
une réplication du virion HAAATG.

| | préparation des puits P6 en co-culture . globules rouges
a | ' | 203T et MDCK HA3
virus
J2 SO . . .
O + Lipofectamine transfection ’
I I
— &3
Vue de profil
J3 | | - observation du puits GFP

= ajout de trypsine
| | = observation effets cytopathiques
J4 [ [ [ | - test hémagglutination
- préparation de F25 de MDCK HA3 vue de face

/—\

J5 | | test négatif test positif

passage cellulaire 1 aprés test hémagglutination

Figure 10 A : protocole Figure 10 B : test
d’hémagglutination

Figure 9 : expérience de génétique inverse

Les différents plasmides sont mélangés et du PlusReagent est ajouté. Dans un autre
Eppendorf, la LTX (lipofectamine) est diluée dans de 'OptiMEM. Les plasmides et la
LTX sont réunis. Aprés chaque mélange, un temps d’attente a température ambiante
est observé. Le milieu de culture cellulaire est changé juste avant la transfection. 24h
aprées la transfection, le puits de controle (GFP) de la transfection est vérifié par

microscopie fluorescente et de la trypsine est ajoutée (figure 10 A).

La présence de virus est déterminée par I'observation d’effet cytopathique sur les
cellules et par un test d’hémagglutination (figure 10 B). L’HA présente a la surface des
virus interagit avec une glycoprotéine (acide sialique) a la surface des globules rouges.

Cela crée une agglutination des hématies qui ne sédimentent pas au fond du puits. Le



test d’hémagglutination mélange le surnageant des cultures cellulaires et des
érythrocytes de poulet dans des puits. Aprés 30 a 40 min, les puits contenant du virus
ne sont pas sédimentés. Des tests d’hémagglutination avec des dilutions successives

permettent de titrer la quantité de virus.

Apres la transfection, nous avons réalisé un passage cellulaire sur des cellules MDCK-
HAS3 préparées dans des flasques F25 :

- Sile puits a réagi au test d’hémagglutination aprés la transfection, nous avons
réalisé ce premier passage dans le but de répliquer et d’amplifier le virus
obtenu ;

- Quand le test d’hémagglutination est négatif, nous avons quand méme réalisé
une premiére inoculation sur des cellules MDCK-HA dans I'hypothése ou le
seuil de détection viral par le test d’hémagglutination n’était pas atteint. Le but

était de répliquer le virus et de 'amplifier.

ii. Résultats

Nous avons effectué successivement quatre expériences. Pour chacune, nous avons
réalisé différentes conditions. Pour la présentation et I'exploitation des résultats, le
puits numéro 1 de lI'expérience 1 est nommé puits 1.1, le puits numéro 2 de
'expérience 1 est nommeé puits 1.2.

Les puits GFP servent de contrdle de la transfection, 2 ug de plasmide sont transfectés
par puits. lls servent également de témoin négatif.

La quantité d’ADN transfectée par plasmide est de 500 ng, sauf dans le puits 3.2 ou

seulement 300 ng par plasmide ont été transfectés.
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o Expérience 1

Dans I'expérience 1, les puits 1.1 a 1.6 sont transfectés sur une co-culture de cellules
293T et MDCK-HAS et les puits 1.7 a 1.10 sur une mono-culture 293T seulement.

Dans les puits 1.1 et 1.7, nous avons transfecté les 8 plasmides phW2000-PR8
contenant chacun un segment d’'lA (PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M et NS). Dans le
puits 1.2, nous avons transfecté les 8 plasmides phW2000-H7N1-977 contenant
chacun un segment d’lA (PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M et NS). Ces trois puits sont

des témoins positifs.

Dans le puits 1.3, nous avons transfecté les 8 plasmides phW2000-PR8 contenant
chacun un segment d’lA (PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M et NS) et le plasmide pcDNA-
HAS3. Ce puits sert aussi de contréle positif. I| permet de vérifier que I'ajout de pcDNA-

HA3, plasmide exprimant HA ne bloque pas la production de virions.

Dans les puits 1.4 et 1.9, nous avons transfecté 7 plasmides phW2000-PR8 (PB1,
PB2, PA, NP, NA, M et NS), le plasmide phW2000 — HA3AATG et le plasmide pcDNA-

HAS3. Les puits 1.4 et 1.9 correspondent a nos puits test.

Dans les puits 1.5 et 1.8, nous nous avons transfecté 7 plasmides phW2000-PR8
(PB1, PB2, PA, NP, NA, M et NS), le plasmide phW2000 — HA3AATG sans le plasmide
pcDNA-HAS3. Le puits 1.5 (co-culture 293T et MDCK-HAS3) est un puits visant a évaluer
si les plasmides qui pourraient entrer dans les cellules MDCK-HA3 permettraient de
mener a la production de virus sans le pcDNA-HAS3. Le puits 1.8 (mono-culture 293T)
est un contréle négatif. Il permet de s’assurer que la HAAATG ne s’exprime pas quand

il N’y a pas de HA trans-complémentante fournie par le pcDNA-HAS3.

Dans le puits 1.6 et le puits 1.10, nous avons transfecté de la GFP. lls servent de

contréle de la transfection et aussi de contrble négatif.
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Expérience 1 - puit n° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Plasmides 293T + MDCK HA3 293T

phW 2000 - PB2 - PR8 -P1 X X X X X X X
phW 2000 - PB1- PR8 —P2 X X X X X X X
phW 2000 - PA - PR8 - P3 X X X X X X X
phW 2000 - HA - PR8 - P4 X X X
phW 2000 - NP - PR8 - P5 X X X X X X X
phW 2000 - NA - PR8 - P6 X X X X X X X
phW 2000 - M - PR8 - P7 X X X X X X X
phW 2000 - NS - PR8 - P8 X X X X X X X
phW_H7N1_ 977 PB2 X
phW_H7N1_ 977 PB1 X
phW_H7N1_977 P1 X
phW_H7N1_977 HA wt X
phW_H7N1_977_NP X
phW_H7N1_977 NA X
phW_H7N1 977 M X
phW_H7N1_977_NS X
phW_perth09_HA AATG X X X X
pcDNA-HA 3 X X X
phW 2000 - NA 2 - Perth
pmax - GFP X X

Tableau 3 : conditions réalisées dans l'expérience 1

Pour les puits 1.7 a 1.10, la transfection sur des cellules 293T seules est suivie d’un
premier passage sur des cellules MDCK HAS3 puis d'un test d’hémagglutination. Les
cellules 293T se sont décollées dans les 24h qui suivent la transfection.

Le puits 1.10 ne présente qu’une tres faible fluorescence. La transfection en cellules
293T seules a peu marché. Aucun virus n’a été détecté par le test d’hémagglutination,

y compris dans le puits témoin positif (1.7).

Le puits 1.6 a montré une forte fluorescence par microscopie fluorescente, environ
95% des cellules expriment la GFP. La transfection a fonctionné dans les puits 1.1 a
1.6 en co-culture 293T et MDCK HA3. Peu d’effet cytopathique est observé dans les
puits 1.1 a 1.6.

Le test d’hémagglutination a mis en évidence la présence de virus dans les puits 1.1
a 1.5. Le puits 1.6, témoin négatif, est négatif. L’'obtention de virus dans le puits 1.5

confirme I'expression de HA3 par les cellules MDCK et suggére que les plasmides de
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génétiques inverses sont rentrés efficacement dans ces cellules. Cette premiére
expérience nous permet d’obtenir des virions avec une séquence H3 AATG associée

a sept segments PR8 (figure 11).

Figure 10 : test d’hémagglutination puits 1.1 a 1.6

1.1 = témoin positif (8PR8), 1.2 =témoin positif (8H7N1),
1.3=8PR8 + pCDNA HA, 1.4 =7PR8 + HA3 AATG + pCDNA HA,
1.6 =7PR8 + HA3 AATG, 1,6 =pmaxGFP

Aprés une inoculation sur des cellules MDCK-HA3, aucun titre viral n’est détecté sur

tous les puits 1.1 a 1.6 par le test d’hémagglutination.

Conclusion

La transfection en co-culture permet d’obtenir du virus mais l'inoculation sur des
cellules MDCK-HA3 ne permet pas I'amplification de ce virus. Une de nos hypothéses
pour expliquer 'absence d’amplification du virus produit est que la balance HA/NA
n’est pas optimale. La NA et 'HA fonctionnent de maniére complémentaire. L’équilibre
entre ces deux protéines est important pour la multiplication et la transmission virale
(55).
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o Expérience 2

Dans I'expérience 2, les puits 2.1 a 2.5 sont transfectés sur une co-culture de cellules
293T et MDCK-HA3 et les puits 2.6 a 2.10 sur une co-culture 293T et MDCK

n’exprimant pas HA.

Comme pour I'expérience 1, les puits 2.1 et 2.6 sont les puits témoins positifs, ils sont
transfectés avec les 8 plasmides phW2000-PR8 contenant chacun un segment d’lA
(PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M et NS).

Les puits 2.2 et 2.7, sont des puits test. lls sont transfectés avec 6 plasmides
phW2000-PR8 (PB1, PB2, PA, NP, M et NS), le plasmide phW2000-NA2, le plasmide
phW2000-HA3AATG, respectivement phW2000-HA7AATG, et le plasmide pcDNA-
HA3.

Les puits 2.3 et 2.8, sont des puits test. lls sont transfectés avec 6 plasmides
phW2000-PR8 (PB1, PB2, PA, NP, M et NS), le plasmide phW2000-NA2, le plasmide
phW2000-HA7AATG, et le plasmide pcDNA-HAS.

Le plasmide phW2000-NA2 contient le segment NA complémentaire de HA3 exprimé
par les cellules MDCK-HAS et le plasmide pcDNA-HAS. |l est utilisé afin de respecter
la balance HA3/NAZ2.

Dans les puits 2.4 et 2.9, nous avons transfecté les 6 plasmides phW2000-PR8 (PB1,
PB2, PA, NP, M et NS), le plasmide phW2000-NA2, et le plasmide phW2000-HA3 wt.
Ces puits servent aussi de contrdle positif. Ils permettront d’obtenir des virions |IA HA3
wt avec les mémes autres segments que les virions |IA HA3SAATG du puits 2.2 ou 2.7.
Cela permet d’avoir un couple de virus et aprés séquengage de comparer les

mutations induites et le taux de mutation.

Dans le puits 2.10, nous avons transfecté les 6 plasmides phW2000-PR8 (PB1, PB2,
PA, NP, M et NS), le plasmide phW2000-H7N1-977-NA, et le plasmide phW2000-HA7

wt. Ce puits sert aussi de contréle positif. Il a le méme but que les puits 2.4 et 2.9.

Le puits 2.5 est transfecté avec de la GFP. Il sert de contrdle de la transfection et aussi

de contréle négatif.
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3 4 5

Expérience 2 - puit n°
T+ MDCK HA3

Plasmides 29
phW 2000 - PB2 - PR8 -P1
phW 2000 - PB1- PR8 —P2
phW 2000 - PA - PR8 — P3
phW 2000 - HA - PR3 - P4
phW 2000 - NP - PR8 - P5
phW 2000 - NA - PR8 - P6
phW 2000 - M - PR8 - P7
phW 2000 - NS - PR8 - P8
phW H7N1 977 HA wt
phW H7N1 977 NA
phW H7N1 977 HA AATG
phW perth09 HA wt X X
phW perth09 HA AATG X X
pcDNA — HA 3 X X X X
phW 2000 - NA 2 - Perth X X
pmax - GFP X

=

N
(o)}

N
o

93T + MDCK

XXX XXX XX
XX X XXX
XX X XXX
XX X XXX
XXX XX XXX
XX X XXX
XX X XXX
XX X XXX

XX XX X XXX

>
>

Tableau 4 : conditions réalisées dans l'expérience 2

Le puits GFP présente une forte fluorescence (puits 2.5, environ 90 % des cellules

expriment la GFP). Peu d’effets cytopathiques ont été observés.

Seuls les puits 2.1, 2.3 et 2.10 se sont révélés positifs au test d’hémagglutination. Le
témoin positif 2.6 n’a pas fonctionné ainsi que les puits 2.4 et 2.9, transfectés avec un
HA3 wt. Comme aucun puits GFP n’a été réalisé dans le cas de la co-culture 293T

MDCK, la qualité de la transfection sur cette co-culture ne peut pas étre vérifiée.

Cette seconde expérience permet d’acquérir du virus avec une HA H7AATG, une NA2
et six segments PR8 ainsi que du virus avec la souche HAH7 wt associée a un
segment NA issu du plasmide phW2000-H7N1-977 et a six segments PR8.

Apres cette transfection, aucun passage cellulaire sur MDCK-HA3 n’a permis de

conserver le virus obtenu.

Conclusion
La production de virus n’a pas fonctionné a chaque fois, et I'inoculation sur des cellules

MDCK-HA n’a pas permis I'amplification des virions produits.
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o Expérience 3

Dans I'expérience 3, les puits sont transfectés sur une co-culture de cellules 293T et
MDCK-HAS.

Les puits 3.3 et 3.4 sont des puits contréles positifs transfectés avec 8 plasmides
contenant chacun un segment d’'lA (PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M et NS). Dans le
puits 3.3, nous avons transfecté les 6 plasmides phW2000-PR8 (PB1, PB2, PA, NP,
M et NS ) avec le plasmide H7 wt et le plasmide NA associé (phW200-H7N1-977-NA).
Le puits 3.4 est transfecté avec les 8 plasmides phW200-H7N1-977.

Le puits 3.5 est le puits transfecté avec le plasmide contenant la GFP, puits contréle

de la transfection et aussi témoin négatif.

Les puits 3.1 et 3.2 sont transfectés avec 6 plasmides phW2000-PR8 (PB1, PB2, PA,
NP, M et NS), le plasmide phW2000-NA2, le plasmide phW2000-HA7AATG, et le
plasmide pcDNA-HA3. Pour le puits 3.1, la quantité par plasmide transfectée est de
500 ng alors que pour le puits 3.2, seulement 300 ng de chaque plasmide a été

transfecté.
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Expérience 3 - puit n° 1 2 3 4 5
Plasmides 293T + MDCK HA3

phW 2000 - PB2 - PR8 -P1 X X X

phW 2000 - PB1- PR8 —P2 X X X

phW 2000 - PA - PR8 — P3 X X X

phW 2000 - NP - PR8 - P5 X X X

phW 2000 - M - PRS - P7 X X X

phW 2000 - NS - PR8 - P8 X X X
phW_H7N1 977 PB2 X
phW_H7N1 977 PB1 X
phW_H7N1 977 P1 X
phW_H7N1_977 HA wt X X
phW_H7N1 977 NP X
phW_H7N1_977_NA X X
phW_H7N1 977 M X
phW_H7N1_977_NS X
phW_H7N1_977 _HA_AATG X X

pcDNA —HA 3 X X

phW 2000 - NA 2 - Perth X X

pmax - GFP X

Tableau 5 : conditions réalisées dans I'expérience 3

Seulement 40% des cellules ont exprimé la GFP, la transfection a moins bien

fonctionné. Le test d’hémagglutination est revenu négatif pour chaque puits.

Aprés une inoculation sur des cellules MDCK-HAS3, aucun titre viral n’est détecté sur

tous les puits 3.1 a 3.5 par le test d’hémagglutination.

Conclusion

Un bon taux de transfection est nécessaire a la production de virus.
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o Expérience 4

Dans I'expérience 4, les puits sont transfectés sur une co-culture de cellules 293T et
MDCK-HAS.

Le puits 4.1 est un puits test. Il est transfecté avec 6 plasmides phW2000-PR8 (PB1,
PB2, PA, NP, M et NS), le plasmide phW2000-NA2, le plasmide phW2000-HA7AATG,
et le plasmide pcDNA-HAS.

Le puits 4.2 est transfecté avec 6 plasmides phW2000-PR8 (PB1, PB2, PA, NP, M et
NS), le plasmide phW2000-HA7AATG, et le plasmide pcDNA-HA3. C’est un puits

témoin négatif car il manque le segment NA.

Le puits 4.3 est le puits transfecté avec le plasmide contenant la GFP, puits contréle

de la transfection.

Expérience 4 - puit n° 1 2 3
Plasmides 293T + MDCK HA3
phW 2000 - PB2 - PR8 -P1
phW 2000 - PB1- PR8 —P2
phW 2000 - PA - PR8 — P3
phW 2000 - NP - PR8 - P5
phW 2000 - M - PR8 - P7
phW 2000 - NS - PR8 - P8
phW H7N1 977 HA AATG
pcDNA-HA 3
phW 2000 - NA 2 - Perth
pmax - GFP X

XX XX X X XX

XXX XX X X X X

Tableau 6 : conditions réalisées dans l'expérience 4

Le puits 4.3 a montré une forte fluorescence par microscopie fluorescente, environ
90% des cellules expriment la GFP. Peu a pas d’effet cytopathique est observé dans
les puits 4.1 et 4.2.

Le test d’hémagglutination a mis en évidence la présence de virus dans le puits 4.1.
Le puits 4.2, témoin négatif, est négatif. Cette quatrieme expérience nous permet
d’obtenir des virions avec une séquence H7 AATG associée a six segments PRS8, et a

NA2 complémentaire de HA3.

47



Aprés la transfection, le passage cellulaire sur MDCK-HA3 n’a pas permis de

conserver le virus obtenu.
Conclusion

Cette expérience a permis de produire des virions avec une HAAATG mais

I'amplification n’a pas fonctionné une fois de plus.

Le tableau 7 résume les différentes conditions des quatre expériences ainsi que les
résultats.
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Il. Discussion

La mutagénése dirigée sur des plasmides contenant le génome de I'HA de virus
influenza a pour objectif d’obtenir des segments HA ne comportant pas de codon
départ et n’étant donc pas traduits. Le protocole de mutagénése QuikChange® n’a pas
fonctionné avec le plasmide contenant H1 et H7. Dans le manuel d’instruction du kit
QuikChange (53), les causes d’échec sont citées et les solutions possibles expliquées.
Comme aucune colonie n’a poussé apres la transformation, nous avons commenceé
par refaire nos gels d’Agarose et par utiliser des bactéries plus compétentes. Nous
avons aussi vérifié que les amorces congues s’hybrident bien avec la séquence du
plasmide. Les quelques colonies obtenues ne présentaient pas la mutation, le produit
de PCR a alors été redigéré par 'enzyme de Dpnl. Notre protocole de mutagénése ne
comporte pas de témoin, nous ne pouvons pas exclure que les paramétres du cycle
PCR ne soient pas bien réglés. Plusieurs aligots de dNTP (Désoxyribonucléoside
Triphosphate) sont réalisés pour limiter la décongélation / congélation. Comme le
nombre de mutations est assez important, nous avons choisi de changer de protocole
et d'utiliser le protocole In-Fusion®. Ce protocole est indiqué quand le nombre de
substitutions est important. Ce protocole a permis I'obtention d’un plasmide H7 AATG
mais H1 n’a pas fonctionné avec le protocole In-Fusion®. L’ajout d’un témoin de PCR

semble indispensable pour s’assurer du bon fonctionnement du protocole.

Nous avons réussi a produire quelques virions AATG avec le protocole de génétique
inverse. Cependant, nous n’obtenions pas systématiquement des virus AATG et les
passages cellulaires ne permettaient pas d’amplifier le virus obtenu. Une des
hypothéses de cette absence d’amplification est que les cellules MDCK HA
n’expriment pas assez I'HA3. Un travail ultérieur a étudié I'expression de HA par des
cellules MDCK HA et essayé de sur-exprimer HA. Les cellules étudiées sont des
cellules fournies aussi par Monsieur Townsend (université d’Oxford). Ces cellules
expriment HA1. Dans cette étude, I'expression de HA a été comparée chez des MDCK
wt non infectées, des MDCK wt infectées par le virus IA PR8, des MDCK HA1, et des
MDCK-FIp-In™T-REx™HA1, cellules ayant regu de la doxycycline a deux
concentrations différentes pour induire I'expression de HA. Flp-In est un vecteur
d'expression permettant une forte expression du géne qui nous intéresse, T-REX est

un systéme permettant de réguler I'expression de protéines ayant pour promoteur
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CMV. Cela permet une expression forte controlée par la doxycycline. Ainsi, les cellules
MDCK Flp-In™ T-REx™ HA1 sur-expriment HA1 en présence de doxycycline. La
quantification de I'expression d’HA a été réalisée en comparant I'intensité des bandes

obtenues par Western blot (figure 12).

.--- 75kD

- >

25kD

Figure 11 : Western blot des différents lysats cellulaires

1 = Echelle de protéine, 2 = Bleu de Laemmli, 3 = MDCK non infectées,
4 = MDCK wt infectées par le virus IA PR8, 5 = MDCK HA1,

6 = MDCK-Flp-In™T-REx™HA1 + dox 1ug/mL,

7 = MDCK-Flp-In™T-REx™HA1 + dox 0,2ug/mL

Les résultats montrent une expression de HA beaucoup moins importante dans les

cellules MDCK exprimant HA que lorsqu’un virus infecte une cellule.

Une autre hypothése expliquant 'absence d’amplification lors d’utilisation de souches
avec une HA non mutée est la compétition entre les HA. Dans I'expérience 1, les puits
1.1, 1.2 et 1.3 ont la particularité d’exprimer plusieurs HA, une HA issue des cellules
MDCK, une HA du plasmide transfecté (PR8 ou H7N1 977) et pour le puits 1.3, en
plus une HA3 issue du plasmide pcDNA. Lors de la transfection, des virions ont été

détectés mais un premier passage cellulaire sur des cellules MDCK HA n’a pas permis
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de conserver le virus obtenu. La présence de cellules 293T peut étre a l'origine de la
réplication du néo-virus. Pour étudier cela, il serait intéressant de comparer la quantité
de virus produite sur des co-cultures 293T avec MDCK HA et des 293T avec MDCK
n’exprimant pas HA sur des expériences de génétique inverse avec un plasmide HA
wt ou AATG. Dans notre étude, nous avons détecté la présence de virus
hémagglutinant mais nous n’avons pas réalisé de titrage. La comparaison des
quantités de virus produites, obtenues par titrage, a pour but de déterminer si la

présence de multiples protéines HA exprimées crée une compétition entre les HA.

De nouvelles expériences seraient intéressantes a réaliser dans le cadre de notre
étude. Il faudrait essayer de voir si une transfection transitoire des cellules MDCK avec
un plasmide pcDNA-HA ne permettrait pas d’obtenir un taux d’HA plus élevé. Dans un
premier temps, comparer par western blot la quantité de HA produite par rapport a des
MDCK infectées par un virus influenza. Ensuite, si'expression de HA est satisfaisante,

ces cellules pourraient servir pour les passages cellulaires.

La puissance du séquencgage haut débit détecte les événements rares et permet de
détecter les mutations d’'un nucléotide du gene HA. Wu et al. a étudié une technique
de séquencgage avec une PCR en deux étapes. Les deux étapes servent a exclure les
mutations induites par des erreurs de séquengage. Dans sa méthode, 98% du géne
HA est séquencé, les 2% restant correspondent aux extrémités de I'HA (56). Une
méthode alternative est d’utiliser un plasmide HA sauvage, non muté AATG et
d’étudier les séquences en HA de virus aprés plusieurs inoculations cellulaires et
d’étudier les sites de mutations préférentiels. Les virus exprimeront ainsi leur propre
HA fonctionnelle. Le protocole de génétique inverse ne nécessitera donc plus de
transcomplémentation. Dans ce cas, les mutations viables seront préférentiellement
détectées par séquencgage haut-débit. Les autres étant délétéres seront moins

fréquentes.

Une autre méthode permettant 'étude des mutations de I'HA est I'utilisation de mini-
génome. Un plasmide contenant le géne HA est transfecté dans des cellules avec des
plasmides contenant des polymérases (PB1, PB2, PA et NP) pour permettre la
traduction en protéine. L’intérét de cette technique est la facilité de réalisation. Elle

présente aussi 'avantage de ne subir aucune pression de sélection sur la HA
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puisqu’aucune particule virale infectieuse n’est produite. Cette technique présente un
inconvénient majeur : il n’est pas possible de transmettre ce géne ni de 'amplifier,
I'utilisation de plasmide source de HA confére une stabilité a la source de matériel

génétique. Les mutations détectées ne peuvent donc pas s’accumuler.

Le site du clivage a un réle important dans le phénotype d’un virus. Pour certains virus
HP, le site de clivage n’est pas polybasique mais le phénotype et la mortalité
correspondent a un virus HPAI. Cependant d’autres virus présentent ce site
polybasique associé a une clinique peu virulente. La présence d’un site polybasique
n’est pas systématiquement suffisant pour passer d’un virus LPAI a un HPAI(21,26).
La virulence d’une souche n’est pas déterminée uniquement pas la présence d’un site
de clivage polybasique. La NA a aussi un rdle déterminant dans I'expression du
phénotype. NA est complémentaire de HA. Les genes HA/NA ont co-évolué (57,58).
Pour maximiser les chances de réussite de nos expériences de génétique inverse,
respecter I'équilibre HA / NA semble nécessaire, c’est pourquoi a partir de 'expérience
2, nous avons changé le plasmide exprimant NA pour une NA2 correspondant a 'HA3
exprimée par les cellules MDCK. En effet, des études se sont penchées sur
'importance de NA dans le cycle cellulaire. Les protéines HA et NA ont des effets
antagonistes, les deux sont nécessaires a la réalisation d’'un cycle viral mais leurs
activités respectives (affinité de HA pour les acides sialiques, versus activité sialidase

pour la neuraminidase) doivent étre équilibrée.

L’'importance de ce site de clivage polybasique a été montrée chez les oiseaux.
D’autres études révelent que la présence de ce site n’est pas un facteur de virulence
chez toutes les espéces, notamment chez les primates (34). Le site de clivage est un
paramétre fortement étudié chez les virus enveloppés car il permet la fusion des
membranes cellulaires et I'entrée dans la cellule héte. Le clivage d’'une protéine virale
est réalisé par des protéases de I'héte. Souvent une séquence particuliere d’acide
aminé basique est reconnue par les protéases cellulaires. Par exemple, la maladie de
Newcastle chez la volaille est transmise par un virus dont la virulence est déterminée
par le site de clivage. La modification de deux acides animés basiques du site de
clivage (K et R) en acide aminé neutre (G) permet I'atténuation de la souche (59,60).
L’étude des coronavirus révele que la protéine impliquée dans I'entrée des virus dans

les cellules est la protéine S, clivée en S1 et S2. Les souches hautement pathogénes
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retrouvées chez ’'homme comme le SARS-CoV-2 a l'origine de la pandémie humaine
de 2019 présentent un site de clivage multibasique. La protéine S du SARS-CoV-2 est

clivée par la furine, protéase omniprésente chez ’'homme (61,62).

Chaque année le vaccin contre la grippe doit étre modifié en raison des mutations
génétiques fréquentes et rapides pour correspondre aux souches circulantes.
Cependant 'efficacité du vaccin ne peut pas étre totale, de nouvelles souches pouvant
émerger a tout moment (63). Afin de développer de nouveaux traitements antiviraux
contre les virus influenza, d’autres méthodes de traitement de la grippe sont
actuellement en cours d’analyse et s’intéressent aux protéases impliquées dans
I'entrée des virus dans les cellules hétes. Ces études s’intéressent a I'utilisation
d’inhibiteurs des protéases. Pour les virus comme les virus influenza ou le coronavirus
infectant les cellules épithéliales de la muqueuse respiratoire, les chercheurs étudient
la protéase transmembranaire sérine 2 appartenant a la famille des subtilisines (64).
L’utilisation d’inhibiteurs de protéases est une des pistes actuellement étudiée pour
traiter les patients atteints de SARS-CoV-2. Lors de I'épidémie de SARS-CoV-1 (2005)
et de MERS-CoV (2015), les protéases de type papaine et de type C3 étaient la cible

de traitement antiviraux expérimentaux (65).
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V. Conclusion

Les mutations du virus IA et surtout de 'HA ont des enjeux sanitaire et économique
majeurs. L’objectif était de créer une méthode d’analyse des mutations de I'HA. Pour
cela, nous avons voulu étudier les insertions, délétions et substitutions induites lors de
passages cellulaires avec une HA non fonctionnelle. Ce travail a permis d’obtenir des
virus par génétique inverse et complémentation en HA mais pour le moment, aucune
amplification n’a fonctionné. Quand ce systéme marchera, il permettra d’étudier
I'influence de I'environnement nucléotidique HA sur le taux de mutation du site de
clivage, de déterminer si certaines zones du géne présentent des mutations de
maniére plus fréquente et si certains schémas génétiques, notamment la structure tige

/ boucle, du géne favorisent les mutations.
D’autres expériences doivent étre réalisées pour compléter notre étude, notamment

sur I'expression d’une HA par les cellules MDCK permettant la réplication du virus avec

une HA mutée ne s’exprimant pas.
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VI. Annexes

Annexe 1 : Liste des acides aminées et code génétique

Acide aminé Code 3 lettres Code 1 lettre | pHi

Acide glutamique Glu E 3,22 Acide

Acide aspartique Asp D 2,77 Acide
Alanine Ala A 6 Hydrophobe
Asparagine Asn N 5,41 Neutre
Cystéine Cys C 5,03 Neutre
Glutamine GIn Q 5,65 Neutre
Glycine Gly G 5,97 Hydrophobe
Isoleucine lle I 5,94 Hydrophobe
Leucine Leu L 5,98 Hydrophobe
Méthionine Met M 5,74 Hydrophobe
Phénylalanine Phe F 5,48 Hydrophobe
Proline Pro P 6,30 Hydrophobe
Sérine Ser S 5,68 Neutre
Thréonine Thr T 5,64 Neutre
Tryptophane Trp w 5,89 Hydrophobe
Tyrosine Tyr Y 5,66 Neutre
Valine Val \ 5,96 Hydrophobe

2° nucléotide
T C A
7T i TCT TAT TGT i T
Tc phenylalanine Tce P TAC tyro;me ITGe cysteine c
T TTA TCA TAA TGA  codon-stop
G ucne TCG TAG © o TGG (tryplophane
CTT CCT CAT CGT T
AR e el nt r e
e cc. ccC .. [CAC MM ICGC e ESH o
% - LW e CeA o ———CAA~~ lutamine CGA_ A 5.
@ CTG CCG cac_ 9 CGG g
4 ATT ACT AAT " AGT E T| ™
o e senne
& ATC  isoleucine [acC . [aac” ¥ fuge c| g
o
e A ATA . ACA AAA lysine AGA - B A
ATG methionine |ACG AAG AGG 9
B GTT GCT GAT  acide GGT T
B GTC _ GCC - [GAC  aspartique |GGC ovcine (3
G GTA s GCA  danine  ISAA acde GOA A
L @AE GCG GAG gutamique |GGG
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RESUME :

L’objectif de ce travail est de développer une méthode d’analyse de I'évolution de 'HA des virus
influenza aviaires, virus avec un enjeu sanitaire et économique important. Pour déterminer les sites
préférentiels d'insertion de nucléotides dans la séquence d’HA et si certaines séquences
nucléotidiques sont associées a un plus fort taux d’insertion, nous avons réalisé de la mutagénése
dirigée pour produire des plasmides contenant une HA non fonctionnelle car présentant une codon
stop ATG a la place de son codon départ. Puis un protocole de génétique inverse avec une
transcomplémentation a été utilisé. L'utilisation de cellules MDCK exprimant a leur surface une HA
transcomplémentante a permis le production de virions possédant un segment HA muté AATG.
Cependant I'amplification des virus obtenus n’a pas fonctionné. D’autres expériences doivent

compléter notre étude.

The objective of our study is to develop a method for analyzing the evolution of HA of avian influenza
viruses, viruses with a major health and economic effect. To determine the preferred nucleotide
insertion sites in the HA sequence and whether some nucleotide sequences are associated with a
higher rate of insertion, we performed site-directed mutagenesis to produce plasmids containing a
non-functional HA because it has an ATG stop codon in place of its start codon. Then a reverse
genetics protocol with transcomplementation was used. The use of MDCK cells expressing on their
surface an HA allowed the production of virion possessing a mutated HA AATG segment. However,
the amplification of the resulting viruses did not work. Other experiences should complement our

study.
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