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DRAQS (en bleu). Elles présentent les longs prolongements membranaires induits ephrinB2 : les filopodes.
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Mise en évidence de I'entrée cellulaire du virus Nipah par macropinocytose :
bases moléculaires et inhibition

Résumé

Les virus Nipah et Hendra sont deux Paramyxovirus émergents zoonotique apparu
ces 15 dernieres années en Asie du Sud-Est et en Australie. Ils sont responsables chez
I'homme d'encéphalites dont le taux de mortalit¢é peut dépasser les 90%. Il n'existe ni
traitements, ni vaccins commercialisés. Ces virus sont donc classé P4. En étudiant la
régulation négative de leur récepteur éphrineB2, j'ai pu mettre en évidence un mécanisme
d'entrée endocytique pour le virus Nipah : la macropinocytose. Les Henipavirus sont les seuls
Paramyxovirus connus dont on a pu démontré un tel mode d'entrée. En mimant le ligand
naturel d'éphrineB2 (EphB4), les glycoprotéines virales G provoquent la rétractation des
filopodes qui forment autour du virus des macropinosomes. De plus, l'entrée de ces virus
peut-étre bloquée in vitro par des inhibiteur de macropinocytose. Certain de ces inhibiteurs
sont déja utilisé en médecine humaine, ce qui ouvre la voie a un traitement peu onéreux contre
ces dangereux pathogenes.

Mots clefs : Nipah virus ; Hendra virus ; Macropinocytose ; Entrée virale ; Chauves-souris ;
ephrineB2 ; antiviraux

Demonstration that Nipah virus entry occurs by macropinocytosis :
molecular basis and inhibition

Abstract

Nipah and Hendra are two zoonotic Paramyxoviruses that have emerged over the
last 15 years in South-Eastern Asia and Australia. They are responsible for encephalitis in
man with a mortality rate that can exceed 90%. As there are no treatments nor vaccines
available these viruses are classified P4 pathogens. By studying the receptor ephrinB2's
downregulation, I discovered that Nipah virus uses an endocytic mechanism for entry : the
macropinocytosis. The Henipavirus are the only known Paramyxoviruses that use such an
entry mechanism. By mimicking the ephrinB2's ligand (EphB4), the viral glycoprotein G
causes the retraction of filopodia to engulf the virus and form macropinosomes. I have
demonstrated that the entry of these viruses can be blocked in vitro by the use of drugs that
inhibit macropinocytosis. As some of these inhibitors are already used in human medicine,
this could pave the way for a low-cost treatment of these dangerous pathogens to be
developed.

Key words : Nipah virus ; Hendra virus ; Macropinocytosis ; virus entry ; Bats ; ephrinB2 ;
antivirals



Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN(m) : acide ribonucléique (messager)

SARS : SRAS, syndrome respiratoire aigu, sévere

NiV : virus Nipah

HeV : virus Hendra

MeV: Measles virus (virus de la rougeole)

CDC : Center for diseases control (Centre Américain de contrdle des maladies)
CDV : Canine Disptemper virus (virus de la maladie de Carr¢)

NDV : virus de la maladie de Newcastle

VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

DC : cellule dendritique

LD50 : dose 1étale 50%

Pfu : particules formant une unité infecticuse

IL : interleukine

CD : Cluster of differenciation

PCR : Polymerase chain reaction (Réaction en chaine de polymérase)
RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR (PCR par transcriptase inverse)

CHO : Chinese Hamster Oviarian cells (cellules d'ovaire de hamster chinois)
Vero : Vervet Origine, cellules de rein de vervet

BHK : Baby Hamster Kidney Cell (cellule de rein de hamster)

HeLa : Henrietta Lacks cells - Cellule de cancer du col

PDB : Protein Data Bank (Banque de donnée sur les protéines)

kDa : kilo Dalton

nt : Nucléotide

VLPs : virus Like Particles (Simili-Particules Virales)

Fc : Fragment constant des immunoglobulines

eGFP : enhanced Green Fluorescent Protein (Protéine Verte Fluorescente améliorée)



Remerciements

J'aimerais remercier tout d'abord mon Directeur de Thése, Dr Robin Buckland,
pour m'avoir accueilli ans son laboratoire et formé tout au long ces quatre derniéres années. Je
ne saurai trop le remercier de m'avoir laissé une si grande indépendance et d' avoir soutenu
mes choix, ce qui a permis les nombreuses variations autours du projet initial.

Je remercie Dr. Pierre Jurdic d'avoir accepté de présider mon jury. Je remercie
aussi Pr. Winfried Weissenhorn et Dr. Michel Pépin d'avoir accepté d'étre les rapporteurs de
cette these. Je remercie Dr. Noél Tordo d'avoir accepté d'€tre examinateur et d'avoir suivi
avec intérét mes travaux ces quatre derniéres années.

Je remercie le jury 2005/2006 de I'Ecole Doctorale BMIC d'avoir cru en ce projet
de m'avoir confié¢ une bourse du Ministeére de 1'Enseignement Nationale, de la Recherche et
des Technologies.

Je remercie Dr. Hervé Raoul et Dr. Marie Claude Georges-Courbot de m'avoir
permis de travailler au laboratoire P4 Jean M¢érieux. Je remercie Sandra Lacote de m'avoir
formé au travail en scaphandre et d'avoir porté le projet concernant la vidéo-microscopie au
P4. Je remercie Christophe Bertauld, Dr. Christophe Leculier et toute 1'équipe de la
biosécurité ainsi que le Poste Central de Sécurité pour m'avoir permis de travailler dans les
conditions optimales de sécurité. Je remercie tout ceux avec j'ai partagé les joies de l'air en
bouteille : Dr. Christophe Peyrefitte, Dr. Sébastien Delpeut, Olivier Reynard, Mathieu
Matteo, Audrey Page, et tous les autres ...

Je remercie toute 1'équipe du PLATIM pour avoir mis a ma disposition les
équipements dont j'avais besoin et de m'avoir formé a leur utilisation. Je remercie Viktor
Volchkov et Valentina Volchkova pour leurs virus recombinant. Je remercie la Société
Francaise d'Etude et de Protection des Mammifere et le Syndicat Mixte des Gorges du Gardon
qui m'ont permis d'étudier les chauves-souris sur le terrain. Je remercie particuliérement Guy
Derivaz qui m'a fait découvrir les grottes des Gorges du Gardon et leurs habitantes.

Je remercie les enseignants et les chercheurs qui m'ont aidé¢, poussé et motivé tout
au long de ma scolarité. Parmi eux, les Docteurs Nathalie Dejucq-Rainsford et Christophe
Staub, Christiane Guguen-Guillouzo et Jacques LeSeyec, Yahia Chebloune, Gléaucia
Paranhos-Baccala et Florence Komurian-Pradel ainsi que Stéphane Pouzol m'ont accompagné
et formé tout au long de mon parcours pré-doctoral. J'aimerais remercier particulierement Pr.
Louis Gazzolo et Dr. Madeleine Duc-Dodon qui m'ont apporté énormément. Je remercie par
la méme occasion leurs étudiants et notamment Dr. Mélanie Wencker, Dr. Amélie Sabine,
Camille Levy, Anne-Sophie Kuhlmann et Julien Villaudy qui m'ont accompagné ces cinq
derniéres années.

Je remercie aussi toutes les personnes qui ont pu m'aider et me soutenir au
laboratoire : Dr. Vanessa Guillaume, Ghina Haffar, Celine Garcia, Anne Ruiz, Joséphine
Reynaud, Fahran Cyprian, Cyrille Mathieu, Dr. Yohan Druelle et Dr. Hasan Kweder. Je
remercie Michelle Ainouze d'étre la meilleure technicienne que j'ai rencontré. Je remercie Dr.
Séverine Devergnas de m'avoir poussé¢ vers la microscopie confocale. Je remercie Dr.
Christine Pohl pour son énorme travail aussi bien a l'intérieur qu'a I'extérieur du P4, ainsi que
pour son zele et son perfectionnisme. Je remercie chaleureusement Dr. Hamide Aslan pour
son aide et son amitié.

Enfin, je remercie mes amis et ma famille qui m'ont soutenu du début jusqu'a la fin.






TABLE DES MATIERES



CHAPITRE PREMIER .....oiiiiiiiiiieee ettt ettt ettt e sne e enseeen 17
RAPPORT BIBLIOGRAPHIQUE.......ccciiiiiiiiiiiienieeienteeee ettt 17
T-INtrOAUCTION. ...ttt ettt st e b e st e b e saeeas 18
[-1-Les virus émergents €t 165 ZOONOSES......cc.veevieriieeiieiieeieeiie e eiee e eieeeereeeeearee s 18
[-2-Quelques exemples de VIrus EMErgeNnts........ccccuveeceeeriiieeniiieeniieerieeesveeesereeeeereeeeess 19

Le VIH : virus émergent par eXcellence...........ccooueecvieriieiiienieiiieieciiee e 19

Les animaux domestiques €t 165 ZOONOSES........ccuveeriuieeriieeriieeciee e e e 19

Les FUOVITIAAC. ...c.veeutiriiiiiiieciiee et e 21

IT-LeS HENIPAVITUS. ...ccuiieeiiieeiieeeieeeiee et etee et e ettt e et e e staeesaaeesstaaesssaeesssaeensaeenssaeensnnns 22
[I-1-L'emergence du virus Hendra...........cccoeoieriiiiiiiniieiiecie e 22
ITI-2-L'émergence du virus NIiPah .........cccvieeiiiieiiiiecie et 26

La souche MalaiSIeNme. .......cc.cevuieiiriiniiiieiiieieetese ettt 26

La souche Bangladeshie...........ccccueeiiiiiiiiiiiiiieicie e 28
[I-3-Comparaison entre Nipah et Hendra............cccoociiniiiiiiiniiiiiiieceieeeee e, 32
Réservoirs et HOotes INtermediaires. ... ....oeueeruieiiiieiiiiiienie et 32
STTUCTUTE. ...ttt ettt e sttt e sbeesbeesanaee e e 32

o 11 0 10) 0 o4 1< USSP 32
[1-4-Les Henipavirus dans le monde..............occueeviieniiiiieniieiienieeeiee e 33
ASIE AU SUA ESt.eniiiiiiiie e 34
Afrique de 1'Est : MadagascCar...........ccueeiiieiiieeiieiieeie ettt siaee e 35
Afrique de 1'0uest : Ghana...........ccoveeiiiieiiiice e 35
[1-5-1eS TESEIVOITS AU VITUS.....ettiuieriieiieieniienteeteeit et et siee st et eate bt et e enieeesneesaeeesneees 37
Les ROUSSELES OCEANIEINES. ... ..eeiueeruiieiieeiierite et e eite ettt st ettt et e e e enbeeeesneees 37

Les ROUSSEttes AfTICAINES. ......cvueiriieiiriieieiiesieee ettt 37

€S MICTOCHITOPIETA. 1.ee.evieeiiieeciiee ettt et eit ettt e et e et e e e e e eaeeenaeeenaeeenssaaaeeas 38
[TI-Phylogénie €t VIrUS apParENLEs. .......cccueeruieruieeiieeriieeieeiieereesteeereenseessseesseessseeseessseenseeess 41
II1-1-Généralités concernant les ParamyXOVIrus.........cceeeeveeeeeieeeieieeniieeniieeeeeeeeiiveeeenns 41
III-2-L1eS MOTDIIIVITUS. ..c.eeriiiiieieeiiesieeeete ettt ettt e 42

Le virus de 1a TOUZEOLE.......cccviiieiiieeiieeee et 42

La maladie de Carré.........c..oooeriiiiiiiiieecieseet et 46
IV-Biologie Moléculaire des Henipavirus.........ccceeecveeeecieeeeiiieenieeenieecnieeeeeeeeireeee e e e e 47
IV-1-Structure génétique et séquences codantes des Henipavirus...........ccceeeevveeeennnen. 47
Taille dU GENOMEC.......ccviiieiieeciie ettt e tee e s e e e saeeessaeeennnes 47
MECANIQUE TEPIICALIVE. ...eeuvieneieeiieiieetieeite ettt et et e et e eeae e bt e s eeeseesaaeesbeessnsneeeenes 48
IV-2-Les génes des HeNIPaVITUS.......cc.eeeeuiieiiiieiiiieciee et eeieeesveeesveeeiveeesaeesaneeenneee s 49
.................................................................................................................................. 49

V-Les protéines virales et leurs roles dans le cycle viral..........cccoeeveeeciiiiiiiee e, 50
V-1-Le complexe ribo-nucléoproteique.........c.eevueeriieriieiieriieeiieeieeiiee e e 50



V-2-Les protéines non structurales des HENipavirus. ........cocceeeeveerieneriienienensieeenieenn 53

V-3-La protéine de MatriCe M........ccociiiriiiiiiiieeiie et siee et esereeesveeesvee e eeeeeeenens 54
V-4-La glycoprotéine de fusion F .........cccooiiiiiiiiiiiiieee e 55
Généralités concernant la glycoprotéine F..........c.coocovevviiiiiiiiiiciiieeccee e, 55

La chloroquine, inhibiteur de la maturation de F..........ccoccooiiiiniiniininiiiee 58
V-5-La glycoprotéine d'attachement G...........ccceeeriiieiiieiiiieeiieeeceee e 62
VI-Le récepteur cellulaire des Hénipavirus : I'éphrineB2 ...........cccocoovviiiiiiniiiiiiiee, 64
VI-1-GENETAIILES. ..ottt et 64
VI-2-Le role de 1'éphrineB2 dans 1'angiogénese. ..........ceevueevvienieeiienieeiienieeieesee e 65
Fonction de I'€phrineB2...........coouiiiiiiiiiiece e 65
Exemple des interactions entre éphrineB2 et EphB4...........ccoocooviiiiiiiiiiiie, 67
VI-3-Le role de I'éphrineB2 dans l1a neurogenese............cevcvveercieeerciveeeeeeeiiiieeeee e 67
VI-4-Autres roles de I'éphrineB2 : systémes immunitaire, 0SSEUX.........cecverveevereerueenne 68
VII-L'entrée et la dispersion des Henipavirus dans I'organisme...........cccceecvveeeeerccnineeeeennnn. 69
VII-T-LIENMTER. ...ttt et e 69

YA 0 O B T3 0TS 13 [ ) o RS S 70
VIII-Diagnositic €t TraltemMeNtS........cceruerieriirieriieieetesttete ettt st e e e 71
Y2 00 B B T o 310 ] o eSS PPPRR R 71
Diagnostic en Imagerie par Résonance Magnétique ...........cccevevveerieneevienienennnnen. 71
Diagnostic sérologique et biologe moléculaire...........cccveeviveeriieeniieeiieeieeee, 72
VIII-2-Les tentatives de traitements thérapeutiques...........ccveeveeriierieeriienieeieerie e 72
VIII-3-Vaccination anti-NIPah..........cccvieiiiiiniieeiiie et erre e s seveeee e e e 75
VIII-4-Protéger les hommes en protégeant les chauves-souris?..........ccccceeeevereeneennenne 75
IX-Mécanismes moléculaires d'entrée cellulaire des VIrus..........ccoceeveeriieeiiiieeiniieennieenn. 78
[X-1-La fusion des membranes virales et cellulaires............cccceeriieviieiniiiienniieeen. 78
Les protéines de fusion de classe L........ccceeeiiiiriiiiiiiiiiiececeeeeeee e 78

Les protéines de fusion de classe IL..........cceevieiiieiiiiiiiniieiee e 80

Les protéines de fusion de classe L...........cccuveeiieniiiiniiieee e, 80
[X-2-La fusion virale : a la surface ou dans les endosomes............ccceecvveviieeenireeennnnenn. 80
X-Mécanisme moléculaire d'entrée des Henipavirus (hypothése actuelle).............c.c......... 81
X-1-L'interaction entre la glycoprotéine G et 1'éphrineB2...........cccccooeviiiiiiiinieeninnnne. 81
X-2-L'interaction entre G et F, pré-requis pour la fusion...........ccceeevveeerciiriniieeeeeeennee, 83
X-3-Entrée cellulaire des Paramyxovirus : deux cas d'eXception..........cceceeevveerverueennee. 84
XI-MACTOPINOCYLOSE. .....eeueenieeeuteetie et ettt et ettt ettt et e bt e et esbbe s beesbeeeabeesbeesateesseeenbeennnees 85
XI-1-Les voies endocytiques : des voies détournée par les pathogenes..........ccc.ee..n...e. 85
XI-2-Définition et roles de la macropinOCYLOSE .......ccveeeruveeeriieeriiieeiieeeesiiieeeee e 87
XI-3-Le déroulement de 1a macropinOCytOSE. .....cccueeuieruiieriieeiieiienieeieeeieeeeeiree e 87
XI-4Mécanismes moléculaires et inhibiteurs de la macropinocytose ............ccceeeeeee. 88
XI-5-Détournement de la macropinocytose par les pathogénes............cccceveuveeineeennnee. 91
BaCTETIES. ...ttt et 91

VITUS ettt bttt b et et b et et b et et b et et st s 92
CHAPITRE SECOND.....c.utiiiiiiiee ettt sttt ettt nteeseenteesnteesaneesneeenns 94
RESULTATS ... ettt ettt ettt et sbe et st sbe et ebtesbe et e e sabeeenbaeenas 94
I-Etudier I'entrée cellulaire des Henipavirus : besoin de nouveaux outils.......................... 95
[-1-ProblematiqQUe.........ceeiieiieeiieeiieeie ettt ettt ettt e et e et e enbe et eeeenaneee s 95
[-2-L'€PhriNeB2-IMYC.....eiiiiiiiieiieeee et 96
[-3-L'éphrineB2-€GFP.......c..cooiiiiiiiiee et 98
II-L'éphrineB2 est internalisée en présence de NiV-Ge........ccoceeviiiiiiiiiiniiinieiieenieeeene 101
II-1-ODBSEIVALIONS. ...c..veiieniieiiesiteieeit ettt ettt sttt et b et st sbeebesbeeeebeee e 101

I1-2-Co-endocytose de 1'éphrineB2 et de la glycoprotéine G lors de contact par cellules



OPPOSANEES. ....eeeeeeeeeuiieeeiiteeeitteerteeestteeestteeessteeestaeesatteesatteesabeeeanbeesanseteeeesesnnnssaeeeesennnnnees 102

I1-3-Localisation de la dégradation du complexe éphrineB2—glycoprotéine G............ 102
III-Un mécanisme d'entrée endocytique pour le virus Nipah.........cccoceeeiiiinieniiienienenens 106
IIT-1-ObSEIVALIONS. ¢ttt ettt et e e st e s eabbe e e e e e e e e 106
I1I-2-La glycoprotéine G mime la protéine EphB4..........ccccooiiiiiiniiniiiiiiiiiieieee 106
Etude de l'interaction entre les domaines extra-cellulaires d'éphrineB2 et de la
EIYCOPTOLEINE ..ottt ettt et e b e saeeeabeessaeenseesnnees 106
Conséquence de 1'attachement de la glycoprotéine G sur la queue cytoplasmique
A'EPRIINEB2......oiiiieiieie ettt ettt ettt e s ate et e e e ntaeeeennes 108
I11-3-Le signal émis par 1'éphrineB2 suivant l'attachement de la glycoprotéine G et son
TNRIDITION. ...ttt sttt ettt et st a e e 109
Effet de la génistéine sur I'entrée du virus Nipah.........ccoccooiiiiiiiiiiiiiiniiees 109
Roéle dans l'entrée du virus Nipah des PI3Ks et leurs inhibitions................c..e....... 112
Les mouvements membranaires liés au signal d'activation .............cccccvvvveeeennnnene. 112
Effet de la Toxine B sur l'entrée du virus Nipah..........cccoeeieiiiniiiiiiniiiieeeieee 113
Effets des inhibiteurs du cytosquelette sur I'entrée du virus.........ccoeceevevveeeeennnnenn. 113
Le mécanisme endocytique d'entrée utilisé par le virus Nipah est la macropinocytose
................................................................................................................................... 114
IV-Les inhibiteurs des infections hénipavirales............cccceeviieriiiiiiiniiniieieeiee e 117
[V-1-Inhibition de I'entrée du virus Nipah in VItro.......ccccecvveeeeivienciieeniieeiee e 117
REIeXioN GENETALE......cc.eiiiiiiiieiieie et e 117
L'aMILOTIAC. ...ttt s 117
La ChlOTOQUINE. ... .cotiiiiiiiieeie ettt ettt e e et eeeebaaeenns 118
IV-2-Inhibition de I'entrée du virus in vivo : le hamster doré comme mode¢le animal. 120
TTATEEIMEIES. ...ttt et sb et sttt e st e e aaeeearees 120
Effets de la chloroquine et de 1'amiloride in VIVO.......cccceeevveeiieeeeiiieeciieeeee e 121
V-Roéle de la queue cytoplasmique de la glycoprotéine G dans I'entrée et la dispersion du
VITUS NIPAN....ceiieie e ettt et e e et e e s tb e e e abeeenaeeeeeeennsssnaeeaeens 121
V-1-Hypothese de travail...........ccoccieiiiiiiiiiiicieeie et 121
V-2-Effets des mutations de la queue cytoplasmique sur I'entrée des virus recombinants
....................................................................................................................................... 122
VI-Identification du domaine d'interaction de F avec G.........cocceeiiiiiiiiiiniiiniciiiceee 125
VI-1-Hypothese de travail............coceviiiiiiiiiiiiiiieeeeceee e 125
VI-2-Effet des mutations dans le domaine riche en cytséines de la glycoprotéine F sur
l'interactions avec la glycoprotéines G..........occeevuieriieriieniieniieieeeie et 126
Résultats des tests de fUSION.......eevuiiiiiiiiiiieiicee e 126
Résultats des expériences de co-immunoprécipitation...........ceeeeveevveeeerieeeerneeenns 126
VII-Role de la conformation de la tige de 1'éphrineB2 dans l'infection par les Henipavirus
............................................................................................................................................ 128
VII-1-Hypothe€se de travail...........cceeeiiiiiiiiiiiieeieeceeee e 128
VII-2-Effet potentiel de I'angle de la tige sur I'entrée du Virus........cccceeeeveerieneneennen. 130
VIII- Dépistage des Hénipavirus chez les chauves-souris du Sud de la France................. 131
VIII-1-Le cas des chauves-souris €UTOPEENNES. .........ccueeeveereeerieeriieaiieeeeiieeeeinreaennes 131
INEEOAUCTION. ..ttt ettt ettt e e 131
PrEIEVEMENLS.......eoiiiiiiiiiiieeieet ettt e 131
Extraction des virus et infeCtions f.........coceiiieiiiiiiiiiieie e 134
VIIT-2-RESUIALS. ...ttt sttt e s 134
PERSPECTIVES . ...ttt ettt ettt et e et e st e e st e e eneeaenneas 135
Etudes des récepteurs viraux par test d'internaliSation...............cocco.oveverererreereerereceennnne. 136
Cancer, éphrineB2 et le vIrus Nipah.........cccovviiriiiiiiiieiieeeee e reeee e e 137



DISCUSSION ET CONCLUSION.......coiiiiiiiiiiiiieieiceece et 139

REFERENCES. ... .ottt ettt ettt ettt et e et esbeeseeneenseenseeneas 143
ANNEXE. ...ttt ettt et s a ettt eh ettt she e e e et e s e 155
[-MEEtING REPOTLS.....oiieiiiieiiiieeiie ettt ettt et etee st e e ae e e saseeenbeeessaeeesaeesnnnaeans 156
Nipah virus Colloquium, Kuala Lumpur 2008.............cccoerieiiiiiiienieeiiecieeiee e 156
II-2-International Meeting on Emerging Diseases — Vienna 2009 (Science)................ 158
TE-ATHICIE ettt ettt sttt st 159
................................................................................................................................................ 172
ANNEXE 2.ttt ettt ettt et eh bttt et e st esaee e 173
(Materiels et Methodes SUPPIEMENTAITE) .....eeevieeeiiieeiieeciie et ee e 173
Visualisation de l'entrée du virus Nipah par macropinocytose..........cccceeeruvereenvreeenneeenns 174
VLPS A€ NIV ..ottt ettt et st e bt et e e s nbeeenteeeanteesnneeeas 174
Coloration des virus et analyse en Time-Lapse.........cceecveevuierieiniieniienienieeieeeieee e 174
Observation des particules virales par fluorescence..........cccceecveeerieeernrieeeeeeennnne, 174

J1 : Préparation de cellules Vero et CHO. .........ccceeviieiiiiniiiiieieeieecieee e 175

J2 1 Préparation deS VITUS........ccceeeruieeriiieeiieeeiieeeieeeeieeestreesaeeessseeesssseeeaeesennssnees 175

J3 : Préparation des Cellules.........cceeriiiiiiiiiiiiieieceee e 175

J4 : Coloration €t ODSEIVAIONS. ......couieruieiiieiie ittt ettt 176

11



12



INTRODUCTION GENERALE
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Les virus sont des parasites obligatoires qui peuvent étre pathogenes, voire
mortels pour leur hote. Chaque année, de nouveaux virus sont découverts : certains
inoffensifs, certains mortels. La plupart ont pour origine la cohabitation entres humains et
animaux. Ce sont les zoonoses émergentes et peuvent rapidement devenir des problémes de
sant¢ publique majeurs. Les plus célebres sont sans doute le VIH et ses 60 millions de
personnes infectées, ou le virus Ebola dont les fievres hémorragiques ont inspiré les auteurs
littéraires et cinématographiques, ou encore le coronavirus du SARS et les trés médiatiques
virus de grippes.

Parmi ces virus émergents, deux sont apparus dans les années 90 et sont tres
étroitement liés : les virus Nipah et Hendra. Ces deux virus viennent des chauves-souris
frugivores, chez qui ils ne semblent pas ou peu dangereux. Longtemps isolées dans les foréts
équatoriales, ces chauves-souris se sont rapprochées des humains lors de la destruction ou de
la perturbation de ces foréts. Affaiblies, elles sont devenues contagieuses et ont d'abord
contaminé des animaux tels que les chevaux et les porcs qui ont amplifié le virus et
contaminé les humains.

Les épidémies en Australie et plus encore en Malaisie ont provoqué de graves
encéphalites chez des centaines de personnes et la mort de 40% a 50% d'entre elles. La
situation s'est encore aggravée lors de l'apparition du virus Nipah au Bangladesh en 2001. En
quelques années, la transmission est devenue indépendante d'hdtes intermédiaires. De
récentes études ont méme montré que le virus pourrait se transmettre directement d'homme a
homme. Quant au taux de mortalité, il est monté jusqu'a 92%. Aujourd'hui encore, il n'existe
ni traitement, ni vaccin disponible contre ces virus. Toutes ces caractéristiques leur valent la
classification de virus P4.

Les études réalisées sur ces virus ont montré qu'il s'agissait d'un nouveau genre

de Paramyxovirus trés proche des Morbillivirus. Ce groupe a ét¢é nommé Henipavirus. Ces
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virus utilisent comme récepteur cellulaire la protéine 1'éphrineB2. C'est une molécule du
chimiotactisme trés conservée au cours de 1'évolution, ce qui explique la capacité de ces
virus a passer d'une espece a l'autre. Beaucoup de mécanismes du cycle viral ont été
supposés identiques a ceux des Morbillivirus et ont donc été peu étudiés, et méme pas du
tout été vérifiés pour certains.

C'est justement en mettant en place des outils pour vérifier la conservation de
I'un de ces mécanismes (la régulation négative du récepteur) entre Morbillivirus et
Henipavirus qu'avec mon équipe j'ai pu montrer un mode d'entrée de ces virus unique parmi
la grande famille des Paramyxoviridae. Ce mode d'entrée nécessite que la glycoprotéine G
du virus mime le récepteur naturel de I'éphrineB2 : EphB4. En mimant cette molécule, le
virus déclenche un mécanisme endocytique connu sous le nom de Macropinoctose et qui
nécessite une réorganisation du cytosquelette. La macropinocytose et la signalisation y
conduisant sont bien connues, et de nombreux inhibiteurs existent pour les différentes étapes
du processus. En utilisant ces inhibiteurs, nous avons réussi a bloquer I'entrée de ces virus,
ce qui ouvre de nouvelles voies vers un traitement de ces virus, d'autant plus que certaines de
ces drogues sont déja utilisées en médecine.

L'¢tude du mécanisme d'entrée du virus Nipah m'a donc permis au cours de cette
thése de développer les premicres stratégies thérapeutiques potentiellement applicables a
I'homme. Des études plus poussées sur le sujet m'ont permis de constater que l'interaction
entre glycoprotéine virale et récepteur cellulaire pouvait favoriser soit I'entrée du virus, soit
sa dispersion aux cellules environnantes. J'ai aussi pu valider des hypotheses sur la résistance
de certains rongeurs au virus ou sur les mécanismes moléculaires qui déclenchent la fusion
des membranes virales et cellulaires.

Enfin, des études sur le terrain m'ont permis de montrer que les chauves-souris
du Sud de la France ne sont apparemment pas contaminées par les Henipavirus, et ce, alors
que d'autres équipes ont montré leur présence dans de plus en plus de pays, du Cambodge

jusqu'en Afrique de 1'Ouest.
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I-1-Les virus émergents et les zoonoses

Les virus émergents sont des virus qui sont apparus brutalement aux yeux des
scientifiques ces derniéres années. Plusieurs causes peuvent expliquer I'émergence d'un
virus. La plupart du temps, il s'agit d'un virus présent depuis longtemps mais jamais détecté.
Avec les techniques biomoléculaires disponibles depuis trente ans (PCR, Elisa, etc) et leur
amélioration (RT-PCR quantitative, bases de données informatiques, etc), il est devenu plus
facile d'isoler et de découvrir de nouveaux virus. Une autre explication est que le virus
devient plus accessible. Les moyens de communication et de transport sont de plus en plus
développés ce qui permet aux humains (mais aussi aux animaux) de passer d'un continent a
un autre en moins d'une journée. Ainsi, un virus africain peut se retrouver en Amérique du
Nord, tel le virus West Nile, ou sur toute la planéte tel le VIH. Dans le méme esprit, 1'acces
massif de 1'étre humain a des zones jusque-la géographiquement isolées permet un plus
grand contact avec les virus ; ainsi la déforestation permet des contacts d'humains et
d'animaux domestiques avec des pathogénes issus des foréts vierges et pour lesquels leur
systétme immunitaire n'est pas forcement adapté. Dans ce contexte, il n'est pas surprenant
que plus de 60% des maladies émergentes soient des zoonoses (Jones2008). C'est le cas des
Filoviridae, ainsi que du virus Nipah dont il sera question tout au long de cette these. Puis il
y a aussi les phénomenes naturels de mutation, de recombinaison et d'évolution de certains
virus, tel ceux de la grippe. Enfin, la surveillance mise en place pour les virus connus permet
parfois de retrouver un virus oubli¢ ou qui n'avait jamais ét¢ documenté, tel le virus du
Chikungunya. On parle alors de ré-émergence.

Afin de bien cerner ces zoonoses émergentes dont sont responsables les virus
Nipah et Hendra, ainsi que les problémes liés a ce genre de virus, voici quelques exemples

de virus émergents célébres.
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I-2-Quelques exemples de virus émergents

Le VIH : virus émergent par excellence

Le VIH (virus de I'Immunodéficience Humaine) réunit a lui seul la plupart des
caractéristiques des maladies émergentes citées plus haut : c'est une zoonose issue de l'entrée
des humains dans les foréts humides et qui s'est développée grice aux mouvements de
populations intercontinentaux. Elle a été ignorée jusqu'a ce qu'un pays avec un systeme de
veille sanitaire efficace soit touché.

Le VIH est donc issu des singes sauvages de la forét humide africaine, et a
conquis tous les continents. Colonisation, construction de routes ou simplement pour la
chasse, I'homme s'est enfoncé au plus profond des foréts humides d'Afrique tout au long du
XX¢ siecle. Des ¢études phylogénétiques ont montré que les premier cas « d'ancétres du
VIH » sont apparus entre 1915 et 1922, puis 1948, 1958 et 1967. De 1960 a 1980, les
mouvements de populations ont été importants dans I'Est Africain ; et dans les années 1970,
les échanges entre les continents se sont développés. L'épidémie s'étend, gagnant Haiti puis
les Etats Unis, et enfin le reste du monde dans les années 1980 (Gray2009). Il aura fallu
attendre que les Etats-Unis soient touchés pour que l'agent étiologique soit recherché et que
I'émergence d'un nouveau virus soit caractérisée (Montagnier1984).

Le VIH est un rétrovirus d'origine simienne. On retrouve des virus similaires
chez de nombreux mammiféres, notamment les félins. Il se transmet par le sang et les
muqueuses sexuelles. Le virus crée une immunosuppression toujours mortelle. Aujourd'hui
encore, aucun traitement définitif ou vaccin efficace n'est disponible. La pandémie touche

officiellement entre 40 et 60 millions de personnes.

Les animaux domestiques et les zoonoses

La faune sauvage est responsable d'environ 72% des zoonoses (Jones2008). Les
28% restant sont dus aux animaux domestiques. Compte tenu du développement

démographique et agricole dans le monde ces 30 derniéres années, 1'élevage intensif (et le
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commerce qui en résulte) peut rapidement déclencher de graves problémes sanitaires en cas
de zoonoses. L'Asie (60% de la population mondiale) a ainsi été le point de départ de
nombreuses zoonoses émergentes récemment.

Parmi elles, une nouvelle souche de grippe A H5NI1 est apparue chez les
volailles en 1997 a Hong Kong (Bender1999)(Xu1999). Les virus de la grippe sont connus
pour leur extréme variabilité (par mutation et recombinaison) permettant des ré-émergences
régulieres (annuelles la plupart du temps). Les grippes A H5NI1 sont particulierement
dangereuses car leur tropisme n'est pas limité au tractus respiratoire et peuvent passer aux
mammiféres en cas de contacts rapprochés (Griffin2001). Des conditions sanitaires
déplorables, une extréme proximité des élevages aviaires avec des élevages porcins et les
habitations humaines facilitent grandement les transmissions inter-especes, faisant de ces
zones d'élevage et des marchés de véritables bombes virales a retardement (Chen2009). La
dissémination des nouveaux virus peu se faire lors d'échanges commerciaux de bétails ou de
contacts avec la faune sauvage (oiseaux migrateurs, canards sauvages,...)(Slemons1974).

L'émergence de ce genre de virus est relativement bien contenue grace au
principe de veille sanitaire. De gros progrés ont été réalisés depuis 1'épidémie de Coronavirus
du SRAS (Syndrome Respiratoire Aigu Sévere) en 2003. En Novembre 2002, la province
chinoise de Guangdong (anciennement appelée Province de Canton) est le point de départ
d'une épidémie d'une maladie inconnue. Elle provoque un syndrome respiratoire aigu sévere
pouvant aller jusqu'a la mort (environ 10% des cas), d'ou son nom de Syndrome Respiratoire
Aigu Sévere. Le virus touche rapidement les grandes villes (Hong Kong et Beijing), puis le
reste de 1'Asie (Taiwan, Macao, Vietnam, Singapour, Mongolie, ...) et du monde (Canada,
Etats-Unis d'Amérique, Koweit, Roumanie, Irlande, Suisse...). Le virus se transmet par les
muqueuses, les gouttelettes de Pflug et est trés contagieux. Le cas le plus extréme est la
contamination lors d'un vol Hong Kong — Beijing (3 heures environ) de 22 passagers sur
120. Cette épidémie qui toucha 8 000 personnes pendant neuf mois fut une catastrophe
sociale et économique. Issu d'une ferme, le SRAS CoV sera rétrospectivement retrouvé chez
80% des civettes vendues sur les marchés de Guangzhu (anciennement Canton). Son
apparition chez 'humain a mis en lumiére les dangers de 1'élevage intensif anarchique.

On sait aujourd'’hui que les animaux de ferme ont été contaminés par la faune
sauvage. Le réservoir le plus probable est les chauves-souris Rhinolophinae que nous

étudierons plus tard (Cheng2007).
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Les Filoviridae

En 1967, a Marburg (Hesse, Allemagne) plusieurs personnes sont touchées par
une fievre hémorragique inconnue. La méme maladie apparait aussi a Francfort-sur-le-Main
(Hesse, Allemagne) et a Belgrade (Serbie, ex-Yougoslavie). Cette nouvelle maladie est
transmise par des singes verts ou vervets (ex-Cercopithecus aethiops, aujourdhui
Chlorocebus aethiops) importés d'Ouganda pour produire des vaccins anti-poliomyélites.
Les premiers cas, soit vingt cinq patients, sont des scientifiques en contact avec ces singes.
Sept d'entre eux en perdent la vie. Par la suite, six autres cas se déclarent, tous ayant eu des
contacts avec les vingt cinq malades d'origine. L'agent étiologique fait partie d'une nouvelle
famille de virus, les Filoviridae. Ils sont nommés d'aprés la forme des virions, tout en
longueur. Mis a part quelques cas isolés, il n'y a pas eu d'épidémie avant 1998
(Mahanty2004)(Bausch2003).

En 1976, un virus trés proche du virus de Marburg est responsable d'une
épidémie dans le Sud-Ouest du Soudan. C'est le virus Ebola. On compte aujourd'hui 5
especes d'Ebola : Bundibugyo, Codte d’Ivoire, Reston, Soudan et Zaire. Bien que les
Ebolavirus soient généralement mortels a plus 90% (dans les cas de Soudan et Zaire), Reston
et Bundibugyo n'ont jamais été associés a une épidémie (Mahanty2004). Les grand singes
sont particulierement touchés ; rien que pour la région Gabon/Congo, le virus Zaire aurait
tué plus de 5000 gorilles entre 2002 et 2003, soit plus que le braconnage (Bermejo2006).
C'est d'ailleurs lors de contacts avec des singes infectés que commence la plupart des
épidémies humaines (Mahanty2004). De plus, des porcs ont contracté le virus Reston aux
Philippines (Barrette2009).

Les malades présentent des symptomes proches de ceux observés lors de
paludisme ou de fievre jaune (fiévre, frissons, maux de téte, nausées, myalgies, diarrhées).
Le wvirus s'attaque aux cellules parenchymateuses, provoquant plusieurs foyers
hémorragiques, notamment au niveau du tractus gastro-intestinal ainsi que dans le systéme
urinaire. Les foyers d'infection nécrosent, donnant l'impression que les organes se sont
liquéfiés (Mahanty2004). Aujourd'hui encore, on ne connait ni traitement ni vaccin contre
les Filoviridae ; ils sont donc classés P4 (ou BSL-4 pour BioSafety Level 4, Niveau de
Sécurité¢ Biologique 4), c'est-a-dire la catégorie la plus dangereuse de virus. Ils sont aussi

considérés comme des armes biologique par de nombreux pays, notamment aux Etats-Unis.
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Des études publiées récemment confirment ce qui était suspecté depuis
longtemps. Elles montrent que le réservoir de ce virus n'est ni I'homme, ni les singes, ni les
porcs, mais les chauves-souris. Plusieurs espéces de plusieurs genres sont suspectées. Le
virus peut étre transmis aussi bien par des Mégachiroptéres, de grandes chauves-souris
frugivores (Leroy2005)(Towner2007), que par des Microchiropteres, petites et insectivores

(Swanepoel1996).

De nombreux autres virus, et plus généralement pathogénes, sont apparus ces
dernic¢res années. Certains ont des conséquences trés violentes : Fievre de Lassa, Fiévre
Hémorragique d'Omsk, les Arenavirus de Junin et de Machupo, la Fiévre Hémorragique de
Crimée-Congo, les Fievre Hémorragique avec Syndrome Rénal, etc. Parmi ces virus
émergents, je vais maintenant me concentrer sur deux en particulier : les virus Hendra et

Nipah ou Hénipavirus.

II-1-L'emergence du virus Hendra

En 1994, une maladie inconnue frappe une écurie australienne a Hendra, dans la
banlieue de Brisbane, Queensland. La Melbourne Cup, le plus important événement sportif
d'Australie est menacé par un nouveau Morbillivirus (Morbillivirus Equin).

A Hendra, 17 chevaux de course sont contaminés. L'entraineur Vic Rail, un
palefrenier et un vétérinaire tentent par tous les moyens de sauver I'écurie en soignant, tant
bien que mal, les chevaux malades. Les premiers cas semblent liés a l'arrivée d'une jument
gestante transférée depuis Cannon Hill le 7 septembre 1994. Malade a son arrivée, elle est
morte deux jours plus tard. Dans les vingt jours qui suivirent son arrivée, 12 autres chevaux

en contact avec la jument sont morts (Murray1995#18).
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Les chevaux contaminés présentaient des troubles neurologiques et respiratoires,
dépression, anorexie, fievre (41°C), dyspnée, ataxie, tachycardie, tachypnée et écoulement
nasal trés mousseux (Selvey1995) Leurs écuries €taient couvertes de sang. Les autopsies ont
révélé de nombreux cedémes pulmonaires et des hémorragies internes (Gardner1994 ). La
semaine suivant la mort de la jument, I'entraineur et le palefrenier, qui s'étaient fortement
impliqués dans les soins des chevaux, présentérent les mémes symptomes que les chevaux
infectés. L'entraineur est décédé six jours apres les premiers symptdomes d'un arrét cardiaque.
Le palefrenier survécu. Quant aux chevaux, 14 sur 21 sont morts de l'infection. Un
Morbillivirus a été isolé¢ dans les poumons de 5 chevaux malades. Le méme virus a été
découvert dans leurs reins (Selvey1995).

Les analyses des syncytia formés par 1'agent étiologique au niveau des capillaires
pulmonaires, ainsi que des études structurales en microscopie €lectronique ont montré qu'il
s'agissait d'un Morbillivirus : enveloppé, pléiomorphique dont la taille varie entre 38 et
600nm. La nucléocapside observée est d'un diamétre de 18nm et d'une période de Snm en
chevrons, ce qui correspond a un Morbillivirus. Cependant, ce virus posséde des
caractéristiques inhabituelles pour un Morbillivirus : a la surface, I'enveloppe est recouverte
de deux types de glycoprotéine dont les tailles - 10 et 18nm - différent fortement. Les
analyses génétiques par amplification des séquences conservées au niveau du gene de la
protéine de matrice confirment qu'il s'agit d'un Morbillivirus (Murray1995) .L'isolation de ce
virus et l'infection de chevaux sains par ce dernier a permis de montrer qu'il s'agissait de
l'agent étiologique de la maladie (Gardner1994 ).

Plus tard, en 1995, un autre cas humain fut rétrospectivement attribué au virus
désormais renommeé virus Hendra. L'infection avait eu lieu dans une ferme pres de Mackay
(950km au nord de Brisbane) au mois d'aott 1994 et avait entrainé la mort de 2 chevaux. Le
fermier et sa femme (vétérinaire) avaient alors réalisé eux-mémes l'autopsie des chevaux.

C'est apres un an d'encéphalite récurrente qu'est mort le fermier (Halpin1999)
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Figure 1 : Carte de I'Australie montrant les principales villes victimes du virus Hendra :
Brisbane, Mackay, Cairns et Rockhampton (source : The World Factbook — Domaine
public)
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Suite a cette premiere apparition de Hendra, 1964 chevaux provenant de 630
écuries, ainsi que 90 personnes y travaillant, ont été testés sérologiquement. Seuls 7 chevaux
ont été détectés positifs pour le virus Hendra. Ils venaient tous de I'écurie de Vic Rail ou des
¢écuries adjacentes. Les résultats montraient que les infections équines et humaines étaient
rares, accidentelles et par conséquent le cheval et 'hnomme ne peuvent pas étre considérés
comme des hotes habituels de ce virus (Murrayl1995)(Murray1995#18). Des tests sur la
faune sauvage (plus de 5000 échantillons, provenant de 46 especes différentes) ont alors été
réalisés, sans succes (Young1996).

La deuxiéme flambée de virus Hendra a permis de réduire le nombre d'hotes
naturels possibles. Deux sources d'infection ont alors été suspectées : les échassiers
migrateurs et les chauves-souris frugivores. Ce sont les seuls animaux communs aux deux
régions pouvant entrer en contact avec les chevaux. 224 chauves-souris du sous-ordre
Megachiroptera ont été testées et des anticorps neutralisant ont été détectés chez 9% d'entre-
elles. Depuis, les chauves-souris frugivores sont considérées comme le principal réservoir du
virus (Young1996)(Halpin1999).

Depuis, le virus Hendra frappe périodiquement les écuries australiennes. En
2004, un vétérinaire traitant des chevaux infectés pres de Cairns développa une forme 1égere
de la maladie et survécu. En 2008, deux vétérinaires en charge d'une épidémie a Redlands,
pres de Brisbane furent infectés. Dr. Ben Cuneen ne survécut pas a la maladie. Enfin, en
2009, une flambée dans une écurie de Rockhampton (Queensland) couta la vie a un autre
vétérinaire, Dr. Alister Rodgers. Il avait été particulie¢rement exposé (pas de masque, ni de
gants) lors d'une intervention sur un cheval soupconné de souffrir d'une morsure de serpent.
Trois autres personnes ont €té¢ placées en observation et un traitement a méme été testé. Ces
derniers événements ont traumatisés la communauté vétérinaire australienne et le virus

Hendra est devenu la béte noire de cette profession.
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II-2-L'émergence du virus Nipah

La souche Malaisienne

En Septembre 1998, le Ministere de Santé Malaisien recensa un foyer
d'encéphalite fébrile prés de la ville d'Ipoh. En Décembre 1998, deux autres foyers furent
recensés pres de Sikamat et de Bukit Pelandok. Le premier virus suspecté fut celui de
'encéphalite japonaise (JEV) (CDC1999)(Chual999)(Chua2000). Le JEV est un flavivirus
transmis a l'homme par le moustique et est endémique en Malaisie (Sinniahl1989)
(Mackenzie2005). Le gouvernement malaisien pris alors les dispositions nécessaires pour
lutter contre cette épidémie : démoustication, vaccination, etc. Mais la plupart des malades
¢taient employés dans 1'élevage porcin, ce qui est étrange pour une épidémie arbovirale. Des
analyses menées par le CDC montrérent la présence d'antigenes viraux réagissant avec des
sera spécifiques au virus Hendra dans 88% des cas. Ces antigenes furent aussi détectés dans
les échantillons de porc prélevés dans les élevages concernés. En Mars 1999, 1'épidémie
toucha Singapour : onze employés d'abattoirs ayant importé des porcs de Malaisie
(CDC1999). Pour pouvoir enrayer 1'épidémie, pres d'un million de porcs ont du étre abattus.

Au final, ce sont 265 cas qui ont été répertoriés. 106 d'entre eux furent fatals, soit
un taux de mortalité de 40%. Le nouveau virus fut appelé Nipah virus, d'aprés le nom du
village ou avait été réalisé le prélévement qui a permis son isolation. D'aprés les résultats
sérologiques, ce nouveau virus est tres proche du virus Hendra. C'est un Paramyxovirus
zoonotique (ce qui est assez rare comme je l'expliquerai plus loin) dont le génome est
d'environ 20% plus grand que celui des Paramyxovirus connus jusqu'a I'apparition du virus

Hendra.

Au cours de I'épidémie, une famille Malaisienne fut contaminée. La seule
survivante fut une jeune fille de 12 ans. Ayant perdu ses parents, elle quitta la péninsule pour
le Sarawak, province Malaisienne située sur l'ile de Bornéo, ou vivaient des parents ¢loignés.
Aucun cas de virus Nipah n'avait jamais frappé Bornéo durant toute 1'épidémie. Pourtant, un
an apres son arrivée, elle présenta des signes cliniques d'infection par le virus Nipah,

notamment les symptomes neurologiques. Il s'agit du premier cas de rechute observé.
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Figure 2 : Carte de la Malaisie (source : The World Factbook - Domaine Public)

Symptémes cliniques % de malades
Fiévre 100
Somnolence 88
Maux de téte 82
Désorientation, confusion 76
Etourdissement 61
Myalgie 54
Symptdmes respiratoires, toux 40
Convulsion 28
Vomissement 19
Signes cliniques
Réduction de la conscience 89
Perte des réflexes 50
Apoplexie 40
Paralysie nerveuse faciale 29
Pseudo méningite 10
Bralures d’estomac 5

Figure 3 : Liste des symptomes et signes cliniques recensés lors d'infections par le virus
Nipah et le pourcentage de patients présentant ces symptomes et signes (Wong2002).
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avec le virus Nipah. Il semble que le virus puisse rester dormant dans les cellules nerveuses
des personnes ayant résolu l'infection. La jeune fille a survécu une nouvelle fois au virus et
mene depuis une vie normale. On estime a 10% la proportion de survivants dans le cas de
cette jeune fille. Plusieurs mois (entre 2 et 48) aprés une premiére contamination, ils font une
rechute. Les rechutes sont mortelles dans 18% des cas (Eaton2006)

Expérimentalement, le virus s'est montré¢ capable d'infecter de nombreuses
espeéces : en plus des chevaux, des porcs et de 'homme, le virus infecte aussi les chats,
furets, hamsters..... mais n’infecte pas les souris. Comme les hamsters infectés présentent la
méme chronologie et les mémes symptomes que ceux observés chez les étres humains, le
Hamster doré (Mesocricetus auratus) est donc devenu le modele animal de prédilection pour

¢tudier les virus Nipah et Hendra (Wong2003).

La souche Bangladeshie

En Avril 2001, le Bangladesh enregistra une épidémie d'un nouveau genre dans
les porcheries de Meherpur, région située pres de la frontiere Indienne. Notons ici que le
Bangladesh est un pays dont la population est majoritairement musulmane (60%), et le porc
n'y est élevé que de maniére marginale par les minorités ethniques (chinoises, indiennes).
Les noms alors associés a cette épidémie résument assez bien la pathologie chez les porcs.
On parle du « syndrome du porc aboyant » (Barking pig syndrome) ou de « toux audible a
un mile » (One mile cough) (Hsu2004).

Rapidement, les éleveurs et leurs proches sont a leur tour touchés par la maladie.
Treize personnes au total sont contaminées, neuf d'entre elles meurent dans les six jours, soit
un taux de mortalit¢ de 69%. Le CDC a rapidement montré la présence d'anticorps anti-
Nipah dans deux prélévements réalisés sur place, mais les recherches s'arrétérent la. Une
¢tude rétrospective dans les villages touchés (Chandpur et Sishipara) montrera que deux
autres patients étaient séropositifs pour le virus Nipah (Hsu2004). Dans le méme temps, une
épidémie a lieu au Siliguri, en Inde, pres de la frontiere avec le Nord-Est du Bangladesh.

En Janvier 2003, une épidémie du méme genre touche la région de Naogaon,
située a 150 km de Meherpur. Dans les villages de Chalksita et Biljoania, douze personnes
(soit 1,1% de la population), sont touchées. Tout comme lors de 1'épidémie de Chandpur,

huit personnes proches les unes des autres succombent au virus (67%).
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Figure 4 : carte du Bangladesh montrant les principales apparitions du virus Nipah avec
leurs dates respectives (Sources : Luby et al, 2006)
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Qu'il s'agisse de Chandpur ou de Chalkista, les chauves-souris frugivores
Pteropus giganteus sont trés présentes dans les villages. Des tests sérologiques sur ces
animaux ont montré la présence d'anticorps anti-Nipah chez deux femelles adultes, alors que
ceux pratiqués sur d'autres animaux (oiseaux, chiens, rongeurs) se sont révélés négatifs.
Dans le cas de Chalkista, méme les porcs sont séronégatifs. Le contact avec les porcs
malades n'est donc plus nécessaire. C'est la premiére fois que des transmissions a des
humains sans contact avec les porcs furent recensées. Ce qui signifie que le virus peut passer
des chauves-souris aux humains sans passer par le porc (Hsu2004).

En 2004, deux nouvelles épidémies situées a 30 km I'une de l'autre (précis€ément
a Faridpur et Rajbari) éclatent dans le centre du pays. Quarante huit cas sont répertoriés,
pour un taux de mortalité de 75%. La séquence génétique du virus Nipah est alors étudiée en
détail. Les analyses montrent que ces deux épidémies ne sont pas liées a celles de 2001 et
2003, ni a la souche de Malaisie. Ce virus Nipah possede six nucléotides de plus que celui de
1998, situ¢ dans la région 5' non traduite de la glycoprotéine F. De plus, quatre mutations se
trouvent dans le peptide de fusion. Au niveau de la Glycoprotéine G, 6 glycosylations sur 8
sont conservées. Les cadres de lecture sont les mémes, sauf pour la protéine V. D'une
maniere globale, les similarités avec la souche malaisienne sont de 92%. Cette fois, le virus
se transmet directement d'homme a homme et le taux de mortalité est en augmentation.

En Janvier 2005, huit personnes meurent d'encéphalite a Basail Upazila dans la
région de Tangail. L'enquéte de I' ICDDRB montre que le virus Nipah a infect¢ douze
personnes. A la fin de I'épidémie, une seule d'entre-elles est toujours en vie, soit un taux de
mortalité de 92%. Aucun des malades n'est entré en contact physique ou n'a mangé de
chauves-souris ou de porc dans la période précédant I'épidémie, mais 64% d'entre eux
consomment du lait de palme frais (Phoenix sylvestris) en provenance dune méme
plantation. Ce lait y est récupéré traditionnellement de décembre a février, et la plantation
attire les chauves-souris qui viennent s'y nourrir. Le fils du propriétaire de cette plantation
fut parmi les victimes de cette épidémie, de méme que les proches a qui il avait offert du lait
de palme. (Luby2006)

Depuis, le virus sévit régulierement. Tous les ans, au moment de I'hiver (du mois
de janvier a celui de mai) le virus Nipah réapparait de fagon sporadique au Bangladesh ou en

Inde a la proximité de la frontiere. (Luby20006)
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Figure 5 : Pheonix sylvestris ou Palmier utilisé pour
la production de lait de palme au Bangladesh. Photo
prise a Purbasthali au Bengal Occidental, Inde.
(Source : J.M. Garg — Creative Commons)
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Figure 6 : L'épidémie de 2005 : les cas (points rouges) étaient dus a du lait de palme
contaminé transporté d'un marché a un autre (carrés rouges). Les palmiers (points verts)
étaient cultivés pres d'un nid de chauves-souris (tache grise) (Luby2006)
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II-3-Comparaison entre Nipah et Hendra

Réservoirs et Hétes intermédiaires

Quel que soit 1'épidémie liée aux Henipavirus, le réservoir est toujours une
chauve-souris frugivore (Megachiroptera) du genre Pteropus : P. conspicillatus, P. alecto,
P. scapulatus et P. poliocephalus en Australie (Youngl1996), P. giganteus au Bangladesh
(Hsu2004)(Luby2006)

En Australie, les épidémies de virus Hendra débutent toujours par l'infection d'un
cheval, souvent dans une écurie de course. En Malaisie et au Bangladesh, le virus Nipah
attaque d'abord les porcheries. Dans les cas récents de Nipah, la présence d'un hote
intermédiaire n'est plus nécessaire depuis 2003, puisque le virus passe directement de

chauve-souris a 'homme par l'alimentation ou directement d'homme a homme (Luby2006).

Structure

La morphologie des Henipavirus permet dans certains cas de différencier le virus
Hendra du virus Nipah. Ainsi, le virus Hendra a une morphologie unique parmi les
Morbillivirus : observé au microscope électronique, il est le seul a avoir des projections

(glycoprotéines) doubles a sa surface (Hyatt2001).

Pathologie

Chez leurs hotes intermédiaires respectifs (cheval, porc), les virus Hendra et
Nipah n'induisent pas les mémes signes pathologiques : dans le cas du virus Hendra, la
réplication a principalement lieu dans les cellules endothéliales des chevaux, alors que le

virus Nipah se réplique dans les cellules épithéliales des alvéoles pulmonaires des porcs, y
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provoquant l'apparition de structures tubulaires. L'infection induit dans les deux cas la
formation de syncytia typiques des Morbillivirus. Une étude de ces syncytia permet de
différencier les deux types d’infection. Dans le cas de Hendra, les noyaux sont regroupés au
centre des syncytia, alors qu'avec Nipah, on les retrouve en périphérie (Hyatt2001)..

Chez I'homme, les Henipavirus provoquent des encéphalites, et I'observation des
cerveaux infectés par résonance magnétique permet de différencier les deux virus. Dans le
cas d'une encéphalite due au virus Hendra, on observe des lésions corticales éparses, tres
proches de celles observées lors de sclérose subaigu€ panencéphalique (PESS), une
complication due au virus de la rougeole (Morbillivirus) dont nous reparlerons (Lim2000).
Dans le cas du virus Nipah, on observe de nombreuses petites 1ésions (entre 2 et 7mm)
hyper-intenses lors d'analyses par résonance magnétique (IRM T?), dans la matiére blanche
sub-corticale (et plus profondément) mais aussi en région corticale dans la matiere grise. En
cas de rechute, ces lésions deviennent confluentes, principalement dans la matiére grise

(Goh2000)(Sarji2000) .

II-4-Les Henipavirus dans le monde

Pour l'instant, seulement cinq pays ont été des foyers d'infection humaine :
'Australie, la Malaisie, Singapour, le Bangladesh et 1'Inde. Mais les Henipavirus sont
présents ailleurs dans le monde. Une raison simple a cela est I'étendue de leur réservoir. En
effet, les chauves-souris sont les seuls mammiféres, avec les humains, a avoir conquis tous
les continents (y compris 1'Antarctique), et les chauves-souris frugivores sont présentes tout
autour du monde, au niveau des tropiques. Des Henipavirus ont donc été cherchés et trouvés

ailleurs que dans les pays touchés par les cas humains.
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Asie du Sud Est

En plus de la Péninsule Malaisienne, le virus Nipah a été détecté au Cambodge,
en Thailande, en République Populaire de Chine et plus récemment sur l'ile de Bornéo.

Au Cambodge, une étude sur 96 Pteropus lylei publiée en 2002 a montré la
présence d'anticorps anti-Henipavirus dans 11,5% des cas (Olson2002). En 2005, 1'Institut
Pasteur et la Wildlife Conservation Society de Phnom Penh publient une étude montrant que
ces mémes P. lylei sont porteuses du virus Nipah. Les analyses réalisées sur d'autres
chauves-souris sont toutes négatives (Reynes2005).

En Thailande, des anticorps anti-Nipah ont été détectés chez trois especes de
chauves-souris frugivores (P. lylei, P. vampyrus, P. hypomelanus) et une espéce insectivore
(Hipposideros armiger) (Wacharapluesadee2005)

Au Nord de la Thailande, dans les provinces chinoises de Yunnan, Hainan et de
Guangdong, quelques chauves-souris ont €té testées s€ropositives pour les Henipavirus entre
2004 et 2007. Parmi les espéces ayant des membres séropositifs, on trouve des frugivores
(Rousettus leschenaultia, H. armiger et H. pomona) et des insectivores dont les Murins
(Myotis daubentonii et M. ricketti) des Miniopteres (Miniopterus spp.) et des Rhinolophidae
(Rinolophus luctus et R. affinis). Aucune chauves-souris n'a été testée positive dans les
autres provinces (Hunan, Hubei, Tianjin, Shanxi, Guizhou et Henan) ou a été réalisée cette
étude (Li2008).

Enfin, sur I'lle de Bornéo, dans la région Indonésienne du Kalimatan Occidental,
une ¢étude chez les porcs et les chauves-souris a montré que ni les porcs et ni les petites
chauves-souris frugivores Cynopterus brachyotis n'étaient infectés alors que preés de 20%

des P. vampyrus sont séropositives pour le virus Nipah (Sendow2006)(Sendow2009).
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Afrique de I'Est : Madagascar

Des études sérologiques ont montré la présence d'anticorps anti-Henipavirus
chez les chauves-souris de Madagascar. Madagascar est une ile particuliérement intéressante
puisqu'on y trouve a la fois des chauves-souris des genres Pteropus et Eidolon. C'est
d'ailleurs chez des populations de ces deux especes de chauves-souris frugivores (Pteropus
rufus, Eidolon dupreanum), ainsi que chez des Rousettus madagascariensis que des

anticorps anti-Henipavirus ont été détectés par I'Institut Pasteur de Madagascar (Ieh1¢2007)

Afrique de I'Ouest : Ghana

En 2008, une étude réalisée au Ghana montrait la présence d'anticorps anti-
Henipavirus chez les chauves-souris Eidolon helvum. (Hayman2008). Une étude plus
complete a été publiée récemment (Drexler2009). Elle montre la présence d'Henipavirus
chez les chauves-souris Eidolon helvum du Parc zoologique de Kumasi, au Ghana. Cette
fois-ci, il ne s'agit pas seulement d'études sérologiques, mais de détection d'ARN viral par
RT-PCR. Le virus a été détecté dans trois prélévements fécaux (sur 215 au total). Cependant,
le séquengage de son génome n'étant pas assez avancé, il n'a pas été possible aux auteurs de
déterminer s'il s'agissait d'une nouvelle souche ou d'un nouveau virus. La particularité de
cette ¢tude viens du fait que les préleévements ont été réalisés en milieu urbain

(Drexler2009).
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Figure 7 : Les réservoirs des Henipavirus et
leur répartition : la Roussette Océanienne
Pteropus alecto (ci-dessus) et ['Africaine
Eidolon helvum (ci contre). Sur la carte, les
domaines des Pteropus sont en rouge et ceux
des Eidolon en bleu (Sources : Welbergen — CC
; F. Spangenberg - CC)
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II-5-Les reservoirs du virus

Les Roussettes Océaniennes

Comme nous l'avons vu précédemment, les premieéres chauves-souris a avoir été
reconnues porteuses du virus ont ¢été les Roussettes (Pteropus spp.). Ce sont des
Mégachiroptera, comme cité plus haut, toutes frugivores et sont parmi les rares mammiferes
présents en Australie et en Nouvelle Zélande arrivés avant les européens. On trouve des
Roussettes tout autour de 1'Océan Indien et de 1'Océanie, depuis I'Afrique de I'Est (Somalie,
Zimbabwe) jusqu'aux Iles Océaniennes du Pacifique (Iles Fidji, Micronésie,...), du sud de la
Péninsule Arabique et de la Chaine Himalayenne (Iran, Afghanistan, Pakistan, Inde) jusqu'a
Madagascar et I'Australie (Queensland, Territoire du Nord). En Australie, elles sont
protégees.

Elles sont capables de voyager sur de trés longues distances, entre les Iles
Océaniennes et Indonésiennes. Récemment, il a été démontré que des Pteropus niger ont

atteint I'lle Maurice depuis I'lle de la Réunion.

Les Roussettes Africaines

Les Eidolon helvum (Kerr, 1792), ou Roussettes Paillées Africaines, sont des
chauves-souris frugivores présentes sur tout le Continent Afrique. Elles forment des colonies
allant de 100 000 a 1 000 000 d'individus. Ces colonies sont capables de migrations
transcontinentales, pouvant voyager sur plus de 2 000 km. Récemment, la population de ces
chauves-souris a fortement diminué, et malgré leur abondance sur tout le continent africain,

I'TUCN l'a classée NT (Near Threatened, presque menacée).
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Les Microchiroptera

En Malaisie, une Scotophile de Kuhl (Scotophilus kuhlii) a été testée séropositive
aux Henipavirus (Yob2001). Une étude plus large, réalisée en République Populaire de
Chine, montre que de nombreux Microchiroptéres peuvent étre contaminés (Li2008) et
notamment :

Les Murins : Les Murins de Daubenton (Myotis daubentonii ; Kuhl, 1817) et
Mpyotis ricketteni (Thomas, 1894). M. daubentonii est présent en Europe et en Asie. C'est
une petite chauve souris de 5 cm de haut environ pour 15 grammes maximum. Myotis
ricketteni est présent en Extréme Orient, surtout le long de la facade pacifique de la Chine.
Au Sud, on la trouve jusqu'a I'lle de Hainan et au Nord jusqu'a Beijing. Ils vivent dans des
grottes situés dans les gorges creusée par les riviéres (Zhang1997)(Ma2003).

Les Rhinolophes : Les Rhinolophes sont de petites chauves-souris avec un nez
en forme de fer a cheval qui lui permet d'émettre des ultrasons (alors que les autres chauves-
souris utilisent leur bouche). On les trouve aussi bien autour de la Méditerranée que sur la
cote pacifique de la Chine ou dans les montagnes (jusqu'a 1700 metres pour Rhinolophus
affinis). Parmi les espéces testées positives, on trouve R.sinicus et R.affinis. Ces deux
chauves-souris sont présentes essentiellement en Chine (et plus généralement en Asie du Sud
Est), au Népal, en Inde (Zhang1997)(Csorba2003)

Les Miniopteres : Les Miniopteres sont des Microchiroptera de 1'Ancien Monde.
Elles ne mesurent que quelques centimétres de long et sont insectivores. Leur grande
consommation nutritionnelle (arthropodes, surtout des Iépidopteres pour les especes
frangaises) est un ¢élément trés important de la régulation de leur écosystéme. Elles sont
capables de parcourir de trés longues distances : ainsi, des animaux bagués on été retrouvés a
plus de 500 km. En Europe, c'est un animal dont l'environnement naturel est menacé et la

nourriture empoisonnée par les insecticides (SFEPM2008).

Dans certaines zones contaminées du Cambodge, certaines Microchiropteres

comme les Scotophiles de Kuhl restent négatives malgré tout (Reynes2005).
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Figure 8 : Un Rhinolophe (en haut) et des Minioptéres (en bas) pris en photo dans les
gorges du Gardon (France, 30). (Source : Arnaud Parvillé)
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Famille Sous-famille Genre virus Maladie associée
Paramyxoviridae | Paramyxovirinae | Avulavirus NDV Maladie de Newcastle
Rubulavirus Mumps virus Oreillons
hPIV2 Bronchite
SV5
Morbilivirus Measles virus rougeole
Canine Distemper |Maladie de Carré
virus (chiens)
Henipavirus Nipah virus Encéphalites

Hendra virus

Encéphalites

Respirovirus hPIV3 Bronchite
Sendai virus virus de Sendai
(murin)
Pneumovirinae | Pneumovirus VRS Inflammation légére
des voies respiratoires
Metpneumovirus | hMPV Bronchites
Figure 9 : Tableau de classification simplifiée des Paramyxoviridae
Parainfluenzavirus humains 1 P—
4|:|: Virus de Sendal Respirovirus
Parainfluenzavirus humains 3
_|: WVirns de la maladie de Came
Meorbillivirus des dauphins
Morhillivirus

DMV

Wirus de la rougeole

Virus tupaia

Virus de la peste des petits numinants

Henipavirus

Parainfluenzavims humams 4b
Paranfluenzavims humams 4a

Virus des creillons

Vims Simien 5

Paramnfluenzavirns humains 2

Virs mapuera

Virus de la maladie de Newcastle

Rubulavirus

Figure 10 : Arbre phylogénique simplifié des Paramyxoviridae (D'aprés Harcourt et al,

2000)
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III-1-Généralités concernant les Paramyxovirus

Les Paramyxovirus sont virus & ARN négatif monocaténaire non segmenté
(Mononégavirales), mais dont les virions contiennent un nombre variable de génomes
(Griffin2001)(Takeda2005). Le génome est protégé par un complexe ribonucléoprotéique
qui sera détaillé plus tard. Les particules virales sont de formes et de tailles variables, mais
généralement de l'ordre de 100nm (Ciancanelli2006). 11 existe deux sous-familles : les

Pneumovirinae et les Paramyxovirinae.

Les Paramyxovirinae sont de plusieurs genres :

@ Les Respirovirus sont des virus qui s'attaquent généralement aux voies respiratoires
en se liant a I'acide sialique grace a leur glycoprotéine de surface Hémagglutinine. Ils
sont pourvus d'une Neuraminidase qui permet de limiter les surinfections. De plus,
cette neuraminidase permet aux virions nouvellement formés de ne pas se ré-attacher
a la cellule productrice. Les Respirovirus les plus connus sont les parainfluenza

humains de type 3 (hPIV3) et le virus de Sendai (Griffin2001)

@ Les Rubulavirus, dont le prototype le plus connu est le virus des Oreillons. Ils
possedent une glycoprot¢ine Hémagglutinine-Neuraminidase ainsi qu' une

glycoprotéine de Fusion F et utilise 1'acide sialique comme récepteur (Griffin2001).

@ Les Morbillivirus ont aussi une Hémagglutinine (glycoprotéine H) mais leur
récepteur est de nature protéique (Griffin2001) et ne possede pas de Neuraminidase.
Comme nous le verrons plus tard, cette absence d'activité neuraminidase est tres
importante. Ils régulent négativement ce récepteur, limitant les surinfections et le ré-
attachement des virions nouvellement formés (Naniche1993)(Galbraith1998). Ils sont
réputés spécifiques d'une seule espece hote mais comme nous le verrons par la suite,

ce dogme n'est plus d'actualité (Visser1993).
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@ Les Henipavirus ont été classés a part, malgré leur grande ressemblance avec les
Morbillivirus. Depuis les épidémies de Hendra en 1994 et de Malaisie en 1998, de
nombreux paramyxoviridae ont ét¢ découverts dans 1'écozone australasienne et ne
sont pas toujours classables. Le virus de Tioman et son proche voisin le virus de
Menangle sont respectivement issus des chauves-souris malaisiennes et des porcs
australiens (Chua2001). Depuis peu, on sait que les chauves-souris Australiennes
peuvent étre porteuses du virus Menangle (Philbey2008), un schéma déja observé
avec le virus Hendra. Ils ont été rapprochés des Rubulavirus (Chua2001). D'autres
sont toujours extérieurs aux groupes phylogéniques existants, tel le Paramyxovirus

du Tupaia.

II1-2-Les Morbillivirus

Les virus de la rougeole et de la maladie de Carré sont deux Morbillivirus trés
proches génétiquement des Henipavirus. Leur impact en médecine humaine et vétérinaire est
tel qu'ils sont étudiés depuis trés longtemps (plusieurs dizaines d'années, voire plusieurs
siecles pour la rougeole), et les connaissances accumulées a leur sujet sont les bases de
nombreux dogmes et études concernant les Henipavirus. L'étude de 'un de ces genre apporte
souvent des informations précieuses pour l'étude de l'autre. Voici donc une petite

présentation de ces deux Morbillivirus.

Le virus de la rougeole

Le virus de la rougeole est un des Paramyxovirus les plus étudiés en laboratoire.
Les premiéres descriptions datent du 6°™ siécle et les premiéres études (par Abu Bakr) du
9°mgiécle. 1l est responsable de la rougeole, ou 1°° Maladie et est probablement passé du
bétail a I'homme dans les €levages Sumériens, au Moyen Orient (-3000 av. J.C.). Apres dix
jours d'incubation, le virus provoque des macules au centre blanc sur les joues (signe de
Koplick), un exanthéme maculo-papuleux typique qui s'étend sur toute la peau. La guérison

se fait dans les huit jours (Griffin2001).
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Tres contagieux, le virus de la rougeole cause des centaines de milliers de morts
par an (345 000 morts en 2005). C'est une maladie infantile, souvent mortelle pour les
populations en état de sous-nutrition (10% des déces dans certaines régions africaines).
Premiére cause de mortalité en 1960, elle touchait alors 135 millions d'enfants et en tuait 6
millions. Depuis, une souche vaccinale a ét¢ mise au point et utilisée pour I'immunisation
massive des enfants. Le nombre de cas a été divisé par 10 aux USA moins de trois ans apres

l'introduction du vaccin (Griffin2001)

Mais le virus peut rester latent, silencieux dans les systémes nerveux (Garg2002)
et immunitaire (Kawashimal996)(Sonoda2001)(Anlar2002), et déclencher des rechutes
encéphalitiques (Sips2007) :

@ L'encéphalite post-éruptive : elle apparait rapidement (sept a quinze jours apres
'apparition des signes cutanés). Il s'agit d'une démyélinisation péri-vasculaire avec
infiltration de cellules mononucléées. Une réaction auto-immune est I'hypothése
privilégiée pour expliquer cette démyélinisation. Ce type de complication touche
1/1000 des enfants infectés par la rougeole, surtout chez les plus de deux ans. Elle est

mortelle dans 20% des cas (Sips2007).

# L'encéphalite a inclusion rougeoleuse : c'est une complication pour les patients
immuno-compromis, en particulier ceux touchés par la leucémie lymphoblastique
aigué (Hughes1993). Elle apparait entre deux et six mois apres l'infection ou la
vaccination et est mortelle dans 76% des cas. Les 24% qui survivent, gardent des
séquelles neurologiques a vie. La cause de cette encéphalite est la prolifération de
cellules gliales, la présence de foyers nécrotiques et une inflammation péri-vasculaire
due a une hyperproduction d'anticorps anti virus de la rougeole, bien qu'il s'agisse de
patients immunodéprimés. Les analyses par immuno-histochimie montrent un grand
nombre d'inclusions nucléaires éosinophiles dans les astrocytes, les oligodendrocytes
et les neurones (Sips2007). Les souches sauvages comme vaccinales (Bitnun1999)

peuvent provoquer une encéphalite a inclusion rougeoleuse (Hughes1993).
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@ La sclérose subaigué panencéphalique (ou encéphalite de Van Bogaert). Selon
certaines ¢tudes, la PESS serait la manifestation d'une encéphalite a inclusion
rougeoleuse chez le patient non immunodéprimé (Roos1981). C'est une maladie
chronique qui apparait plusieurs années apres, souvent au moment de l'adolescence.
Les jeunes garcons sont les plus touchés, avec un sex-ratio de 2,5 : 1. Elle est
toujours mortelle et peut étre trés longue, de 1'ordre de plusieurs années. L'enfant
présente un changement de comportement d'abord difficile a associer a la PESS,
puis des pertes d'équilibre. Les troubles évoluent vers la démence puis le coma. La
PESS est considérée comme une complication rare : 1/1 000 000 cas en général, mais
elle peut en fait atteindre 1/10 000 cas, et est de plus en plus fréquente
(Campbell2007). Les neurones infectés présentent des inclusions nucléaires et
cytoplasmiques. C'est dans ces inclusions que se réplique le virus. En réponse, les
lymphocytes infiltrés produisent une inflammation chronique et diffuse due a la

libération d'une grande quantité d'anticorps anti- N, H et F. (Garg2008)(Sips2007)

Le virus de la rougeole et son homologue vaccinal ont été trés largement étudiés.
Le récepteur cellulaire reconnu par 1'Hémagglutinine de la rougeole est la protéine CD150
ou SLAM (pour Signalling Lymphocytic Activation Molecule) (Tatsuo2000). C'est une
interaction de forte affinité. CD150 est exprimé par de nombreuses cellules immunitaires
(notamment les thymocytes immatures, les lymphocytes B et T activés, les lymphocytes T
mémoires, les macrophages et les cellules dendritiques matures). Il est constitué de deux
domaines immunoglobulines extra-cellulaires : C2 et V. C'est sur ce dernier domaine que se
fixe le virus de la rougeole, et ce quelque soit la souche testée (Tatsuo2000)(Yanagi2006).

Comme son autre nom « SLAM» l'indique, CD150 est une protéine de
signalisation, ce qui est important & noter pour la suite. L'activation extra-cellulaire de
CD150 par un domaine V d'une molécule CD150 autre d'une autre cellule induit le
recrutement de la protéine SAP par le domaine SH2 (Slam Associated Protein) au niveau
intra-cellulaire , activant la voix PKC-0 / GATA-3. GATA-3 est un facteur de transcription
qui dans ce cas, va activer la production des interleukines 4 et 13 (Cocks1995)
(Yanagi2006).

Quant a la souche vaccinale, la protéine CD46 est reconnue par le virus en plus
de CD150 (Naniche1993). CD46, qui posséde aussi une activité de signalisation, est une

protéine impliquée dans la régulation du complément, empéchant ce dernier d'attaquer les
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cellules humaines. On la trouve donc a la membrane de toutes cellules a 1'exception notable
les érythrocytes, sous de nombreuses iso-formes (Liszewskil991). CD46 aurait aussi un role
dans la régulation des lymphocytes T (Marie2002). CD46 possede quatre domaines SRC
(Short Repeat Consensus). SRCI, et dans une moindre mesure SRC2, permettent
l'interaction avec 1'Hémaglutinine du virus de la rougeole(Naniche1993)(Lecouturier1 996)
(Iwatal1995).

Alors que tous les virus lient CD150 avec la partie supérieure de la téte
globulaire de 1'Hémagglutinine (acides aminés D505, D507, R533 et H536) les souches
vaccinales lient CD-46 avec la partie latérale (acides aminés, G546, S548 et F549)
(Massé2004). Ces deux domaines sont chevauchants au niveau des acides aminés Y524 et
T531, et dans une certaine mesure R547. Parmi les changements permettant le passage d'une
souche sauvage a une souche vaccinale, on peut noter des mutations dans 'Hémagglutinine
S546G, E451V et N481Y. 1l a été suggéré que N481 influence la conformation 3D des sites
de liaison, et que la double mutation E451V et N481Y est suffisante pour conférer a une
Hémagglutinine sauvage les propriétés d'une vaccinale (Lecouturier1996)(Massé¢2004).

Le virus de la rougeole posséde donc deux récepteurs viraux : un récepteur a
forte affinité mais présent sur un nombre réduit de cellules (SLAM) et un récepteur de faible
affinité mais quasi-ubiquitaire. Les mutations entre les souches sauvages et vaccinales

déplacent l'affinité d'un récepteur a l'autre.

Aussi bien SLAM que CD46 ont des homologues chez d'autres animaux, mais
seules les protéines de certains simiens peuvent inter-agir avec I'Hémagglutinine du virus de
la rougeole. Ainsi, en plus des humains (Homo sapiens), le virus de la rougeole peut aussi
infecter les chimpanzés (Pan troglodytes), certains macaques (Macaca fascicularis, M.
radiata, M. cyclopis), certains babouins (Papio cristatus), les vervets (C. aethiops), les
Saimiri communs (S. sciureus), certains colobes (Colobus guereza), les ouistitis communs
(Callithrix jacchus), certains sagouins (Saguinus oedipus et S. fuscicolis) et les singe hiboux
(Aotus trivirgatus), qu'ils soient ou pas en contacts fréquents avec des humains, mais ne
peuvent pas constituer un réservoir ; les populations n'étant pas suffisamment grandes
contrairement aux populations humaines (Jones-Engel2006).

Détail intéressant, les érythrocytes de singe possedent CD46 a leur surface,
contrairement a l'homme (Yanagi2006). Ils pourraient donc étre utilisés pour tester

l'expression et l'affinité¢ pour CD46 des souches vaccinales.
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La maladie de Carré

Le virus de la maladie de Carré (Canine Distemper virus en anglais) est un
Morbillivirus trés proche de celui de la rougeole. La maladie de Carré, du nom du vétérinaire
Henri Carré qui I'a caractérisée en 1905, ou maladie du jeune chiot, touche principalement
les canidés. Comme pour le virus de la rougeole, le récepteur cellulaire de ce virus est
CD150 (Seki2003).

Il infecte d'abord les tissus lymphoides, puis le systéme nerveux. Deux acces
possibles sont suspectés pour l'entrée dans le systéme nerveux : a travers la barriére hémato-
encéphalique ou par remontée des neurones du systeme olfactif. Les symptomes sont tres
proches de ceux observés lors d'infections humaines par le virus Nipah, avec en plus une
inflammation du nerf optique. Le nerf optique est d'ailleurs la région la plus touchée avec la
matiere blanche du cervelet et des ventricules (surtout le 4e) ainsi que la moelle épiniere
(Sips2007).

Alors que le virus de la rougeole est spécifique des humains (et de certains
singes), le virus de la maladie de Carré peut aussi infecter les visons, les furets mais aussi les
grand félins (qu'il soient sauvages tels les lions du Serengeti, en Tanzanie, ou en captivité
dans des zoos), les chevaux et méme les phoques du lac Baikal en Russie (Appell995)
(Visser1993#95).

En 1988, plusieurs centaines de phoques communs (Phoca vitulina) vinrent
mourir le long des cotes européennes. L'agent étiologique de cette épidémie était un virus
inconnu mais trés proche du virus de la maladie de Carré (Harder1990). On a depuis isolé
d'autres Morbillivirus de mammiféres marins trés proches. Ainsi, les marsouins (Phocoena

spp.) et les dauphins ont eux aussi leurs Morbillivirus respectifs (Sips2007).
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IV-1-Structure génétique et séquences codantes des Henipavirus

Le génome des Henipavirus est un ARN négatif monocaténaire. Il est protégé
par un complexe ribo-nucléoprotéique. Voici quelques éléments permettant de comprendre
le fonctionnement de ce génome viral : les composantes typiques des Paramyxovirus ainsi

que les €léments propres aux Henipavirus.

Taille du genome

La taille du génome des Henipavirus est le premier caractére a en faire des
Paramyxovirus a part. Alors que ces derniers mesurent entre 15 et 16kb, celui des
Henipavirus est 20% plus grand. Plus précisément, 18 234 bases pour le virus Hendra, 18
246 bases pour la souche malaisienne du virus Nipah et 6 de plus pour la souche
Bengladeshie (Wang2000)(Eaton2006). Ces tailles de génomes sont toutes des multiples de
6. En effet, comme de nombreux Paramyxovirus, les Henipavirus respectent la « regle des
6 »(Halpin2004). Cette régle correspond a la capacité de la protéine N de couvrir 6
nucléotides (Calain1993). Cette association nucléotides-protéines permet une plus grande
souplesse physique du génome qui améliore les performances réplicatives, tout en
conservant une trés grande stabilité, notamment au niveau des liaisons (hydrophobes) entre
I'"ARN et les protéines N qui ne peuvent étre que difficilement détruites. En effet, ces liaisons
sont si fortes qu'il faut 1'ajout de détergents de type SDS ou de Guanidine HC1 3M pour les
détruire in vitro. De plus, ce genre de protection de I'ARN lui permet de résister a la

nucléase microccocale et a la RNase A (Kolakofsky1998)(Kolakofsky2005).
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Mécanique réplicative

Une fois libéré dans le cytoplasme, le génome ARN négatif est répliqué en ARN
positif de deux catégories : les ARN messagers et les anti-génomes. Les premiers vont servir
pour la fabrication de protéines virales par la cellule, et les seconds vont permettre de
répliquer le génome viral. Cette opération, ainsi que la premiére réplication, nécessite une
ARN polymérase ARN dépendante. Cette polymérase est présente dans le virion, fixé sur le
complexe ribo-nucléoprotéique. Pour son bon fonctionnement, cette polymérase reconnait
certaines séquences du génome bien particulieres

Le génome des Henipavirus commence par une séquence « 3 leader » de 55
nucléotides qui agit comme un promoteur des ARN positifs. Comme pour les autres
Paramyxovirus, la séquence commence par ACC et deux des trois nucléotides suivants sont
des A (ACCGAA).

Une séquence « 5’ trailer » de 33 nucléotides agit comme un promoteur pour
les ARN négatifs. Chaque gene viral est séparé par une séquence inter-génique unique et
conservée 3'GAAS', la méme que celle présente entre la plupart des génes de Morbillivirus
ainsi que des Respirovirus.

Les ARN messagers sont produits selon un gradient résultant d'un phénomene
d'atténuation polaire : la polymérase commence par transcrire 'ARN négatif génomique en
ARN messager du premier géne et s'arréte a la séquence inter-génique. Deux possibilités
sont alors envisageables : le décrochage de la polymérase (qui se raccroche plus tard au
niveau de la séquence « 3' leader ») et la reprise de la transcription au niveau du géne
suivant. Dans ce cas, ces mémes options se représentent au niveau de la séquence inter-
génique suivante. Ainsi, les geénes situés du coté 3' du génome sont plus souvent transcrits
que ceux situés en 5'. Ce mécanisme d'atténuation polaire se retrouve chez tous les

Mononégavirales (Wang2001)
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IV-2-Les genes des Henipavirus

Le génome des Henipavirus est constitué de 6 genes :

le géne N qui code la protéine de nucléocapside,

le géne P qui code plusieurs protéines non structurales ainsi que la phosphoprotéine,
le géne M qui code la protéine de matrice,

le géne G qui code la glycoprotéine d'attachement,

le géne F qui code la protéine de fusion,

@ © © @ @ €

et le géne L qui code la polymérase.

Chaque gene code une seule protéine, exception faite du géne P. Dans ce cas, il
existe un site d'édition de I'ARN au niveau du 1325°" nucléotide (codant le 406°™ acide
aminé). L'ajout d'une Guanine a cet endroit par la polymérase décale le cadre de lecture et
modifie la fin de la séquence : c'est ainsi qu'est codée la protéine V. Par le méme mécanisme,
l'ajout de 2 Guanines entraine l'apparition d'une nouvelle séquence codant une protéine avec
nouveau domaine C-term et nommé W. De plus, il existe un deuxiéme cadre de lecture (+2)
a l'intérieur de la séquence codant P. Ce cadre code la protéine C. Dans le gene P, il existe
aussi un cadre de lecture appelé SB. Mais l'utilisation de ce cadre n'a jamais pu étre vérifice,
et aucune protéine ne lui est associée.

On peut aussi noter que le géne G possede deux codons initiateurs dans le méme
cadre de lecture. Le premier sert de référence puisqu'il se trouve juste apres une séquence
inter-génique. Mais il existe un codon Méthionine (ATG) en position 32 du méme cadre de
lecture et qui se trouve dans un contexte de Kozak favorable. Ainsi, le méme cadre de
lecture code une glycoprotéine G classique et potentiellement une autre, plus courte en son
domaine cytoplasmique de 32 acides aminés. De la méme facon, la protéine M pourrait
bénéficier de ce phénomene de codon ATG alternatif et avoir des isoformes différentes entre
les virus Nipah et Hendra. Seuls quelques acides aminés du domaine N-terminal pourraient
ainsi varier, mais l'existence de telles protéines M n'a jamais été prouvée. (Wang2001)

(Eaton2006).
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V-1-Le complexe ribo-nucléoprotéique

La protéine N est une protéine de la nucléocapside. C'est la plus produite lors
d'une infection par le virus Nipah ou par le virus Hendra. Elle est longue de 532 acides
aminés, pour une masse moléculaire de 58 kDa environ.

Le role principal de cette protéine est de se lier a I'ARN viral (d'orientation
positive ou négative) ainsi qu'a d'autres protéines N. La structure formée par la
polymérisation de N est une spirale a chevrons (plus exactement en os de Herring ou
Herringbone) de 18nm et d'une période de Snm. L'ARN se loge dans la structure en spirale,
a raison de 6 nucléotides par unité de N. C'est la « régle de Six » discutée précédemment.
Ainsi, 'ARN est protégé par cette « colonne vertébrale » protéique. Sa dégradation est
limitée, et N permet une meilleure conservation de l'information génétique.

Elle se lie aussi avec des protéines P et L, elles aussi impliquées dans la
protection, la réplication et la transcription du génome.

La protéine N ne possede que 20% a 30% de similarité avec les protéines
homologues des Paramyxovirus. En revanche, les protéines N du virus Nipah et celle du
virus Hendra ont 92% de similarité. Le domaine le plus conservé se trouve entre les acides
aminés 171 et 383. C'est a ce niveau que se produisent les interactions avec les protéines P et
L.

Chez les Paramyxovirus, il existe une séquence invariante dans la protéine N.
Cette séquence (F-X4-Y-P-X3-S-Y-A-M-G) est retrouvée chez les Henipavirus mais avec
une petite variation : la seconde tyrosine est remplacée par une phénylalanine. On retrouve

ce changement uniquement chez le virus Nipah et le virus Hendra(Wang2001)(Eaton2006).
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Figure 11 : organisation du génome des Henipavirus
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Figure 12 : Le cycle viral. Libéré dans le cytoplasme, le génome et transcrit et répliqué. Les
ARN transcrits sont traduits en nouvelles glycoprotéines
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La phosphoprotéine P est une protéine de 709 acides aminés (707 pour la
phosphoprotéine du virus Hendra), soit une centaine d'acides aminés de plus que les
phosphoprotéines des autres Paramyxovirus. Sa masse moléculaire calculée est de 78kDa,
mais elle est observée a 98kDa en western blot.

Cette phosphoprotéine a pour role de stabiliser la structure ribo-nucléoprotéique.
On la trouve aussi sous forme d'unités libres dans le cytoplasme. Ses unités libres ont une
activité régulatrice de certaines réponses cellulaires qui seront discutées plus loin, au

chapitre sur C/V/W.(Wang2001)(Eaton2006)

Le dernier élément de cette ribo-nucléoprotéine est la polymérase L, de 2244
acides aminés soit 257kDa. Un peu plus de 19% de ces acides aminés sont des leucines ou
des isoleucines, ce que l'on retrouve chez les autres Paramyxovirus. C'est une ARN
polymérase ARN dépendante, elle va donc convertir les ARN génomiques (de polarité
négative) en ARN messagers ou en ARN+ (qui serviront d'anti-génomes). Elle peut aussi
convertir les anti-génomes en ARN génomiques. Dans le cadre de la fabrication d'ARN
messager, la polymérase des Henipavirus possede sa propre activité coiffante.

De par sa position a l'extrémité 5' du génome, c'est la protéine la moins
synthétisée lors de l'infection. Elle est embarquée a l'intérieur du virus grace a ses affinités
pour les protéines N et P. Elle fait donc partie intégrante du complexe ribo-nucléoprotéique.

Les Mononégavirales possédent une séquence protéique conservée entre tous
dans le domaine catalytique de leur polymérase. Une particularit¢ des Henipavirus est
d'avoir une mutation dans cette séquence. En effet, la séquence conservée GDNQ y est
remplacée par GDNE. Le Paramyxovirus du Tupaia (TPMV), un virus récemment identifié
et non classé, mais phylogéniquement situé¢ entre les Morbillivirus et des Henipavirus,
posseéde aussi cette originalité. Sur ce point-1a, la séquence catalytique des Henipavirus se
rapproche plus de celles des virus a ARN positif qui possédent deux charges négatives

(GDD) (Wang2001)(Eaton2006).
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V-2-Les protéines non structurales des Henipavirus

Les produits du geéne P sont impliqués dans 1'inhibition des réponses cellulaires
aux infections. P, ainsi que les protéines C, V et W. De par leur origine ARN commune, P, V

et W ont leur domaine N-terminal identique. Ce sont toutes des protéines non structurales.

Le role de la protéine C est le moins bien connu de tous. Cette protéine de 166
acides aminés (pour une masse moléculaire d'un peu moins de 20kDa) semble impliquée
dans la réplication virale et peut-étre dans la réponse immunitaire. Bien que considérée
comme non structurale, il est possible de détecter par western blot cette protéine dans les

virions de Hendra.(Wang2001)(Eaton2006)

Les roles des protéines V et W sont plus connus : ces protéines agissent en
inhibant la voie des interférons, chacune a son niveau.

La protéine V va agir dans le cytoplasme. Dans le cas du virus Hendra, et
comme d'autres protéines homologues de Paramyxovirus (notamment les Rubulavirus des
oreillons et parainfluenza 2, ainsi que le respirovirus de Sendai), elle bloque les détecteurs
cellulaires RIG-1 et MDA-5. Ainsi, la cellule infectée ne peut plus détecter les ARN
bicaténaires, signal d'infection déclenchant la réponse interféron. Dans le cas du virus Nipah,
les protéines V bloquent la réponse interféron en se liant aux dimeres STAT-1/STAT-2 et
en les dirigeant vers la voie de dégradation des complexes de haut poids moléculaire. La
réponse aux interférons o/p est donc bloquée. La encore, c'est un mécanisme trés répandu
chez les Paramyxovirus, en particulier chez les Rubulavirus (Wang2001)(Eaton2006).

Les unités libres de P, ainsi que les protéines W, agissent de méme. En effet, P,
V et W ont une action sur la réponse aux interférons o/f parce que ces trois protéines ont
un domaine commun recouvrant les 407 premiers acides aminés. C'est ce domaine N-
terminal commun aux trois protéines qui possédent la séquence de liaison a STAT1 (entre
les acides aminés 114 et 140). La simple mutation G121E empéche l'inhibition de STAT1
(Shaw2004)(Shaw2005)(Ciancanelli2009).

53



De plus, la protéine W a une particularité : elle agit dans le noyau, ce qui est
particulierement étonnant pour un virus & ARN. En effet, la protéine W posséde un signal de
localisation nucléaire. Cette localisation particulieére lui permet d'inhiber les couples STAT1/
STAT?2 jusqu'au noyau, mais aussi d'inhiber d'autres protéines inaccessibles aux protéines
cytoplasmiques P et V. Ainsi, W inhibe les facteurs de transcription IRF3 qui sont
nécessaires a la transcription des geénes de la réponse interféron, notamment celui de

l'interféron B (Eaton2006).

V-3-La protéine de matrice M

La protéine de matrice M est une protéine longue de 352 acides aminés et
d'environ 40kDa. Elle se lie au complexe ribo-nucléoprotéique ainsi qu'a la partie
intracellulaire des glycoprotéines de surface (voir plus loin). C'est une protéine dont les

propriétés physico-chimiques sont trés proches de celles des autres Paramyxovirus :

@ Taille et poids comparables (de 341 a 375 acides aminés pour les autres

Paramyxovirus)

@ Points isoélectriques comparables (9,44 pour le virus Hendra, et 9,99 pour le virus

Nipah)

@ Charges résiduelles a pH neutre de +14 et +12 (respectivement pour le virus Hendra

et le virus Nipah)

Le rdole de la protéine M est de permettre l'association des ¢éléments
cytoplasmiques du virus avec ceux de la membrane plasmatique. Ainsi, la protéine M
contrdle l'assemblage du virus et favorise le bourgeonnement (Wang2001)(Eaton2006).
Cette induction du bourgeonnement peut étre inhibée en mutant la séquence “YMYL® de la
protéine M du virus Nipah. Les protéines M mutées en Y62A et L65A, ou celles délétées de
ce motif sont localisées dans le noyaux et pas a la membrane plasmique (Ciancanelli2006).
L'équipe de C. C. Broder a par la suite mis en évidence une autre séquence impliquée dans le

bourgeonnement des virus Nipah et Hendra. Il s'agit du motif **YPLGVG” de la protéine
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M : s'il est muté, la production de virions est trés fortement inhibée (Patch2008). Cependant,
méme sans protéine M, il est possible d'obtenir des particules virales, mais en tres faible

quantité en comparaison a une production associant la protéine M non mutée (Patch2007)

V-4-La glycoprotéine de fusion F

Géneéralités concernant la glycoprotéine F

La glycoprotéine de fusion F est une protéine de 546 acides aminés. Il s'agit en
fait d'un précurseur, Fy, ne devenant fonctionnel qu'une fois clivé au niveau du 110°™ acide
aminé. De ce clivage sont issus F; (436 acides aminés) et F, (110 acides aminés). Le clivage
est réalisé par la cathepsine L (ce qui est original pour les Paramyxovirus) au niveau du site
"VGDVK'LAG'"? pour le virus Hendra et '"VGDVR'LAG'? pour le virus Nipah
(Pager2006). La cathepsine ayant besoin d'un pH acide pour étre active, la glycoprotéine F
est d'abord exposée a la surface puis ré-internalisée par endocytose grice a un domaine
d'internalisation de type YXX® situé dans la queue cytoplasmique : **YSRL>*. Les
endosomes fusionnent ensuite avec des compartiments acides (endosomes tardifs,
lysosomes) ou le clivage peut avoir lieu. La glycoprotéine F clivée est ensuite renvoyée a la
surface (Vogt2005)(Diederich2005).

Malgré le clivage par la cathepsine L, les sous unités F1 et F2 restent covalament
liées grace a un pont di-sulfure au niveau de la cystéine 190. La glycoprotéine F possede
d'autres ponts di-sulfures, notamment dans la partie F1, entre les acides aminés 425 et 300.
Cette région riche en cystéine compte 4 ponts di-sulfures (5 pour le virus Hendra) qui
forment de petites boucles de quelques acides aminés (entre 8 et 26 selon les boucles) et
structurent cette partie de la protéine pauvre en hélice a ou en feuillet . Ces boucles sont
conservées entre les virus Nipah et Hendra, bien que les ponts puissent légérement varier
d'un virus a l'autre. C'est aussi au niveau de cette zone que vient se loger F, (Bossart2005)
(Eaton2006)

La glycoprotéine F présente d'autres modifications post-traductionnelles.
Comme son nom l'indique, elle posséde plusieurs sites de glycosylation potentielle : trois sur

F1 et trois autres sur F2. Ces glycosylations permettent une plus grande discrétion
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antigénique vis-a-vis des anticorps neutralisants du systéme immunitaire, mais pénalisent
l'activité de fusion de membrane (Aguilar2006)(Wang2001)

Apres le clivage, la partie N-terminale de F, nouvellement créée se révele étre
trés hydrophobe. Il s'agit d'un peptide de fusion dont la séquence est trés conservée.
Cependant, le premier acide aminé est une leucine, alors que les peptides de fusion de tous
les autres Paramyxovirus commencent par une phénylalanine (sauf quelques souches non
virulentes de virus de Newcastle) (Wang2001).

La partie F1 contient deux domaines a répétition heptadique (HR). Il s'agit de
motifs de sept acides aminés dont les 3°" et 7°" acides aminés sont soit une leucine, soit une
isoleucine soit une valine (et pour un cas seulement, une méthionine). La structure en hélice
o renvoie ces acides aminés vers l'extérieur, les uns a coté des autres et les deux hélices
inter-agissent par ces résidus exposés. La premiere hélice a se trouve entre les acides
aminés 125 et 209 (HR1), la seconde entre les acides aminés 449 et 485 (HR2), juste avant
le domaine trans-membranaire. Ces hélices et leur interaction permettent les changements de
conformation lorsque la glycoprotéine F est activée.(Bossart2005)(Wang2001)

Ces motifs HR peuvent étre une cible anti-virale. En effet, il est possible de
bloquer les changement de conformation de la glycoprotéine F avec des peptides
reproduisant partiellement ces domaine HR (Bossart2005)(Bossart2007). Une telle stratégie
est déja utilisée contre le virus de I'immuno-déficience humaine (VIH) et utilisée en thérapie
sous le nom de Fuzeon ou T20 (Kilby1998)(Kilby2002). Cependant, l'infection de cellules
Vero par les virus Nipah ou Hendra en présence de ces peptides ne bloque pas l'entrée du
virus dans les cellules. Leur efficacité est pourtant bien réelle, car méme si le virus pénétre
dans les cellules, il est incapable de provoquer la formation de syncytia. C'est un résultat
surprenant : il suggere que le virus n'entre pas en utilisant la glycoprotéine F, mais qu'elle est
nécessaire pour la formation de syncytia. Cependant, les auteurs n'ont pas étudié de plus pres
ce paradoxe, peut-étre leur a-t-il échappé ? (Bossart2005)

Pour finir, les glycoprotéines F s'oligomérisent une fois maturées et exposées,

agissant en trimeres, comme tous les Paramyxovirus connus (Baker1999).
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Figure 13 : Structure des glycoprotéines F1 des Hénipavirus (d'apres Bossart et al, 2005 —
Creative Commons)
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La chloroquine, inhibiteur de la maturation de F

La cathepsine L est un facteur limitant dans la production de glycoprotéine F
fonctionnelle, et donc de virus infectieux. La cathepsine L est une enzyme de clivage dont
l'activité dépend du pH acide du compartiment dans lequel elle se trouve. Ce pH devant étre

acide, on la retrouve active dans les endosomes tardifs et les lysosomes(Pager2006)

La Chloroquine (ou N'-(7-chloroquinolin-4-yl)-N,N-diethyl-pentane-1,4-diamine,
vendu sous le nom de Nivaquine) est une molécule découverte et synthétisée par Hans
Andersag en 1934. C'est une base légeére qui pénetre dans les cellules sous forme non
protonée. Elle permet la neutralisation des compartiments cellulaires acides avec une
efficacit¢ inversement proportionnelle au pH, selon la loi de Henderson-Hasselbach

(Rolain2007).

La Chloroquine est d'abord utilisée contre le paludisme (en traitement préventif
comme en curatif), comme substitut a la quinine, et ce depuis les années 1940. Elle est
depuis devenue la molécule la plus utilisée contre les infections dues aux parasites
Plasmodium (P.vivax, P.malariae, P.ovale et P.falciparum) responsables du paludisme, et
ce, partout dans le monde (Rolain2007). Dans le cas des Plasmodium, c'est dans les
vésicules digestives (compartiments acides) que la Chloroquine s'accumule, y augmentant le
pH. Elle perturbe ainsi le métabolisme du parasite. Cependant, les cas de Plasmodium
résistant a la Chloroquine sont de plus en plus nombreux (exception faite pour P.vivax)
notamment grace aux protéines PIMDR1 et PfIMDR2. Une simple mutation K76T sur une
autre protéine, appelée PfCRT, permet un rejet de la Chloroquine hors de la vésicule
digestive et confere au P.falciparum une relative tolérance, voire une résistance totale (selon

les souches), a la Chloroquine (Fidock2008).
La Chloroquine est aussi utilisée depuis longtemps pour d'autres maladies,
notamment celles impliquant les compartiments acides tels la polyarthrite rhumatoide

(Freedman1960) et le lupus (Goldman1953).

De plus, de nombreuses bactéries et champignons intracellulaires utilisent les

vésicules acides de leur hote. L'efficacité de la Chloroquine contre ces infections a déja été
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prouvée pour les bactéries intracellulaires Coxiella brunmetii in vivo, Brucella abortus,
Legionella pneumophillia, Mycobacterium tuberculosis et plusieurs autres in vitro. Pour les
champignons, la Chloroquine inhibe Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum et

Cryptococcus neoformans in vivo (voir la revue par Rolain et al., 2007)

La Chloroquine est aussi utilisée dans le cadre d'autres maladies, sans lien
particulier avec les compartiments acides, tels les glioblastomes et plus généralement les
cancers. Les propriétés intercalantes sur I'ADN de la Chloroquine lui permettent en effet de
rendre plus sensibles les cellules néoplasiques aux traitements chimio- et radio-

thérapeutiques(Munshi2009).

Mais en augmentant le pH des compartiments acides, la Chloroquine peut étre
utilisée comme un antiviral. De nombreux virus ont en effet besoin de ces compartiments
pour la maturation de leurs protéines. Cette propriété a déja été prouvée in vitro pour de
nombreux virus tels le VIH, celui du Chikungunya, du Coronavirus du SRAS, de plusieurs

hépatites, et bien d'autres (Rolain2007).

En augmentant le pH des vésicules acides, il est possible de bloquer la
production de glycoprotéines F fonctionnelles. Nous avons pu montrer que cette stratégie
permettait de bloquer l'infection in vitro du virus Nipah (Eserink dans Science 2009, copie
en Annexe) ; détails dans la partie résultats) et Hendra (non publiés, détails dans la partie
résultats). Ces résultats on ét€¢ confirmés par une autre équipe utilisant un systéme de
pseudotypes viraux (Porotto2009). Cependant, des tests sur des furets (un modele animal qui
est loin d'étre optimal) ont montré une inefficacité¢ de la Chloroquine a faibles doses in vivo.

Selon mes résultats, les doses nécessaires sont trés élevées (voir la partie « Résultats »).

Mais l'utilisation de la Chloroquine n'est pas sans danger. A long terme, elle
cause de graves problémes ophtalmologiques (Portnoy1983). A fortes doses (plus de 5
grammes en une seule prise induisant une concentration sanguine d'environ 25umol.L™) c'est
un médicament hypokaliémant, hypotenseur (systoles a moins de 80 mm Hg) et
cardiotoxique (Clemessy1996)(White2007). Les effets négatifs des surdosages de
Chloroquine sont bien connus depuis les années 1980-1990. La publication en 1982 d'un
livre incitant au suicide (Guillon et Le Bonniec, 1982), et recommandant l'utilisation de

Chloroquine pour se faire, entraina une série de tentatives (Meeran1993) .
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La prise en charge médicalisée de nombreux de ces cas a permis de constater que la
combinaison avec de fortes doses de Diazepam (sous forme de Valium) favorisait le
pronostic. L'utilisation de Diazepam en combinaison avec la Chloroquine permettrait
d'augmenter les doses (Clemessy1996). L'épinéphrine permet aussi d'augmenter les chances
de survie lors de surdosage, de méme que le thiopental (originellement utilis¢ lors des
intubations endo-trachéales des patients en surdosage) qui améliore de plus de 90% les
chances de survie lors d'une ingestion d'une dose mortelle (Rioul988)(Clemessy1996). Ces
combinaisons nécessitent tout de méme un cadre et un suivi médical au niveau de la
ventilation, mais ont permis la survie de patients ayant ingéré 12g en une seule prise
(concentration sanguine de 25uM) et méme la survie d'un patient dont la concentration

sanguine était de 90 pmol.L"'(Clemessy1996)

Une autre alternative est l'utilisation de 1'analogue Hydroxychloroquine (vendu
sous le nom de Plaquenil ou Quineprox). Cet analogue est utilisé dans le traitement et la
prévention du paludisme, notamment chez les enfants. Il est moins toxique et aussi efficace
(Clemessy1996) ; non publiés, détails dans la partie résultats). Bien sur, le surdosage est
toujours possible. Mais une personne ayant ingéré 22g en une seule prise a survécu apres
avoir été prise en charge au Centre hospitalier universitaire d'lzmir en Turquie, et ce sans
utilisation de Diazepam. Apres quelques jours de convalescence, elle est repartie sans

aucune séquelle (Yanturali2004)
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Figure 14 : Concentration sanguine en chloroquine en fonction de la quantité ingéré per os
lors de l'étude de Clemessy et al, 1996. Les survivants sont représentés par des cercles

vides, les cas fatals par des cercles pleins (Clemessy1996).
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V-5-La glycoprotéine d'attachement G

La glycoprotéine d’attachement G est longue de 604 acides aminés pour le virus

Hendra, et 602 pour le virus Nipah (Wang2001). Elle est composée de quatre parties :

# Une queue cytoplasmique constituée des 50 premiers acides aminés (ou moins, selon
le codon Methionine de départ)
Un domaine transmembranaire unique des 23 acides aminés suivants

@ Une «tige» (entre les acides aminés 83 et 182), conservée entre les virus Nipah et
Hendra.

@ au sommet du domaine extra-cellulaire de la tige, une té€te globulaire (entre les acides

aminés 183 et 602).

C’est a la surface de cette téte globulaire que se trouve le domaine d’interaction
avec le récepteur des virus Nipah et Hendra. Cette té€te globulaire se présente sous forme de
six feuillets B organisés en clef grecque et enroulés en hélice. Elle ressemble énormément a
la plupart des protéines d'attachement des Morbillivirus, en particulier I'Hémagglutinine du
virus de la rougeole, ainsi qu'avec la glycoprotéine HN des respirovirus. L'attachement au
récepteur se fait grace a un canyon hydrophobe au centre de I'hélice, bordé par les acides
aminés E533 et Y504, qui sera détaillé plus loin (Bowden2008)(Guillaume2006).

Comme indiqué plus haut, I’homologue fonctionnel de G chez le virus de la
rougeole est la glycoprotéine H. Mais la glycoprotéine G des Henipavirus ne posséde pas
d'activité hémagglutinante comme les souches vaccinales de Morbillivirus, et contrairement
aux autres Paramyxovirus elle ne posséde pas non plus d'activité neuraminidase bien que sa
structure en 3 dimensions soit conservée avec les neuraminidases virales, bactériennes et

eucaryotiques (Wang2001).

Les Glycoprotéines G des Hénipavirus possedent 8 sites de glycosylation
potentiels, dont 5 sont utilisés (Asn 306, 378, 417 481 et 529). Elles possedent aussi 7 ponts
di-sulfures, les méme que ceux observés sur la glycoprotéine HN des respirovirus. A la
surface du virus, elles sont retrouvées oligomérisées grace ses hélice Pl et [6,
principalement sous forme de tétrameres et associées aux trimeres de glycoprotéines F

(Wang2001)(Bowden2008)
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Figure 15 : Vues de coté (en haut a gauche) et de dessus (en bas) de la téte globulaire de la
glycoprotéine G du virus Nipah. Schéma de la protéine dans son ensemble (en haut a
droite). PDB par JPM Langedijk (Guillaume2006)
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VI-1-Géneéralités

L'éphrineB2 est une protéine trans-membranaire de 333 acides aminés
appartenant a la famille des Récepteurs Tyrosine Kinase (RTK). Elle permet la transmission
de signaux bidirectionnels, c'est a dire qu'elle est a la fois ligand et récepteur. Ses molécules
partenaires sont principalement I'EphB4 et I'EphB2, parfois 1'EphBl. Concernant la
nomenclature, on parle de récepteur Eph et de ligand éphrine, bien que 1'un et I'autre soient a

la fois récepteur et ligand (Holmberg2002)(Kobayashi2007).

L'éphrineB2 est une protéine trés importante lors du développement précoce,
principalement au moment de la neurogéneése et de 1'angiogénése. On la trouve aussi associée
au systeme immunitaire. D'une maniere générale, c'est une molécule clef du chémotactisme

et de la motilité cellulaire.

En 2005, I'équipe de Benhur Lee a démontré que 1'éphrineB2 était le récepteur
du virus Nipah (Negrete2005) Ces résultats ont été confirmés la méme année par 1'équipe de
Christopher C. Broder qui a démontré que 1’éphrineB2 est aussi le récepteur du virus Hendra
(Bonaparte2005). De plus 1'éphrineB3, une protéine dérivée de 1'éphrineB2, peut aussi servir

de récepteur mais de moindre affinité (Negrete2005)

L'éphrineB2 est excessivement conservée au cours de I'évolution. L’éphrineB2
murine est trés proche de 1’éphrineB2 humaine, les deux séquences d’acides aminés étant
identiques a plus de 97% (les quelques différences entre ces deux protéines pourraient
expliquer la résistance des cellules murines face a I’entrée des Henipavirus). Il est donc trés
difficile de fabriquer un anticorps efficace contre I'éphrineB2. Pour détecter l'expression de

1'éphrineB2, il est plus facile d'utiliser une protéine recombinante EphB4-Fc (Fiiller2003)
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VI-2-Le role de l'éphrineB2 dans l'angiogénése

Fonction de I'éphrineB2

L'un des grands roles de I'éphrineB2 est la mise en place des cellules
endothéliales. L'éphrineB2 permet aux précurseurs des cellules endothéliales de trouver leur
place dans le systéme vasculaire en formation en jouant le role de ligand de EphB4. EphB4
est présent exclusivement sur les cellules veineuses, et éphrineB2 sur les cellules artérielles.
La suppression du géne de I'éphrineB2 (EFN B2) empéche la formation correcte d'un
systéme veine-artére chez ces animaux transgéniques. En bref, le couple éphrineB2-EphB4
va permettre la différenciation entre les deux types cellulaires et la mise en place des

jonctions artérioles-veinules (Wang1998)(Korff2008).

Il existe, lors de la formation de masse tumorale, un mécanisme d'angiogénese
pouvant emprunter certains ¢léments moléculaires inactivés depuis la fin de I'angiogénése
embryonnaire. En effet, la tumeur a besoin d'oxygeéne et de nutriments. Le manque de ces
¢léments vitaux lors de la croissance tumorale peut déclencher des mécanismes
d'angiogénése. Ainsi, I'éphrineB2 a récemment été associée a de nombreuses formations
tumorales et cancers : cancer colorectal (Liu2004), sarcome de Kaposi (Masood2005),
cancer du sein (Kumar2006), cancer col de l'utérus (Alam2007)(Alam2009), cancer des
ovaires (Alam2008), my¢lome (Pennisi2009) et la liste devrait s'allonger encore dans les
mois a venir. Pour les méme raisons, on retrouve 1'éphrineB2 exprimée dans de tres
nombreuses lignées cellulaires (Vero, BHK, Hela...), ce qui les rend trés permissives aux

Henipavirus.
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Figure 16 : Domaine extra-cellulaire de l'éphrineB2. Complétement a droite, la boucle G-H
(fleche rouge) (Code PBD : 1KGY)
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Figure 17 : mécanisme d'adhésion (a gauche) et de répulsion (a droite) des cellules
endothéliales exprimant éphrineB2 (points rouges) ou EphB4 (points verts)(Source : R.obin
Buckland, d'aprés Wilkinson et al,, 2003)
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Exemple des interactions entre éphrineB2 et EphB4

L'interaction éphrineB2-récepteur est de trés forte affinité grace a une boucle
(dite boucle G-H) entre les acides aminés 120 et 125 (Chrencik2006). Des études concernant
les interactions entre 1'éphrineB2 et I'EphB4 montrent que lorsque ces deux protéines
exprimées par deux cellules différentes se rencontrent, chacune émet un signal par sa queue
cytoplasmique. Dans le cas d'une cellule exprimant éphrineB2, ce signal va induire la
phosphorylation de certaines tyrosines de la queue cytoplasmique, et notamment la tyrosine
304 (Su2004). Ces tyrosines phosphorylées sont reconnues par la protéine (2 domaines SH2
et SH3) Grb4 (Cowan2001) qui va transduire le signal via une cascade de phosphorylation,
et ce jusqu'a déclencher des reflux de membrane et un désassemblage du cytosquelette induit
par l'activation de Racl (Marston2003)(Wilkinson2003). Les reflux membranaires vont a
I'encontre des liaisons tres fortes entre EphB4 et éphrineB2, et provoque la co-endocytose de
ces molécules. L'internalisation de l'une entraine l'internalisation de l'autre et donc
I'arrachage d'un bout de la membrane de la cellule opposante. Les deux cellules se
désolidarisent. De cette facon I'interaction des domaines extra-cellulaires entraine la
répulsion des deux cellules. Si au contraire les deux cellules expriment 1'éphrineB2 (ou

I'EphB4), elles adherent (Wilkinson2003).

Ce mécanisme permet aussi bien une ségrégation entre veine et artere que le

développement axonal (Zimmer2003)

VI-3-Le role de l'éphrineB2 dans la neurogénése

L'autre grand réle de I'éphrineB2 dans le développement précoce est la mise en
place et l'organisation du systéme nerveux. Elle permet a une cellule nerveuse d'analyser son
environnement, et de se déplacer en fonction de celui-ci. Elle est la protéine clef d'un
chémotactisme li¢ a la composition des membranes cellulaires environnantes. La présence
d'une protéine « attractive » ou « répulsive » sur une cellule environnant une cellule
exprimant 1'éphrineB2 va déterminer sa migration. Parmi les protéines influant sur les

cellules exprimant 1'éphrineB2 dans le cerveau en développement, on peut noter I'EphB2 et
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I'EphB1 (Zimmer2003)(Kobayashi2007).

De plus, l'expression d'éphrineB2 par une cellule induit la production de tres
longs et tres ramifiés filopodes qui ne sont pas sans rappeler axones et dendrites
(Meyer2005)(Pernet2009). La production de ces prolongements semble directement li¢e a la
motilité cellulaire (Meyer2005) .

VI-4-Autres roles de l'éphrineB?2 : systémes immunitaire, osseux

Comme nous l'avons vu précédemment, 'EphB4 est le récepteur principal de
I'éphrineB2. Ce récepteur est exprimé par les monocytes. Les monocytes reconnaissent donc
les cellules exprimant 1'éphrineB2, et cette interaction leur permet de s'accrocher et de
traverser les endothéliums artériels. La partie extra-celluaire de I'éphrineB2 permet
l'attachement, et la partie intra-cellulaire permet la migration. Les cellules exprimant une
protéine éphrineB2 délétée de sa partie intra-cellulaire ne permet plus la migration des
monocytes, mais simplement leur attachement. Le role du domaine cytoplasmique et donc de
la transmission du signal est encore une fois prédominant dans cette autre fonction de

1'éphrineB2(Pfaff2008).

L'éphrineB2 est aussi impliquée dans les interactions entre les ostéoclastes et les
ostéoblastes. Ces deux types cellulaires interviennent dans la régulation de la croissance des
os. Les ostéoclastes sont issus des cellules souches hématopoiétiques. Une fois leur
différentiation en ostéoclaste terminée, ce sont des cellules plurinucléées, présentant un fort
reflux membranaire, sécrétant des enzymes protéolytiques (par exemple la Cathepsine K)
ainsi que de 1'acide chlorhydrique. Leur role est de limiter la prolifération osseuse due aux
ostéoblastes. Ceux-ci dérivent des cellules souche mésenchymateuses. Leur role est de
former de nouveaux os et de limiter la prolifération des ostéoclastes.

L'association et la prolifération de ces deux types de cellules doivent étre
parfaitement régulées pour qu'il n'y ait pas de formation ou de destruction massive d'os. La
communication entre ces deux types cellulaires est régulée par 1'éphrineB2 (exprimée par les
ostéoclastes) et I'EphB4 (exprimée par les ostéoblastes).

L'éphrineB2 est exprimée par les ostéoclastes a partir de leur différenciation

(étape mononuclées). Dés lors, les contacts avec les ostéoblastes et leurs protéines EphB4 va
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activer le domaine PDZ des protéines éphrineB2, et ce signal va bloquer la prolifération des
ostéoclastes, les empéchant ainsi de détruire trop de structure osseuse (Edwards2008)]

(Zhao2006).

Appareil vestibulaire : 1'éphrineB2 est aussi retrouvée dans I'épithélium de
l'appareil vestibulaire. Sa présence influence les concentrations en ¢électrolytes de
I'endolymphe vestibulaire. Les souris déficientes pour la fonction réceptrice d'éphrineB2

présente ainsi de graves troubles de 1'équilibre et de la démarche (Dravis2007).

VII-1-L'entrée

Les Henipavirus entrent dans l'organisme lors de contact rapprochés : lors des
épidémies australiennes et malaisiennes, seules les personnes ayant eu des contacts avec des
animaux infectés ont développé la maladie. Avec les épidémies du Bangladesh et 1'apparition
de transmissions directes entre les chauves-souris et les hommes, les contacts ne semblaient

plus nécessaires. Dés lors, deux types de contaminations étaient observes :

@ Une transmission inter-humaine par contact, correspondant aux transmissions cheval-
homme ou porc-homme lors des précédentes épidémies
@ Une transmission de la chauve-souris a 'homme qui ne nécessite pas de contact entre

I'animal infecté et I'"homme.
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Lors de ce deuxieme type d'infection, le virus transite par l'alimentation : les
chauves-souris frugivores (pour qui l'infection est bénigne) mangent partiellement les fruits
et les laissent tomber a terre ou ils seront récupérés pour l'alimentation humaine (ou pour
celle des porcs). Les Henipavirus sont présent en grandes quantités dans les fluides
biologiques des chauves-souris, surtout dans la salive et l'urine. Les fruits souillés
consommés par les humains, en particulier les enfants, peuvent ainsi déclencher une

épidémie qui se propagera ensuite par contacts rapprochés.

Au Bangladesh, les zones de contamination sont souvent proches de plantations
de palmiers dattiers (Phoenix sylvestri). Cet arbre est cultivé pour son lait, notamment
utilis¢ pour l'alimentation humaine. Le prélévement du lait se fait comme pour le
caoutchouc : une saignée est creusée dans le tronc et de cette saignée s'écoule le lait que I'on
peut récupérer dans un pot. Mais les chauves-souris viennent la nuit boire les récoltes et
souvent urinent dans les pots de collection (parfois méme s'y noient) contaminant ainsi le
lait. Ce méme lait sera ensuite vendu le lendemain matin, de village en village, pouvant

lancer ainsi plusieurs foyers d'épidémie (Luby2006)(Luby2009).

Ce sont les chauves-souris du genre Pteropus qui ont été les premiéres a étre
testées positives aux Henipavirus. Leur capacité a transmettre le virus varie selon plusieurs
parametres. Une étude réalisée sur les Ptéropus leyli de Thailande montre par exemple que
c'est entre les mois de Mai et de Juillet que les chauves-souris secrétent le plus de virus
(Wacharapluesadee2009). Au Bangladesh, les données épidémiologiques montrent que la
plupart des contaminations inter-especes ont lieu en début d'année civile (de Février a Mai)

(Luby2009).

VII-2-Dispersion

Pour l'instant, aucune étude ne permet de dire définitivement quel tissu est le
premier touché. Mais on sait que le virus a besoin de cellules exprimant le récepteur viral
(I'éphrineB2, 1'éphrineB3 ou peut-étre un autre récepteur inconnu a ce jour) ainsi que la

cathepsine L.
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Une fois infectées, les cellules forment des syncytia avec les cellules voisines, ce
qui permet une localisation facile de l'infection. Sans surprise, les tissus touchés sont ceux

qui expriment fortement les récepteurs viraux éphrineB2 ou éphrineB3.

Les jonctions artério-veineuses sont donc treés touchées : 1'endothélium est a cet
endroit treés riche en éphrineB2 et les virus y induisent facilement des syncytia, provoquant
la vascularite caractéristique des Henipavirus. Les poumons, riches en capillaires peuvent
étre aussi fortement touchés, ainsi que le cerveau, autre grand concentrateur de capillaires.
De plus, la formation de syncitia dans cette partie du systeme vasculaire contribue a la
destruction de la barriére hémato-encéphalique, facilitant aux virus l'accés au cerveau, riche
en éphrine et en particulier en éphrineB3. On observe ainsi un grand nombre de syncytia,
nécroses et inclusions virales au niveau du systéme nerveux. Le bulbe olfactif n'est jamais
touché, ce qui semble indiqué que le virus ne pénétre pas dans le cerveau par cette voie la

mais bien par les l1ésions dues a la vascularite (Wong2002).

VIII-1-Diagnostic

Diagnostic en Imagerie par Résonance Magnétique

Lors des premiéres apparitions du virus de Nipah, les symptomes furent d'abord
interprétés comme ceux de I'encéphalite Japonaise. La réponse sanitaire fut donc
inappropriée. Il n'est donc pas étonnant que les premieres méthodes de diagnostic publiées
permettent de différencier le virus Nipah des autres virus responsables d'encéphalite. Ainsi,
seulement 2 ans aprés 1'épidémie de virus Nipah, 1'Institut National des Neurosciences de
Singapour recommandait ['utilisation de I'IRM pour discriminer les encéphalites dues aux
virus Nipah des autres (Lim2000). Indépendamment, cette méthode fut aussi proposée par

'Université de Malaya a Kuala Lumpur (Malaisie) (Sarji2000).
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Diagnostic sérologique et biologe moléculaire

L'année suivante, le premier protocole pour une détection rapide des virus Nipah
et Hendra, ou d'anticorps anti-Henipavirus, est publié. Les méthodes utilisées combinent
ELISA et marquage anti-Phosphoprotéine sur des syncytia (Crameri2002) Le procédé a
depuis été largement amélioré, notamment avec l'utilisation de protéines virales purifiées
(Eshaghi2005)

En 2004, Guillaume et al. publient le premier test spécifique utilisant un
protocole de RT-PCR TagMan (Guillaume2004) L'amplification est réalisée sur I'ARN
codant la nucléoprotéine. Cet ARN est le plus présent dans les cellules infectées a cause des

phénomenes d'atténuation polaire.

VIII-2-Les tentatives de traitements thérapeutiques

Il n'existe actuellement pas de traitement thérapeutique des Hénipavirus.
Cependant, au cours des épidémies et des travaux de recherche, plusieurs molécules ont été

testées :

@ Propofol / Midazolam : I'utilisation de ces anesthésiants avait pour but de calmer les
symptomes. Cette combinaison n'a été testée que sur un seul patient, sans succes

thérapeutique.

@ Acyclovir : l'acyclovir est un analogue nucléosidique. Antiviral a spectre restreint il
est treés efficace contre certains Herpesviridae (des virus a ADN). Il a été testé de

facon empirique lors de 1'épidémie de Malaisie, mais le seul patient traité est mort.

& Ribavirine : antiviral a large spectre, la Ribavirine est connue pour étre efficace
contres les virus a ARN. Une étude sur prés de 200 personnes (140 patients + 54
patients contrdles) a été réalisée lors de 1'épidémie de Malaisie. Les taux de mortalité

parmi les patients traités et les populations non traitées ont été comparés. Pour la
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Figure 17 : Structure de I'Acyclovir (a gauche) et de la Ribavirine (a droite). En gris les
atomes de Carbone,en blanc ceux d'Hydrogene, en rouge ceux d'Oxygene et en bleu ceux

d'Azote
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premiere fois depuis 'apparition de ces virus, le taux de mortalité a baissé chez
les personnes traitées, entre 54% et 32%. Mais cette étude n'a pas été réalisée en
double aveugle et la distribution n'était pas aléatoire (Snell2004). De plus, le
colt du traitement est prohibitif compte tenu des régions touchées par le virus

Nipah.

# La Ribavirine a été utilisée pour soigner des vétérinaires infectés par le virus Hendra
en Australie : 3 personnes ont été traitées, mais seulement une a survécu, soit moins
que ce que l'on aurait pu attendre d'un virus mortel dans 50% des cas. Mais le
nombre de personnes traitées est encore une fois beaucoup trop petit, et encore une
fois rien n'a pas été réalisé en double aveugle, avec une distribution qui n'était pas
aléatoire. Il est donc impossible d'en tirer des conclusions rigoureuses.

@ Cependant, chez les hamsters, ni la Ribavirine, ni la 6-aza-uridine (un autre analogue

nucléosidique), n'ont pu diminuer le taux de mortalité (Georges-Courbot2006).

@ D'autres molécules ont prouvé leur efficacité chez le Hamster. Ainsi, le Poly(I)-
poly(C12U), un puissant inducteur des interférons o et 3, a protégé 5 hamsters sur 6,

a raison de 3 mg/kg/jour (Georges-Courbot2006).

@ La pyrazofurine et le 5-éthynyl (un analogue de la Ribavirine) ont montré un pouvoir

protecteur in vitro (Georges-Courbot2006).

En conclusion, les traitements thérapeutiques sont aujourd'hui quasi-nuls : seule
la Ribavirine semblait avoir un effet, ce qui n'est pas satisfaisant compte tenu de son
efficacité limitée et de son prix inabordable pour bon nombre de malades. Actuellement, la

prévention du virus est bien plus au point que son traitement.
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VIII-3-Vaccination anti-Nipah

Les glycoprotéines du virus Nipah sont trés immunogenes. Une vaccination
employant ces protéines est donc envisageable. En 2004, Guillaume et al. ont ainsi utilisé
des particules recombinantes du virus de la vaccine exprimant les glycoprotéines du virus
Nipah pour protéger des hamsters (Guillaume2004-) La réponse humorale d'un hamster ainsi
immunisé permet l'élimination du virus et la survie de I'animal. Le transfert de ses anticorps
vers un hamster non-immunisé protége ce dernier. Les anticorps ainsi produits ont été

analysés, et des monoclonaux ont pu étre développés (Guillaume2006#139).

Des essais sont actuellement en cours pour pouvoir vacciner les porcs, et ce a
une échelle industrielle (Weingartl2006). Cependant, le développement de vaccin humain

semble encore lointain, et risque de cotter trés cher.

Les anticorps monoclonaux ont montré une activité protectrice utilisable en
traitement préventif ou thérapeutique (Guillaume2006#139). Pour les utiliser chez I'étre
humain, il faut d'abord les humaniser, mais 1a encore le traitement sera probablement
inabordable pour le Bangladesh et la plupart des pays touchés par les Henipavirus
(Prabakaran2009) Cependant, 1'Institut Américain de la Santé¢ (NIH) viens de financer a

hauteur de 5,6 m$ un projet de ce type.

VIII-4-Protéger les hommes en protégeant les chauves-souris?

Virus de la Rage, SRAS-CoV, Filovirus, Henipavirus, ... La liste des pathogénes
transmis aux hommes par les chauves-souris est effrayante. Le réflexe de nombreuses
personnes, en particulier en Australie, est de « protéger les hommes en tuant les chauves-
souris » comme l'a reporté récemment le Brisbane Times. Cela dit, il y a peu de chances que
cela fonctionne : les chauves souris forment des colonies immenses qu'il serait difficile

d'éradiquer. Dans le meilleur des cas (ou plutdt le pire) le résultat serait d'affaiblir les
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colonies. Or, l'affaiblissement des colonies est déja d'actualité, I'apparition de ces virus en est
probablement la conséquence.

Si I'on compare 1'évolution, dans les années 80 et 90, de la déforestation en
Malaisie analysée par le Programme Environnemental des Nations Unis (United Nations
Environment Programme — UNEP) avec la localisation des foyers épidémiques de 1998, on
constate que le virus Nipah est apparu dans les zones les plus séverement touchées. Au
Bangladesh, les foyers épidémiques correspondent aux zones de culture du palmier dattier
(Luby2009). La culture du palmier dattier est une des plus grande cause de déforestation
dans le monde, détruisant le milieu naturel des chauves-souris.

Selon Lin-Fa Wang (Wang, Communication Publique IUMS 2008), le
réchauffement climatique pousse les Pteropus d'Australie a migrer du Nord du pays (forét et
jungle produisant abris et nourriture en abondance pour les chauves-souris) vers le Sud,
beaucoup plus urbanisé (et qui donc ne posséde pas de réserves alimentaires pour les
chauves-souris).

Les chauves-souris de nombreux pays ont été testées positives aux Henipavirus,
mais malgré cela, seules quelques épidémies dans le monde ont été recensées, toujours aux
mémes endroits. Une des explications pourrait étre que la déforestation et le changement de
milieu limitent I'approvisionnement alimentaire des chauves-souris, les rendant plus
vulnérables aux infections, et donc plus contagieuses.

Protéger les chauves-souris et leur environnement naturel pourrait ainsi
permettre de limiter les risques de transmission aux animaux d'élevage et aux humains. Une
mesure complémentaire consiste a limiter les interactions entre humains et chauves-souris,
notamment en empéchant a ces dernieres l'acces au lait de palmier dattier (Luby,
Communication Publique IMED 2009).

Compte tenu du nombre important de virus émergents liés aux contacts homme-
chauves-souris, des mesures de protection de l'environnement naturel des chauves-souris
constituent une protection simple et efficace contre ces épidémies. De plus, on peut dresser
une liste de maladies dont I'homme peut étre protégé grace aux chauves souris et a leur place
dans les écosystemes : West Nile , Chikungunya, Paludisme, Fiévre Jaune, Dengue,
Encéphalite Japonaise, Fievre de la Vallée du Rift, Encéphalite de Toscane, et toute sortes
d'arboviroses transmises par les moustiques, aliment incontournable pour les
Microchiroptéres (environ 600 par nuit pour la petite chauve-souris d'Europe Pipistrellus

pipistrellus).
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Figure 19 : En haut, carte montrant la répartition entre foréts (en vert) et zones cultivées
(en jaune) sur la partie continentale de la Malaisie. A gauche, la carte de 1985/1986. A
droite celle de 1992/1993. En bas, la carte des zones environnementales fortement dégradée
du Bangladesh (en jaune) . Les épidémies (points rouges) ont eu lieu principalement dans

ces zones (Sources : Programme Environnemental des Nation Unies, 1997 et FAO ;et Luby
etal, 2009)
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IX-1-La fusion des membranes virales et cellulaires

L'entrée cellulaire d'un virus correspond a une étape essentielle du cycle viral. Le
virus doit relarguer son génome (plus précisément, son complexe ribo-nucléoprotéique) dans
le cytoplasme de la cellule héte pour pouvoir se répliquer. Or, deux bi-couches lipidiques
séparent le génome viral du cytoplasme. Plusieurs types de signaux peuvent déclencher des
mécanismes de fusion de ces membranes : attachement a un récepteur, changement de pH (et
plus généralement des ions environnants) ou encore 'action de protéase. En faisant fusionner
ces deux bi-couches, l'intérieur du virus et le cytoplasme ne font plus qu'un et le génome
viral se retrouve de fait dans le cytoplasme : c'est l'entrée virale par fusion de membranes

(Poranen2002). Il existe trois types de fusion décrits a ce jour pour les virus enveloppés.

Les protéines de fusion de classe |

Les virus prototypes pour ce genre de fusion sont le virus de la grippe et le VIH.
Les protéines de fusion de classe I sont constituées de deux hélices a reliées 1'une a l'autre et
qui peuvent se déployer pour planter dans la membrane cellulaire un peptide fusion situé
dans l'extrémité N-terminal de la protéine. Les deux hélices a se replient alors I'une sur
l'autre, grace a leurs liaisons coiled coil, les membranes virales et cellulaires 1'une contre
l'autre, déstabilisées. La fusion permet aux membranes de se stabiliser. Les protéines de
fusion de classe I agissent en trimere (Weissenhorn2007)(Backovic2009). Ce type de fusion

étant celui des virus Hendra et Nipah, nous en reparlerons plus en détails ultérieurement.
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Figure 20 : les trois différents types de protéines de fusion : a gauche, un trimere des
domaines HRI/HR2 du virus Hendra (Classe I, code PDB : 1WPS), au centre un trimere de
glycoprotéine E du virus de l'encéphalite du tique en conformation de fusion (Classe II, code
PDB : 1URZ) et a droite un trimere de glycoprotéine gB du virus de I'Herpes simplex 1
(Classe IlI, code PDB : 2GUM). D'apres Weissenhorn et al, 2007.
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Les protéines de fusion de classe Il

Les protéines de fusion de classe II se retrouvent chez les Flaviviridae et
Togaviridae, deux familles de virus a ARN+. Ces protéines sont constituées de feuillets 3 et
leur peptide fusion se trouve sur une boucle a l'intérieur de la protéine. En dimeéres, comme
allongées le long du virus, les protéines se dressent et projettent leur peptide fusion lors de
l'activation. Les peptides fusions se fixent dans la membrane cellulaire et les protéines se ré-
associent en trimere, ce qui étire la membrane virale contre la membrane cellulaire et

entraine la fusion (Backovic2009)(Weissenhorn2007).

Les protéines de fusion de classe Il

Les protéines de fusion de classe III se retrouvent chez des Rhabdoviridae, des
Herpesviridae et les baculovirus, ce qui est trés étonnant compte tenu de l'éloignement
phylogénétique des deux premiers virus (respectivement ARN- et ADN). On ne les a
clairement identifiés qu'en 2006 (Roche2006)(Heldwein2006). Les trois protéines,
respectivement G, gB, et gp64 partagent leur structure, trés similaire et originale. Comme les
protéines de classe I, elles possédent des domaines d'interactions coiled coil en leur centre
dans la forme post-fusionnelle. Mais comme les protéines de classe II, elles sont constituées
de feuillets B et ont leur peptide fusion sur une boucle interne (Backovic2009)

(Weissenhorn2007).

IX-2-La fusion virale : a la surface ou dans les endosomes

Indépendamment du type de fusion, certain virus fusionnent a la surface et
d'autres dans les endosomes. Pour certains virus (comme les Paramyxovirus), la fusion a
lieue a la membrane plasmique a pH neutre. Pour certain autres, I'activation des protéines de

fusion nécessite un déclenchement chimique : une baisse du pH par exemple. C'est par
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exemple le cas du virus de la grippe. Le virion est internalisé par les vésicules de clathrine
et envoyé vers les endosomes tardifs, plus acides, ou la fusion pourra étre déclenchée.
D'autre virus utilisent des vésicules de cavéoline ou bien la macropinocytose pour le méme

but. Ces phénomenes d'internalisation seront étudiés dans le chapitre suivant.

X-1-L'interaction entre la glycoprotéine G et l'éphrineB2

Le mécanisme d'entrée des Henipavirus n'a pas encore été étudié en profondeur.
Par homologie avec les autres Paramyxovirus, le mécanisme d'entrée des Henipavirus est

suppos¢ se passer au niveau de la membrane plasmique comme suit:

Le mécanisme d'entrée virale commence par la reconnaissance de la cellule hote.
Comme nous l'avons vu précédemment, c'est la glycoprotéine d'attachement G qui reconnait
le récepteur cellulaire éphrineB2. Une étude fonctionnelle de la glycoprotéine G du virus
Nipah a montré le role primordial des acides aminés W504 et E533 (et dans une moindre
mesure E505, Q530, T531, AS532, et N557) dans l'interaction avec |’éphrineB2
(Guillaume2006). Ces acides aminés se trouvent les uns a c6té des autres, au sommet de la
téte globulaire. Ils forment la créte d'un canyon hydrophobe au centre de la glycoprotéine
(Bowden2008) exactement comme les acides aminés impliqués dans la reconnaissance de
CD150 dans le cas de la glycoprotéine H de la rougeole (Massé2004). Il en est de méme
pour le virus Hendra (Thése de Hamide Aslan, 2007).

Des études réciproques ont été réalisées par cristallographie. Elles ont démontré
que les résidus de la boucle G-H de I'éphrineB2 entraient dans le canyon de la glycoprotéine
virale G. Cette interaction permet une association trés stable des deux protéines, liant ainsi le
virus a la cellule. On peut noter ici que cette boucle G-H est la méme que celle utilisée pour

la liaison avec EphB4 (Chrencik2006).
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Figure2l : Téte globulaire de la glycoprotéine G du virus Nipah vue du dessus (a gauche) et
de profil (a droite) domaine. Le domaine *“ISYTLPVVG®" est marqué en jaune.

Figure 21 suite : Modeéle hypothétique de ['activation de la glycoprotéine F : La
glycoprotéine G reconnait le récepteur et induit un changement de conformation de la
glycoprotéine F. Le peptide fusion (fleche) pénétre dans la membrane cellulaire. Les
domaines HR1et HR?2 (tubes jaunes) se ré-associent en déstabilisant la membrane.
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X-2-L'interaction entre G et F, pré-requis pour la fusion

Une fois que la glycoprotéine d'attachement G s'est fixée sur son récepteur, elle
déclenche un changement de conformation de la glycoprotéine de la protéine G, au niveau
des acides aminés *“ISYTLPVVG?'. Ce changement de conformation en entraine une
autre, au niveau de la glycoprotéines F associée a cette glycoprotéine G. Si ce domaine
BISYTLPVVG*" est bloqué (par un anticorps par exemple) ou muté, rien ne se passe, et il

n'y a pas de fusion (Aguilar2009).

Le changement de conformation subit par la protéine F sépare les deux domaines
HR et entraine donc le peptide de fusion (domaine C-terminal de F,, trés hydrophobe) vers
la membrane cellulaire. D'abord associées, les hélices a (domaines HR) sont ensuite
dissociées au moment de l'activation. Le peptide fusion pénétre alors dans membrane
plasmique, la déstabilise, et la rameéne avec lui a proximité de la membrane virale, grace a la
ré-association des domaines HR par les liaisons coiled coil . Les deux membranes retrouvent
leur stabilité en fusionnant l'une avec l'autre, permettant au virus de libérer son génome (sous
forme de complexe ribonucléoprotéique) a l'intérieur de la cellule, dans le cytoplasme.
(revue complete, voir Lamb et al., 2007). Apres une infection par le virus Nipah, une cellule
n'est plus infectable. L'expression des glycoprotéines semble liée a cette protection, méme si
la cause est restée inconnue lors de la publication de ces résultats par une équipe canadienne

(Sawatsky2007). Nous verrons dans la partie résultats 1'explication de ce phénomeéne.

Lors de la réplication du virus, les protéines virales sont produites en grand
nombre. Ainsi, beaucoup de glycoprotéines G et F se retrouvent a la surface de la membrane
plasmique. Les cellules infectées sont donc capable de fusionner avec toutes les cellules
environnantes exprimant le récepteur éphrineB2. L'infection passe ainsi de cellule en cellule,
formant des syncytia (déja évoqués) au niveau des foyers d'infection. Encore une fois, c'est
une caractéristique partagée avec les Morbillivirus.

L'ensemble correspond a un mécanisme classique des Paramyxovirus : une
fusion par protéine de classe I a la membrane plasmique, indépendamment du pH. Mais des
analyses récentes, plus poussées, ont montré quelques exceptions a cette régle. Qu'en est-il

actuellement de ce paradigme concernant I'entrée des Paramyxovirus?
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X-3-Entrée cellulaire des Paramyxovirus : deux cas d'exception

Le virus de la maladie de Newcastle (ou NDV) est un Avulavirus dont 'entrée
est pH indépendant, comme les autres Paramyxovirus. Cependant, il est connu que 1'acidité
peut améliorer la fusion virus-cellule (San Roman1999). Les fusions indépendantes du pH
sont associées a des virus fusionnant a la membrane plasmique (tels les Paramyxovirus),
alors que les fusions dépendantes du pH sont associées a une entrée par endocytose (tels les
virus de la grippe).

La découverte d'un Paramyxovirus dont la fusion varie en fonction du pH a
conduit une équipe espagnole a étudier plus en détails 1'entrée de ce virus. Leurs résultats
montrent qu'il peut entrer par endocytose, et plus précisément grace a des vésicules de

caveoline (Cantin2007).

Une ¢tude publiée en 2003 par Creemin-Irvin ef al montre que l'entrée de la
souche vaccinale du virus de la rougeole ne colle pas tout a fait au postulat de fusion a la
membrane décrit plus haut. En effet, de par la nature particuliére de son récepteur CD46,
'entrée de cette souche pourrait étre 1égérement différente. Cette étude montre que lorsque
CD46 entre en contact avec certains ligands, il est internalisé. Cela n'a rien d'extraordinaire
compte tenu de la présence d'un motif d'internalisation YXXL dans la région jouxta-
membranaire.

Ainsi, l'utilisation d'anticorps monoclonaux anti-CD46 induit une internalisation
par vésicule a clathrine. En revanche, le contact avec la glycoprotéine H de la souche
vaccinale du virus de la rougeole induit l'internalisation de CD46 dans de trés grandes
vésicules indépendantes de la présence de clathrine, ce qui indique selon les auteurs un
mécanisme de macropinocytose (bien qu'aucune vérification spécifique n'ai été effectuée).
Selon leurs conclusions, ce mécanisme permet d'internaliser les particules défectueuses de la
membrane, limitant ainsi les risques d'éveiller le systeme immunitaire (Crimeen-Irwin2003),
mais il est plus probable que ce soit un mécanisme d'entrée du virus. En effet, un tel
mécanisme d'entrée sera présenté pour le virus Nipah, dans la partie « Résultats » de cette
thése. Il ne serait pas étonnant que 1'étude de l'entrée des Henipavirus nous apprenne de
nouvelles informations concernant I'entrée d'un Morbillivirus (rougeole,...) : ce sont les deux
seuls genres de Paramyxovirus connus a ce jour utilisant un récepteur protéique plutdt que

l'acide sialique.
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XI-1-Les voies endocytiques : des voies détournée par les

pathogénes

Il existe plusieurs raisons et plusieurs manieres pour une cellule de prélever et
internaliser un échantillon de milieu ou de sa membrane. Toutes ces voies endocytiques sont
utilisées par des virus, et d'autres pathogenes intra-cellulaires, pour entrer dans la cellule
(Mercer2009). Voici quelques-unes de ces voies :

Lorsque le but est d'absorber un corps étranger a la cellule, on parle de
phagocytose, et lorsqu'il s'agit de liquide on parle de pinocytose. La phagocytose est un
mécanisme utilis¢ principalement par cellule immunitaire. Elle permet le prélévement,
l'internalisation et la dégradation des corps non-soi. La phagocytose est un mécanisme induit
par l'activation de récepteurs tel les récepteurs Fc.

Les mécanismes de pinocytose permettent a la cellule de « boire » (d'apres
I'étymologie), c'est-a-dire de récupérer une partie du milieu extra-cellulaire. Ces mécanismes
peuvent étre activés par des ligands spécifiques présents a proximité de cellules exprimant
leurs récepteurs, comme dans le cas des vésicules a triskels de clathrine. C'est par ce
mécanisme que la cellule peut détecter et internaliser le fer (grace aux récepteurs TFRs) ou
les lipoprotéines de basse densité (grace aux récepteurs LDLRs)(Grant2009).

D'autres formes d'internalisation peuvent dépendre d'un récepteur. L'endocytose
par vésicules a cavéoline, une autre forme de pinocytose, peut étre induite par 'activation de
récepteur, bien que tout ne soit pas clair dans ce domaine. En effet, les vésicules a cavéoline
sont plus connues comme constitutives, participant a l'internalisation et au transport, voir a la
transcytose, mais aussi a la régulation de certains signaux €mis par des protéines
membranaires, a la migration cellulaire et enfin dans la régulation des lipides (Parat2009).

La macropinocytose, une troisieme forme de pinocytose, peut étre induite par
l'activation d'un récepteur (par exemple un récepteur aux facteurs de croissance) ou étre
constitutive (chez certaines cellules immunitaires). Elle est détournée par de nombreux
pathogenes, comme nous le verrons un peu plus loin. D'un point de vue moléculaire, la
macropinocytose est trés proche de la phagocytose, bien que le but ne soit pas le méme

comme nous allons le voir maintenant (Mercer2009).
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Figure 22 : Les différents types d'endocytose. De gauche a droite : [l'endocytose par
vesicules recouvertes de triskels de clathrine, les vésicules a cavéoline, la macropinocytose

et la phagocytose. A noter que pour la macropinocytose, la protusion peut étre un filopode,
un bleb ou un reflux de membrane (D'aprés Mercer et Helenius, 2009)
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XI-2-Définition et roles de la macropinocytose

La macropinocytose est un mécanisme cellulaire qui permet a la cellule
d'internaliser une grande quantité¢ de fluide extra-cellulaire. Ce mécanisme est conservé des
amibes (Dictostelium discoidum) aux mammiferes. Elle est souvent liée a une activation des
récepteur aux facteurs de croissance, en particulier les récepteurs tyrosine kinase (RTK), ou
aux esters de phorbol (Haigler1979). Les fluides extra-cellulaires internalisés forment de tres
grande vacuoles pouvant représenter 5 a 10 fois le volume extra-cellulaire internalisé de
base. La formation de ces vacuoles est dépendante de I'actine et indépendante de la clathrine.
Il existe aussi une macropinocytose constitutive, notamment chez les cellules dendritiques
immatures. L'ingestion de grand volume de milieu extra-cellulaire leur confére ainsi une

grande efficacité dans le role de veille immunitaire (Mercer2009).

La macropinocytose a plusieurs role qui différent selon les types cellulaires
¢tudiés. Elle peut avoir un rdle dans le chémotactisme (chez D.discoidum par exemple
(Somesh2006) ou les cellules migratrices), la morphologie (notamment au niveau des cones
de croissance axonaux (Faix2006), un role de phagocytose - par exemple chez D.discoidum
(Somesh2006) - ou encore de récupération d'antigénes - chez les cellules dendritiques

(Norbury2006).

XI-3-Le déroulement de la macropinocytose

La macropinocytose peut étre observée sur les cellules au niveau des zones de
reflux de la membrane cytoplasmique. Ce phénomeéne est utilisé par la cellule notamment
pour se déplacer et suivre des signaux chémotactiques. Le reflux de membrane peut aussi
étre induit par des parasites cellulaires utilisant la macropinocytose pour entrer dans leur
cellule hote. Durant le reflux de membrane, le cytosquelette d'actine est réorganisé de fagcon
a permettre I'é¢talement et 1'étirement de la membrane au niveau de la zone concernée.
L'étirement se caractérise par la formation de filopodes et I'é¢talement par la formation d'un
lamellipode. La dynamine, un marqueur spécifique des vésicules de clathrine et de cavéoline

qui permet la séparation de la surface de la membrane plasmique (et donc la fermeture de la
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vésicule) n'est pas impliquée dans la macropinocytose.

Lors de la formation des lamellipodes, les filopodes se rétractent et se referment
en formant une boucle. Ils forment ainsi une grande vésicule intracellulaire: le
macropinosome. Les macropinosomes ainsi formés peuvent fusionner les uns aux autres,
avec des lysosomes ou d'autres endosomes.

D'une manicére générale, on peut considérer les phénomenes de reflux de
membrane comme une €tape précoce de la macropinocytose. Les protéines impliquées dans
le chémotactisme (récepteur aux facteurs de croissance ou lié a la migration cellulaire)
induisent la formation de ces structures précurseurs de la macropinocytose (Mercer2009).
Ainsi, 1'éphrineB2, (qui rappelons-le posséde une activité tyrosine-kinase) impliquée
principalement dans la migration des cellules nerveuses et endothéliales, induit la formation
de filopodes qui permettent a la cellule de détecter, sur les membranes des cellules voisines,
la présence de marqueurs attractifs ou répulsifs. L'éphrineB2 peut ainsi étre un déclencheur

de la macropinocytose (Pernet2009).

XI-4Mécanismes moléculaires et inhibiteurs de la macropinocytose

Les mécanismes moléculaires permettant la formation des vacuoles
macropinocytiques sont conservés depuis les amibes jusqu'aux mammiferes. Ainsi, les
amibes Dictostelium discoidum fournissent un modele de choix pour les étudier. D'une
maniere générale, les récepteurs RTK activés par leur ligand induisent une cascade de
phosphorylation (en particulier via des Rho GTPase (Ridley1992)) qui va activer les
régulateurs du cytosquelette Racl et Cdc42.

Les protéines adaptatrices Grb détectent les activations des RTK et activent en retour

Ras. Ras active alors 4 voie différentes :

la voie Arf6
la voie Rab5
la voie Rac1/Cdc42
la voie PI3K

@ © & @€
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Figure 23 : Schéma simplifié des voies de signalisation de la macropinocytose. Les kinases
sont représentées par des ovales et les GTPase par les rectangles (d'apreés Mercer et

Helenius, 2009 (Mercer2009))

89



Arf6, connu pour son rdle dans le trafic des vésicules intra-cellulaires et les
modifications morphologiques de la membrane plasmique, permet le recyclage a Ia
membrane de Racl et peut ainsi initier la macropinocytose (Radhakrishnal999).

Rab5 re-localise les reflux membranaires et les circularise avec la protéine RN-
tre et son action sur l'actine F (Lanzetti2001)(Mercer2009).

Rac1/Cdc42 est le couple central de la macropinocytose. Cdc42 permet la
formation des filopodes. Racl va réguler les mécanismes de reflux de membrane, la
formation et la fermeture du macropinosome (en agissant notamment sur la myosine IIA,
indispensable a la fermeture du macropinosome) ainsi que les mouvements de la vésicule.
En effet, Racl et Cdc42 induisent l'activation de Pakl (p21 activated kinase) qui régule la
motilité cellulaire (réorganisation de 1'actine) et la fermeture du macropinosome via CtBP ou
le couple MLCK/MLC. Racl active aussi la PI3K (Trizma, 2006 ; (Mercer2009). Ensemble
Racl et Cdc42 agissent comme un interrupteur moléculaire qui contrdle l'extension
(filopodes) ou le reflux de la membrane plasmique. Un détail intéressant : plusieurs études
récentes de Racl /Cdc42 ont été réalisées sur des cellules endothéliales, notamment grace a
des expériences d'étirement / cisaillement (Vandenbroucke2008)). Or ce genre de stress est
connu pour modifier I'expression d'éphrineB2 dans les cellules endothéliales (Goettsch2004)
(Obi2009).

La PI3K va induire le méme phénomene (fermeture) mais via la voie PKC /
Rab34 (Mercer2009).

Nous constatons ici que les voies d'activation et de régulation de la
macropinocytose sont redondantes, croisées et impliquent des protéines vitales pour bien
d'autres fonctions cellulaires. C'est pourquoi il est difficile d'avoir un inhibiteur de la
macropinocytose efficace a 100% et réellement spécifique.

Cependant, en 1989, West et son équipe publient leurs résultats concernant
I'amiloride. Il s'agit d'un inhibiteur des échangeurs Sodium / Proton (NHE). Sa présence dans
le milieu extra-cellulaire semble bloquer la macropinocytose (West1989) . L'amiloride est
utilisé dans certains traitements médicaux, par exemple dans les cas d'hypertension. Son
effet sur les reins permet un moindre re-captage des molécules d'eau et diminue donc la
tension artérielle sans I'évacuation concomitante du potassium (ce qui peut poser des
probléemes d'hyperkaliémie), ce qui lui vaut le qualificatif de diurétique non-hypokaliémant.
Depuis, des analogues de l'amiloride tels que I'EIPA (Ethyl isopropyl amiloride) ont montré

une plus grande efficacité et spécificité dans I'inhibition de la macropinocytose .
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XI-5-Détournement de la macropinocytose par les pathogénes

De par son role d'internalisation cellulaire de gros volume, la macropinocytose
est un mécanisme d'entrée cellulaire de choix pour nombreux parasites cellulaires. En voici

quelques exemples :

Bactéries

De nombreuses bactéries sont des parasites intracellulaires. L'entrée cellulaire
par macropinocytose est une solution adaptée a la taille de ces bactéries. Les entrées
cellulaires de plusieurs bactéries pathogénes pour I'humain ont été étudiées, et 1'utilisation de

la macropinocytose a été confirmée pour certaines.

Parmi elles, Neisseria gonorrhoeae, une bactérie sexuellement transmissible et
responsable des gonorrhées. C'est en se liant a son récepteur qu'elle déclenche la
macropinocytose (Zenni2000). I1 s'agit du méme récepteur que le virus de rougeole : CD46
(Cattaneo2004). L'attachement de la bactérie au récepteur induit la phosphorylation de la
queue cytoplasmique de ce dernier, sur la tyrosine 354. (Lee2002). Les mémes observations
ont été faites pour une autre espece, responsable de méningite : N.meningitidis (Gill2004).

Salmonella enterica, une bactérie responsable d'intoxications alimentaires ainsi
que de la fievre typhoide, utilise aussi la macropinocytose pour parasiter les cellules. Elle
produit trois protéines SopE, SopE2 et SopB qui prennent le contrdle du couple Rac1/Cdc42
et controlent ainsi la régulation du cytosquelette (Patel2006).

Le bacille de Malassez et Vignal (Yersinia pseudotuberculosis) est une bactérie
du colon. Il est assez peu dangereux pour lI'homme, méme s'il peut étre responsable
d'adénites, et est parfois suspecté de jouer un role dans la maladie de Crohn
(Ragnarsson2008). A la surface de cette bactérie se trouve des protéines associées a
I'adhésion bactérienne et a la virulence : 1'invasine, YopE et YopT. La protéine invasine se
lie a divers Bl integrines (une molécule impliquée dans la motilité cellulaire, comme

'éphrineB2), ce qui provoque une dérégulation de Racl (Mohammadi2009) et l'apparition
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de macropinosomes (Ragnarsson2008). YopE et YopT interviennent aussi dans les voies de

signalisation de Racl, notamment en dérégulant RhoG (Mohammadi2009).

Plus étrange est le cas de Francisella tularensis. F.tularensis est la bactérie
responsable de la tularémie, une zoonose de I'hémisphere Nord. Cette bactérie est capable de
traverser la peau saine, et seulement 25 bactéries inhalées sont suffisantes pour conduire a la
mort. Elle est donc considérée comme une arme biologique potentielle, au méme titre que les
virus Nipah et Hendra. Des observations en microscopie électronique ont montré que l'entrée
cellulaire de ces bactéries se faisait par l'enroulement d'un bacille dans un (ou plusieurs)
filopode ensuite internalisé, exactement ce que I'on observe lors de la macropinocytose.
Cependant, le volume formé par les replis des filopodes était si grand (par rapport a ceux
observés avec S. enterica) que les auteurs on préféré parler d'un « nouveau mécanisme » non
spécifié (Clemens2005). Cette conclusion est un peu étonnante, d'autant qu'aucun des

inhibiteurs spécifiques de la macropinocytose n'a été testé dans leur protocole.

Virus

Les bactéries ne sont pas les seules a utiliser la macropinocytose pour pénétrer
dans les cellules. Les virus aussi en sont capables. J'ai déja évoqué dans cette thése des
observations concernant le virus de la rougeole. L'internalisation des complexes virus-CD46
par macropinocytose se fait d'ailleurs sous le contrdle direct de Racl (Crimeen-Irwin2003).
Il existe d'autres exemples, concernant des virus trés différents les uns des autres. D'une
maniére intéressante, on constate que l'internalisation n'est pas réservée aux virus qui

fusionne a pH acide :

L'adénovirus humain de sérotype 3 est responsable de conjonctivites et
d'infections pulmonaires. Comme précédemment pour les bactéries Neisseria et le virus de la
rougeole, son récepteur cellulaire est CD46. Et comme précédemment, il entre par
macropinocytose (Amstutz2008) Dans ce cas précis, Cdc42 ne semble pas important. Mais
sur les photographies publiées des cellules HeLa sur lesquelles ont été réalisé ces travaux, on
voit déja des filopodes. Quant a l'adénovirus de sérotype 2, il pénéctre dans les cellules
épithéliales a la fois par macropinocytose (grace au co-récepteur cellulaire ay integrine) et

par vésicules de clathrine (Meier2002).
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Le virus de la dengue de type 2 entre lui aussi par ces deux voies : 80% des virus
sont internalisés par vésicules de clathrine et les 20% qui restent le sont par
macropinocytose. Cette proportion de 80% d'entrée par vésicules de clathrine se retrouve
chez d'autres Flavivirus (notamment le virus West Nile), et les 20% restant ne sont pas
encore expliqués. Peut-étre la macropinocytose chez les Flavivirus est-elle plus répandue
que l'on ne l'imaginait jusqu'a présent (Suksanpaisan2009).

Le VIH peut lui aussi entrer par macropinocytose. Ce mode d'entrée alternatif a
déja été observé pour des macrophages primaires (Maréchal2001). C'est aussi par
macropinocytose que le VIH péneétre dans 1'endothélium micro-vasculaire du cerveau (zone
d'infection des Henipavirus) et franchit la barriére hémato-encéphalique (Liu2002)

Le virus de la vaccine est le prototype pour I'é¢tude des Poxvirus. Ce sont de tres
gros virus (trop gros pour les vésicules a clathrine ou a cavéoline) qui peuvent fusionner a la
membrane plasmique ou dans des compartiments intra-cellulaires acides (plus efficace).
C'est donc sans surprise que le virus de la vaccine utilise lui aussi la macropinocytose. En
plus d'entrer dans la cellule hote, il utilise la macropinocytose pour tromper la surveillance
du systeme immunitaire : le déclenchement de la macropinocytose se fait en mimant des
corps apoptotiques. La macropinocytose de corps apoptotiques est en effet connu pour

bloquer les réponse du systéme immunitaire inné (Mercer2008).
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I-1-Problématique

Le but premier de cette thése était d'étudier les interactions entre la glycoprotéine
G du virus Nipah et I'éphrineB2, en particulier d'identifier le site d'interaction de
I'éphrineB2. Mais une telle étude se heurte a deux obstacles. Premiérement, ’ADN codant
I’éphrine B2 humaine (hEFN B2) est particuliérement instable, difficile a manipuler sans
recombinaison. Le premier protocole permettant une utilisation aisée de cet ADN ne date
que de Février 2006 (Day2006). Nous avons donc dii mettre au point une construction
permettant la modification de I’éphrineB2 par mutagénese dirigée. Deuxiemement, a cause
de I'importante conservation entre les séquences des éphrineB2 chez différentes especes (et
méme de différentes classes) il n’existe aucun anticorps réellement spécifique qui
permettrait de contrdler I’expression de 1’éphrineB2. Il fallait donc trouver un autre moyen
de vérifier I’expression de I’éphrineB2 et de ses mutants. Plusieurs approches ont été tentées.

Tout d’abord, marquer radioactivement I’éphrineB2 en utilisant pour cela un systéme de

culture cellulaire avec des acides aminés marqués au >°S. Une autre approche consiste a
ajouter en N-terminal (domaine extracellulaire) un épitope reconnu par un anticorps
utilisable en cytométrie. Dans le cadre de cette thése, j'ai utilisé un épitope c-Myc. Mais cet
épitope pourrait géner l'interaction avec la glycoprotéine G qui dépend aussi du domaine
extra-cellulaire. Enfin, 1’éphrine B2 peut étre fusionnée a 1’eGFP (enhanced Green
Fluorescent Protein, Protéine Verte Fluorescente) au niveau du domaine C-terminal

(domaine cytoplasmique).
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I-2-L'éphrineB2-Myc

Une maniere de localiser précisément et facilement 1'éphrineB2 est de lui
associer une séquence peptidique (épitope) précisément et facilement localisable. Une de ces
séquences est I'épitope c-Myc : EQKLISEEDL. Pour insérer cette séquence dans la région
N-terminale de 1'éphrineB2, il suffit d'amplifier le geéne correspondant (hEFN B2) en
intégrant la séquence codant 1'épitope dans 1'amorce, juste apres la séquence codant le codon
initiateur et dans le méme cadre de lecture que la séquence codant le début d'éphrineB2. Le
fragment ainsi amplifi¢ est échangé par digestion des amplicons et ligations avec le fragment

correspondant du phCMV-XL4-EFNB2 A3’.

Ce nouveau vecteur phCMV6-XL4-cMyc-hEFNB2 A3’ a été transfecté dans des cellules
CHO. 48 heures apres la transfection, 1’expression de la protéine c-Myc-hEFNB2 y a été

analysée :

@ en test de fusion : le but est de vérifier que malgré 1’épitope c-Myc, 1’éphrineB2
conserve ses propriétés de récepteur pour le virus Nipah. Pour cela, le vecteur codant
c-Myc-éphrine B2 est co-transfecté avec des vecteurs codant les glycoprotéines F et
G. La formation de syncytia est analysée et quantifiée.

@ en cytométrie de flux, avec un anticorps primaire anti-c-Myc et un anticorps
secondaire couplé a la FITC (FL1-H). Un marquage a I’lodure de Propidium (FL3-
H) permet de différencier les cellules mortes des cellules vivantes et de sélectionner

spécifiquement ces derniéres pour I’analyse d’intensité en FITC

Il y a un moyen trés facile de savoir si un Henipavirus, ou du moins ses
glycoprotéines, est fonctionnel : la formation de syncytia. Si des glycoprotéines mutées ne
fonctionnent pas correctement, ou si le virus ne peut pas entrer dans la cellule, on n'observe
pas de syncytia. Les résultats de ce test de fusion montrent que 1’éphrineB2 conserve ses
propriétés de récepteur pour la glycoprotéine G malgré 1’épitope c-Myc. Cependant, le

nombre de syncytia est moins important que pour 1’éphrineB2 sans épitope c-Myc.
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Figure 24 : A| Les cellules CHO transfectées avec 1lg de phCMV6-XL4-cMyc-hEFNB2 A3’ et 1,1g de
phCMV vide (a gauche) ne présentent aucun syncytia. Les cellules transfectées de la méme fagon mais avec
1ug de phCMV-VN-F et 0,11g de phCMV-VN-G a la place du phCMV vide (au centre) présentent des syncytia
(fleche rouge) mais en nombre plus limité que les cellules transfectées avec 11g phCMV6-XL4-hEFN B2 A3’
(a droite) au lieu des 1lg de phCMV6-XL4-cMyc-hEFNB2 A3°.  B| Des cellules CHO sont transfectées avec
g de plasmide dont Oug (1), 1 ug (1), 2 ug (111) et 3 g (IV) de plasmide phCMV6-XL4-cMyc-hEFNB2 A3’
le reste étant complété avec le vecteur vide phCMV. Elles sont marquées le lendemain avec un anticorps
monoclonal anti c-Myc puis avec un anticorps secondaire conjugué a la FITC (FLI-H), et enfin avec 10UL
d’lodure de Propidium (FL3-H). L’analyse est réalisée par cytométrie de flux immédiatement. Avec 1 Ug de
plasmide, plus de 25% des cellules expriment efficacement la protéine c-Myc-éphrine B2, plus de 45% avec
2 ug. Au dela, la transfection semble avoir un effet délétere sur la viabilité cellulaire et sur [’expression de la
protéine c-Myc-éphrine B2 (seulement 25% de cellules marquée).
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Les cellules expriment correctement I’éphrineB2 puisque 1’on détecte 1’épitope
c-Myc a la surface des cellules. La transfection avec 2jg de plasmide semble étre la plus
efficace avec preés de la moitié des cellules marquées et une intensit¢é moyenne sur 1’axe
(Mean) de 512. Cette construction apparait donc comme une solution pour quantifier
I’expression de 1I’éphrine B2 ou de ses mutants.

Cependant, le marquage a 1I’lodure de Propidium montre que plus la quantité de
plasmide codant c-Myc-éphrineB2 augmente, plus le nuage représentant les cellules
analysées se déplace de la zone des cellules vivantes étudiées (dans fenétre R1) vers la zone
des cellules ayant un signal en FL3-H élevé, c'est-a-dire des cellules mortes (hors de R1).
L’¢éphrineB2 marquée avec 1’épitope c-Myc semble donc avoir un effet toxique sur les
cellules. L’effet est tel qu’avec 3ug, le nombre de cellules vivantes se limite & 5000.

Cette construction a beaucoup trop d'inconvénients pour étre utilisée en étude
fonctionnelle : 1'éphrineB2 a non seulement perdu une partie de ses propriétés de récepteur

mais en plus elle est devenue cytotoxique. Une autre solution était donc nécessaire.

I-3-L'éphrineB2-eGFP

La seconde possibilité pour localiser I’éphrineB2 est d'y ajouter un marqueur
fluorescent, dans ce cas 1'eGFP. Réaliser une protéine de fusion avec I’eGFP a un avantage
certain : une telle construction permet de suivre la localisation de 1’éphrineB2.

La séquence hEFN B2 a donc été ajoutée dans le plasmide peGFP-NI, avec a la
place de son codon Stop, le début de la séquence eGFP, en phase. Il faut ensuite vérifier la
localisation et l'activit¢ de cette éphrineB2 et la comparer a celle de la protéine native.
Comme précédemment, des CHO sont transfectées. La localisation et la capacité¢ de la
protéine a servir de récepteur au virus sont vérifiées.

La localisation de I'éphrineB2-eGFP est comparée par rapport a celle de

1'éphrineB2 grace a des protéines EphB4-Fc (EphB4 soluble fusionnée avec le domaine Fc
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phCMV-ephrinB2 peGFP-N1-ephrinB2

Figure 25 : La localisation de [l'éphrineB2-eGFP ne differe pas de la localisation de
l'éphrineB2 sauvage : membranaire. De plus, on constate dans les deux cas la production de
tres longs filopodes que l'on n'observe pas habituellement chez les CHO (Pernet2009)

Figure 26 : L'efficacité de la fusion ne difféere pas entre l'éphrineB2 sauvage (a gauche) et
l'éphrineB2-eGFP (au centre). A droite, |' eGFP seule ne permet pas la fusion. En haut
contraste de phase, en bas fluorescence eGFP.
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d'un anticorps) purifiées. EphB4-Fc est un bon moyen de localiser 1'éphrineB2 sur des
cellules n'exprimant pas (hors cas de transfection) des protéines de la famille des éphrines.
Mais c'est un outil inutilisable pour des analyses précises sur des cellules exprimant

plusieurs types d'éphrines.

L'éphrineB2 native et la version « eGFP» montrent en microscopies a
fluorescence classique et confocale la méme localisation : membranaire. Le test d'activité se
fait par le test de formation de syncytia : des cellules CHO sont co-transfectées avec le
plasmide codant éphrineB2 (native ou eGFP) et ceux codant les glycoprotéines du virus
Nipah. La encore, il est impossible de voir une différence entre 1'éphrineB2 native et la
version marquée eGPF. De plus, des analyses par électrophorése sur gel d'agarose ont

montré que cette construction est stable et non recombinée.

La construction peGFP-NI-EFN B2 est donc le meilleur outil pour observer la

localisation, 1'expression et (peut étre) l'internalisation de I'éphrineB2

100



I1-1-Observations

En 1993, I’équipe de Chantal Rabourdin-Combe montrait que le récepteur CD46
est régulé négativement de la surface aprés une infection par une souche vaccinale du virus
de la rougeole, et que le méme phénomene était observable lors de la simple expression de la
glycoprotéine d’attachement H de ce virus. En fait, le récepteur CD46 serait massivement
internalis¢ en présence de la glycoprotéine H (Nanichel1993.)(Varior-Krishnan1994). Ce
mécanisme permettrait d'éviter une surinfection de la cellule. La co-expression de
I’éphrineB2-eGFP et de la glycoprotéine G permettrait de savoir si une telle régulation

négative a lieu dans le cas d’infection par le virus Nipah.

Notre hypothése de travail était que si 1'éphrineB2 est régulée négativement par
la glycoprotéine G (comme CD46 avec la glycoprotéine H), ce mécanisme pourrait étre
utilisé¢ pour détecter les acides aminés nécessaires a la liaison entre ces deux protéines. En
mutant ces acides aminés, on empécherait la reconnaissance et donc l'internalisation
massive. La premicre étape consistait donc a vérifier cette hypothése : 1’éphrineB2 est

régulée négativement par la glycoprotéine G.

L'éphrineB2-eGFP permet d'é¢tudier la localisation de I'éphrineB2 dans
différentes conditions. On peut ainsi voir si le virus Nipah régule négativement son récepteur
cellulaire, et dans ce cas, si cela est induit par sa protéine d'attachement comme pour le virus

de la rougeole.

J'ai pu observer que lorsqu'on exprime 1'éphrineB2-eGFP dans des cellules CHO,
elle se répartie a la surface de la cellule et entraine la formation de filopodes trés longs et tres
ramifiés, comme cela avait déja été observé dans le cadre de cellules murine B19
(Meyer2005), leur donnant une forme trés étalée d'oeuf au plat. La co-expression avec la

glycoprotéine G entraine la formation de concentrations d'éphrineB2 a la surface ainsi que le
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repli des filopodes sur ces concentrations. Les molécules d'éphrineB2 sont ensuite entrainées
vers le centre de la cellule sous forme de vésicules de trés grande taille (de un a plusieurs
micrometres). Les vésicules formées en divers endroits de la cellule fusionnent alors les uns
avec les autres pour ne former au final que deux vésicules géantes de part et d'autre du
noyau. L'accumulation de mati¢re autour du noyau donne souvent a la cellule une forme
pyramidale. A noter que le mutant NiV-G E533Q (déficient pour la liaison avec

I’éphrineB2) ne provoque pas ces changement.

II-2-Co-endocytose de l'éphrineB2 et de la glycoprotéine G lors de

contact par cellules opposantes

Lorsque l'on co-cultive des CHO exprimant éphrineB2-eGFP et des CHO
exprimant NiV-G, on obtient le méme résultat : les filopodes entrant en contact avec NiV-G
se rétractent, arrachant au passage un morceau de la membrane portant les glycoprotéines
d'attachement. La vésicule ainsi formée a la base du filopode est ensuite internalisée et
envoyée vers des vésicules géantes pour que son contenu y soit dégradé. Il arrive aussi que
ce soit la membrane portant NiV-G qui arrache un bout de membrane éphrineB2-eGFP. Les
images obtenues par microscopie confocale rappellent celles obtenues par d'autres groupes
(Marston2003)(Zimmer2003) travaillant sur les interaction entre cellules éphrineB2+ et

EphB4-+.

II-3-Localisation de la dégradation du complexe éphrineB2—

glycoprotéine G

Le signal de I'éphrineB2-eGFP reste ensuite localisé dans ces vésicules, et en
moins de 24 heures il n'y a plus d'éphrineB2 membranaire. Le signal dans les vésicules
diminue Iui aussi en fonction du temps pour disparaitre complétement. D'une maniére
intéressante, on observe exactement le méme résultat en remplagant la glycoprotéine G par
EphB4-Fc. Ces résultats suggerent que 1'éphrineB2 est co-endocytosée avec la glycoprotéine

G avant d'étre dégradée.
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Figure 27 : La co-expression de NiV-G et d'éphrineB2 entraine leur co-endocytose. A|
Cellules CHO transfectées avec peGFP-NI-EFN B2 et soit un vecteur codant la RFP
(pcDNA3, I-mRFP, premiere ligne), soit NiV-G-mRFP (seconde ligne), soit NiV-G E533Q
(déficient pour la liaison avec éphrineB2, en troisieme ligne) soit EphB4-mRFP (derniere
ligne). NiV-G non muté et EphB4 induisent la co-endocytose. B| Le méme phénomeéne est
observé avec des cellules opposantes (Pernet2009).
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C'est dans des vésicules géantes qu'a lieu la dégradation de 1'éphrineB2. Grace a une
coloration au Lysotracker, un marqueur des lysosomes, on peut voir que ces vésicules
géantes sont tres acides. Autour d'elles, des lysosomes en grand nombre gravitent et
fusionnent avec. Ces vésicules géantes sont donc issues de la fusion des endosomes
contenant éphrineB2-eGFP avec des lysosomes, ce qui explique la dégradation observée
d'éphrineB2. Des résultats similaires ont été obtenus en marquant les cellules avec un

anticorps anti-Lmp1, un marqueur spécifique des lysosomes.
Ceci explique donc comment une cellule infectée ne puisse pas étre sur-infectée,

et pose une question quant a I'entrée du virus : en effet, si une membrane peut étre arrachée

d'une cellule et internalisée par ce phénomene, qu'en est-il d'une particule virale?
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EFN B2-eGFP NiV-G-eCFP

Lysotracker
Figure 28 : Les endosome contenant éphrineB2 (en vert) et NiV-G (en bleu) sont envoyés

vers des vésicules acides (en rouge) . Les lysosomes (fleches) fusionnent avec ces vésicules
(Barre : 20uM)

NiV-G.eCFP EFN B2-eGFP anti-LAMP1

Figure 29 : La méme expérience que la figure 28 mais avec un marquage anti-Lmpl a la

place du Lysotracker. Sur la ligne du bas, le controle sans NiV-G (Barre : 10uM)
(Pernet2009)

with NiV-G

without NiV-G
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III-1-Observations

Ces résultats nous montrent que les cellules exprimant 1'éphrineB2 peuvent co-
endocytoser et dégrader des membranes portant la glycoprotéine G du virus Nipah. Serait-il
possible que le virus puisse étre internalisé de la sorte? Pour répondre a cette question, il a
fallu mettre en place un nouveau protocole de coloration de particules virales (VLP). Les
VLPs présentent deux avantages par rapport au virus : premierement, elles peuvent étre
manipulées hors du laboratoire P4. Deuxiémement, on peut choisir quelle(s) protéine(s)

virales(s) sera(ont) ou ne sera(ont) pas exprimée(s).

Des cellules CHO exprimant éphrineB2-eGFP ont donc été mises en contact
avec différents types de VLP : certaines portent la glycoprotéine G, d'autres G, F et M, et
enfin, I'Hémagglutinine du virus de la rougeole pour témoin. Apres lavages et fixation, les
VLPs ont été observées par microscopie confocale. Les particules exprimant G ont été
retrouvées aux pieds des filopodes et dans des vésicules intracellulaires de grande taille,
similaires a celles observées lors des expériences de transfection. En revanche, les particules
exprimant H a la place de G n'ont pu étre retrouvées nulle part : n'ayant pas de récepteur

disponible a la surface des cellules (CD46 humain), elles ont été perdues avec les lavages.

III-2-La glycoprotéine G mime la protéine EphB4
Etude de l'interaction entre les domaines extra-cellulaires
d'éphrineB2 et de la glycoprotéine G

Les expériences précédentes ont toutes données des résultats rappelant ceux
obtenus par les équipes travaillant avec EphB4, ce qui nous pousse a regarder d'un peu plus

pres les points communs entre cette protéine et la glycoprotéine G.
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eGFP control

VLPs G (early)

O

VLPs G (late)

O

VLPs G-F-M

Figure 30: A| Les VLPs ne s'accrochent pas aux cellules sans récepteur. Ici, des CHO
exprimant l'eGFP (en vert). B et C| Les cellules exprimant le récepteur (éphrineB2-eGFP,
en vert) internalisent les VLPs portant la glycoprotéine G (en rouge). D| Méme avec la
glycoprotéine F, les VLPs sont internalisées (Barre : 15uM).(Pernet2009)

107



Dans le cadre d'une interaction entre éphrineB2 et EphB4, ce sont les acides
aminés de la boucle G-H de 1'éphrineB2 qui permettent la liaison avec EphB4
(Chrencik2006). Pour vérifier si cette boucle est aussi utilisée par le virus Nipah, j'ai testé

des éphrineB2 mutées sur cette boucle G-H, et ce de deux maniéres :

@ Transfection des plasmides codant les éphrinesB2 mutantes en CHO puis infection

par le virus Nipah

@ Co-transfection des plasmides codant les éphrinesB2 mutantes et de ceux codant les

glycoprotéines de Nipah

Dans le premier cas, le virus n'arrive pas a entrer dans la cellule et ne peut donc
pas former de syncytia. Dans le second, les glycoprotéines du virus sont exprimées par les
cellules. Mais on n'observe pas ou peu de syncytia : les glycoprotéines virales ne
reconnaissent plus, ou moins bien, les récepteurs mutés.

Dans les deux cas, les mutations sur les boucles limitent le développement des
syncytia. De plus, les mutations ont des effets cumulatifs : en changeant tous les acides
aminés de la boucle (sur les acides aminés FNWL120/123/125/127AAAA), on n'obtient
aucun syncytia. L'éphrineB2 est alors inutilisable pour le virus. Ces acides aminés de la
boucle G-H sont ceux utilisés a la fois par EphB4 et la glycoprotéine G pour reconnaitre
éphrineB2. Une étude par cristallographie du virus Nipah a confirmé que la méme boucle G-

H est impliquée dans la reconnaissance de la glycoprotéine d'attachement G (Bowden2008.)

Conséquence de l'attachement de la glycoprotéine G sur

la queue cytoplasmique d'éphrineB2

La glycoprotéine d'attachement G semble se comporter comme EphB4 pour
reconnaitre éphrineB2. L'étape suivante de cette étude fut de vérifier si les conséquences
d'une liaison avec la glycoprotéine G était les mémes qu'avec le ligand naturel EphB4.
L'interaction avec EphB4 entraine une signalisation bi-directionnelle. Ce signal se traduit par
la phosphorylation d'éphrineB2 au niveau de la queue cytoplasmique. Il y a 11 tyrosines

dans la queue de I'éphrineB2, mais seules les tyrosines 304 (et dans une moindre mesure 330
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et 331) sont importantes pour la transduction du signal EphB4 (Su2004).

J'ai donc mené des expériences comparables a celles décrites au paragraphe
précédent, mais en mutant cette fois-ci les tyrosines cytoplasmiques d'éphrineB2. Plus
efficace que toutes les autres, la simple mutation Y304F bloque la quasi-totalité des entrées
virales. La délétion complete du domaine cytoplasmique de I'éphrineB2 donne les mémes
résultats. D'une maniére intéressante, l'effet sur la formation de syncytia (testé par co-
transfection des glycoprotéines virales et des éphrineB2 mutées) est nulle. Seul le domaine
extra-cellulaire semble requis pour la formation des syncytia. Comme nous l'avons vu
précédemment, c'est cette méme tyrosine qui transmet le signal lors d'une liaison avec
EphB4.

Ces résultats suggerent que le mimétisme de la glycoprotéine G va au-dela de la
simple liaison a I'éphrineB2. La fixation sur la méme boucle par les mémes résidus entraine
les mémes effets sur la signalisation intra-cellulaire : la glycoprotéine G peut donc
déclencher les mémes réactions cellulaires que EphB4, a savoir l'endocytose de larges
vésicules contenant éphrineB2 et tout ce qui y est accroché. Le virus peut ainsi entrer par

endocytose.

II1-3-Le signal émis par l'éphrineB2 suivant l'attachement de la

glycoprotéine G et son inhibition

Effet de la génistéine sur I'entrée du virus Nipah

Le signal émis par I'éphrineB2 se transmet dans la cellule par une cascade de
kinases. Un inhibiteur efficace et spécifique des tyrosines kinases est la génistéine. La
génistéine est un isoflavone naturel (4',5,7-Trihydroxyisoflavone), présent notamment dans
le soja (Glycine max). J'ai donc utilisé la génistéine (50uM) lors d'infection de cellules Vero
par le virus Nipah. Les cellules traitées ont montré un nombre de foyers infectieux
significativement inférieur aux cellules contréles. Ces résultats suggerent qu'en bloquant les
cascades de kinase, on peut bloquer partiellement I'entrée du virus.

Afin de vérifier que 1'entrée, et seulement l'entrée, est affectée par la génistéine,
j'ai réalisé une expérience similaire a la précédente, mais en transfectant les cellules Vero

avec des plasmides codant les glycoprotéines de Nipah au lieu de les infecter.
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Figure 31 : A| Ligne du haut : infection par le virus Nipah de cellules CHO exprimant
différents mutants d'éphrineB2. Ligne du bas : cellules CHO exprimant ces mémes mutants

et co-transfectées avec les plasmides codant les glycoprotéines virales. B| Quantification de
la partie A (Pernet2009).
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Figure 31 suite : C| Marquage en immuno-fluorescence des tyrosines phosphorylées lors de
co-transfection de vecteur codant des mutants d'éphrineB2 avec la glycoprotéine G (Barre :

15uM). D| Quantification des vésicules éphrineB2+/phosphotyrosine+ lors de marquage
type C.(Pernet2009)
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La formation de syncytia n'a pas été affectée par la présence des mémes concentrations de
génistéine. On peut ainsi affirmer que la perturbation des signaux des tyrosines kinases par
la génistéine bloque l'entrée du virus mais pas la production ni l'activité des glycoprotéines

virales.

Réle dans I'entrée du virus Nipah des PI3Ks et leurs inhibitions

Un autre inhibiteur efficace avec le protocole expliqué ci-dessus est la
Wortmanin. La Wortmanin est issue d'un champignon (Penicillium funiculosum). Cette
molécule de la famille des furanostéroides se lie covalamment aux Phosphoinositide-3-

Kinases (PI3Ks), ce qui inhibe leurs activités.

Nous avons montré que l'utilisation de 50nM de cet inhibiteur permet une
réduction de 65% des entrées virales. Et comme précédemment, aucun effet sur la
production ou l'activité des glycoprotéines du virus Nipah in vitro n'a pu étre observé. De
plus, 100uM de LY294002, un autre inhibiteur des PI3Ks connu pour étre un peu moins
efficace que la Wortmanin, inhibe de 48% l'entrée du virus. L'entrée du virus Nipah, en

particulier la transmission du signal d'internalisation, est donc dépendante des PI3K.

Les mouvements membranaires liés au signal d'activation

Les mouvements de la membrane cellulaire observés lors de 1'internalisation des
particules virales sont toujours les mémes : effondrement des filopodes sur la membrane,
formant ainsi une bulle qui est internalisée. Les molécules généralement associées a ces
mouvements sont des RhoGTPases nommées Racl, Cdc42, ou RhoA selon les cas. Ces
régulateurs du cytosquelette d'actine sont trés étudiés en biologie cellulaire, et on leur
connait depuis longtemps des mutants dominants négatifs et dominants positifs. Les
plasmides codant ces mutants étant disponibles sur I'lFR, j'ai pu tester leurs effets sur l'entrée

du virus.
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En infectant des cellules transfectées avec ces dominants négatifs (N17Racl,
N17Cdc42 ou N19RhoA) ou des plasmides controles, j'ai pu constater que Racl et Cdc42
jouait un role primordial dans I'entrée du virus. Prés de 50% des syncytia était évités parmi
les cellules transfectées avec un des dominants négatifs, et comme précédemment il n'y avait
aucun effet sur l'expression ou la fonctionnalité des glycoprotéines virales. En revanche,
RhoA ne semble avoir aucun effet, aucun réle dans l'entrée du virus. Ses mutants sont sans

effet sur les formations des syncytia.

Effet de la Toxine B sur I'entrée du virus Nipah

Les régulateurs du cytosquelette étudiés au paragraphe précédent ont un
inhibiteur naturel. Il s'agit de la Toxine B de la bactérie Clostridium difficile. Cette
cytotoxine est une glucosyltransférase qui inactive les RhoGTPase. On peut donc l'utiliser
pour démontrer un role (ou non) des RhoGTPases dans l'entrée du virus, et ce de la méme

facon qu'avec la wortmanin ou la génistéine.

Les résultats obtenus sont du méme ordre que ceux obtenu avec les dominants
négatifs : environ 50% de réduction du nombre d'entrées virales pour 80uM de Toxine B.

Cependant, la toxicité de cette molécule ne permet pas d'utiliser des doses plus élevées.

Effets des inhibiteurs du cytosquelette sur I'entrée du virus

Comme nous l'avons vu dans un chapitre précédent, les réorganisations du
cytosquelette d'actine permettent les mouvements cellulaires et sont donc probablement trés
importantes pour l'entrée du virus Nipah. Les protéines du cytosquelette impliquées dans ces
mouvements sont l'actine et la myosine. Plusieurs inhibiteurs peuvent étre utilisés pour
vérifier 1'importance de ces protéines dans l'entrée du virus Nipah. Parmi eux, on trouve la

Latrunculine A et la Blebbistatine.
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La Latrunculine A est une toxine naturellement produite par les éponges du
genre Latrunculia. Cette toxine se fixe sur les monomeres d'actine et empéche la formation
de nouveaux filaments. Nous avons montré que si I'on infecte des cellules Vero en présence
de 2uM de Latrunculine A, plus de 80% des des entrées virales dans les cellules hotes sont
inhibées. De plus, les expériences de transfection ont montré qu'elle n'inhibe en rien la
production ou les fonctions des glycoprotéines virales et plus généralement les étapes
suivant 'entrée.

La Blebbistatine agit en diminuant I'affinit¢ de la myosine IIA et l'actine, et
bloque ainsi 'entrée cellulaire de plus de 50% des virus. La Blebbistatine tient son nom du
bourgeonnement membranaire qu'elle inhibe : le bleb. Le bleb est le nom anglais d'une
déformation de la membrane observée lors de phénomenes tels que l'apoptose ou la

macropinocytose (Mercer2009).

Le mécanisme endocytique d'entrée utilisé par le virus Nipah est la
macropinocytose

Tous les ¢léments de signalisation décrits jusque-la sont les ¢léments clefs des
régulations des mouvements membranaires, en particulier ceux conduisant a la
macropinocytose. On retrouve l'activation d'un récepteur tyrosine kinase, les cascades de
réactions conduisant a la PI3K, les éléments Cdc42/Racl (mais pas RhoA) et enfin les
réorganisations du cytosquelette dépendantes de la Myosine I1.

De plus, les inhibiteurs ne bloquent pas 100% du phénomeéne, ce qui fait penser a

un mécanisme dont les voies de signalisation sont redondantes.

Tous les ¢léments sont la pour suspecter une entrée du virus par
macropinocytose, d'autant plus que cela concorde avec la taille observée des vésicules
internalisant les particules virales ou ses glycoprotéines (plus de 0,5uM). Tous les critéres
observés correspondent a ceux nécessaires pour qualifier une endocytose de
macropinocytose selon Mercer et Helenius (Mercer2009). On peut alors étendre notre étude
a l'utilisation des inhibiteurs spécifiques de la macropinocytose comme inhibiteurs d'entrée

du virus.
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Critéres Inhibiteur(s)

Reflux membranaire ou bleb Blebbistatine

Réorganisation de l'actine Latrunculine, cytochalasine B/D
ou Jaspakinolide

Rac1/Cdc42 ToxineB, mutants N17

Echangeurs Na+/H+ Amiloride, EIPA

Kinases Wortmannin, LY294002,
bisindolylmaleimide ou rottlerin

Internalisation du milieu extérieur

Figure 32 - Tableau des critéres définissant la macropinocytose selon Mercer et Helenius,

2009 (Mercer2009)
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Figure 33 : A| Inhibition de l'infection de cellules Vero par le virus Nipah avec différentes
molecules : génistéine, toxine B, LY294002, Blebbistatine, Wortmanin, Latrunculine A et
EIPA. B| Expérience contrdle par transfection de plasmides codant les glycoprotéines
virales. C| Effet des dominants négatifs de Racl, Cdc42 et RhoA sur l'infection par le virus
(en blanc) par rapport aux transfections de plasmides codant les glycoprotéines virales
controles (noir) D| Effet de I'EIPA sur l'activité macropinocytique par quantification de
dextran-FITC internalise. E| Effet dose de I'EIPA sur l'infection de Vero par le virus Nipah
(Pernet2009)
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IV-1-Inhibition de l'entrée du virus Nipah in vitro

Réflexion générale

Les inhibiteurs utilisés jusqu'a présent n'étaient pas spécifiques de la
macropinocytose. Cependant, de tels inhibiteurs existent. L'un d'entre-eux est 1'amiloride qui
bloque les échangeurs Proton / Sodium (West1989). Nous pouvons donc essayer d'utiliser
cet inhibiteur ou son analogue EIPA pour bloquer I'entrée du virus Nipah par
macropinocytose. De plus, le virus Nipah a d'autres points faibles. Ainsi, le clivage de sa
protéine F dépend d'une enzyme, la cathepsine L, qui ne fonctionne qu'a pH bas. En relevant
le pH des vésicules intra-cellulaires avec une base douce, on pourrait bloquer la maturation
de la glycorpotéine F et donc son activité fonctionnelle. On bloquerait par la méme occasion
la downregulation de 1'éphrineB2. Ces deux axes permettraient de bloquer les activités de

chacune des glycoprotéines du virus.

L'amiloride

Nous avons précédemment passé en revue I'amiloride et ses analogues. J'ai donc
utilisé 'EIPA comme inhibiteur de I'entrée lors d'une infection de cellules Vero par le virus
Nipah. Les résultats montrent qu'en bloquant la macropinocytose avec de I'EIPA, on bloque
I'entrée du virus Nipah. L'effet est dépendant de la dose utilisée : 10uM inhibe 25% de
l'infection, 25uM bloque 50% des virus et 50uM bloque quasiment toute entrée cellulaire.
Les quelques syncytia présents lors d'infection en présence d'amiloride ne diffeérent pas de
ceux obtenus en milieu contrdle. De plus, comme pour la génistéine et les autres inhibiteurs
déja testés, une expérience contrdle a été réalisée avec des cellules transfectées par les
plasmides codant les glycoprotéines G et F. Les résultats sont les mémes : 1'amiloride ne

bloque que l'entrée, et pas les phénoménes d'étalement ni la maturation des glycoprotéines.

117



Il est intéressant de noter que les résultats obtenus avec le virus Hendra sont
identiques. L'amiloride étant déja utilisé en médecine, cette drogue est un bon candidat pour

la préparation d'un traitement in vivo.

La chloroquine

Comme nous 1'avons vu dans un précédent chapitre, la chloroquine est une base
faible qui se concentre dans les lysosomes (et les endosomes tardifs) et augmente ainsi leurs
pH. En augmentant le pH, elle bloque l'activit¢ de la cathepsine L et donc empéche le
clivage de la glycoprotéine F. J'ai donc testé 'efficacité de la choloroquine lors d'infections
par le virus Nipah ou Hendra. Les résultats obtenus montrent une forte inhibition du virus
Nipah : la taille des syncytia diminue en fonction de la concentration. Une concentration de
50uM est suffisante pour empécher I'apparition de tout syncytia. Cependant, le virus mature
est toujours capable d'infecter les cellules. L'entrée du virus est donc toujours possible
comme le montre les immunomarquages réalisés sur des cellules infectées en présence de

chloroquine. La chloroquine ne bloque donc que I'étalement, et pas I'entrée des Henipavirus.

Si on veut utiliser la chloroquine en traitement, il faudrait une concentration
sanguine d'au moins 30 uM. Sachant que 25uM est une dose mortelle pour 'homme, il faut
trouver une alternative. L'hydroxychloroquine est un analogue moins toxique que nous
avons déja évoqué. Sa capacité a bloquer I'étalement de l'infection par le virus Nipah est
donc déterminée selon le méme protocole que la chloroquine. Les résultats sont absolument
identiques. L'hydroxychloroquine est donc une alternative moins toxique et tout aussi

efficace contre le virus Nipah.
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Figure 34 : En haut : Effet dose de la chloroquine (CQ) et de I'hydroxychloroquine (HCQ)
contre le virus Nipah pour différentes concentrations. Les deux molécules agissent de méme.
En bas : immuno-marquage anti-Nipah apres infection de cellules Vero en présence de
50uM de chloroquine. La chloroquine bloque la formation de syncytia
(dispersion/étalement) mais pas l'entrée du virus.(Pernet2009)
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1IV-2-Inhibition de l'entrée du virus in vivo : le hamster doré
comme modele animal

Traitements

Les travaux d'inhibitions cités ci-avant pose la question d'un traitement pour
I'humain. Certains des inhibiteurs en question sont déja utilisés en médecine (amiloride,
chloroquine et hydroxychloroquine). Leur efficacité est donc maintenant a vérifier in vivo.
Pour cela, on utilise le modele hamster. Les animaux de 7 a 8 semaines sont hébergés dans

notre animalerie P4 (A4). Ainsi, ont été testés :

*  Chloroquine 500mg/kg/jour

*  Chloroquine 250mg/kg/jour

*  Chloroquine 500mg/kg/jour + Diazepam

e Chloroquine 500mg/kg/jour + Amiloride

*  Chloroquine 250mg/kg/jour + Amiloride

e Témoin positif (Infecté et non traité)

*  Témoin négatif (Non infecté)

Les drogues utilisées sont solubilisées dans l'eau de boisson, pour un volume
correspondant a 20mL par hamster et par jour. Les hamsters ainsi traités on été infectés a
J+3 avec 50 pfu de virus Nipah, souche malaisienne (soit entre 7 et 8 doses létales 50, ou

LDs, de notre souche virale). Les animaux ont ensuite été observés pendant 3 semaines.
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Effets de la chloroquine et de I'amiloride in vivo

Bien qu'il s'agisse de résultats encore préliminaires, ce sont des résultats
encourageants. Une diminution de la mortalité a été observée chez les animaux ayant regu
500mg/kg/j en combinaison avec l'amiloride. 50% des animaux ainsi traités ont survécu a
un challenge qui aurait di tous les tuer (7 a 8 LDs). Mais les concentrations utilisées lors de
cette expérience sont excessivement élevées. La composition du traitement doit encore étre

affinée et les expériences sur hamster renouvelées.

L'étude de la downrégulation a permis de montrer que la glycoprotéine G du
virus Nipah mime le récepteur naturel EphB4 et induit les mémes mouvements
membranaires. Ces mouvements sont utilisés par les virions pour pénétrer dans la cellule,
par co-endocytose avec éphrineB2. Cette co-endocytose est plus précisément une
« macropinocytose induite par I'activation d'un récepteur ». En inhibant cette
macropinocytose a différents niveaux du phénomene, on peut bloquer plus ou moins
efficacement I'entrée du virus. Transposées a I'animal, ces observation se confirment et

ouvrent la voie a un traitement thérapeutique bon marché.

V-1-Hypothese de travail

Les résultats précédents ont mis en évidence que le virus Nipah entre par
macropinocytose. Il y a donc une dichotomie dans les conséquences de la reconnaissance de
I'éphrineB2 par la glycoprotéine G. Le premier cas méne a l'entrée par macropinocytose. Le
second cas est le plus généralement et le plus facilement observé : il s'agit des fusions
cellule-cellules, c'est-a-dire la formation de syncytia. Comment se fait-il que les mémes
interactions entre éphrineB2 et la glycoprotéine G puissent provoquer deux conséquences

différentes? Pourquoi le virus n'entre-t-il pas a la surface par fusion avec la membrane
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plasmique? Une explication possible a cette énigme pourrait étre que la macropinocytose est
un phénoméne beaucoup plus rapide que la fusion. Une autre pourrait étre qu'il y a deux
conformations différentes pour la glycoprotéine G : une pour l'entrée par macropinocytose,
l'autre pour I'étalement du virus.

En examinant la séquence primaire de la queue cytoplasmique de Ia
glycoprotéine G, nous avons remarqué qu'elle possede une deuxieéme méthionine dont la
séquence ARN se trouve dans un contexte de Kozak favorable et dans le méme cadre de
lecture que le codon initiateur M1. Il s'agit de la Méthionine 32. On sait qu'il y a une
interaction entre la queue cytoplasmique de la glycoprotéine G et la protéine M qui
conditionne le bourgeonnement. Les glycoprotéines G qui commencent a la deuxieme
méthionine ne pourraient donc pas interagir avec la protéine M et donc ne seraient pas
incorporées par les virions. Sa présence en revanche permet I'é¢talement du virus par
syncytia.

Pour déterminer un éventuel role a ces deux isoformes et vérifier les hypothéses
ci-dessus, nous avons modifi¢ par mutagénése dirigée les séquences codantes de la queue
cytoplasmique de la glycoprotéine G du virus Nipah. Nous avons collaboré avec 1'équipe de
Viktor Volchkov (Inserm U758-Filovirus) qui, via un systéme de génétique inverse, a pu
insérer les séquences mutées dans le génome viral et produire ainsi des virus recombinants
exprimant exclusivement une forme ou l'autre. De cette facon, un virus recombinant portant
la mutation M32V exprimera exclusivement la forme longue de la glycoprotéine G. Et un
virus recombinant M1Stop n'exprimera que la version courte. Ces virus produits, j'ai pu

tester leurs effets sur des cellules Vero.

V-2-Effets des mutations de la queue cytoplasmique sur l'entrée
des virus recombinants

La premiere différence observable, c'est la différence de taille des syncytia : en
36 heures les virus M32V (version longue) produisent de plus petits syncytia de seulement
quelques cellules, alors que dans le méme temps, M1Stop et le virus sauvage ont détruit
presque tout le tapis cellulaire. De plus, les virus M32V se sont révélés étre extrémement
sensibles a l'amiloride (2 a 3 fois plus que les sauvages), alors que le M1Stop n'a pas montré

de différence significative avec la souche sauvage. De maniére intéressante, les observations
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Figure 35 : En haut, le virus recombinant M32V est plus sensible a l'amiloride : 25uM
d'EIPA ont inhibé 100% des syncytia, alors que (comme nous l'avons vu précédemment)
seulement 50% des syncytia avec le virus sauvage. Au centre :syncytia 72h post-infection.
Le MISt produit de tres grand syncytiasur les cellules Vero, alors que seules quelques
cellules ont fusionnée avec le M32V. En bas, tableau récapitulatif des particularités de
chaque virus.
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en Time Lapse ont montré que les virus M32V entrent trés rapidement (en quelques minutes,
plus rapidement que le virus sauvage) par endocytose , alors que les virus M 1St fusionnent a

la membrane plasmique.

Alors que les glycoprotéines G a courte queue favorisent une fusion a la
membrane plasmique et de trés grands syncytia, les M32V (longue queue) favorisent une
entrée rapide par macropinocytoses et des syncytia limités. Voila des résultats qui
expliqueraient le paradoxe des deux différents effets : entrée par macropinocytose et
formation de syncytia (étalement du virus). L'une, favorisée par les glycoprotéines a longue
queue et dépendante de la queue cytoplasmique de I'éphrineB2, et l'autre favorisée par les
glycoprotéines a courte queue et indépendante de la queue cytoplasmique de 1'éphrineB2,

permettent d'expliquer cette énigme.

(Un article présentant ces résultats est en préparation)

Maintenant que nous avons longuement parlé¢ de l'entrée du virus, intéressons-
nous a la formation des syncytia. Nous avons déja vu qu'il ne dépendait que de la présence
du domaine extra-cellulaire de I'éphrineB2 au niveau de la membrane cellulaire. Voyons ce

qu'il en est au niveau de la membrane virale.
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VI-1-Hypothese de travail

Lors de la formation des syncytia, la glycoprotéine F ne peut exercer son rdle
fusogene que si la glycoprotéine G est présente a ses cotés ce qui suggere une interaction
physique entre les deux protéines. Le but de cette ¢tude est de découvrir le ou les domaines
d’interaction de F avec G. Pour cela, on utilise la mutagénése dirigée sur un vecteur
d’expression de la protéine F. Le principal avantage de cette méthode réside dans la
simplicité de I’obtention des résultats. Des cellules exprimant le récepteur du virus (par
exemple les cellules Vero) transfectées avec les vecteurs d’expression codant les
glycoprotéines F et G forment rapidement des syncytia caractéristiques. Une mutation
critique empécherait la formation de ces syncytia. Cette méthode a déja permis de mettre en
¢vidence les roles du domaine cytoplasmique ou de la boucle G-H dans les mécanismes de
fusion de membranes, et de déterminer le domaine de la glycoprotéine G interagissant avec

le récepteur cellulaire du virus (Guillaume2006)(Theése de Hamide Aslan, 2007)

En raison de leur importance dans les interactions des glycoprotéines
homologues chez les Morbillivirus, les petites boucles formées par les ponts di-sulfures ont
¢été particulicrement visées dans cette étude. En effet, notre équipe a montré que 1’échange
des petites boucles de la région riche en cystéine de la glycoprotéine F du virus de la
rougeole avec celle du virus de la maladie de Carré (CDV) permettait a la glycoprotéine F du
CDV d’interagir avec la glycoprotéine H du virus de la rougeole, alors que les interactions
hétérotypiques sont impossibles chez les Morbillivirus (Wild1994).

Ce n'est cependant pas le cas des Henipavirus. En effet les glycoprotéines F et G
du virus Nipah et du virus Hendra peuvent provoquer la fusion de membranes méme lors
d’associations hétérotypiques. Or, la région des ponts di-sulfures de glycoprotéine F est
particuliérement conservée chez les Hénipavirus.

Nous avons vu dans un chapitre précédent que pour la glycoprotéine G, le
domaine 203ISYTLPVVG211 est déterminant. Pour ce qui est du domaine d'interaction sur
la glycoprotéine F, le domaine riche en cystéine est une cible intéressante. Plus précisément,
les petites boucles peuvent facilement entrer dans des poches situées sur la glycoprotéine G

et jouer le role de domaine d'interactions.
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Plus précisément, nous avons choisi de muter a l'intérieur des boucles, ce qui
évite que les mutations changent la conformation de la protéine. Nous avons introduit par
mutagénése dirigée dans ces boucles des tours 3, au niveau des acides aminés KR335/6GP et
S359P. Ces tours B perturbent la structure 3D des boucles (qui ne peuvent plus entrer dans
les poches) mais pas celle de la protéine. Les plasmides codant ces mutants ont ensuite été
co-transfectés avec phCMV-NiG dans des cellules Vero et analysés en immunofluorescence
avec un anticorps anti-F et un anticorps secondaire couplé a la FITC, ainsi qu’en culture

cellulaire.

VI-2-Effet des mutations dans le domaine riche en cytséines de la
glycoprotéine F sur l'interactions avec la glycoprotéines G

Résultats des tests de fusion

Les différentes mutations introduites dans la séquence codante la glycoprotéine F
ne change en rien son expression. C'est une expression forte et utilisable pour les tests de
fusion sur cellules Vero.

Lors de co-transfection avec la glycoprotéine G, on observe l'apparition de
nombreux syncytia avec le controle positif, c'est-a-dire lorsque la glycoprotéine F n'est pas
mutée. Cependant, les mutants des boucles cystéines montre une activit¢ de fusion moins
efficace, voire inefficace. Alors que les cellules transfectées avec les glycoprotéines F et G
sauvages sont a plus de 50% sous forme de syncytia, seules quelques cellules fusionnent
avec le mutant KR335/6PG, et aucune ni pour le mutant S359P ni pour la version mutée sur
les deux boucles. Cette expérience suggere que des boucles cystéines jouent un réle dans les

interactions entre les glycoprotéines F et G.

Résultats des expériences de co-immunoprécipitation

Les études de co-immunoprécipitation ont montré que les glycoprotéines F et G

des Henipavirus étaient fortement liées. Diverses combinaisons hétérotypiques (entre Nipah
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Pas de Niv-F NiV-F sauvage

NiV-F KR335/6GP

NiV-F S359P

Double mutant

Figure 36 : Les mutations dans les boucles cystéine n'empéche pas l'expression de la
glycoprotéine F (vérifié par immuno-marquage, colonne de gauche) mais limitent le nombre
de syncytia (fleches rouge, colonne de droite)
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et Hendra) ont méme été co-immunoprécipitées. Afin de vérifier I'affinité des mutants de la
glycoprotéine F pour la glycoprotéine G, j'ai réalis¢é des expériences de co-
immunoprécipitation de ces glycoprotéines.

Mes résultats montrent que la présence de la glycoprotéine G apres co-
immunoprécipitation avec la glycoprotéine F non mutée est facilement détectable. En
revanche, elle disparait complétement pour le mutant S359P. Ce mutant n'interagit donc pas
avec la glycoprotéine G. La présence de la mutation KR335/6GP induit le contraire : la
glycoprotéine G est fortement retrouvée aprés co-immunoprécipitation, en quantité bien plus
grande qu'avec la glycoprotéine F sauvage. La trop forte association entre ces deux protéines
est probablement responsable du faible nombre de syncytia observés lors de la co-
transfection. Comme chez les Morbillivirus, il semble exister une relation inverse entre le
degré d'association des glycoprotéines et la capacité de fusion (Plemper2002). La co-
immunoprécipitation avec le double mutant se solde (comme pour le test de fusion) par un
résultat identique a ce qui avait été obtenu avec la mutation S359P : pas d'interaction.

Ce domaine riche en cystéine de la glycoprotéine qui existe aussi chez les
Morbillivirus semble avoir le méme role chez les Henipavirus : l'interaction avec la
glycoprotéines G. En mutant les boucles cystéines, on perturbe cette interaction : trop forte,

le virus ne fusionne pas correctement ; trop faible le virus ne fusionne pas du tout.

VII-1-Hypothese de travail

Les humains, les souris et les Ptéropides représentent 3 types d'infections
différentes. Les premiers développent une encéphalite mortelle, les secondes sont non
infectables et les troisiemes sont des porteurs sains. Lorsque 'on regarde et compare les
séquences d'acides aminés des €phrineB2 de ces trois mammiferes, elles sont quasiment
identiques. On note cependant des différences majeures dans la tige extra-cellulaire. Chez
I'homme, la tige extra-cellulaire est prédite droite, alors que chez la souris elle est prédite

tordue au niveau des acides aminés 181-182 (acides aminés 179-180 chez I'humain) par un
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Figure 37 : En haut : Comparaison des séquences d’éphrine B2 humaine, murine et
mégachiropterienne. Les acides aminés non divergents sont représentés par des points. Les
acides aminés entre les positions 180 et 190 (agrandissement) provoquent des différences de
structure entre les différentes protéines : ainsi, un tour [ est présent dans la protéine
murine (position 181-182, surlignée en rouge) mais pas dans I’humaine. Chez les chauves-
souris, le tour B est bien présent, mais quelques acides aminés plus loin (position 189-190,
surligné en jaune). En bas: Représentation schematique des structures prédites des
éphrineB2 humaines (a gauche), murines (au centre) et de Pteropides (a droite). Ces deux
derniere présentent un tour f§ (en rouge) qui modifie l'inclinaison de la téte.
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tour B. De plus, nous avons remarqué chez les chauves-souris Pteropus vampyrus la tige est
aussi prédite tordue. Mais le tour B se trouve quelques acides aminés plus loin (position 189-
190).

Afin de verifier si le tour B de I'éphrineB2 murine a un effet protecteur contre les
Henipavirus, nous avons introduit par mutagénese dirigée des mutations dans deux types
d'éphrineB2, humaine et murine, de fagon a reproduire la conformation de la tige de l'un
chez l'autre et réciproquement. Ces échanges correspondent aux mutations D179G pour
I'éphrineB2 humaine et G181D pour I'éphrineB2 murine. Les plasmides codant les
éphrineB2 mutées ou sauvages ont ensuite ét¢ transfectés dans des cellules CHO puis

infectés avec le virus Nipah.

VII-2-Effet potentiel de l'angle de la tige sur l'entrée du virus

Les cellules CHO transfectées avec le vecteur codant I'éphrineB2 humaine ont
¢été bien infectées et produisent des syncytia en grandes quantités. En revanche, les cellules
transfectées avec I'éphrineB2 murine restent ininfectables.

De maniére intéressante, les cellules transfectées avec le mutant de 1'éphrineB2
humaine (avec un tour B comme la version murine) ne présentent pas de syncytia. La
modification de la tige confeére donc une protection contre le virus Nipah. Réciproquement,
la suppression du tour 3 de la tige de I'éphrineB2 murine I€ve cette protection.

D'apres ces résultats, il semblerait que la protection des souris par rapport aux
humains (et d'autres mammiferes) réside dans ce tour P situé au milieu de la tige extra-

cellulaire de I'éphrineB2.
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VIII-1-Le cas des chauves-souris européennes

Introduction

Les études citées dans les chapitres précédents ont montré une répartition des
Henipavirus tres large géographiquement. Cette répartition est due au réservoir du virus : les
chauves-souris. Les Mégachiropteres sont les principaux réservoirs, mais nous avons vu que
les Microchiroptéres pouvaient 1'étre aussi. Au cours de cette thése, j'ai pu tester des
chauves-souris européennes pour les Henipavirus.

Le but de cette étude était de déterminer la présence ou I'absence d’Henipavirus
dans les grottes fréquentées des chauves-souris. Ces grottes, situées dans les gorges du
Gardon sont un passage nécessaire pour beaucoup d'entre-elles. Certaines viennent y
hiberner ou hiverner, d'autre viennent s'y reproduire. Ces chauves-souris étant protégées (et
dans certains cas menacées), la sauvegarde et 1'étude de leur environnement sont
primordiales. Ces grottes sont aussi un atout touristique important pour la région. La

protection des chauves-souris et 1'exploitation touristique sont malgré tout conciliables.

Prélevements

Les prélévements de guano ont été réalisés dans 4 grottes des gorges du Gardon :
le Sambuc, St Joseph, St Veredennes et la Sartanette avec Guy Derivaz (agent assermenté
pour la capture des chauves-souris), le 30 Novembre 2007. Les échantillons ont été

immédiatement placés dans 0.5mL de PBS et congelés en carboglace a la sortie de la grotte.
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Figure 38 : Ci-contre, en haut : les gorges du Gardon, dans le sud de la France (Gard). Ci
contre, en bas : La grotte du Sambuc. C'est dans cette salle qu'ont été réalisé certains

prélevements. (Source : Arnaud Parvillé)
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Extraction des virus et infections :

Les échantillons sont décongelés en laboratoire et homogénéisés dans ImL de
PBS. Chaque homogénat est ensuite centrifugé 5 minutes a 1000g et le surnageant est filtré

sur membrane (pore 0,22uM) afin que seuls les virus puissent traverser.

Les virus purifiés ont ensuite été utilisés pour infecter des cellules Vero: 100uL
de virus ont été mélangés avec 400uL de milieu nutritif DMEM. Le mélange est utilisé pour
infecter un puits de 10° cellules Vero pendant une heure a 37°C en laboratoire P4. Le milieu
d'infection est ensuite complété par ImL de DMEM supplémenté avec 10% de sérum de
veau, ainsi qu'avec les antibiotiques pénicilline/streptomycine et I'antimycotique fungizone.

Les observations sont réalisées fréquemment pendant une semaine (Reynes2005).
Au bout d'une semaine, les surnageants sont collectés : 100uL servent a infecter
d'autre cellules dans les mémes conditions que décrites précédemment. 100uL sont utilisés

pour extraire les ARN viraux selon les procédures du laboratoire P4. Ces ARN sont

conservés au CERVI de Lyon pour d’éventuelles études rétrospectives.

VIII-2-Résultats

Aucun prélévement n'a induit la formation de syncytia. On peut donc conclure

qu'il n'y avait pas d'Hénipavirus infectieux présent dans les préleévements réalisés.
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PERSPECTIVES
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L'internalisation et la dégradation d'un récepteur par l'expression d'une
glycoprotéine virale est un bon moyen de tester de nouveaux inhibiteurs ou des mutations
dans un domaine fonctionnel. Cela est particulierement vrai pour des virus P4. Le travail en
P4 est difficile et onéreux. Ce systéme d'analyse de régulation négative du récepteur est au
contraire simple d'utilisation et peut étre réalis¢ en P1 ou P2. De plus, il a déja fait ses
preuves avec le virus de la rougeole, le virus Hendra et le virus Nipah.

Il serait d'ailleurs trés intéressant de tester différentes éphrines selon ce

protocole, notamment les éphrines avec ou sans tour f citées dans un précédent chapitre.

Plusieurs pathogeénes peuvent entrer par macropinocytose. Parmi les exemples
cités, plusieurs utilisent comme récepteur la protéine CD46. Le cas de CD46 est tres
intéressant : comme éphrineB2, c'est une protéine capable d'émettre un signal cellulaire, et
comme ¢éphrineB2 il induit la formation de filopodes (Pernet2009). On pourrait ainsi
généraliser l'hypothése d'une entrée par macropinocytose a tous les pathogenes intra-
cellulaires ayant un récepteur capable de transmettre un signal intra-cellulaire, d'induire la
formation de filopodes et étant régulé négativement apres infection. C'est le cas notamment
des récepteurs tyrosines kinases et des récepteurs aux facteurs de croissance.

Qu'en est-il des autres virus cités en exemple d'entrée par macropinocytose?
Dans le cas du VIH, les co-récepteurs viraux sont des récepteurs des chémokines, c'est-a-dire
des protéines capables d'émettre un signal intracellulaire. Dans le cas du virus de la dengue
de type 2, la présence de filopodes est nécessaire pour l'entrée du virus dans les cellules
HMEC-1 et le récepteur est un molécule de la motilité cellulaire dont la signalisation régule
Rac1/Cdc42 : l'intégrine a5p3 (Zamudio-Meza2009).

Inversement, le cas d' un virus dont on aurait noté I'entrée par macropinocytose
sans pour autant connaitre son récepteur : il serait envisageable de rechercher le récepteur
parmi les protéines répondant aux critére énoncés précédemment, limitant ainsi le nombre de

candidats. Un cas concret est le virus Ebola.
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De par son rdle dans l'angiogénése et la neurogénese, 1'éphrineB2 est un
protéine extrémement régulée, qui intervient principalement dans le développement précoce.
Or, elle est souvent retrouvée dans les lignées tumorales. Plus généralement, on la retrouve
exprimée dans bon nombre de cellules de tumeurs solides. La structure d'une tumeur solide
I'empéche de grandir sans créer son propre systeme vasculaire. Une réactivation de
I'éphrineB2 permet de recruter les cellules nécessaires a 1'élaboration d'un systéme
d'irrigation de la tumeur. Ainsi, ces trois derniéres années, 1'éphrineB2 a été détectée dans de
nombreux cancers et est devenue un marqueur de la plupart des tumeurs solides testées.

Nous avons vu que le virus Nipah était capable de réguler négativement
'éphrineB2 grace a sa glycoprotéine G. Théoriquement, il serait donc possible d'utiliser la
glycoprotéine G pour limiter la croissance tumorale : en régulant négativement 1'éphrineB2,
la glycoprotéine G pourrait empécher la formation d'un nouveau systéme vasculaire au
niveau de la tumeur, bloquant le développement de cette dernicre.

Plus intéressant, mais plus difficile est 'utilisation du virus Nipah comme virus
oncolytique. Nous avons vu que le virus Nipah était capable de détruire un tapis cellulaire en
moins de 72 heures, et de générer des foyers nécrotiques de plusieurs millimetres de
diametre dans les tissus exprimant fortement 1'éphrineB2 ou B3, tel le cerveau. Comme le
cerveau, de nombreuses tumeurs expriment fortement éphrineB2. L'utilisation d'un virus
atténué pourrait étre envisagée pour l'affaiblissement, voire la destruction de tumeurs
exprimant éphrineB2.

Malheureusement, un virus Nipah ou Hendra atténué n'est pas encore d'actualité.
L'utilisation d'un tel virus comme agent oncolytique est théoriquement trés séduisante (selon

ma propre opinion) mais reste encore scientifiquement lointain.
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DISCUSSION ET CONCLUSION
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Les virus Hendra et Nipah sont des Paramyxovirus presque comme les autres.
Leur classement dans un nouveau genre est tout a fait sensé. Ils seront peut-étre bientot
rejoints par les deux virus en cours de séquencage au Ghana. Mais il faut cependant bien
comprendre qu'il existe des différences fondamentales entre les Henipavirus et, par exemple,
les Morbillivirus qui sont leurs plus proches parents connus a ce jour.

Leur capacité a passer d'une espece a une autre, et méme d'un ordre a un autre en
est un exemple. Bien que nous ayons vu que certains Morbillivirus (par exemple CDV) en
étaient capable, cela reste une exception, alors que c'est la régle dans le cas des Henipavirus.
Leur génome exceptionnellement long, leur taux de mortalité tres élevé ou encore la
mutation dans leur polymérase d'un site catalytique conservé parmi tous les
Mononégavirales sont d'autres exemples.

Il n'est donc pas possible de supposer que tout ce que l'on sait de ces virus
s'applique aux Henipavirus. L'étude de l'entrée en est la preuve. La totalité des revues
consacrées aux Henipavirus décrit 1'entrée des Henipavirus comme celle des Morbillivirus :
par fusion a la membrane plasmique. La fusion indépendante du pH en est I'argument
principal. Nous avons cependant pu voir que le virus pouvait entrer par macropinocytose. En
mutant la tyrosine 304 de I'éphrineB2, on peut méme bloquer 'entrée de la quasi totalité du
virus. Les inhibiteurs des ¢éléments régulant la forme et les mouvements de la membrane
cellulaire sont par la méme occasion de trés bons inhibiteurs de I'entrée. Ainsi, la génistéine,
la wortmannin, la Toxine B de C.difficile ainsi que I'amiloride et la chloroquine ont montré
leur efficacité in vitro.

Plus intéressant encore, ces deux dernieres drogues ont montré une efficacité in
vivo, et bien que ces expériences demandent confirmation, elle ouvrent la voie a un
traitement contre les Henipavirus. Ce traitement, contrairement a ceux tentés jusqu'a présent
(a2 base de ribavirine) est peu onéreux, facile d'emploi : les poudres se conservent a

température ambiante et s'administrent per os).

I1 a été cependant tres difficile de faire publier ces résultats. La raison de cela est
la publication d'articles contradictoires. En 2007, Sawatsky et son équipe (Sawatsky2007)
concluaient un article en écrivant qu'il n'y a pas de régulation négative de 1'éphrineB2 par la
glycoprotéine G, et ce alors que toutes leurs expériences supposaient le contraire. Il s'avere

que la derniére d'entre-elles, un immuno-marquage, avait été faite avec un anticorps non
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spécifique de la partie extra-cellulaire de 1'éphrineB2. D'apres les données du fabriquant, cet
anticorps est dirigé contre la partie cytoplasmique de 1'éphrineB2. La prise en compte des
résultats obtenus avec cet anticorps a faussé tous les autres.

Plus tard 1'équipe, I'équipe allemande d'Andrea Maisner affirmait que
I'endocytose n'avait aucun effet sur l'entrée du virus Nipah. De nombreuses expériences
avaient permis d'exclure un a un les différents mécanismes d'endocytose. Seul un mécanisme
n'avait pas été testé : la macropinocytose. Plus tard, la méme équipe montrait que le virus
Nipah pouvait entrer méme si le récepteur cellulaire éphrineB2 était privé de sa queue
cytoplasmique. Cependant, nous avons remarqué que sur le western blot publié¢ dans leur
article, la taille de cette éphrineB2 délétée de sa queue cytoplasmique était de 37kDa, la

méme que celle non délétée (Thiel2008).

Depuis quelques temps, d'autres équipes s'intéressent a la chloroquine. L'équipe
d'Anne Moscona a montré que des concentrations de l'ordre du micromolaire pouvait
empécher l'entrée du virus, alors que les résultats présentés dans cette these sont 10 a 30 fois
plus élevés. En regardant de plus prés le protocole employé, on peut voir que les
glycoprotéines G utilisées pour cette étude sont délétées de leur queue
cytoplasmique(Porotto2009.). Or nous avons vu que ce genre de délétion affectait la capacité
des virus a développer des syncytia, ainsi que leur sensibilité aux antiviraux.

Ces expériences exagérant l'efficacité de la chloroquine commencent a avoir des
répercussions : un article publié récemment par I'équipe de Lin-Fa Wang et Chris C Broder a
montré que la chloroquine n'avait aucun effet protecteur sur des furets infectés par des doses
massives de virus Nipah. Cependant, leur étude présente deux problémes. Premierement, le
furet est un animal qui reproduit uniquement (mais parfaitement) le syndrome pulmonaire
associ¢ aux Henipavirus (B Mungall, Communication Publique a l'Université¢ de Floride,
2008), contrairement a notre modele : le hamster doré. Deuxiémement, les doses utilisées
sont extrémement faibles : 25mg/kg/;. Au cours de cette thése, j'ai du utiliser
500mg/kg/jour pour commencer a obtenir un résultat.

Cependant, il est vrai que 500 mg/kg/jour n'est pas une posologie
recommandable pour 1'étre humain, c'est méme une dose mortelle sans assistance médicale.
En fait, la dose mortelle pour I'homme est trés proche de la dose nécessaire pour commencer
a limiter 1'action du virus. Par contre, 1'utilisation d'hydroxychloroquine permet d'utiliser des
doses plus élevées avec moins de risques. Nous avons ainsi vu I'exemple d'une prise de 22g

d'hydroxychloroquine pers os non mortelle (Yanturali2004). Mais quelle que soit la
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molécule utilisée, les doses sont telles qu'une hospitalisation et un suivi médical intensif sont
nécessaires a la survie du patient. Le traitement doit donc encore étre amélioré, et les
combinaisons avec le Diazepam semblent étre une voie intéressante. Il reste cependant

beaucoup de travail avant de déterminer un protocole sur pour traiter I'étre humain.

Si nous revenons sur les mécanismes d'interaction entre la glycoprotéine G et

'éphrineB2 , nous pouvons classer ces mécanismes en deux type différents :

@ l'entrée par macropinocytose, qui est réalisée par une glycoprotéine G compléte
(c'est-a-dire commencant a la méthionine 1) inter-agissant avec une éphrineB2
compléte (c'est-a- dire avec une queue cytoplasmique intacte).

@ La fusion cellule-cellule, ou dispersion par formation de syncytia, qui ne nécessite

que la parties extra-cellulaires d'éphrineB2

De manicre intéressante, nous avons remarqué que la glycoprotéine H possede
elle aussi une deuxieéme méthionine en phase, et qu'elle aussi va influencer la taille de la
queue cytoplasmique. Or, nous avons vu dans un chapitre précédent que la glycoprotéine H
de la souche vaccinale de la rougeole pouvait réguler négativement son récepteur CD46 et
que, de plus, elle pouvait induire l'internalisation de CD46 par ce qui semble étre de la
macropinocytose.

Cette notion d'internalisation dépendant de la taille de la queue cytoplasmique
pourrait expliquer pourquoi certains virus entrent soit par macropinocytose soit par fusion a
la membrane. Nous avons aussi vu que ce genre de détail pouvait influencer la sensibilité
aux médicaments.

Il reste cependant un mystére a éclaircir : La glycoprotéine F ne semble pas
activée automatiquement et immédiatement comme décrit dans la littérature, et si l'on se
réfere a certaines expériences inhibant les liaisons entre domaine HR (et malheureusement

peu ou pas analysées), le role de F est méme douteux pour I'entrée (Bossart2005).
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Nipah virus entry into the host cell does not occur
by fusion at the plasma membrane but by the
endocytic mechanism of macropinocytosis

Olivier Pemet, Christine Pohl, Michelle Ainouze, Hasan Eweder, Robin Buckland

INSERM, Virelogic Humaine, Lyon, France

The Henipaviruses Wipah virus (NiV) and
Hendra virus (HeV) are zoonotic biosafety level
4 (B5L-4) paramvxovimses which have emerged
respectively in Asia and Australia over the
past ten to fifteen vears. Despite NIV infection
cansing a fatal encephalitis In man with up w0
52% mortality, and ontbreaks oceuming in Asia
on an annual basis, no ant-viral Teatments or
prophvlaxis are currendy available against this
dangerous pathozen. Furthermore, the future
development of NIV or He'V vaccines is unlikely
due o commercial considerations.

There are evidences that NiV eners the host
cell by an endocyviic ronte, namely receptol-
mediated macropinocytosis. The identification of
anendocytic pathway as the method of eniry used
by WIV is important as it should open the deor
for the development of a much-nesded low-cost
antiviral eanment. Hitherto, the Henipavirses
were believed fo enter the host cell like other
paramvzoviruses — by fusion of the virion
envelope with the host cell’s plasma membrane
at nentral pH. Paramyxovirus entry is thonght to
be mediated by the concerted acton of the viral
alvecoproteing, the amachment protein (NiV-G
mn the case of NiV) and the viral fusion protein
(WIV-F) following attachment to the receptor.
Althowgh the formadon of glant mmltinucleated
cells called svneyiia (cell-cell fusion invelving
the plasma membrane) is a hall-mark of Niv
mnfection, our resulss suggest that NiV oenmoy
coours via fusion with an intracellular membrane
following endocyiosis rather than direcily with
the plasma membrane.

The cellular receptor of NiV 1s ephrinS2
whose cellular function 15 to act as a ligand for
members of the EphB class of recepior tyrosing
kinases such as EphB4. Ephrins and Ephs are
plasma membrane-bound proteins that plav an
important role in development. Forexample, in the
case of ephirinB2 and EphE4 they are sxpressed
respeciively on venous cells and arerial cells
and plav an important role in vasculogenesis.

Essendally, when an EphB4-expressing arterial
cell encounters another during development of
the wascular system the result is adhesion but
conact berween an EphB4-expressing arterial
cell and an ephrinB2-expressing vencus cell
results in bi-directional frams-endocyiosis of
receptor-ligand complexes and subsequent cellular
repulsion. Our results, generated by a combination
of mutagenesis, fucrescent tagging and confocal
microscopy suggest that the NiVoamachment
glvcoprotein WiV-G& mimics EphB4 thereby
allowing NiV 10 enter by a sinnlar mechanism.

After previously mapping the ephrinB 2 binding
site o the NiV-G globular head we intended
to map the NiV-G binding site on ephrinB2
using recepror downrezulation as an assav for
muragenesis experiments. In the absence of an
effective andbody specific for uman ephrinB2
we tagged the receptor with GFP. This strategy
has allowed us to show not only that ephrinB2
is Imternalized upon interacdon with NiV-G
but also that the two proteins are imternalized
together into large (more than 0 5um diameter)
intracellular vesicles. The size of these vesicles
and the finding that ephrinE 2 expreszsion provokes
filopodia formanon led us to hypothesize that
the mechanism involved was MacTopinocyrosis.
Macropinocytosis is an active endocytic pathway
which 13 consdtutive in dendritic cells and
macrophages that serves to take up fuwid and
exozenous anilzens from the extracellular milien
bur can also be induced mansiently in many cell
tvpes by interaction with specific ligands such
a5 epidermal growth factor (EGF). When EGE
binds to itz receptor EGER a rapid intermalization
of both proteins is indoced and the resulting
intracellular vesicle is sorted to the lysosomes
by a Einase-dependent pathway. Importantly,
macrapinecyiosis has been shown o ocour in
regions of the plasma membrane where mufffing
- the formation of lamellipodia and filopodia - 1s
taking place.

Our results suggest that the cvioplasmic

Amrges comagpoandace fx Or Robin Buckland, "Mokodar basks of pammmovine eniny’, INSERM LUTEE ¥imkgs Humains, IFA 1328 EloSckenoss

Gadand-Lysn Sud, 31 Avenue Tony Sarnler, S0385 Lyon Cede 47, Fraros
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domain of ephrinB2 is required for entrv but
is dispensable for post-entry virns spread wvia
syneyia formarion. Intracellular signaling from
the cvieplasmic domain appears to be required
as NIV eniry 1z abrogated by the mutation of a
single yrosing residue. Furthermore, we find that
MNiVentry is Racl- and Cde42-dependent. These
small GTPases are molecular switches which
control the actin cvioskeleton and hence the
dynamics of filepodia formation. From our results
we hypothesize that when NiV-G {or EphB4)
interacts with ephnnB2 a single tyrosing in the
cytoplasmic domain becomes phosphorylated
triggenng a signalling cascade involving Racl
and Cded4? which results in the remmacton of
filopodia necessary for macropinocyiosis (o OCCur.
Importantly, we find that NiV entry is abrogated
by EIPA, an analog of amiloride, which is a
specific inhibitor of macropinocytosis. Morsover,
the Ivsosomotropic dmig chloroquine (CQ) which
acts by raising the pH of subcellular compartments
such as late endosomes and lysosomes abrogates
MNiV enmy in vifro. Interestingly, the protease
cathepsin L which cleaves and activates NiV-
F localizes in these cellular comparnments and
requires a low pH for actdvity, We hvpothesize
that bw raising the pH, CQ emraps WiV within
the intracellular vesicle thus tenninating enay. We
intend to test both OO and EIPA i vive using our
animal made] the hamster and are confiden: that
a novel low-cost antiviral mweatment can now be
developed not only for M1V but also He'W

(A paper describing these resulits has been
submitied to PLoS Pathogens and is currently
in revision).
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virus's Achilles' Heel Revealed

By Martin Enserink
ScienceNOW Daily News ;
18 February 2009 AlAAAS

Vienna, Austria--Scientists have made a discovery about the basic biology of the Nipah virus,
which suggests that cheap, existing drugs for high blood pressure and malaria may help fight the
disease. Nipah regularly strikes in rural Bangladesh and neighboring parts of India. The new
insights about the deadly pathogen, announced here on 14 February at the International Meeting
on Emerging Infectious Diseases and Surveillance, could lead to the first human drug studies
within a year, scientists say.

Nipah, which belongs to the Paramyxoviridae family and causes encephalitis, was discovered
during an outbreak in 1998 and 1999 in Malaysia and Singapore that killed 106 people and
sickened 170 others (Science, 16 April 1999, p. 407). Researchers later found that Pteropus
fruit bats are Nipah's most likely natural reservoir (Science, 28 July 2000 p. 518). In
Bangladesh, the virus appears to spread via date palm sap, which is collected overnight in clay
pots tied around the tree trunk and sold fresh in the morning. Fruit bats are known to visit the
trees to feed, and their urine and feces can end up in the pots.

No vaccines or drugs against Nipah exist. But now, a group led by Robin Buckland of
INSERM in Lyons, France, may have found Nipah's weak spot. Most researchers have
assumed that the virus enters host cells through fusion between the cell's plasma membrane
and the virus's envelope--a process that starts when a virus protein called G latches onto a host
receptor called ephrinB2. But the INSERM team discovered that instead, the virus enters the
cell through macropinocytosis, an ingestion process in which the cell membrane folds inward,
engulfing the virus and its receptor in an intracellular vesicle.

Armed with that knowledge, the team tested out three drugs: Amiloride, which is used to treat
hypertension and is known to block macropinocytosis; and the antimalarials chloroquine and
hydroxychloroquine, which the team suspected might hamstring the virus because they raise
the pH in intracellular compartments, including the vesicles created by macropinocytosis. In
cell cultures, they found, all three drugs block viral replication efficiently. The team will start
testing the drug in hamsters in a few weeks, says Olivier Pernet, a Ph.D. student in the group.

But tests in humans could begin even before the outcomes are known. "We're very excited by
these results," says Stephen Luby, who studies Nipah at the International Centre for
Diarrhoeal Disease Research in Bangladesh. Luby says he and others are already preparing a
study protocol to try at least one of the drugs the next time Nipah strikes.

Given its high fatality rate and the fact that the drugs are quite safe, it probably would be
unethical to conduct a randomized trial, in which half of the patients receive a placebo, Luby
says. Instead, all of the patients that can be reached would receive treatment, he says, and
their recovery rate would be compared with past experience.

http://sciencenow.sciencemag.org/cgi/content/full/2009/218/1
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T an endocyfic pathway. The NiV respior ephrind has recspi kinne activity and we find that griemils 23
Nepwor: cytoplismic doman 5 reg fof enary bt Edispentalie for post-enmy viral spread The mutation of 2 24
s v single tyresine residue {Y304F) in sphrmB 2% cytopliamis adl abrogates NV eniry, Moreover, owr rend®s 25
Exry shaw that MV entry is mishited by constrctions and drugs specific for the endocyic pathway of 25
Maiopince e cas mucropinacytosts, D findings mould potentially permat the rapd development of novel low-cost am#iral 27
Al treatments not anly far BV bur alsa Hell,
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Introdusct o eplrinB2 s expressed on vascular endothelial cells and newmns

Thee zoonaic biosfety level 4 {B5L-4 ) pathogens Nipah vires [NiV)
and Hendra virus {HeV) are the sole members of the Hafipavire
gents inthe Faramyxoviridas famity. NV first emergad 10 years ago
in Malaysia from its reservoir the Propus fruit bat. infecting
surcessively pigs and humans When the virus fistemerged, Nive
induced encephalitis was responsible for a mortality rate.of A% but
latterly annial NV ourtbreaks in Bangladesh hawe mure'}tm wihich
0 intermediata host has been dentified and the mostalicy rate has
almast doubded. At present. no antiviral Uaammm'nt_'pmph].ﬂaxh ane
available to combat NV infection. Gaining a better undarstanding of
MY entryinto the host cell s cruclal if anthviral sinhibiting this process
and hence infection are to be identifidd: -

The entry of enveloped virese§ into thethsticell b balieved to
oocur either by pH-inde pendent fusfon of the vrienenvelope with the
plasma membrana or by endocytosis. Tnghe Iiter case, the acidic pH
of the endosome i thought ttriggers'gpnformational changes in the
fusion protein leading to. fosion of ithe virkn and endosomal
membranes [Earp et.al 2004 ). WiV entry has been asumad to
ooour by the former mmmm‘ibﬁ' the concerted adion of
the viral glg,rmpmtém follwing recaptor attachment. NIV uses both
ephrink? and ephrinkd = limnds for members of the EphE clas of
recaptor tymsine knases [KTKs) - a5 receptors for entry { Bonaparte
et al, 2005 Negreta'et.al 2005, 2006). importantly, ephrint2 and
ephrinBl slso posess KTK activity Ephs and ephrins are plasma
membrane-bound proteins and consistent with NAs tropism,

* Cosespondog JaEhr.
Emad aufdrers: sodinbackia nlince on £ (R Buachiand )
! These awhors contobaned eqally tothis wod

042 E822/% — see Sron maer © 2009 Eluevier Inc. AN Dghes reserved
S IOV INASS Lvra 2000015

whereasephrinkd expression is limited to cells in partioular areas of
rha CNS such as the copus @ilosum and the spinal cond.

wAlthough the entry of paramyxoviruses such as NV has been
cansiderad to ooour exdusively by fusion at the plasma membrane
{Larnt: and Kolakofsky, 2001 ) two recent studies [Cantin et al, 2007,
Kelokoltsov et al, 2007) sugges that endocytosis can 3o play a role
in the entry of two paramyxovinuses: aveolse -dependent endocsto-
sis in the case of Mewcastle disease virws (NDV) and clathrin-
dependent endocytosis for respiratony syncytilal vins [FSY ) Recently,
vacoinda vines the prototype of the family Posviridae, and human
adenovines of the Gmily Adenoviridse have been shown o use
macrapinecytosts for entry [Amstutz et al, 2008; Mepcer and
Helen s, 2008). Constitutive macropinocytoss s an active endocytic
pathway ocourring in magophages and immanme dendritic cells,
which serves to take up fluid and exogenodus antigens from the
extracellular miliew but is abko implicated in call migration (for a
meview see [Conner and Schmid, 2302; Klasse e al 1998) In many
other cell types macropinocytosis can be induced transiently by
interaction of receptors with specific ligands. For example, binding of
epldermal growth factor (EGF) to its receptor BGFR induces rapld
internalization of both proteins and intmcellular sorting to the
Wsmsomes by 3 kinase-dependent pathway [Kornilova et al. 194946).
Moreover, macropinocytosis ocowrs in regions of the plasma
membrane where the formation of lamsllipodia and flopodia is
taking place (for a jeview, see Klasse et al | 1998). A recant review on
viral entry by macmopinocytosis [Mermer and Helendus, 2008)
discuszes the molecular machinery involved in this endocytic
pathway amd the criteria by which it can be characterized. Here we
show that both in Vero cells and CHO-K1 cells expresing human
ephrinB L entry by the paramyxovines MY ooours o by fusion at the
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plasma membrane but by an endocytic mechanism that fit criteria
defining macropinocytosis

Results
ephrinEd induces filypodia formation and &5 endocybosed by MV-G

The ariginal aim of this snedy was @ investigate whe ther ephrin B2
is downregulated from the cell surface wpon infection We  had
previously mapped the ephrinB? binding site on the MV-G globlar
head [Guillsume et al. 2006) and endeavored to map the NV-G
binding site on ephrinB2 by using receptor downmegulation as a
handle. We anticipated that ephrinE2 could be downregulated by
NiV-G because members of the Morbilivins genus, the only
paramyxoving gens ather than the Henipavinses o use celhilar
protei s as rece phors rathe r than sialic acid. internal ize their receptors
upon infection. A major problem in stidying ephrinB2 dow noegla-
i i5 the lack of an adeqguate o -hwma n-2 phrink2 ant body, probabdy
explained by the very high level of conservation between human and
murine ephrini2. To overcome this difficuly. we wsed a reconmisnant
system tagging human ephrinB2 with eGF by subcloning the
ephrinB? gene into the pelFP-N1 expression vector that we wed to
tansfect {ephrinbB2-negative) CHO-K1 cells. In contrast to the
expresion of eGFP {Fig. 1A). we found that the sxpresion of
ephrini2-oGFP induced the formation of meltiple etended s mified
filopodia {Fig. 1BL Thisfinding is In agreement with a previoes report
that expression of murine sphrinB? in B16 melanomaicalls indueces
the formation of filopodia thereby enhancing cell migration {Meyer
et al. 2005

Lising confocal microscopy analysis, we found that when ephrin B2
tagged with «GFP {green] was co-expre ssed with miEFP {red) in CHO-
K1 cells, the ephrink2 was presentin the plasma membrane in
particular at the level of the numesmus filopodia but there was o
colocali zation with mRFP whose expression Was cvtoplasmic { Fig. 24,
top L However, when ephrinBleGFP wasco-expressad with NIV-G
miFP, the two proteins were sndocytoead, codocal izing in intracellw-
lar vesicles and the nimber of flopddia appeared o be reduced
[Fig. 2a, middle). Expression of mRFP-tageed NV-G was verified by
flow cytometry, and its fisjor promotion capacity by co-expresion
with MiV-F [Figs 518 and BL Furthermore. soluble murine EphBd-Fo
wias esed to demons rate that s surface expression was equivalent to
that of non-tagged aphrinB2 (Fiz 53). As our previous results had
shown that reskdue E533 of NiV-G s crucial for the interaction with
ephrinB2 {Guillaume et al. 2006). we ablo co-expressed the NV-G

ES330.mEF® mutant with ephrinBZe0RE Inthis case, smaller vesicles
with much lower levels of cologalization were observed and the
number of filopodia appeared o ke unafecad [Fig. 24 bottom)

Asthesa results appear toshowithatephrin2 & endocytosed from
the cell surface following contact with NIV-G.we began ro consider
the possibility that the whole vines could enter the host cell by the
same mechanism TE. jt wiis important to determine whether
intracellvlar vescleswers also formed when ephrinB2 and NiV-G
were expresed onoppasing cellE For this, cocul teres were made of
Niv-(-expressing CHO cellBwith CHO calls expressing either e GFP or
ephrinBl =G Evenwhen in Close proximity, there wasno transferof
NiV-G oo elGFP-expressing CHO cells (e 2B, top). In contrast, in
cocul fumesinf. WiV-G- and ephrinB2-expressing CHO-K1 cells both
proteins werefound to colocalize in large wvesicles in ephrink2-
expressing cells a5 well & in RV -G-expresing cells (Fig 28, botrom L
An' this expaniment. NiV-G was stained intracellularly wsing an anti-
NiV-G 'monoclonal antibody [3A7) and a secondary goat-o-mouse
antibody conjugated with AlevaS68 {red ) but identical results were
ohtainedwith NV-GmEFP (na shown).

The intracellilor vesicles commining eghring2 and NiV-G traffic to the
lEmsaimes

Time-lapse microscopy of CHO cells expressing ephrinB2-=0FF
and NiV-G shows mafficking of incoming vesicles towands the center
of the call {Video 51). As a pamicular type of endocytic vesicle - the
macmpiresome — has been shown to traffi and fuse with hysosomes
[Racoosin and Swanson, 19493, we decided to investigate whether
this fate befell intracellular vesicles containing ephrinB2 and MG
Ta determine this. CHO-K1 cells co~expressing ephrinB2eGFP and
NiW-G tagged with «CFF were stained with Lysotracker Red. a dye
specific for the ysmomal compartment. The majority of vesicles
containing both e phrini2-e GFF {green) and NV-G-o0FP {oran-blue )
co-stained with Lysotracker {red) {Fig. 3). The enlargement (Fgz 3.
right) shows typical lysosomes |indicated by arrows) in proximity
with glant intracellelar vesicles containing ephrindl and MNV-G.
Exjpression of eCFP-tagged NiV-G was verifiad by fiow cytometry and
Its fusion promaotien capacity by co-expression with NiV-F {Fiz. 514
and B). Lampl & a membrane protein marker of late endosomes/
Jysosomes and similar results were obtained with an anti-Lamp1
antibody (Adexa 568 saining {Fig 56)

Taken together, our reswlts strongly seggest that the intracellular
vesicles contalning ephrinBd and NiV-G are endocytic - possibly
macropinacytic - and traffic to the lysosomas.

Hg 2. Co-gxpoeauion of NG and ephrn@l- oL TP rady 1o the Joe s internaiz an, (A ) CHO cells wer tmreleced with 1 pgod peCrP-NiephnnsZ and evtier 1 pg po®ad 1,
PCDAT. I MV G, MEFE polRAl MG BRI mERT or pelNAL. 1-EphE4mEFP. Ce i wem then observad by conforal micrescopy and the feorescence prodile dong e yelios
b guant sfied | B} Popaiasors of CHO ool enprecsng. e her oL 5P {upper panel | or ephrimsE oL FP {lower panel) wer mined with 2 popa hzon of CHO cel e xpoe-cuing MIV-G and
cocuitvarad for 34 A priorio NG maiming of fooed permeabalized ool and confor 2l micresnogec ana fyses for dnges- e raal aron of ¢ phan B2 e GFP and BV G- mEFF. Imagescn

the rig hand mde 3w enfargemenss of S Enages on the bt Scaleban 15 pm
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NiV-G-aCFP

EFN B2-eGFP

Lysotracker

Az 1t B aned MG colbc e enlarge vesches thar rrafficro fysosoanes,
foomd and arabyzed by con focal mic gy, ATows india e Typical iysocomes. T
g

VLG expressing NIV-Gor NMIV-GAF Menter e lis by the same mechanizm
& MIV-G

We next wanrted to investigate whether the intzractlon batween
NG and ephrinB2 would allow whole virus o entes by rhis
cytic me chamism but were unable to make confocal microscope
shedies with live NIV cutside of the BS L1 lahoratory Tooweroome this
difficuelry. we generated virus-like particles {VLPs) expressing MiV-G
elther alone or in combination with NV-F and MWW hatibeen
spressianof individual NV po forexamplabiv-G)
from plasmids can drive the frmation of VUPs that amaeleased into
culture supernatants | et al 7). Furthenmor the oo
lon of MIV-G and MIV-F tope ther. with NIV-M leads to the
ot of VLIPS that have the sizefand charactésistics of authentic
1. 10 was particull arly impstant toinchde |
F vo study if VUPs containing the'two NIV ohoapmteing would fuse
with the plasma membrane rather than entére ndocytically. Thus, a
wastarrn blot was made to confirm the: prese nee of NIV-Gand NIV-Fin
the latter VLIPS {Fig 54). We nsed the Patch protoon] {Patch et al
207 a5 a basis o prodiee.dee VLP: which, ebeled with oo adecy]
rodamine B [R18)" & lipophilic ved fleorescent membrane dye
were added to cells expresing eithe reGFF ore phrinb2-2 GFP [Fig. 4)
CHO-K1 cells expréssing el did not bind MIV-G-expressing VILPs
(Fig- 44), whereas binding & well a5 internalization of VLPs was
observed with ephrinE2-expressing cells (Figs. 4B and C) VLPs were
found in association with filepodia and in large intrace Hular vesicles
where they colocalized with ephrinB2-eCGFP{ Fig 4B).In later stages of
the uptake process. ephrinB2-eGFP and MV-G-containing ViUPs
colocalized entrely in large intracellular vesicles [Flg. 4C). Simdlar
resilts were obtained with VLPs produced by the co-expression of
NiV-G, NiV-F and MIV-M with o evidence of K18 coloration of the
plasma membrane {Fig. AD0). These results lad s to hypothesize that
Wi canenter cells via an endocytic mechanism

L]

s o NpTeEng ephrinEl eLIF and NAV-GelFPwes mawd with sogackerRed J4h p
e image on the Sgks 5 an enlargement of the merged image on the e, bozom panel Scae Bar.

Mutation of ephn nB2 regidues respansible o intemconion with Ephd
ahrogates NIV entry

Interestingly. ephrinb and its cognate receptw EphB4 are also
co-endocytmad i nto intrace thelar vesicles following their interaction
on opposing plasma membranes {Marston et al, 2003) We
confirmed this by tagging mEphBd with mREFP and showing that
it &5 co-endocytosed with ephrinB2 in the same manner as NV-G
[Fig- 2). This result led us to hypothesize that MV cowld gain entry
into the host cell by NV-G mimicking EphB4s interaction with
ephrinBl. To test this we Imesigated the effect an NV entry of

used NIV cell-cell, fusion a5 a read-out for NiV-entry. Ce L
[syncytia formation) is the hallmark of NV infection and &
dependent uwpon viral entry. If the wines enters. by whatewver
mechanism, viral replication ensues and de nows synthesized MV
glycopmteins G and F accumulate in the infacted cell’s plasma
mambrane inducing synoytia formation by fusion with surmounding
cells. Quantification was made by expressing the number of nuckel
presant in synoytia as a percentage of the total number of neclel as
previcwsly desaibed [Guillawme et al To ensure that the
mutations do o have an inhibitory effec on the viral fusion
piocess per se, we also tested their effect on cell-cell, fusion indwced
by the wviral glycoproteins G and F expressed from plasmids. The
expression and localization of all ephrinB? mutants was verified by
Row cytometry and conventional microscopy [Fims. S2A and B)
1FM V-G mimics EphiBd, mastations in the G-H loopshouwld abnogate
the interaction ephrinE MIV-G blocking in turn RV entry and MiV-
indhwced oell-cel] fusion. We found that this wasindeed the case Twa
single mutations, FI20A and W125A, reduced call-cel| fuslon [not
shown) whereas the quadruple mutation of F120, N123, W125 and
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L127 to alanine resulted in an abrogation of fusion (Figa 5A and B).
These results demanstrate that the same domain of the G-H loop of
ephrinB2 is responsible for the interaction with both EphBd and MiV-G.

Endocytic entry by NV does not reguire low pH

‘We next used the lysomotropic drug chlormquine [CQ). which
raises the pH of late endosomes and |ysosomes, to investigate

whether the potential endocytic entry by NV & dependent (a5 is
the case for the vast majority of vineses that enter by receptor-
mediated endocytosis) on the acidic conditions found in late
endmsomes and lysosomes. We found that 100 pM 00 reduced the
number of NV plagues in the plague assay by 100% but importanthy
cell-cel]l fusion indwced by transient co-expression of the NV
glycoproteins was also completely abrogated [not shown) Interest-
ingly, further investigation revealed that MiV glycoproteins were
present in the plasma membrane of the infected cells {Fig. 55) treated
with O, This suggests that low pH is not required to allow NIV to exit
fromit he endocytic vesicle and replicate but thatcleavage of the MiV-F,
catalyzed by the low, pH requiring protease cathepsin L (Pager and
Dutch, 2005) s inhibited under these conditions. Owr resul ts confirm
and extend the results of a recent study [ Porrotto et al_. 2004) which
identified O as an inhibitor of henipavinus replication via a high-
throughput screening assay wsing recombinant vesioular stomatitis
virus (V5V) pseudatyped with HeV-G and NIV-F.

Interaction of NIV-Gowith ephring2 induces phosphorplation of tyrasine
residues in gphrinE2's cytoplasmie tail

The cytoplasmic tail of ephrink2 mediates reverse signaling via
protein-pratein interacions with intracellular protains {Cowan and
Henkemeyer, 2000; Lu et al_ 2001 Upon interaction with Ephs,
ephrins become phsphordated at cytoplasmic tyrosine residues
within the 22 residue region between residues 301 and 322 which
allows the recruitment of the adaptor profein Grbd that transdwces
the signal to downstream signaling cascades regulating cytoskeleton
dynamics {Cowan and Henkemeyer, 2001, Holland et al_. 19846, We
thus investigat ed whe ther the cont act of NiV-Gwith ephrinB in dwces
the phosphorylation of tyrosine residuss in gphrin B2S cytoplasmic
tail We did this by co-expressing NiV-G.mRFP and e phainE2-e GFP In
CHO-K1 cells and then staining with an a-phosphotyrosing antibody.
The quantification trace shows that phosphotyrosing staining only
ooowrred in vesicles in which ephrinB2 and NiV-G ool ocali zed whe e as
in cells not transfected with NiV-G phosphotyrosine staining was
scattered in small punctuations (Fig 5€L Theseresults suggest the
possibility that ephrinB2 cytoplasmic domain tyrosines are phos-
phonylated following contact with NiV-G.

A single fyrogine mutation |Y3FRn the ephrinB2 cyoplemic regon
winually ahrogates NIV entry

We next investigated whether phosphorylation of ephring2
fiod bowiineg imiter acti onownith, NiV=G was relevant to entry of the whole
vines. To investigate whether tyrosine residues present in the
ephrinB2 cytoplasmic tail play a role in NiV entry, we first truncated
2phrink2’s cytoplasmic tallat serine268. By using cell-el fusion asa
read-owt for WiV entry. we found that this truncation drastically

redwoed NIV entry, and hence fusion. However, this truncation did not
effect call-call fusion induced by transient co-expression of the NV
glymproteins | Figs. 54 and B).

Mext. all six fyrosine residues present in the cytoplasmic tail were
mutated individually to phenyalanine (which lacks the hydrox
group on the phenyl ring that allows tyrosine to be phosphonylated).
Mutationof the two tyrosine residwes present at the C-terminus, ¥330
and ¥331, had no effect (Figs 5A and B) and a similar result was
obtained mutating Y311, ¥316 and ¥252 {not shown) but the ¥304F
mutation caused a 98% reduction in NiV-induced cell-cel] fusion
without having any regative effect on cell-cel] fusion induced by
transient co-expression of the NNV glyoproteins (Figs. 54 and B).
Furthermore, we found that the number of NiV-G/ephrinB2 vesicles
staining positive for phosphotyrosine was maore than 90% redwced in
CHO cells expressing the ¥ 304F mutan t0f ephrinB2 rather than the wi
protein (Fig 50). The quantification graph confirms that strong
localization of ephrink2 {green) and a-phosphotyrosine [blue) only
aoours where NiV-G (red) flugrescence increases (Fig. 5C Graph).
Interestingly, the Y304F mutant &ill localizes with NiV-G but cannot
be phosphoryated | phosphatwosine signal absent) or internalized
intolarge vesicles [Figs. 5C and D). These results strongly suggest that
phosphorylation of Y304 plays an important role in NV entry

If WiV entry is dependen t upon phosphoryation of tyrosines in the
ephrint2 cytoplasmic fail this ralses the possibility of blocking MV
entry by inhibiting fyrosine kinase activine 'We thus examined the
effect of the proad-spectrum tyrasine kinase inhibitor gendstein using
a plaque aszay We found that 50 pM of genistein resulted in a
statistically significant reduction (2Z2%; p<Q05) in the number of NV
plaqueso(Fig. 6A) bethad livte effect on cell-cell, fusion induced by
transfection of plasmids expressing NV-G and NiV-F (Fig. 6E).
Although the pleiotropic and toxic nature of this broad-spectrum
inhibitor has to be taken into account. these results imply that
tymosine kinase activity plays a mole in NV entry

Taking our results together with the Klein group's study of EphB-
ephring bi-directional endocytosis (Zimmer et al, 2003) led us to
hypothesize that the endocytic pat hway wsed by NV for entry could
e macropinocytosis We thus tested the effect of a number of known
inhibitors of viral entry by macropinocytosis {Mearncer and Helenius,
2008) on the entry of MiV.

Daminant-negative sutants of Racl and Gded2 reduce cell-cell fusion
induced by NV but the Rhod domdmant-negative mutant has no effea

The Kho subfamily small GTPases Kacl and Cded2, whose
expression indues the production of lamellipodia and filopodia
respectively, have been implicated inthe contral of macropinocytosis
[Garrett et al 2000; West et al 2000). In a preliminary investigation,
we tested the effed of Tain B (from Qostridivm difficile) a mono-
glucosyltransferase known to inhibit Eho subfamily GTPases
[Aktories and Barbderi, 2005) on MiV entry. 'We found that 80 mM
Teetin B reduced the number of NV plagues by 50% (Fig. 6A) but had
little effect an cell-cel] fusion induced by transient co-expression of
the NIV glycoproteins [ Fig. 6B). However, for the resson that Toxin B
probably has a pluripotent effect on cells we targeted Racl and Cded2
directly. According to a recent review on viral entry by macro-

pinocytosis [Mercer and Helenius, 2008 ). infaction by macropi nocy-
tosi s depends upon Racl and Cded2 but not Rhoa. We found this tobe

Fig. 5. IV enary requizs fyroane 304 in the ephrinEl cyiog domain. {4 CHO ¢

resdues mused (FI, N1Z3, WIZS, LIZ7/AAAA), ephrnsZ lacking the Cyoplamic tal (4268 or with cptop

sdecred o express oph BnEZ-¢(FF (non-mated), ephrmE2-eGFP with foar G-H loop
2l symsine resid d to phemylil (VI4F,

V¥I30) TFF). Cells were et her indested wish NIV {200 PFLY well) 24 b po. opper panel) or co-rareiected with pROM-S00 -G an d phOs Vs F {lower paned ). Cells were sxamored
42 hpl ar p.i forsynoyma foemaian. (B Celioo-cell fesion in Fig. 44 expenments was quantia svely analyzed and i epressed 25 the rae of nisce n synopsa o ol macked m
thme randomily sedeed images Experiments were periommed in tuphc e and dara ame rep d 2% S of th (T} ephrinEl} & phoaphorylated wpon
Imteramion with MiV-G. Upper panels: CHI cells expressng ephrnBR ¢ GFF with of without MiV-G-mRFP were fived, perme abilined, stamed with an - phosphosyrosne anskody
and a secondary aneitady, @at-comose-Aleas4T and hen analyzed by condocal mucroscop Lower panels: e SIme eNpErImEn T made with ephrinEl VI04E Salebar 15pm
(I} Effece of ephrinEl YI0F mtaion on ¢ ciocalizason of e phon B2 and ans-phosphotyTomn e, with and withowt MIV-G, in nraceliular wesickes. The mamier of sphonsz  antd-
phsphogyrosme ™ wesicles per cell was counted. For each set, 10 cells were anabmed and dam are reg d a5 the sandard dewlason of Se mean
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ithe case Expresion of the dominant-negative mut ant of £ hod had mo
effect on MiV-induced cell-cell fusion but expression ofiithe
dominant-pegative mutants of Kacl o Cdod2 led to a reduction of
by A& and 53K respeotively (Fig 6C). In contrast, the Racl and Cded2
mutants had no or minimal effect on cell-cell, fusion dndwced by
transient co-expression of the MV ghooproteins [FiE 601 These
resulis give strong support o the hypathesis that NW@ntry ooours via
maACTopinocy oS

H[3]K inhdbirors reduce MV emty

As Ras activation by receptor tymsins knases Tnitlaces the
phosphatidylinositol-3-kinase {PI[3K) simaling. pathway which
modulates the clswre of macopingsomes, the M{3K inhibitors
wikrtmanmin and LY 284002 showld havaan «ffectinn viral entoy if this
woocurs by macropinacytoss [ Mercer and Helémius, 2008). We found
that thiswas indeed the case; wommanninand LY 254002 reduced the
number of MV plagues in our ‘plague’ asay by G5 and 48%
respectively [Fig. GA) Momeover we found that the small mokaile
Hebbizating a specifiginhibieor o myosin 1 [required to effect the
closwre of macrapinosomes) Teducad NIV plaguee numbers by 54%
[Fig-8AL

Latnoiculin A smangly inhibilfs NV entry

Macropinosome formation Is an actin-based process. Thus. viral
entry and Infaction wia macropinocytosis should be sensitive to
inhibitors of actin dynamics such as the compound Latrunculin A
(Mercer and Helenius, 20048). We found that Latneculin A, which
inhibdts the polymerization of actin, reduced the member of MV
plagues in our plaque assay by 53% (Fig 8A). This result provides
critical evidence that NIV entry ooours via macop ocasis.

Arnilonde ahragates NIV enny

Finally, we testad the effect of amikwide a spedfic inhitdtor of
meacrpinecytoss which acts by blocking the Ma+/H+ exchange
required for macrpinocytosis o ooour [West et al. 198%). Fluid
uptake by cells via macmopinooytass can be monitorad by the wse of
the fheid phase marker 70-kDa dextran {Mercer and Helenius, 2008]
‘We hypothesized that if the NIV-GlephrinB2 interaction induces
macpinecytoss the tansient expression of NIV-G in cells permis-
sive for MV should result in an uptake of 70-kDa dextran that would
be sensitive wo ethy] isopropsd amiloride {EPA )L We found that this
was indead the case: expression of MIV-Gin Vero cells esulted in a
steady increase in the wptake of T0-kDy FITC-dextran over &0 min as
measured by fiow cytomeny and trestment with 100 pM BPA
reduced this wptake by mare than 35% {Fig. 601 Moreover, we found
that 100 pM EPA reduced NIV plaque members in a plague asay by
1048 {Fig-6A) but had minimal eflects on cell-cell fusion indwcad by
the transient co-expression of the NIV glycoproteins { Fig. 68 1 When
weinvestigated the effect of lwer EIPA concentrations in the plagus
Assay, we found that the number of plaques (pfu) formed was
inversely proporticnal to the EIPA concentration (Fig. 6E)

D scusshon

The major conchesion from this soudy |5 that 8V can enter the hos
cell by receptar-mediated & ndocyasis and that the partinelar endocytic
pathway wiad is macropinocytrsia To our knowledge. this s the first
demonstration of paramyxovires entry by macroplnocytosis—the vast
major fy are assumed to enter the host call by fusion {atnewtral pH) at
the plasma membrane. Moreover, ouwr results abained with the
lysomatropic dreg chlomguine suggest that the endocytic pathway
wsed by MW does not depe nd upon low pH, an entry mechanism that

Please cite this article 257 Pernat, O et al. Nipah virus emtnr can coour by macopirocynosts, Vimlogy { 2004 1. dol: 10,1016/ vmL 2008 68 016
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few wiruses are known to wiilize. Ouwr results sugge st that MV achieves
endorytic entry by wirtwe of its abtach ment protein Niv-G mimicking
the interaction of EphB4 with its ligand ephrinB2. Importantly, both
EphEd and ephrinB2 have receptor tyrosine kinase [KTK) activity and
are implicated in numermes cellular proceses important in develop-
ment. Maably, they are expressed respectively on ve now s and arteri al
endothelial @lls. During vasoulogenesis, their interacti onenswres that
repulsion rather than adhesion coours when a venows cell encounters
an anerial cell. Repulsion is achieved by bi-directional trans-
endocytosis of the intact EphBd-ephrinB2 complex th at is concomitant
with depolymerization of the actin skeletonand ret ractionof filopodia
and lamellipodia. This mechanism strongly resembles receptor-
medi ated macropinogrtosis [Wilkinson, 2008).

Recent publications have already hinted that endocytosis is
invohved in Hemipavirus replication although the mechanism by
which this is achieved and indeed its significance. have remained
obscure. The first indication was the finding that the protease
Cathepsin L, - which localizes to low pH late endosomes and
hysosomes, - is responsible for the proteolytic processing of both the
HeV-F protein (Pager and Duwtch. 20:05) and MiV-F [Himanen et al_
2001). Another study wsing transient expression of He'V glycoproteins
in Wero cells found that expression of dominant- negative mutants of
GTPases Racl and Cded2 had little effect on cell-cell fusionindwced by
plasmids expressing NiV-G and MV [Schowalter et al. 2006, but
these awthors did not investigate the effect of these mutants on oell-
cell, fusion induced by the wirus. Finally. a recent publication
[Diederich et al 2008) reported that NIV can be endogrtosed but
the auwthors - who did not test any inhibitors of receptor-mediated
macropinocytosis and did not demonstrate NiV-G-induced e phrinB2
downregulation - concluded that endocytosis is “definitely not
required for the NIV entry process”. We believe that this conclusion
is emphatically contradicted by our results

In effect. aur preliminary findings show that when ephrinB2 and
MiV-G are expressed on opposing cells both proteins are trans
endorytosed into intracellular vesicles which are then transponted
towards the lysesomes. Mot only does this demonstrate, for thefirst
time, that the NV receptor is internalized from the cell surface wpon
interaction with NiV-G but also suggests that NV-G can potential by
mimic EphB4’s interaction with ephrinE2 and thereby allow Nk to
enter by the same endocytic mechanism. Hitherta, the question of
ephrink2 downregulation by NiV-G has been controversial A resent
repont {Sawatsky et al 2007) conched ed that both the expression of
MiV-G and MW infectionhad noeflect onthe cell-surface expression of
ephrink2. We found this result surprising because the clasely related
Morbilliviruses internalize their rece ptors. upon infectlon. Viruses of
the Morbillivinus genus and the Henipawirus genus differ from the
other paramyxavineses in that they use cellularproteins as rece ptors
rather than sialic acid and for the Morbillivines measles vines [MV) it
has been shown that its two known receptors CDd6 and SLAM
[CDM50), are downregulsted from the @l surface upon infection
[Maniche et al. 1993; Tanaka ef al 2002) Moreover, ephrinb2
downregulation could potentiallybe responsible for the vasoulitis that
characte rizes MV pathogens siin partioular ence phalitis, as vasoular
smoath muscle mural cells requine ephrinB2 for their association with
small diameter blood wessels [ Foo et al., 20061

Our finding that expresion of ephrink2 provokes the formation of
extensive polarized filopodia was an initial indication that macro-
pinocytosis could be involved in NIV entry. Filopodia are protrusions
of the plasma membrane important not anly for cell movement and
tentative encounters with other cells but also - in specialized cell
types such 25 macrophages and immature dandritic calls - for uptake
of fluid and the entrapment of exogenous antigen (for a review see
[Conmer and Schmid, 2002; Klase etal. 1998; West of al_ 1989]

If MiV-G mimics EphB, the same residues of ephring2 should be
responsible for the interaction with both of these proteins. We have
demaonstrated that thisisindeed the case: mutating e phring2 residues

in the solwent-exposed G-H loop that have been shown to be
responsible for interaction with EphB4 in co-crystallization studies
[Kolokoltsov et al., 2007) abrogated syncytia formation by NV A
recent co-crystallization study of ephrinB2 and NV-G [Bowden et al .
2008 ) confirms that this stretch of gphrink2’s G-Hloop is the binding
site for NIV-Go Significantly, by tagging EphBd with mEFP, we were
able to show that this protein is co-endocytosed with ephrinB2 in the
same manmer as for NiV-G confirming the results of the Klein group
[Zmmer et al, 2003) Becawse Klein's group did not find any
colocal ization with markers of the clathrin and caveolse pathways.
they speculated that the endocytic mechanism responsible for
ephrink-EphE endocytosis was either phagocytasis or machopinocy-
tosls, especial by as they found that the process was dependent on the
GTPase Racl (dAmmer et al. 2003) Taking this into oonsderation
together with owr results we decided po test the effect of a numberof
inhibitors known to disrupt viral entry by macropin ocytosis | Mercer
and Helenius, 2008) on NiV entry.Wiral entry by macropi nocytosis is
dependent bath on a multi-branched signaling cascade and cytoskel-
eton dynamics {Mercer and Helenius 20081 The results obtained
with the Racl, Cdeod2 andojhod dominant-negative mutants,
wartmannin, LY294002, blebbistatin and jn particular Latrunculin A
and the amiloride derivative EIPA provide compelling evidence that
ithe rece pror-medisted endocytic pathway that NV uses for entry is

nOCytosis.

Although EIPA abrogated NV infection. 100K the effect of
amiloride is no longer considered to be the definitive test for
macropinocytosis {Mercer and Helenius 2008). However, a5 macmo-
pinocytosis, unlike fusion at the plasma membrane, requires actin
polymenization to allow the necessary changes in cyteskeleton
dymamics our finding that Latrunoulin A gives an 83% inhibition of
iV indection provides very strong support that macropinocytosis is
invalvedo It is dnteresting to note that inhikdtors such as genestein and
Teegin B, which are toxic and have pluripotent effects in the cell, shiow
relatively lower inhibition rates (228 and 50% respectively) whereas
ithe: migie specific inhibitors give higher inhibition rates. Obtaini ng less
than 100% inhibition with macropinocytosis inhibitors could be
interpreted as meaning that NIV does not enter exclusively by
macropinacytosis into the cell lines we have wsad. We advance two
major reasons why we believe that this i not the case Firstly, as
macnopinocytosis is indwced wia a multi-branched signaling cascade
[Mercer and Helenius 2008) redundancy could provide an explana-
tion as to why inhibition with centain dregs and dominant-negative
muwtants was nof total For example. Racl and Cdcd2 dominant-
negative mutants gave reductions in NV infection by 46% and 53%,
respectively. However, although Cdod2 is regarded to ke responsible
for filopodia formation {Garrett et al. 2000, filopodia are still present
on cells which do not express Cded2 [ Czuchra et al, 2005). Secondly,
the use of macropinooytosts for entry by NV is supported by our
finding that the cytoplasmicdomain of ep hrinB2 is required for entry—
but significantly, nat for wiral spread [ synoytia prodwection)

Macropinocytosis is induced by a receptor fyrosine kinase {KTK)-
dependent signaling cascade (Mercer and Helenius, 2008) and
importantly the NIV receptor ephrinB2 has KTK activine If NIV entry
s depe ndent upon macropi noecytosis the phosphonylation of e phring2
upon interaction with NV would thus appear to be a necessine Our
results show that the interaction of MiV-G with ephrinE2 indeed
induces the phosphonylation of the latter and that this inwolves a
single tyrosine (Y304) ingphrinkls cytoplasmic domain Significant-
ly. mutation of this single tyrosine to phenylalanine abrogates NV
entry. However, in this respect it has recently been reported that
gphrinkXs cytoplasmic tall is not required for NIV entry (Thiel et al_
2008). i trwe, this would deal a near-fatal blow to our hypothesis of
NIV entry by macropinocytosis but close examination of a western
bdot in this article reveals that thereis a potential problem with their
cytoplasmic tail-deleted ephrinB2. The western blot appears to show
that the untruncated ephrinB2 has a molecular weight (MW of

Please dite this article as: Pernet. 0., et al_. Nipah virus entry can ocour by macrop inocytosis, Viralogy ( 2009), dod: 1001016 vingd 2000.09.015

167

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE?EEEEEEEEEEEEE!E%?&??%



]
ml

N

AN BN EREERERURERERD

w0 i Pt ot ad, [ Virslogy wxe. | 2009 ) mon- 500

around 45 kDa wheraas that of the truncated ephrinB2 appears to be
chyse to 40 kDa. However, the MW of untruncated ephrinB2 is in fact

A1 kDa (Massod et al. 2008). We suggest that this size differenca

cmild well be the basks for the diference between our results and
those of the Maisner group, pertaining o the role of phiinB2:
cytoplamic @il in NV entry.

A ecent review on vines entry by macopinocytasts | Mercer and
Healenius, 2008) poses the rhetorical question of whether there ame
different rypes of macropinacytosts and If so how do they differ?
Aooording to this review, vineses that enter by macropinocytosis cause
cytoskeletal reanange ments toocour in the hosteell [ with the notalble
exception of dendritic celis) that lead to neffling and blebbing at the
plasma membrane, These changes in actin polyme i zatlonare induwced
by signaling from receptor tymsine kinases {RTHs) which are
indirectly activated by the vins binding to a plasma membrana
protein When the small filpodia or lamellipodia which oo stituts
the ruffles melt back into the plasma membrane they engulfthe virus
toenchrse it mgether with extracelular fluld ik 3 macropinaseme. Wa
suggest that NIV entry by macropinocytosts represents a varation of
this because the NN receptor itself 5 an HTK and induces the
frmation of filopodia constitu iely, Our interpretation of our results
5 that rather than inducing filopedia formation, the interaction with
NiW-G with ephrinB2 wiggers a signaling pathway that results in
filopadia formation being nurned off so that they retract and in dedng
s engulfl the NIV particle {Fig 71

An obvious strategic advantage of macropinocytoss over plasma
membrane fusion for viral entry is that - as for other endocytic

mechanisms - na trace of the vins isleft arthe plasma membrane to
attract the attention of the host immaune response, However, further
stisdy will be required to imestigate whether our results obtained
with Wero and CHO-K1 cells can be extrapolated toother cell types. In
particudar it will beimteresting todetermine whether NV entry ocours
in cells such as macrophages and dendritic cells which operate
COMMEES Constitut e macropinocytoss

Interestingly. our reslts sugges that the endocytic mechanism
of entry wed by NIV does not require low pH. But then why does
fusion not ooour at the plasma membrane ? We suggest two possible
explanations v this enigma Fist that in the case of NV
endocytosis of the winus could occur more rapkdly than plasma
membrane fusion. The second possible explanation that we have
considared is that NiV entry and NV spread{cell-cell fuslon) require
different confirmations of NiV-G. We are currently investigating
bath of these possibilities.

It is bacoming clear that the mﬂﬂd:&da wirus o its cellular
receptar s often insuffident for =ity 'l.'inm Tawve evolved to make
use of the cellular mdﬂn&:}rmm thehost cell and a_ prime
means to do this (s via That vins attachment to
receptors trigrers essential intacelular signals has only mcently
been appreciated {Marsh and Heiemﬁ, 2006 Interestingly, it has
been reported that phosphorylation of ¥304 of ephrink2 conders
high-affinity binding'qo e S domain of the SH2/5H3 adaptor
protein Grbd w}nﬂtﬂa}mﬁm sigmals viaits SHI domains (Su at al,
2004). As Gabd transdwiss signals to downstream effectors of
cytoskeleton dynamics Kacl and Cded2. this provides a plausible
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explanation of how NV-G-induced ephrinB2 phosphoryation
induces macropinocytasis. This & summarized in ouwr schematic
madel for MiV entry shown in Fig 7.

It is conceivable that our results can be generalized for those
virnees whose receptor (i) & downregulated wpon infection, (i) isa
signaling protein and [iii ) indwces the production of filopodia. Human
adenaovines subvents CtBP1-controlled macrop inocytosis to gain entry
[Amatwtz et al, 2008). but althowgh the actwal medvanism by which
macrapinocytosis 5 subverted was not deduced by these authors,
interestingly, this adenovirus uses CD46 a5 a recepror. CD46 5 abso a
receptor for MV, That MV has the capacity to enter cells by
macropinocytosts has been reported (Crimeen-lrwin et al 2003)
but this process was suggested to function to remove fusion-
incompetent virus Interestingly. we have discovered that CD46 - as
well as W05 other cellular receptor SLAM [CD150) - induces the
formation of filopodia extremely similar to those induwced by e phring2
{Kweder and Buckland, unpublished results). CD46 is used as a
receptor by other vinses such as human herpes vires & and certain
bacteria such as Nelzsena spp (Liszewski et al. 2005) Moneover, for
Nebzeria gonarrhaeae, cell entry has been shown to occur by macro-
pinocytosis (Zennd et al, 2000) and that CDd6 s phosphorylated at
tyrosine residue 354 upon infection (Lee et al, 2002). Furthermore, a
cellular protein to which oncolytic MV has been retargeted is EGFR
[West et al. 20000 This choice was perhaps serendipitous as it
appears to have been made, not because of EGFRS capacity to be
macropinocytosed [following EGF binding) but for EGFRs frequent
overexpression on human cancer cells.

In conclusion. the data we have acoumulated provides convincing
evidence that NIV entry occurs by macropinocytosls in the cell lines
we have studied. Set against the present lack of NiV vaccines and the
unlikelibood of their future development due to commercial con-
siderations, the discovery that NIV can enter by this endocytic
mechanism gives important new hope that a low-cost alternative.
antiviral strategy can potentially be developed against this deadly
vires In this regard, amiloride and OO are partioularly attraotive
candidates as they have bath been long utilized in human medicine
for treating hyperntansion and malaria, respectively. We are currently
conducting trials in our P4 laboratory to evaluate the capacity of both
of these drugs to block MiV infection in owr animal model the hamster.

Materials and methods
Cells

Chinese hamster ovary [CHO-K1) cells [# ADC110 obtained from
DEMZ) were maintained in F12 medium containing 10% fetal bovine
serum, 2 mM -gletamine, 100 Uim] penigilling 0.1 mg/ml strepio-
mycin 1 Ufml Fungizon and 10 mM HEPES VeroEs cells [African
green monkey kidney fibroblast) were maintained in Dulbecco’s
madified Eagle’s medium [DMEM) comtaining 10% f#tal bovine
serum, 2 mM  p-glutamine, 100 Uyml penicillin, 0.1 mg/ml
streptomycin, 1 USml Fungizon and 10 mM HEPES All cell oulture
reagents were obtaingd.fiom Invitrogen. Typically, 5= 10° CHO o
25-5:x 10 Vero calls were seadediper well of a &-well culture plate
prioT to transfection oninEotion

Production of mutants and fusion proteing

Site-directed mutagenesis was performed as previously described
[Guillaume et al. 2006). The MiV-G coding sequence was amplified
by PCR (FastStart; Roche) and inserted into the peCFP-NI {enhanced
cyan fluorescent protein) plasmid (Clontedh ) between the BrGl and
Natl, restriction sites or between the Notl restriction sites of the
Kaotl-modified pcONAI-mEFP {monomeric red fluarescent protein)
plasmid. Notl-modified pcDNAS-mEFP is 2 pcDNAI-mRFP [ Addgens)
plasmid with an additional Not] site 8 bases before the Ecokl

restriction site. The murine EphB4 (a gift from Ralf H Adams, CRUK
London) was cloned betwean the Hind)ll and BamH] sites of pcDNA3-
mARFP. The plasmids phCMV-NIV-G, phCMV-NIV-G E5330 and
PROMV-NIV-F have been previously described [Guillaume et al,
2006). The human ephrinB2 DNA sequence was cloned from the
commercially available expression plasmid phCMVE-XLA-hefn B2
[Origene) and inserted into the peGFP-MI {enhanced greenfluorescent
protein) plasmid {Clontech) between the Bgfll and Sall sites The
human CDd6 DNA sequence was cloned from plasmid pgprChds
[Masse etal, 2004) and inserted into peGFP-NI [Clontech), between
the Bglll and Sall sites. The mutated plasmids were amplified and
purified as described previowsly [Masse et al_, 2004 ). Mutations were
introdwced wsing QuickChange kit (Qiagen, France) according to the
manufacturers instrections All mutations were verified by DNA
sequencing. Primer sequences are available on request.

Transfections

Cells were transfected in 1 ml OptiMEM medium containing
plasmid DA and 1% Lipofectamine {both Invitrogen). For single and
double transfections, 1 pg of each plasmid was used (unless indicated
otherwise). For triple tranfections, 1 pg of phCMV-RIV-G, 05 pg of
PhCMV-NIV-F and @25 pg of peGFP-N1-e phrinB2 or its mutants were
transfected. After'5=7h i poubation at37 °C, the cells were washed and
fresh medium added

Infectiong

AsiNiM is a BSL class 4 agent. infections were performed in the |ean
Mérieux BSL-4 laboratory, Lyon France. NiV (isolate UMMC2,
GenBank accession number AY029768.1) isolated from the cerebno-
spinal fluid of a patient was a genemus gift from Kaw Bing Chua
[ Universityof Malaya Kwala Lumpur, Malaysia). Vines was grown and
tirated inVerocells and a stock was made on the seventh passage on
Verocells following vines isolation Vero @lls or transfected CHO cells
were infected with 200 PFFU NIV per well for 45 min at 37 °C using a
vine stock diluted in 1 ml of non-supplementad DMEM. Infection
media were then removed and fresh medium added. Images were
taken 48 h later.

Microscopy analyais

Transfected cells, in D-PES supplemented with MgCly and CaCl.
were observed using a Zeiss Axiovent 200M micrascope. Confocal
micrascopy an alyses were performed witheither a Leica SP5ora Zeiss
Confocal Axiovert100M LSM510 microscope. Time-lapse analyses
were performed using a Zeis Time-lapse Axiovert 1008 microscope
at 37 °C and 5% 00y Cells were analyzed after the indicated time
points pt oor pi Microscopy data were analyzed using Image|
freeware and Leica LAS AF lite software.

Cellular and bnmuno-stabning

Cells cultivated on LabTek slides [or on coverslips) were
washed with PES supplemented with Call, and MgCl,. To detect
NiV-G cells were fived with 4% PFA, permeabilized with PES-0258
Triton X-100 and immuno-stained wsing a8 monoclonal mowse-o-
NiV-G antibody (clone 5A7, generated in our laboratory by V.
Guillaume ) diluted 1:250 and a secondary goat-a-mouse antibody
conjugated with AlexaStd (diluted 1:500, Molecular Probes). To
bocalize ephrink2 on CHO-K1 celk (Fig 531 sluble mEphB4-Fc
was stained with goat anti-human antibody conjugated with
Alexa 568 (diluted 1:500; Molecular Probes) For lysosome
staining, cells were treated with 50 nM Lysotracker Red DND 99
[Molecular Probes) for 20 min at 37 °C. washed twice before
fiation with cold 4% FFA for 10 min at room temperature and
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mounting in Faramount Mounting Medivm [Dako). Alternatively,
cells were first fived, permeabilized with 025% FES-Triton X-100
and then stainad with 1: 200 dihmed pobrclenal murine antd-dampl
antibody (Santa Cruz, CA; a kind gift from D, Murizus) followed by
11500 dileted poat-o-motse  antibody conjugted with AlexaSe8
[Molacular Probes). Tyrosine phosphosylation was detected in
Fa-fived cells using 3 mouse-x-phosphotyrosine antibady [chone
b, Sigma) dileed T:1000 in PBS supplementad with 1% BSA and
033K saponin and 2 goat-e-mouse antibody conjugsted with
Alex 580 [dilwrad 1:600, Molaadar Probes) in BSA-saponin buffer.
Samples were mauntad prior to analysis. In some experimants
mounting medium was supplemented with (U585 DRAQS DNA dye
{Bosatus Limited) or Prolong antifade meagent containing DaAP|
(Invitrogen |

Flnw cyptometry

Tao determine the expression levels of ephrinB2-2GH* and s
muetants as well as MV-G and s flucrescently labeled ar mutatad
versions, CHO-K1 or Vero cells were transfected as described abaove
and analyzed by fiow cytometry after 48 or 24 h . respactively.
Briefly. cells wer washed with PES, detached using trypsin and
washed in 1 ml FACS buffer {(5% bovine serum albumin and 002K
sdium azide in D-FES L Cells expressing MV -G or one ofits derivates
were fived for 10 min in 4% %A (in M5), washed and immuno-
gained wsing 5AY monoclonal mose-a-NV-G antibody  diluted
1:200 in FACS buffer followed by a goat-a-mouse antibody
conjugated with fisorescein isothiocyanate [FITC Dako) diluted
T 108 in FACS buffer fior 30 min at 4 °C each. Cells were analyzad
wsng a FACSCalibur 3C cytometer | BactonDickinson | and Coll(uest-
o Software.

Co-culnire azays

First, cells were separately cultivated and transfectad as described.
Then cells were detached with trypsin and re-sseded for co-cul urest
aratio of A6 {ephrinB2-expressing cells: NiG-sxpresing cell§) on a
cover slide for 24 he Cells were fixed, immuno-stained for V-G and
meunted as described above for subsequent analysis by mrﬂ‘ﬂnl
TICTOSCOpY

VLP azay

VLPswere prduced follwing the promcol ofPacheral, (2007 by
transfaction of CHO-K1 cells with phOMV-NIY-G ar phiMV-RiV-G +
JPROMU-NIVLF + phOMU-NIV-M for 36 ILRLP-mm:EceJJ cultuma
supernatants were stained with 1 pgml K18 for Thoon a shaker at KT
and then centrifiuged {10 min. 3000%g at 4 *Cl Supernatants were
diluted in wp o3 mINTE buffer {700 mb NaCl 30 mM Tris-HCL pH
75: 1 mM EDTA). leaded onto @ 1-ml 20 s66rose cushion and witra-
centrifuged for 2 h at 15%4 *C {Himac ©5 150X ultra-
centrifugewith an S80ATI rotor) 15 wrre wash ed with NTE buffer
and :e—uta—oemnfugeﬂ.mgs were finally resuspended in 200 pl.
NIE buffer. VLP prepatations. were addad to CHO-K 1 colls expressing
elther ephrink- ﬁ:ﬁ]’mﬁ["fw] vat 37 °C Callswere then washad
eattensively, fixed, upumed‘md anatyzed by @nfocal micrscopy. A
westemn kot was madén the presence of MIV-Gand NV-Fin
the VL. Briefly, the purified VLIS were resuspendad and raduced in
Laemumli buffer containing 5% p-mercapto-ethan] | Sigma L at 100%C
for 10 min, Proteins were then separated on SDS-PAGE {124
acrylamide- bisacrdamide ) and transferred onto a PVDF membrane
The NIV ghycoproteing were stained using a murine a-NV sarum
{generated in our laboratony by W Guillsume ) as a primany antibody
and then a mabbit anti-mouse antibody {Dako) conjugated with
homseradish peroxidase (HRP) as secondary antibody. HEP was
revealed wsing an ECL kit and CL-Exposure film {both Plence L

Quuanti firaion of NIV entry

In this study. owo methods have been to quantify the effecr of
variows inhibitors and mutations on MY entry and determine its basiz
a o2ll-cell fusion assay and a plaques assay. Bach methods were wsed in
tests involving viml inkcton {under BSL-1 conditins), bast for
infections, due to inherent problems of maintaining monolayer
Integrity, only the esll-cel| fusion azay was usad.

Plague azsay

The 5= 10 Vero cells per &-well culture plate were seeded and
confluent call layers weare infoted as described above. After infection,
cells were kept in medium containing 33% carboxymethyl cellulse
{Interchim) supplement ed wirh inhibitors as indicated Three days pi.
cells were washad with D-PHS. incubatediwith crystal vidlet solution
(02 crystal vioket, 10% formol and 20 sthanol) B 15 min and
subsequantly rinsed with water. The number of plagues {syncytia)
was counted and the percentage relative to Bon-trasted cells (set to
Tot] calculated. Experiments were performed in triplicate and the
error bars represent the standand N between expariments. A
Gtudent's t-test was applied to determiine the statistical relevance of
The results obtained with Tagin B and g resteln based an the ariginal

plague counts in thres expeariments.
Quantification of cell el fisan

Call-cell, fision T, transfected colls was quantified as described
pmhﬂr{muhumeztil.m‘l Briefly, 24 h pt or 48 h pi
respagively, images of thee microsops fiekds were taken randomly
and the proportion of nucke in syncytia relative to the total number of
niclel was determined by counting. Experiments were performed in
triplicates and error bars represent the standand deviation

[nhibition of macropinocytosts fvial ntry
#'[h'—ﬂ?r].r]—h‘—*ls&pmp;ﬂ] amilaride [EIPA) (100 mM in DMS00L

Toxin B {10 mM in nor-supplemented OMEM ), Wortmannin {10 mM
An DMS0). LY204002 (100 mM in DMS0), Blebbigatin {100 mM

in DME0) and gendstein (10 mM in ethanol) stodk solutions were
prepared (all Sigma | (ne hour before infection {or Th p.t. for controls
with plasmids), Inhibitors were added tothe culture madium aswell as
ta the infection and post-infeotion media {10, diluted for long-term
lethal inhibitors Latrunculin, Wortmanin LY294000 and Blebbistatin]
O antification of the infection of non-transfacted cells was measured
by a plaque asaay as described below whereas for cells transfectad prior
o infection the cell-cel| fuston assay was used. Rho GTPases Cdodl,
Racl and Rhod wera inhibited by their respactive N17 dominant-
negtive mutants: for the infection assay, 2.5= 10 Vera cells were
transfected with @4 pg of pEGI-CI-N1TCdot2 or pEGP-C1-N1TRact
[gifts from P. Jundic) or pEGP-CHN19HhoA {3 gift from Delphine
Murlnex) in 6-well culture plates and infectad 18 h pt as described
abawe. For the fusion assay, 0 pg of pEGI-C1-N170d0d2 or pEGP-C1-
N17Racl or pEGP-CI-N19HhoA dominant-negative mutants was
oo~ transfected with 1 pg of phCMV-RIV-G and 1 pg of phCWMV-NIV-F

Fluld phase upaks analysis

Fluid phase uptake was asessed using a modified protoce]
previnesly described [Mercer and Helenies, 2008). Vero cells
[5:= 10 per well) were seaded in 24-well cultwre dishes and either
transfacted with pHOMY-NV-G the fllowing day or left untreated. At
20 hpt, all ellswere serum starved for 3 b at37 °C and 5% C0y before
adiding 100 pM EIPA in serum-raduced DMEM {containing 0015 RCS)
far 1 b Calls not receiving any EIMA treatment were left in non-
supplemented sarvation medium [DMEM = 000K FCS) For PMA

Please cite this anticle a5: Pernet. 0. et al. Nipah virus entry can occur by macropinocytosis, Virlogy (200%), dol: 11016/ viml 2003.8.015
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treatment |positive control). cells were incubated In medium
containing 100 pM FMA for 1 h at 4 "C PMA-treated cells were
washed nwice with cold D-PBS and 70-kDa FTC-conjugated Dextran
[Sigma) was added to all cells for 10, 30 or 50 min respactively.
Dueringg the incubation cells were agitated regulary. Finally, cells wene
washad twice with cold PES once with low pH baffer (01 M sodium
acetate, (.05 M Nall, pH 5.5), and then prepared for subsequent flow
oytametric analysks as described atove.
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ANNEXE 2

(Materiels et Methodes Supplementaire)
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VLPs de NiV

Bien que la protéine de matrice M soit trés importante pour la production de virus
ou de VLPs, il est possible de s'en passer. Cela n'est qu'au prix d'un rendement trés inférieur
(Patch2007) mais on peu ainsi produire des VLPs ne comportant qu'une seule glycoprotéine
virale. En effet, pour étudier les interactions entre la glycoprotéine G et 1'éphrineB2, il est
préférable de se passer dans un premier temps de la glycoprotéine F.

Pour ce faire, je me suis basé sur des protocoles récents de préparation de
particules virales Nipah (Patch2007) et de rougeole (Pohl2007). La préparation est assez
simple : les cellules co-transfectées par les plasmides codant les glycoprotéines F et/ou G vont
produire ces VLPs, mais en tres faible quantité. Il suffit ensuite de prélever les surnageants et
de les purifier, au besoin, selon le protocole décrit dans le chapitre suivant.

Comme décrit par (Patch2007) la production de VLPs est décuplée par
l'expression de la protéine de matrice M. Ainsi, il suffit de co-transfecter les plasmides de

glycoprotéines avec celui de protéine M pour amélioré le rendement.

Coloration des virus et analyse en Time-Lapse

Observation des particules virales par fluorescence.

Pour pouvoir observer l'entrée, et plus généralement les mouvements des
particules virales de Nipah, il a fallu mettre en place un protocole nouveau et compatible avec
le matériel disponible dans le laboratoire P4. Les virus ne devant pas sortir du P4, et n'ayant
pas acces a un microscope ¢électronique a l'intérieur, il a fallu trouver une autre méthode. J'ai

donc construit ce protocole pour que les virus soient visibles par fluorescence. Le plus simple
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était de marquer la membrane. Un colorant lipophile, le R18 permet un marquage des
membranes sans perturber l'action des glycoprotéines de surface. De plus, sa forte intensité de
fluorescence permet de détecter de tres petites particules, par exemple des virus enveloppés.

Apres plusieurs essais bas€s sur ce principe, j'ai obtenu un marquage permettant
de suivre les virus et/ou les particules virales enveloppé jusqu'a leur entrée dans la cellule.

Voici le protocole permettant d'obtenir les résultats les plus concluants.

J1 : Préparation de cellules Vero et CHO.

# Pour les Vero, préparer 1xT25 par virus testé + 1xT25 de contréle négatif

# Pour les CHO, 1 puis de P6 par récepteur cellulaire testé.

J2 : Préparation des virus

# les Vero (90% confluence) sont infectées (avec une m.o.i. de 0,01 dans le cas de
Nipah) au P4 laissées a 37°C dans 6 mL de DMEM 10% FCS. Le controle négatif
peut étre infecté par un autre virus ayant un récepteur non exprimé sur les CHO
transfectées, mais pas un virus irradié. Le plus simple est « d'infecter » les cellules

controle avec du DMEM.

# les CHO sont transfectées avec un vecteur d'expression du récepteur viral couplé a un

marqueur eGFP et laissées sur la nuit a 37°C

J3 : Préparation des cellules

# Matin : Le milieu de transfection des cellules CHO est remplacé par du milieu F12
10% FCS, éventuellement supplémenté avec du G418 si le vecteur transfecté confere

une résistance au G418.
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# Soir : Les cellules CHO sont détachées avec de la trypsine ou (mieux) du PBS-EDTA

et re-ensemencées dans des puits de LabTek (confluence 30% environ)

J4 : Coloration et observations

& Matin : (Rentrer les CHO au P4, les garder a 37°C) Les surnageants de Vero sont
récupérés et centrifugés 10 minutes a 5000g pour précipiter les débris cellulaires. Les
surnageants sont ensuite colorés 30 minutes a température ambiante avec 1pL de

solution commerciale de R18 (10mg/mL, Molecular Probes).

# Midi : Les surnageants colorés en rouge sont déposés sur un coussin de sucrose (20%
de sucrose dans du tampon NTE) dans un tube adapté au rotor pour ultra
centrifugation SW41. Les virus sont ensuite ultra-centrifugés 27 500 tpm pendant 2

heures 30

# Aprés midi : les virus rouges sont collés au fond des tubes d'ultra-centrifugation (culot
visible a 1'oeil nu pour Nipah). Ces virus sont resuspendus dans du milieu sans rouge
phénol adapté aux CHO (F12 Phenol Red -, OptiMEM, ...). Le milieu des CHO est
remplacé par ce méme milieu sans rouge phénol). Une fois bien resuspendus les virus
sont déposés sur les cellules CHO pendant 15 minutes ( incuber de préférence les
CHO a 4°C / 5% CO2, bac de glace dans I'é¢tuve par exemple). Laver les CHO avec du

PBS et remettre du milieu sans rouge phénol. Observer en Time Lapse.
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Mise en évidence de I'entrée cellulaire du virus Nipah par macropinocytose :
bases moléculaires et inhibition
Olivier Pernet

Résumé

Les virus Nipah et Hendra sont deux Paramyxovirus émergents zoonotique apparu
ces 15 dernieres années en Asie du Sud-Est et en Australie. Ils sont responsables chez
I'homme d'encéphalites dont le taux de mortalit¢ peut dépasser les 90%. Il n'existe ni
traitements, ni vaccins commercialisés. Ces virus sont donc classé P4. En étudiant la
régulation négative de leur récepteur éphrineB2, j'ai pu mettre en évidence un mécanisme
d'entrée endocytique pour le virus Nipah : la macropinocytose. Les Henipavirus sont les seuls
Paramyxovirus connus dont on a pu démontré un tel mode d'entrée. En mimant le ligand
naturel d'éphrineB2 (EphB4), les glycoprotéines virales G provoquent la rétractation des
filopodes qui forment autour du virus des macropinosomes. De plus, I'entrée de ces virus
peut-étre bloquée in vitro par des inhibiteur de macropinocytose. Certain de ces inhibiteurs
sont déja utilisé en médecine humaine, ce qui ouvre la voie a un traitement peu onéreux contre
ces dangereux pathogenes.

Nipah virus ; Hendra virus ; Macropinocytose ; Entrée virale ; Chauves-souris ; ephrineB2 ;
antiviraux

Demonstration that Nipah virus entry occurs by macropinocytosis :
molecular basis and inhibition
Olivier Pernet

Abstract

Nipah and Hendra are two zoonotic Paramyxoviruses that have emerged over the
last 15 years in South-Eastern Asia and Australia. They are responsible for encephalitis in
man with a mortality rate that can exceed 90%. As there are no treatments nor vaccines
available these viruses are classified P4 pathogens. By studying the receptor ephrinB2's
downregulation, I discovered that Nipah virus uses an endocytic mechanism for entry : the
macropinocytosis. The Henipavirus are the only known Paramyxoviruses that use such an
entry mechanism. By mimicking the ephrinB2's ligand (EphB4), the viral glycoprotein G
causes the retraction of filopodia to engulf the virus and form macropinosomes. I have
demonstrated that the entry of these viruses can be blocked in vitro by the use of drugs that
inhibit macropinocytosis. As some of these inhibitors are already used in human medicine,
this could pave the way for a low-cost treatment of these dangerous pathogens to be
developed.
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