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Résumé

Les norovirus sont l'une des causes principales de gastroentérite. Depuis 2002, des variants de
norovirus Gll.4 successifs ont circulé dans la population par cycle de 2-3 ans, ce qui suscite des
interrogations quant au réle de leurs ligands, les antigenes tissulaires de groupes sanguins
(HBGA), dans leur évolution. Nous avons analysé l'interaction entre des variants de Gll.4
représentatifs et des HBGA, et déterminé le role d’acides aminés (aa) clés. Par mutagénese
dirigée, nous avons montré qu’une configuration stricte des aa directement impliqués dans
I’accroche est indispensable. La suppression de la thréonine 395, caractéristique des variants
apres 2002, confére la capacité de se lier a Le, et Si-Le,, démontrant que les aa en dehors du
site de liaison peuvent modifier les propriétés d’attachement. L'analyse de l'accroche de VLP de
6 variants isolés de 1987 a 2007 a des échantillons de salive phénotypés et des HBGA
synthétiques montre que tous les variants sont capables de s’attacher a la salive des sécréteurs
indépendamment du phénotype ABO et aux oligosaccharides propres au phénotype sécréteur.
Deux variants récents ont pu également s’accrocher aux sucres présents dans la salive des non-
sécréteurs Le(+). Nos données suggerent que la capacité de se lier a Le, et Si-Le, serait une
conséquence de la variation génétique des aa situés a proximité du site de liaison. L'analyse des
propriétés d’attachement par résonance plasmonique de surface a montré que seuls les
variants apres 2002 présentent une affinité forte pour les antigénes A et B, suggérant que
I’accélération évolutive des Gll.4 pourrait étre liée a une affinité accrue des variants pour les

HBGA apres 2002.

Mots clés : norovirus, ligand, antigénes tissulaires de groupe sanguin (HBGA), particules virales

de synthése (VLP), mutagenése, résonance plasmonique de surface.



Abstract

Noroviruses are one of the leading causes of gastroenteritis worldwide. Since 2002 successive
Gll.4 variants have circulated in the population before being replaced every 2-3 years, which
raises questions about the role of their histo-blood group antigen (HBGAs) receptors in their
evolution. We analyzed the interaction between representative Gll.4 variants and HBGAs and
determined the role of selected amino acids (aa) in the binding profiles. By mutagenesis, we
showed that there was a strict structural requirement for the aa directly implicated in HBGA
bindings. The ablation of the threonine 395 residue, an epidemiological feature of the post 2002
variants, allowed to gain the capacity to bind to the Lewis x and sialyl-Lewis x antigens,
demonstrating that aa residues outside the HBGA binding site can modify the binding
properties. The analysis of the attachment of VLPs from 6 variants isolated from 1987 to 2007 to
phenotyped saliva samples and synthetic HBGAs shows that all variants could attach to saliva of
secretors irrespective of the ABO phenotype and to oligosaccharides characteristic of the
secretor phenotype. Interestingly, two recent variants additionally bound to carbohydrates
present in the saliva of Lewis-positive non-secretors. Our data suggest that Gll.4 binding to Le,
and Si-Le, antigens might be a by-product of the genetic variation of the aa located in the
vicinity of the binding site. Analysis of the binding properties by surface plasmon resonance
showed that only post 2002 variants presented a strong dffinity for A and B antigens, suggesting
that the Gll.4 evolution could be related to an increased affinity for HBGAs for the post 2002
variants.

Title: Role of the A, B, H and Lewis histo-blood group antigens in the evolution of
Gll.4 noroviruses

Keywords: norovirus ; docking ; histo-blood group antigens (HBGA) ; virus-like particule (VLP) ;
mutagenesis ; surface plasmon resonance.
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Avant-propos

Depuis deux décennies, les norovirus génogroupe |l génotype 4 (Gll.4) sont prédominants dans
le monde et de nouveaux sous-groupes ou variants distincts apparaissent successivement dans
la population par cycle de 2 ou 3 ans (Siebenga et coll., 2007 ; Lindesmith et coll., 2008). Jusqu’a
I’an 2000, les variants pandémiques ont été représentés successivement par les souches Bristol
puis US95/96 (Bok et coll., 2009). Avec I'apparition du variant Farmington Hills, se caractérisant
par l'insertion d’'un acide aminé supplémentaire dans la région hypervariable de la protéine de
capside (Dingle, 2004), une accélération du rythme d’évolution et d’émergence de souches
Gll.4 a été observée au cours des dix derniéres années. Cette caractéristique persistera chez
tous les variants ultérieurs successifs (Belliot et coll., 2010), que la circulation soit mondiale ou

locale.

Certains auteurs ont suggéré qu’un spectre plus large du profil d’accroche aux antigenes
tissulaires de groupes sanguins (HBGA) et une évolution plus rapide pourraient expliquer la
prédominance des norovirus Gll.4 vis-a-vis des autres génogroupes (Tan et Jiang, 2005b).
Cependant, les mécanismes expliquant I'émergence successive et de courte durée de variants
Gll.4 restent inconnus, une des hypothéses étant que le glissement génétique de la capside
pourrait conférer aux Gll.4 le moyen d’échapper aux systéme immunitaire et de moduler leurs

capacités d’accroche (Donaldson et coll., 2008).

Apres une revue bibliographique portant sur les norovirus Gll.4 et les antigenes tissulaires de
groupes sanguins, nous présenterons nos travaux de theése portant sur |’évolution des
récepteurs des norovirus Gll.4 et leurs capacités a interagir avec les antigenes tissulaires de

groupes sanguins (HBGA), et plus particulierement, A, B, H et Lewis chez ’homme.

Nous avons effectué une analyse qualitative des capacités d’accroche de particules virales de

synthese (VLP), dérivées de six variants GIl.4 épidémiques ayant circulé au cours des vingt
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dernieres années et du dernier variant en circulation, basée sur des expérimentations
d’accroche de VLP sur des salives phénotypées et un large panel de sucres synthétiques. En
outre, en utilisant des VLP modifiées, nous avons évalué l'importance biologique de Ia
thréonine insérée en position 395 qui caractérise les nouveaux variants, et des acides aminés
constitutifs de la poche servant a la reconnaissance des HBGA. Enfin, nous avons analysé
I'affinité relative des VLP des six variants pour les antigenes A, B et H par résonance

plasmonique de surface (SPR).

Pour conclure, nous aborderons plus largement les perspectives sur lesquelles peuvent
déboucher nos travaux et les enjeux en santé publique que pose I'épidémiologie des norovirus

Gll.4.
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Introduction

Les maladies diarrhéiques constituent une des principales causes de mortalité chez I'enfant de
moins de cing ans toutes étiologies confondues, et représentent chaque année pres de 1,4
milliards d’épisodes et 1,6 a 2,5 millions de déces, majoritairement dans les pays en de voie
développement (Kosek et coll., 2003 ; Parashar et coll., 2003 ; Bryce et coll., 2005). Dans les
pays tempérés, ces infections surviennent dans un contexte épidémique et saisonnier. Elles

s’observent surtout pendant I’hiver.

Les gastroentérites virales représentent I'un des premiers motifs de consultation en médecine
et principalement en pédiatrie. Dans les pays développés, la prise en charge précoce et adaptée
a permis de réduire la gravité de ces infections qui représentent cependant un co(t

économique important (Fischer et coll., 2004).

Mis a part les pathologies systémiques non infectieuses, les agents étiologiques des
gastroentérites peuvent étre de multiples origines tels que :
— des bactéries : Salmonella, Shigella, Campylobacter, E. coli, Yersinia et Vibrio cholerae,
— des parasites : Giardia, Cryptosporidium, amibes...,
— et des virus qui constituent I'étiologie la plus fréquente notamment dans les pays
développés ou ils sont responsables de plus de 80% des cas rapportés. Mais leur
importance relative varie selon la saison, I'age, le contexte épidémiologique et le niveau

sanitaire des populations.

Les gastroentérites virales surviennent souvent chez les enfants de moins de 3 ans. Il s’agit
normalement d’infections de courte durée caractérisées par des troubles digestifs aigus
(diarrhée, douleurs abdominales, vomissements), accompagnés de signes généraux

habituellement discrets.
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Les virus responsables de gastroentérites sont essentiellement :

— les rotavirus (Reoviridae) qui sont la premiére cause de diarrhée aigué du nourrisson et de
I’enfant de moins de 5 ans. lls provoquent souvent des épidémies hivernales extensives
également responsables d’infections communautaires et nosocomiales dans les services
de pédiatrie,

— et les norovirus (Caliciviridae) qui sont le plus souvent responsables de diarrhée chez

I'adulte et provoquent notamment des épidémies d’origine alimentaire ou hydrique.

Si les rotavirus sont plus fréquemment retrouvés chez I'enfant de moins de 5 ans, les norovirus
sont aujourd’hui reconnus comme l'agent majeur des gastroentérites a partir de 5 ans.
Considérés d’abord comme I'agent majeur des cas groupés de gastroentérites alimentaires ou
hydriques, les progrés réalisés dans leur diagnostic par des techniques moléculaires montrent
aujourd’hui leur importance dans d’autres contextes épidémiques et dans les cas de

gastroentérites sporadiques chez I'adulte et I'enfant.

Dans une moindre fréquence, d’autres virus peuvent étre a I'origine de gastroentérites chez
I’lhomme, il s’agit :

— des astrovirus qui sont responsables de gastroentérites chez I’enfant, les personnes agées
et les immunodéprimés,

— des adénovirus entériques types 40 et 41 qui sont responsables de gastroentérites mais
sans caractéere saisonnier,

— enfin des sapovirus, des virus Aichi, des coronavirus, a l'origine de gastroentérites
secondaires a une contamination hydrique, ou encore des Picobirnavirus chez
'immunodéprimé.

D’une maniére générale, ces virus se multiplient dans les entérocytes de l'intestin gréle. Leur
transmission se fait surtout par voie féco-orale et la contamination peut étre soit directe, de

personne a personne, soit indirecte par I'intermédiaire d’eau ou d’aliments contaminés.

Divers systemes de surveillance ont été mis en place afin d’étudier I'épidémiologie des
gastroentérites virales et bactériennes. En France, les gastroentérites sont recensées par les

médecins appartenant au réseau « Sentinelle ». Leur déclaration n’est pas obligatoire.

Les Délégations Territoriales des Agences Régionales de Santé (ARS) devraient étre alertées
lorsque surviennent en collectivité des cas groupés de gastroentérites afin d’entreprendre une
enquéte épidémiologique et virologique pour en déterminer I'origine et caractériser I'agent
pathogene impliqué. L'enquéte épidémiologique est conduite par I'Institut national de Veille
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Sanitaire (InVS) et leurs Cellules d’Intervention Régionale en Epidémiologie (CIRE). Les

investigations virologiques sont faites par les Centres Nationaux de Référence (CNR).

Le CNR des virus entériques (Laboratoire de Virologie-Sérologie, CHU de Dijon) caractérise les
virus impliqués dans les épidémies de gastroentérite, notamment les rotavirus et les norovirus,
et collecte différentes informations d’épidémiologie moléculaire. Le Laboratoire National de
Référence pour la Microbiologie des Coquillages (IFREMER, Nantes) collecte les informations
liées a la consommation des coquillages et conduit des études d’épidémiologie moléculaire
pour détecter et caractériser les virus polluant I'environnement marin. De méme, I'Union
Européenne finance des réseaux de laboratoires pour la surveillance des rotavirus et des
norovirus en particulier. Enfin, trés récemment, un réseau de surveillance mondiale des
gastroentérites virales, Noronet, s’est mis en place et regroupe des laboratoires d’Amérique du

Nord, d’Europe, d’Asie et d’Océanie.
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Revue bibliographique

A. NOROVIRUS : DEFINITION ET
CARACTERISTIQUES VIROLOGIQUES

Norovirus est I'un des cing genres connus de la famille Caliciviridae (Green, 2007) avec les
genres Lagovirus (lapins, lievres (Ohlinger et coll., 1990 ; Parra et Prieto, 1990 ; Meyers et coll.,
1991)), Sapovirus (humains, porcs, visons (Chiba et coll., 1979)), Vesivirus (lions de mer, autres
animaux marins, porcs, chats, chiens, poissons, bétail et primates (Smith et coll., 1973)). Le
genre Nebovirus a été récemment proposé comme cinquieme membre des Caliciviridae (Figure
1) (Simmonds et coll., 2008). Composé d’un seul cluster, il infecterait uniquement les bovins
(Smiley et coll., 2002 ; Oliver et coll., 2006). Un autre candidat pour un nouveau genre de la
famille Caliciviridae a été proposé et correspond a un virus détecté chez le macaque Rhésus

(Farkas et coll., 2008).

Les calicivirus animaux ont été associés a tout un éventail de syndromes cliniques, incluant des
stomatites, des infections des voies aériennes supérieures et des maladies systémiques
s’accompagnant de syndromes hémorragiques séveres. Les norovirus peuvent étre également
détectés chez diverses espéces porcines, bovines, ovines, murines, félines et canines (Sugieda
et Nakajima, 2002 ; Karst et coll., 2003 ; Wang et coll., 2005 ; Hsu et coll., 2007 ; Martella et
coll., 2007 ; Oliver et coll., 2007 ; Martella et coll., 2008).

Chez I'homme, les norovirus sont responsables de gastroentérites aigués, d’infections
entériques modérés ou asymptomatiques, tandis que chez I'animal, ils sont plus souvent
responsables d’infections pauci- ou asymptomatiques. Chez la souris STAT1” présentant une
immunodéficience due a une anomalie du systéeme immunitaire inné (absence de réponse par
interféron), le norovirus murin est responsable d’encéphalites, vascularites, pneumonies et

hépatites, démontrant le large tropisme tissulaire de ces virus (Karst et coll., 2003).
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Figure 1. Arbre phylogénétique de la famille Caliciviridae et de ses cing genres basé sur la
séquence de la polymérase, d’aprés Simmonds et coll. (Simmonds et coll., 2008)

1. Historique

En 1968, une épidémie de gastroentérites mélant diarrhées et vomissements se déclara chez
des éléves et des enseignants d’une école primaire a Norwalk dans I'Ohio, Etats-Unis.
L’étiologie infectieuse de cette infection décrite sous le nom de hyperemesis hiemis ou winter
vomiting disease est alors encore inconnue (Zahorsky, 1929). Aprés de nombreuses tentatives
infructueuses pour identifier I'agent pathogéene de cette forme particuliere de gastroentérite,
Kapikian et coll. décrivent finalement pour la premiére fois en 1972 des particules virales qu’ils
retrouvent dans des échantillons de selles de volontaires expérimentalement infectés par un

extrait purifié de selles d’un patient infecté lors de cette épidémie dans la ville de Norwalk

(Kapikian, 2000).

A I'aide de techniques d'immuno-électro-microscopie, de petites particules non enveloppées et
d’un diametre de 27 nm ressemblant a des picornavirus ou des parvovirus ont pu étre

détectées (Figure 2). D’abord dénommés « Agents de Norwalk » en référence a la ville de leur
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premiere identification grace a la biologie moléculaire, ils sont aujourd’hui regroupés dans le
genre Norovirus et classés dans la famille des Caliciviridae. Ce sont les premiers virus de

gastroentérite identifiés chez 'homme.

Figure 2. Photo de norovirus vus en microscopie électronique
(Pr A. BOSH, Département de microbiologie, Université de Barcelone, Espagne)
L’absence d’un systéeme de culture cellulaire continue a géner considérablement la recherche
sur les norovirus humains (Duizer et coll., 2004). Cependant, le clonage et le séquencage de la
souche prototype, le virus de Norwalk, en 1990 (Jiang et coll, 1990) ont permis le

développement d’outils moléculaire indispensables a I'étude des norovirus.

2. Classification et génotypes

Les norovirus présentent une grande diversité génétique et antigénique (Hansman et coll., 2004
; Zheng et coll., 2006). On distingue cing génogroupes subdivisés en plusieurs génotypes (Ando
et coll., 2000 ; Vinje et coll., 2004 ; Zheng et coll., 2006) (Figure 3). Seuls les génogroupes |, Il et
IV sont impliqués dans les infections humaines. Les génogroupes | et Il, comprenant
respectivement 8 (Gl.1 a G1.8) et 19 (Gll.1 a GII.19) génotypes de norovirus humains (Zheng et
coll., 2006), sont les plus importants dans les épidémies (Gallimore et coll., 2004a ; Bon et coll.,

2005).

Les norovirus du génogroupe | (Gl) qui comptent actuellement 8 génotypes n’ont été isolés
jusqu’ici que chez 'lhomme ou dans I'environnement. Le prototype est le virus de Norwalk ou
Gl.1. Les norovirus du génogroupe Il (Gll) regroupent quant a eux 19 génotypes détectés
essentiellement chez ’homme, excepté pour trois d’entre eux retrouvés chez le porc (Gll.11,

GIl.18, GII.19), ainsi qu’un génotype recombinant, les norovirus Gllb, dont la capside se
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rapproche le plus des GlI.3 parfois des Gll.4 (Jiang et coll., 1999a ; Buesa et coll., 2002 ; Ambert-
Balay et coll., 2005). Du point de vue épidémiologique, les Gll.4 sont tres largement
prédominants et représentent prés de 80 a 90% des infections a norovirus chez I’homme. Les
norovirus du génogroupe Il (Glll) infectent exclusivement les bovins ; ils regroupent 2
génotypes (Zheng et coll., 2006). Les norovirus du génogroupe IV (GIV), représentés par
I"'unique génotype GIV.1 Alphatron, sont pathogenes pour le lion et le chien mais également
I’'homme chez qui ils provoquent des diarrhées (Vinje et Koopmans, 2000 ; Martella et coll.,
2007 ; Martella et coll., 2008). Enfin, les norovirus du génogroupe V (GV) sont d’origine murine
(Karst et coll., 2003), constituant un sérotype unique, le MNV-1 ou GV.1 (Zheng et coll., 2006 ;
Thackray et coll., 2007).
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Figure 3. Classification et distribution des norovirus basées sur les séquences des
capsides, d’aprés Zheng et coll. (Zheng et coll., 2006)

3. Structure virale

Comme tous les membres de la famille Caliciviridae, les norovirus possedent une protéine virale
associée a un ARN génomique et une capside icosaédrique non enveloppée de 27 a 40 nm de

diameétre.

23



L’ARN génomique du norovirus est un ARN simple brin de polarité positive, protégé par une
protéine jouant le role de coiffe, la protéine VPg, a 'extrémité 5’, et polyadénylé a I'extrémité
3’ (Figure 4). Cette molécule d’ARN d’environ 7.500 bases se comporte donc de par sa structure
et sa composition comme un ARN messager, directement traduisible par la machinerie

cellulaire.

ORF1 ORF3

o o

Non-structural polyprotein i i
polyp Capsid protein precursor Minor structural protein

A 5 ] B P e e

tormina|  NTPase | VPG Protease -
N t{e:lre\::al 030/p29 ‘ Poly (A)
P RNA dependent ORF2
p22/p23/p26 RNA polymerase

Figure 4 : Schéma de la structure génomique de norovirus avec ses 3 cadres de lectures ouverts (ORF) et
les différentes régions codantes

Le génome est organisé en 3 cadres de lecture ouverts (ORF ou open reading frame) bordés en
5’ et 3’ d’une région non codante, respectivement de 4 et 50 bases (Jiang et coll., 1993 ;
Lambden et coll., 1993). L'ORF1 code pour une grande polyprotéine précurseur de 200 kDa qui
fournira par protéolyse les protéines non structurales (Liu et coll., 1996) ; I'ORF2 code pour la
protéine majeure de capside VP1 d’environ 60 kDa ; et 'ORF3 code pour une protéine mineure
structurale, VP2, dont la fonction reste encore inconnue et dont la taille peut varier d’un

génotype a l'autre (Seah et coll., 1999).

Trois protéines sont présentent dans les virions matures de norovirus : les protéines VP1, VP2
et VPg (Schaffer et coll., 1980 ; Sosnovtsev et Green, 2000). Les autres protéines non

structurales sont utilisées pour la réplication du virus dans la cellule héte.

3.1 Les protéines non structurales

Le premier cadre de lecture est le plus long et représente environ 5.100 nucléotides de long.
L'ORF1 code une polyprotéine de 200 kDa qui permet d’obtenir par protéolyse les protéines
non structurales. Ce précurseur n’a jamais été observé probablement du fait du caractére
rapide et co-traductionnel du processus protéolytique (Liu et coll., 1996 ; Sosnovtseva et coll.,
1999). Le clivage protéolytique s’effectue sur six sites chez norovirus dont un a lieu au niveau
de I'extrémité N-terminal de la polyprotéine (Liu et coll., 1996 ; Liu et coll., 1999 ; Seah et coll.,
2003 ; Sosnovtsev et coll., 2006). Le clivage est médié par une protéinase virale « 3C-like » (Pro)
selon la terminologie adoptée pour les Picornaviridae et dont le site actif est une cystéine

(Boniotti et coll., 1994).
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Cette polyprotéine se divise donc en plusieurs domaines, NS1 a NS7. Chacun de ces domaines
correspond a des enzymes virales différentes dont la ou les fonctions sont essentielles a la
réplication virale. La maturation de la polyprotéine est séquentielle selon un processus auto-
protéolytique et génére de maniére stoechiométrique sept protéines dont la plupart sont
encore peu ou pas caractérisées (difficulté de synthése, solubilité faible de la protéine, perte de
la fonction biologique). Les plus importantes, NS5, NS6 et NS7, correspondent respectivement a
la protéine de coiffe VPg, la protéinase viral et '’ARN-polymérase-ARN-dépendante (Hardy,
2005). Ces protéines possedent des analogies de séquences et de propriétés chimiques avec
des protéines présentes chez les picornavirus, et notamment le poliovirus (Neill, 1990). Les
caractéristiques et les fonctions des protéines non structurales des norovirus sont citées ci-

apres (Tableau 1).

Il est intéressant de noter que la protéine VPg qui est liée de maniére covalente a I’ARN
génomique et subgénomique dans les cellules infectées (Herbert et coll., 1997 ; Dunham et

coll., 1998) joue un role essentielle dans la réplication du virus.

Tableau 1. Inventaire des protéines non structurales codées par 'ORF1

4 it p Position sur
Dénomination Equivalent PM ; ) o
le génome Fonction(s) — Propriété(s)

: oliovirus KDa
Ancienne Nouvelle P de MD145°

N-term NS1/2 2AB 37 5-995 Inconnue - interaction avec l'appareil de
Golgi (Fernandez-Vega et coll., 2004)
NTPase NS3 2C 40 996-2093 Inconnue - fonction NTPase (Pfister et
Wimmer, 2001)
P20-p24 NS4 3A 20.2 2094-2630 Inconnue - interaction probable avec
I'appareil de Golgi
VPg NS5 3B-VPg 15.8 2631-3029 Coiffe de I’ARN génomique - Agent recruteur
des facteurs traductionnels de la cellule hote
- Intervient dans la réplication
(Daughenbaugh et coll., 2003 ; Belliot et
coll., 2008b)
Pro NS6 3¢ 19.3 3030-3572 Protéinase - maturation des protéines

virales - clivage des protéines cellulaires -
intervient dans les phénomenes de shut off
(Liu et coll., 1996 ; Belliot et coll., 2003 ;
Kuyumcu-Martinez et coll., 2004)

Pol NS7 30" 57 3573-5102 Polymérase — et nucléotidylylation de la
protéine VPg (Belliot et coll., 2005)

? souche de GlI.4 référencée dans GenBank sous le numéro AY032605
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3.2 Les protéines structurales

3.2.1 La protéine de capside VP1

La protéine VP1 a été la premiére dont la structure atomique a été déterminée par
cristallographie et cryomicroscopie (Prasad et coll., 1999). Elle constitue la protéine structurale
majeure du virus et est présente en 180 copies par virions sous forme de dimeéres (Prasad et
coll., 1996). Elle joue un réle critique dans la détermination du phénotype antigénique et dans
les interactions du virus avec les cellules hotes. Cette protéine de 58 a 60 kDa selon le

génogroupe ne subit aucune modification post-traductionnelle (Figure 5).
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Figure 5. Structure et assemblage de la protéine de capside VP1

Les virions ont une structure icosaédrique de symétrie T=3. La capside se compose de 180
protéines VP1 s’organisant en 90 dimeres de protéines VP1 téte-béche formant chacun une
arche a la surface de la capside (Prasad et coll., 1994 ; Prasad et coll., 1999 ; Prasad et coll.,
2001 ; Chen et coll., 2004). L'assemblage de la protéine de capside VP1 ne requiert pas la
présence de I’ARN génomique (Jiang et coll., 1992) ni celle de la protéine mineure de capside

VP2 dans la formation du virion (Figure 6).
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D’un point de vue structural, la protéine VP1 possede plusieurs domaines (exemple du Gl.1) :

— le domaine N (résidus d’aa 10 a 49) qui constitue la partie N-terminal et se situe sur la
face interne de la capside,

— le domaine S (résidus d’aa 50 a 225) qui est essentiel a la formation de la capside et
correspond a la région la plus conservée de VP1,

— le domaine P (résidus d’aa 226 a 520) qui correspond au domaine variable de la capside.
Dans le dimere, les domaines P forment une arche et constituent la partie externe de la
capside. Il est lui-méme divisé en deux sous-domaines (Prasad et coll., 1999 ; Chen et coll.,
2004 ; Chen et coll., 2006) :
¢ le sous-domaine P1 (résidus d’aa 226 a 278 et 406 a 520) qui est plutot conservé,

e et le sous-domaine P2 (résidus d’aa 279 a 405), le plus externe, qui correspond a la
région hypervariable de la capside (Nilsson et coll., 2003 ; Chakravarty et coll., 2005).
Tres immunogene, il contient les acides aminés permettant I'attachement du virus a
son ligand glycosidique (Prasad et coll., 1999 ; Cao et coll., 2007). Les modifications
structurales consécutives a des mutations dans cette zone ont une possible incidence
sur I'antigénicité du virus (Lochridge et coll., 2005) et ses interactions a son récepteur

cellulaire (Tan et coll., 2003).

Gll.

virion

200A

Figure 6. Vues externes par cryomicroscopie électronique de norovirus GGl et GGll
montrant les différences de structure (Prasad et coll., 1994 ; Chen et coll., 2004).
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3.2.2 La protéine VP2

La protéine structurale VP2 est une protéine trés basique et a un poids moléculaire d’environ
20 a 29 kDa. Seules une ou deux copies seraient présentes dans la particule virale ou sa
fonction reste inconnue (Glass et coll., 2000a ; Sosnovtsev et Green, 2000 ; Glass et coll., 2003).
Elle présente une grande hétérogénéité dans sa séquence primaire et le nombre d’acides
aminés qui la compose est trés variable selon le génogroupe. Cette protéine n’a pas
d’équivalent dans les autres familles virales. Les premiers travaux sur cette protéine ont montré
qu’elle permettrait d’accroitre la stabilité de la capside (Bertolotti-Ciarlet et coll., 2003 ; Glass et
coll., 2003 ; Kaiser et coll., 2006).

Des expériences de mutagenése ont également montré que la protéine VP2 était essentielle
pour le bon déroulement du cycle viral. En effet, sa suppression n’entraine pas l'arrét de la
réplication de I’ARN viral dans la cellule h6te mais aucune particule virale infectieuse n’est
obtenue sans une protéine VP2 intacte (Sosnovtsev et coll., 2005). Sosnovtsev et coll. ont
démontré que la partie 3’ de la séquence codant VP2 était aussi essentielle a la réplication du
FCV (Sosnovtsev et coll., 2005). Ces observations ont été confirmées par la mise en évidence
d’une structure CRE (Cis Replication Element) (Belliot et coll., 2008b). Sosnovtsev et coll. ont
également montré que la réplication du FCV pouvait étre rétablie en complémentant avec une
protéine VP2 exogéne, démontrant que cette protéine peut aussi fonctionner en trans

(Sosnovtsev et coll., 2005).

3.3 Réplication

La stratégie de réplication des calicivirus partage de nombreux éléments avec les autres virus a
ARN de polarité positive. La premiere étape correspond a l'interaction du virion avec la cellule
hote a I'aide d’un ligand spécifique, notamment un glycanne (Kreutz et coll., 1994 ; Maeda et
coll., 2002 ; Marionneau et coll., 2002 ; Tamura et coll., 2004). Une fois la particule internalisée,
I’ARN génomique est relargué dans le cytoplasme. L'initiation de la réplication de 'ARN est
probablement médiée par I'interaction du complexe génome-protéine VPg avec la machinerie
cellulaire (Gutierrez-Escolano et coll., 2000 ; Daughenbaugh et coll., 2003 ; Goodfellow et coll.,
2005).

La traduction de I'ORF1 permet la production de la polyprotéine qui est alors découpée par la
protéase virale (Pro) (Sosnovtsev et coll., 2002). L'initiation de la synthése du brin anti-sens
débute alors a I’extrémité 3’ du brin sens dans le complexe de réplication (Green et coll., 2002b

; Gutierrez-Escolano et coll.,, 2003). Le brin néoformé sert a son tour de matrice pour la
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production d’un brin d’ARN génomique et un brin d’ARN subgénomique (Neill et Mengeling,
1988). Le nombre important de brins d’ARN subgénomique formés sert alors a la synthése des
protéines structurales, VP1 et VP2 (Neill et Mengeling, 1988 ; Herbert et coll., 1996). La
régulation de la synthése de VP2 qui représente environ 20% de la production de VP1,
indispensable a la production de virion infectieux (Sosnovtsev et coll., 2005), ferait intervenir
des mécanismes d’arrét et de réinitiation dans lesquels les séquences terminales de la région
codant VP1 contiennent un signal pour la traduction de VP2 (Meyers, 2003). En ce qui concerne
les derniéres étapes de la réplication, ni la maturation ni la libération des virions n’ont encore

été élucidées.
4. Propriétés antigéniques

4.1 Les antigénes

Les antigénes des norovirus correspondent aux différents épitopes présents sur la protéine
majeure de capside VP1. La culture n’étant pas disponible pour les norovirus infectant

I’'homme, I’élaboration d’une technique de sérotypage par neutralisation est donc impossible.

4.2 Production de particules virales de synthese

En I'absence de systeme de culture, la pérennisation des souches de norovirus est impossible.
En revanche, des particules virales (VLP) ou des particules P (particules constituées de 12-24
dimeres de domaine P et ayant les mémes propriétés que les VLP (Tan et Jiang, 2005a)),
peuvent étre produites grace a des techniques de biologie moléculaire sur des supports tels
gue des baculovirus, des bactéries, des levures ou encore des plantes transgéniques (Ball et

coll., 1996 ; Estes et coll., 1997 ; Tacket et coll., 2000 ; Xia et coll., 2007).

Les dimeres capsidiaux de protéine VP1 ont en particulier la capacité de s’auto-assembler pour
former des particules non infectieuses ou pseudo-particules recombinantes (liang et coll,
1992). Leur structure est en tous points similaires aux particules qui sont excrétées durant
I'infection et possédent les mémes propriétés antigéniques et biochimiques (Green, 2007). Ces
capsides de synthése peuvent étre isolées par des techniques classiques de concentration et de

purification sur gradient de sucrose ou de chlorure de césium par ultracentrifugation.

Ces protéines recombinantes ont permis la production d’anticorps monoclonaux spécifiques

des norovirus et I'établissement des réactifs immunologiques pour leur détection (Hardy et
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coll., 1996 ; Jiang et coll., 2000), I'étude des interactions des norovirus avec leur(s) ligand(s)
(Marionneau et coll., 2002), ainsi que des études structurales sur la capside (Venkataram
Prasad et coll., 2000). Enfin, elles constituent le meilleur candidat pour un vaccin contre les

norovirus humains.

5. Culture et norovirus murins

Il n’existe actuellement aucun systéme de culture cellulaire pour les norovirus responsables de
gastroentérites chez 'homme, c’est-a-dire pour les norovirus Gl et Gll. Les nombreuses
tentatives de mise en culture des norovirus au cours des trois dernieres décennies ont été

vouées a I"échec (Duizer et coll., 2004).

Seul un membre du genre Norovirus, le norovirus murin ou MNV peut se multiplier
efficacement sur culture cellulaire (Karst et coll., 2003 ; Wobus et coll., 2004). En 2003, le MNV-
1 a été le premier membre du génogroupe V a étre découvert grace a une lignée de souris
sévérement immunocompromises et déficientes pour la réponse immunitaire innée et
adaptative (Karst et coll., 2003). Ces souris STAT1” ont été obtenues par knockout génétique du
géne STAT-1 et présentent un défaut de réponse par interféron (INF). Le MNV se multiplie en
culture sans condition particuliere sur des lignées primaires de macrophages ou de cellules
dendritiques mais c’est sur des cellules immortalisées, dérivées de macrophages murins, les
cellules RAW264.7 que I'on obtient les meilleurs résultats. Il perd néanmoins rapidement sa
pathogénicité chez la souris apres 3 passages en culture. L'analyse des séquences génomiques a
montré que cette atténuation du pouvoir pathogene était due a deux mutations ponctuelles
secondaires a la pression de sélection, I'une dans NS4, limitant la réplication, et I'autre dans

VP1, affectant I'accroche au récepteur, son affinité ou sa spécificité (Bailey et coll., 2008).

6. Propriétés physicochimiques

Les norovirus possédent une densité de flottaison qui varie de 1,33 a 1,41 g/cm? (ou g/m®) dans
le chlorure de césium (CsCl) (Kapikian et coll., 1973), et les particules de synthéses une densité
de flottaison de 1,31-1,32 g/cm? (Belliot et coll., 2001). Ils conservent leur pouvoir infectieux
apres exposition a pH 2,7 pendant 3 heures a température ambiante, apres traitement avec
20% d’éther a 4°C pendant 18 heures ou aprés 30 minutes d’incubation a 60°C (Dolin et coll.,
1972). Les norovirus sont également résistant a l'inactivation aprés chloration des eaux de

boisson (Keswick et coll., 1985).
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B. INFECTIONS A NOROVIRUS HUMAINS ET
DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

1. Pathogeneése et défense de I'héte

Les norovirus humains pénétrent essentiellement dans I'hGte par ingestion ou plus
exceptionnellement par aérosolisation de vomissures (Caul, 1994). Leurs propriétés physico-

chimiques leur permettent de résister a I'acidité gastrique et de pénétrer dans l'intestin.

Bien que le site de réplication ne soit pas bien établi, différentes études tendent a montrer que
le site infectieux se situerait au niveau du jéjunum. Des biopsies de la muqueuse intestinale
permettent de montrer la présence de lésions histopathologiques correspondant a des Iésions
villositaires atrophiantes avec une hypertrophie des cryptes intestinales, une infiltration par des
cellules mononucléées et la présence de vacuoles cellulaires intracytoplasmiques sans pour
autant porter atteinte a l'intégrité cellulaire (Agus et coll., 1973 ; Schreiber et coll., 1973). Cette
atrophie villositaire a cependant pour conséquence |'apparition d’'une malabsorption transitoire
avec altération du systéeme enzymatique de la bordure en brosse des entérocytes qui est a
I'origine de la diarrhée (Agus et coll., 1973 ; Schreiber et coll., 1973). Les muqueuses gastriques

et coliques ne présentent quant a elles aucune lésion.

Apreés réplication, les virus néoformés sont excrétés dans la lumiére intestinale puis éliminés
avec les selles. Ces nouveaux virions peuvent étre détectés par PCR avant I'apparition des
premiers signes et jusqu’a plusieurs jours voire des semaines aprés la guérison, tout
particulierement chez le nourrisson (Okhuysen et coll., 1995 ; Gaulin et coll., 1999 ; Rockx et
coll., 2002 ; Murata et coll., 2007 ; Kirkwood et Streitberg, 2008) mais aussi chez les personnes

agées (Lee et coll.,, 2007). La persistance d’une excrétion virale au-dela de la période stricte de
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la maladie symptomatique pose le probleme du controle des épidémies consécutives a la
manipulation des aliments lors de leur préparation (Reid et coll., 1988 ; Parashar et coll., 1998).
Par ailleurs, une excrétion prolongée, parfois pendant plusieurs années, est fréqguemment

observée chez les patients immunocompromis (Siebenga et coll., 2008).

La réponse immunitaire vis-a-vis des norovirus est de courte durée (jusqu’a 14 semaines). Elle
est homotypique, c’est-a-dire que I'immunité acquise pour un génogroupe/génotype particulier
ne permet pas d’avoir une protection efficace vis-a-vis d’'un autre génogroupe/génotype (Wyatt
et coll., 1974), le sujet étant donc exposé a une nouvelle infection. En outre, il est fort possible
que la grande diversité génétique qu’offrent les norovirus se traduise par une importante
diversité antigénique de telle sorte que I'infection par un génotype ne conféere pas d’'immunité
pour un autre génotype ou vis-a-vis de variants d’'un méme génotype (Siebenga et coll., 2007 ;

Lindesmith et coll., 2008).

Il a été observé que les taux sériques d’anticorps ne sont en réalité pas corrélés avec la
résistance a l'infection et, plus récemment, une étude a montré qu’au niveau local le
développement d’une réponse rapide par des IgA sécrétoires par la muqueuse pouvait conférer
une protection vis-a-vis de l'infection (Lindesmith et coll., 2003). La réponse immunitaire de
type cellulaire fait intervenir quant a elle une augmentation d’interféron gamma (IFNy) et
d’interleukine 2 (IL-2) en I'absence de production d’IL-4, d’IL-6 et d’IL10, ce qui suggere que la

voie Th1l est privilégiée (Tacket et coll., 2003 ; Lindesmith et coll., 2005).

Diverses études ont suggéré que d’autres facteurs non immunologiques, notamment d’ordre
génétique, devaient jouer un rdle dans la protection et/ou la résistance a l'infection par
norovirus (Parrino et coll., 1977). Quelques études d’infection de volontaires sains ou portant
sur des cas d’épidémies ont en effet montré que prés de 45% des adultes contractaient la
maladie avec une bonne réponse immunologique, mais que, curieusement, 55% des volontaires
n’étaient jamais infectés. (Parrino et coll., 1977 ; Kaplan et coll., 1982 ; Johnson et coll., 1990 ;
Lindesmith et coll., 2003). En outre, seule la moitié des sujets infectés présentaient une
symptomatologie. Parmi les mécanismes de résistance, I'implication des antigenes tissulaires
de groupes sanguins et de leurs enzymes, les fucosyltransférases (FUT) et plus particulierement

I’a-1,2-fucosyl-transférase (FUT2), que nous aborderons plus loin, a été explorée (Figure 7).
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Se-

~20% de la population
pas d’antigene H type 1

RESISTANT SENSIBLE
pas de fixation de NV ‘ fixation de NV .
pas de symptémes a la salive
pas d’excrétion virale
pas de réponse immune salivaire ou sérique

Se+

~80% de la population
présence d’antigéne H type 1

50% symptomatiques

excrétion virale

réponse IgG sérique tardive (>5j)
réponse IgA muqueuse NV-spécifique

pas de symtémes

pas d’excrétion virale

pas de réponse sérique 1gG

réponse IgA muqueuse NV-spécifique précoce

Figure 7. Modele d’infection par norovirus en fonction du caractére sécréteur ou non-sécréteur (présence
du géne FUT2 fonctionnel ou pas, respectivement), d’apreés Lindesmith et coll. (Lindesmith et coll., 2003).

Les pourcentages des individus non-sécréteurs Se-, des sécréteurs Se+ infectés et protégés sont
probablement influencés par I'dge, I'ethnie et les antécédents d'exposition.

2. Manifestations cliniques

Les gastroentérites a norovirus sont généralement bénignes chez les enfants et les adultes en
bonne santé, ne causant que trés rarement des déshydratations séveéres nécessitant une
hospitalisation. Dans les pays moins avancés sur le plan médico-social, la sévérité des
gastroentérites a norovirus hospitalisées est comparable a celle des rotavirus et pourrait
témoigner d’un retard de prise en charge (Sdiri-Loulizi et coll., 2008). Les infections a norovirus
sont en revanche a surveiller chez les immunodéprimés ou elles peuvent devenir chroniques et
chez les personnes dgées ou elles sont généralement plus graves et plus fréquentes, pouvant
s'accompagner d’une déshydratation déstabilisant leur état précaire et entrainant une
hospitalisation voire le décés. La surmortalité liée a ces gastroentérites se situerait entre 0,8 et
2,8%o0 (Lopman et coll., 2003a). La durée généralement constatée de la période symptomatique

de I'infection est habituellement de 12 a 48 heures.

Aprés contamination, I'incubation est assez courte, entre 4 et 77 heures, mais on constate en
générale une moyenne de 24 a 48 heures avant l'apparition des symptomes entéritiques

(Kaplan et coll., 1982). Les principales caractéristiques cliniques de l'infection par le norovirus
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sont regroupées autour d’'une symptomatologie gastroentéritique incluant nausées,
vomissements, douleurs abdominales, diarrhée et fievre modérée. Des maux de téte et de
gorge, des myalgies et une perte de I'appétit ont également été signalés (Wyatt et coll., 1974 ;

Kaplan et coll., 1982).

Les acces diarrhéiques sont souvent liquidiens sans présence de mucus, de sang ou encore de
leucocytes. Les vomissements semblent quant a eux plus fréquents chez I'enfant que chez
I’adulte et pourraient étre, comme les nausées, le reflet de troubles moteurs gastro-intestinaux

dont le mécanisme n’a pas encore été mis en évidence (Meeroff et coll., 1980).

3. Modes de Transmission

Le mode féco-oral est la principale voie de transmission du virus, soit de facon directe, soit par
la contamination de surfaces de I'environnement (poignées de porte, mobilier et objets divers)
qui joue un réle de relais dans la transmission du virus lors d’une épidémie (Glass et coll., 2000b
; Fankhauser et coll., 2002). Par ailleurs les aérosols formés lors des vomissements peuvent
représenter un mode de transmission opportuniste qui accélérera encore la propagation du
virus dans les collectivités confinées comme les maisons de retraite, les services hospitaliers, les
hotels, les bateaux de croisiere et les creches (Caul, 1995). Les norovirus étant probablement
stables dans I'’environnement, la contamination de surfaces par des individus infectés facilite la

dissémination du virus.

Plusieurs facteurs contribuent a I'impact considérable des infections a norovirus, en particulier
lors d’épidémies :
— la résistance du virus aux pH acides ou basiques, a la chaleur, aux concentrations
habituelles de chlore favorisent leur persistance dans I'environnement,
— une dose infectieuse faible peut entrainer la maladie (10 unités PCR seraient suffisantes
dans le cas du virus Norwalk) (Teunis et coll., 2008),
— et la présence de porteurs asymptomatiques et I'excrétion du virus durant la phase post-

symptomatique qui peut durer plusieurs semaines (Tu et coll., 2008).

La transmission alimentaire ou hydrique des infections a norovirus est bien connue et les
coquillages ont été souvent incriminés, en particulier les huitres. Mais de nombreux aliments
contaminés ont également été mis en cause : salades, sandwichs, fruits et légumes frais ou
congelés, patisseries, etc. Ces aliments sont souillés soit par l'intermédiaire du milieu hydrique

contaminé (lavage de denrées, irrigation de végétaux consommés crus ou élevage de
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coquillages), soit lors de leur manipulation par des personnes infectées et peuvent étre
responsables d’épidémies touchant plusieurs milliers de personnes. Les exemples en sont
donnés par les vagues d’épidémies européennes et américaines consécutives a la
commercialisation de framboises contaminées (Ponka et coll., 1999a ; Ponka et coll., 1999b) ou
encore aux Etats-Unis par la contamination du glacage servant a la confection de gateaux par
un patissier (Kuritsky et coll., 1984). Ce mode de transmission, faisant intervenir une personne
infectée, symptomatique ou non, ayant manipulé un aliment, serait en fait responsable jusqu’a

67% des épidémies d’origine alimentaire (Mead et coll., 1999 ; Koopmans et Duizer, 2004).

Toutefois, bien que la transmission de personne a personne soit le plus souvent incriminée
dans les épidémies, elle peut étre secondaire a une origine alimentaire ou hydrique. Le plus
souvent celle-ci ne peut étre retrouvée, I'introduction du virus dans la collectivité se faisant par

une personne infectée symptomatique ou non mais excrétrice du virus.

Il n’existe aujourd’hui aucune preuve de transmission de I'animal a I'homme méme si certaines
souches présentent des similitudes génétiques, notamment chez le porc (Wang et coll., 2005 ;

Mattison et coll., 2007).

4. Controle et prévention

Les actions de prévention des infections a norovirus doivent cibler les différents niveaux de la
contamination. La protection des zones de production alimentaire ou hydrique (parcs a huitres,
les eaux d’irrigation ou de distribution) repose sur les contréles en amont, les stations de
traitement des eaux usées ou l'interdiction de rejet sauvage. Le contrdle des zones sensibles
par les techniques moléculaires facilite la surveillance et accélére les alertes sanitaires. En aval,
le respect des regles d’hygiéne est indispensable pour éviter la contamination des aliments lors
de leur préparation et pour limiter la diffusion du virus de personne a personne. Les surfaces de
travail doivent étre désinfectées a I'eau de javel. Tout employé malade doit étre exclu de son

travail jusqu’a 48 a 72 heures apreés la fin des symptomes.

La prévention repose sur un respect permanent des regles d’hygiéne et des précautions dites
de contact (Siegel et coll., 2007) avec un lavage soigneux des mains avec de |’eau et un savon
antiseptique ou avec des solutions hydroalcooliques choisies pour leur efficacité (Belliot et coll.,
2008a). Dés les premiers cas de gastroentérites, ces mesures doivent étre renforcées (strict
lavage des mains, port d’un sarrau, de masque en cas de vomissements) et étre associées a une

décontamination des surfaces et de I'environnement a l'aide d’un désinfectant reconnu
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virucide pour les norovirus tel que I'"hypochlorite de sodium (eau de Javel) (Barker et coll.,

2004).

La mise au point d’un vaccin efficace se heurte actuellement a différentes caractéristiques des
norovirus humains que sont leur forte variabilité génétique et antigénique, notamment chez les
Gll.4, leur propension a générer une immunité homotypique a court terme et I'impossibilité
actuelle de trouver un systeme de culture approprié (Estes et coll., 2000). Différentes
approches ont été investiguées sans grand succes en se basant sur 'utilisation de particules ou
domaines P exprimés sur baculovirus, bactéries, levures ou encore plantes transgéniques (Ball
et coll., 1996 ; Estes et coll., 1997 ; Tacket et coll., 2000 ; Xia et coll., 2007). Toutefois, sur un

plan strictement économique et commercial, le bien fondé d’un tel vaccin n’est pas évident.

5. Diagnostic des norovirus humains

Compte-tenu d’un intérét croissant et une meilleure connaissance de I'épidémiologie des
norovirus, les tests diagnostics des infections a norovirus est actuellement en plein
développement mais reste encore assez confidentiel, notamment en France. Il s’agit de

techniques directes.

Bien gu’historiquement la microscopie électronique ait été la technique de choix, en I'absence
de réactifs adéquats, pour la découverte de nombreux virus entériques dont les calicivirus et les
rotavirus, cette technique par son manque de sensibilité, I'équipement et I'expertise qu’elle
requiert, a été peu a peu remplacée par les techniques de biologie moléculaire (RT-PCR et RT-
PCR en temps réel) plus simples d’utilisation. Depuis quelques années, on observe également le
développement de techniques immunoenzymatiques qui toutefois manquent encore de

fiabilité et de sensibilité.

5.1 Détection du génome

Les techniques d’amplification (RT-PCR et RT-PCR en temps réel) sont des méthodes
aujourd’hui largement utilisées pour la détection de nombreux virus dans différents types de
prélevements (selles, vomissures, aliments ou encore |'eau). Elles sont devenues les outils
standards de détection et de suivi épidémiologique des norovirus. L'hétérogénéité du génome
des norovirus humains ne permet pas la détection des Gl et des Gll avec un seul jeu d’amorces :
amorces et sondes ont généralement comme cible la partie la plus conservée de la polymérase

(domaine YGDD) (Kageyama et coll., 2003).
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Pour détecter la totalité des génotypes connus, ces techniques utilisent plusieurs couples
d’amorces ciblant une région conservée de 'ORF1 codant la polymérase (Ando et coll., 1995 ;
Vinje et Koopmans, 1996 ; Jiang et coll., 1999b ; Fankhauser et coll., 2002). D’autres amorces
ont été développées pour amplifier les régions de I'ORF2 codant la protéine de capside VP1 (Le
Guyader et coll., 1996 ; Kojima et coll., 2002 ; Vennema et coll., 2002 ; Vinje et coll., 2004 ;
Siebenga et coll., 2009). L’hybridation ou le séquengage du produit amplifié permet le
génotypage du virus. D’'une maniere générale, I'amplification de la partie la plus conservée de
la polymérase permet la détection du virus et d’établir un typage préliminaire par séquencage.
L'amplification de la région située a I’extrémité N-terminale de 'ORF2 permet un typage précis
des norovirus (Mattison et coll., 2009). Il existe également des PCR permettant I'amplification
de la jonction entre les ORF 1 et 2 et donc de caractériser notamment les norovirus
recombinants de type Gllb (Jiang et coll., 1999a ; Buesa et coll., 2002 ; Ambert-Balay et coll.,
2005). Enfin, des RT-PCR ont été mises au point pour la détection dans I'environnement, I'eau

et la nourriture (Beller et coll., 1997 ; Schwab et coll., 1998 ; Le Guyader et coll., 2004).

Plus récentes, les techniques de RT-PCR quantitative, c’est-a-dire en temps réel, sont de plus en
plus utilisées car elles sont plus rapides et peuvent permettre éventuellement de déterminer la
charge virale dans les prélevements (Kageyama et coll., 2003 ; Richards et coll., 2004). Le choix

des amorces pour ce type de technique est plus délicat que pour une PCR conventionnelle.

5.2 Détection des antigenes

Depuis quelgues années, des trousses de détection des antigenes de norovirus sont disponibles
dans le commerce. Ces trousses commerciales sont proposées sous forme d’ELISA ou de tests
rapides immunochromatographique (ICT). L'amélioration constatée des derniéres trousses
commercialisées permet aujourd’hui de les inclure dans une stratégie de diagnostic des
épidémies bien que les résultats varient d’'un génotype a l'autre. Leur seuil de sensibilité ne
dépasse néanmoins que rarement les 50%, ce qui reste encore peu satisfaisant (Gray et coll.,
2007) et contraint a tester plusieurs échantillons (au minimum 4 voire 6) pour établir un

diagnostic fiable (Duizer et coll., 2007).

5.3 Analyses sérologiques

Les analyses sérologiques visant a détecter des IgG ou des IgM dans le sérum ou des IgA

directement dans les selles sont relativement peu fiables et ne refletent pas nécessairement
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I’état infectieux, la réponse immunitaire 1gG conséquemment a 'infection par norovirus n’étant
généralement pas spécifique de type (Belliot et coll., 2001). Bien qu’il ait été suggéré que les
réponses IgM ou IgA soient plus spécifique de type (Gray et coll., 1994), ces techniques
diagnostiques n’ont jamais pas été développées, I'obstacle majeur étant qu’il n’existe pas

d’antigene de groupe qui soit commun pour tous les norovirus humains.
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C. EPIDEMIOLOGIE DES NOROVIRUS

Les infections a norovirus sont responsables chaque année de pres de 200.000 décés chez les
enfants de moins de 5 ans dans les pays en voie de développement et prés de 900.000

consultations et 64.000 hospitalisations dans les pays a hauts revenus (Patel et coll., 2009).

Les infections par le norovirus humain sont plus populairement connues sous les termes de
grippe intestinale et de winter vomiting disease chez les anglo-saxons car ils sont basés sur
I'observation de la saisonnalité hivernale des épidémies des gastroentérites : de novembre a
mars pour ’hémisphere Nord. Ce caractére saisonnier semble cependant plus émoussé dans les
pays de I'hémisphére Sud, peut-étre compte-tenu de I'absence de réseaux de surveillance

toujours bien structurés (Tu et coll., 2007 ; Siebenga et coll., 2009).

1. Prévalence et incidence

Les norovirus touchent aussi bien les individus des pays développés que ceux en voie de
développement. Les analyses sérologiques utilisant des VLP recombinantes de norovirus Gl et
Gll ont permis de démontrer que la prévalence des anticorps est mieux corrélée avec I’dge dans
les pays développés qu’en voie de développement (Jiang et coll., 2000). La prévalence des
anticorps dirigés contre les norovirus Gll apparait étre par ailleurs plus élevée que celle des
norovirus Gl, ce qui reflete bien la prédominance des souches GllI (Cubitt et coll., 1987 ; O'Ryan

et coll., 1998 ; Smit et coll., 1999 ; Jiang et coll., 2000).

Peu de données sur l'incidence des gastroentérites a norovirus sont actuellement disponibles.
Néanmoins, il a été évalué que pres de 18% des cas communautaires de gastroentérites au
cours d’une saison hivernale et au moins 5% des cas vus par un médecin sont associés a une

infection par norovirus (Koopmans et coll, 2000). Aux Etats-Unis, les norovirus sont
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responsables de 93% des gastroentérites d’origine alimentaire ce qui représenteraient prés de
26 millions de cas chaque année (Mead et coll., 1999 ; Fankhauser et coll., 2002) ; il en est

probablement de méme en Europe (Koopmans et coll., 2003 ; Lopman et coll., 2003b).

La transmission de ces virus par I'eau ou les aliments contaminés étant bien établie, la
transmission de personne a personne apparait cependant étre le mode principal de diffusion du
virus, soient environ 70 a 90% des cas (Greig et Lee, 2008 ; Kroneman et coll., 2008a). Les
norovirus sont ainsi responsables de la majorité des gastroentérites sporadiques ou
épidémiques survenant dans diverses collectivités : hotels, maisons de retraite, écoles et autres

institutions (Lopman et coll., 2003a).

2. Les norovirus dans I’environnement

Les norovirus partagent avec les autres calicivirus diverses caractéristiques qui leur permettent
de persister dans I’environnement dont une excrétion prolongée persistant aprés la résolution
clinique ou en l'absence de toute symptomatologie, leur stabilité dans I'environnement ou
encore une importante diversité de souches (Caul, 1994 ; Rockx et coll., 2002 ; Rzezutka et
Cook, 2004 ; Green, 2007 ; Atmar et coll., 2008 ; Koopmans, 2008 ; Teunis et coll., 2008). En
I‘absence de systéme de culture pour les norovirus humains, leur stabilité et leur survie dans
I’environnement et notamment sur les denrées alimentaires sont estimées a partir des données
disponibles pour d’autres calicivirus, notamment le calicivirus félin (FCV) et le norovirus murin

(MNV) (Cannon et coll., 2006 ; Kingsley et coll., 2007 ; Baert et coll., 2008 ; Hewitt et coll., 2009).

A I'origine de bon nombre d’épidémies d’origine hydrique (Myint et coll., 1994 ; Parshionikar et
coll., 2003 ; Maunula et coll., 2005), les norovirus sont présents dans les eaux usées épurées et
non traitées (Lodder et coll., 1999 ; Loisy et coll., 2000 ; da Silva et coll., 2007 ; Iwai et coll.,
2009). lIs sont résistants aux étapes de traitement des eaux (Laverick et coll., 2004 ; Ueki et
coll., 2005 ; van den Berg et coll., 2005 ; Myrmel et coll., 2006), en particulier a la chloration,
I’'abattement étant inférieur a 1 log au cours des traitements secondaires (Carter, 2005 ; Lodder
et de Roda Husman, 2005). De plus, ils ont été retrouvés dans les eaux souterraines

(Parshionikar et coll., 2003) et de surface (Aw et coll., 2009).

L'une des principales sources d’infections d’origine alimentaire est constituée par les
mollusques bivalves tels que les huitres, les moules ou les palourdes qui, par filtration,
accumulent un bon nombre de microorganismes dont les virus entériques (Nappier et coll.,

2008). Les norovirus sont concentrés dans les tissus des glandes digestives (Wang et coll., 2008 ;
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McLeod et coll., 2009) ou leur persistance, pendant des semaines, serait facilitée par la

présence de motifs antigéniques similaires aux HBGA humains (Le Guyader et coll., 2006).

Plus de la moitié des épidémies d’origines hydriques et alimentaires seraient dues aux
norovirus du génogroupe | (Kageyama et coll., 2004 ; Maunula et coll., 2005 ; Blanton et coll.,
2006 ; Le Guyader et coll., 2006) car ils seraient plus résistants aux étapes de traitement des
eaux usées que les norovirus du génogroupe Il (da Silva et coll., 2007) pour lesquels, en
revanche, la persistance dans I'environnement pourrait étre favorisée par le froid (Lee et Kim,

2008).

3. Caractéristiques épidémiologiques

Il faut distinguer deux contextes épidémiologiques : les gastroentérites sporadiques d’une part,
et les gastroentérites épidémiques d’origine alimentaire (toxi-infections alimentaires collectives

ou TIAC), ou hydrique d’autre part.

3.1 Les gastroentérites sporadiques

L'importance des norovirus dans les gastroentérites sporadiques hivernales observées en
médecine générale est encore peu documentée mais on considere qu’en moyenne 12 % des cas
sporadiques seraient dus a norovirus (Patel et coll., 2009). Néanmoins, les techniques
moléculaires de diagnostic montrent que les norovirus sont la principale cause des
gastroentérites ambulatoires chez I'adolescent et I'adulte (Chikhi-Brachet et coll., 2002) et la
deuxieme cause d’hospitalisation chez les enfants de moins de 5 ans aprés les rotavirus.
Certains auteurs ont signalé également une implication similaire de ces deux virus dans les
gastroentérites du jeune enfant avec parfois un impact clinique comparable (Colomba et coll.,

2007 ; lturriza Gomara et coll., 2008 ; Sdiri-Loulizi et coll., 2008 ; Reimerink et coll., 2009).

3.2 Les gastroentérites épidémiques

Les gastroentérites d’origine alimentaire ou hydrique sont dues le plus souvent aux norovirus.
Ces épidémies sont « explosives » avec un taux d’attaque élevé pouvant varier de 17 a 100% en
fonction du génotype (Vinje et Koopmans, 1996 ; Torner et coll., 2008). Notons que le taux
d’attaque des norovirus Gll.4 semble cependant étre plus faible que pour les autres génotypes

(Noda et coll., 2008).
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Récemment, il a été estimé que chaque cas primaire pouvait étre a I'origine de 4 a 14 nouveaux
cas secondaires (Heijne et coll., 2009). Pour chaque épidémie, 'enquéte permet de retrouver la
source de contamination que l'analyse virologique n’arrive pas toujours a confirmer. En
revanche, I'analyse virologique des selles est le plus souvent positive et met en évidence une
trés grande diversité de génotypes de norovirus impliqués. Enfin, ces épidémies surviennent

généralement tout au long de I'année sans caractére saisonnier.

3.2.1 Les épidémies dans les collectivités

A l'opposé, les épidémies de gastroentérites touchant les établissements de soins et
d’hébergement sont principalement hivernales (Green et coll., 2002a ; Bon et coll., 2005). Tout
aussi brutales, ces épidémies ont les caractéristiques épidémiologiques d’une transmission de
personne a personne. Sur un plan virologique, elles se distinguent des précédentes par le
génotype du norovirus en cause, qui est presque exclusivement le génogroupe Il et
principalement les norovirus Gll.4 en Europe et dans le reste du monde (Green et coll., 2002a ;
Gallimore et coll., 2004a ; Bon et coll., 2005 ; Kroneman et coll., 2008b). Dans les hopitaux, des
infections nosocomiales a norovirus ont été également observées, il s’agit principalement de

norovirus Gll.4 (Traore et coll., 2000 ; Johnston et coll., 2007 ; Johansen et coll., 2008).

Les norovirus ont été également documentés comme un important pourvoyeur de
gastroentérites chez les militaires (McCarthy et coll., 2000) pouvant atteindre jusqu’a 10%
d’incidence derriere les infections a E. Coli (17%) (Bourgeois et coll., 1993). De maniere
similaire, les norovirus sont régulierement responsables d’épidémies de gastroentérite a
grande échelle sur les navires de croisieres touristiques mais également militaires (Herwaldt et
coll., 1994 ; Khan et coll., 1994 ; Sharp et coll., 1995 ; Corwin et coll., 1999 ; Oyofo et coll., 1999 ;
Bohnker et Thornton, 2003 ; Gallimore et coll., 2003 ; Verhoef et coll., 2008).

3.2.2 Les toxi-infections alimentaires collectives

Les risques de gastroentérites a norovirus d’origine alimentaire ne sont pas négligeables et sont
de plus en plus pris en considération. Ces gastroentérites ne sont pas nécessairement
hivernales et elles sont souvent sporadiques. On estime ainsi que, sur les 23 millions de cas
annuels de gastroentérite a norovirus au Etats-Unis, 40% sont dues aux infections d’origine
alimentaire (Mead et coll., 1999). Les épidémies d’origine alimentaire sont souvent associées a

la consommation d’aliments le plus souvent contaminés lors de leur préparation ou par des
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eaux souillées. Les norovirus incriminés ne sont pas nécessairement de type Gll.4 mais un

éventail de norovirus aussi bien Gl que GlI (Le Guyader et coll., 2000).

4. Epidémiologie moléculaire

Les norovirus humains se répartissent entre deux génogroupes, les GGl avec 8 génotypes et les
Gll avec 19 génotypes (voir plus haut). Outre cette diversité génétique et antigénique, les
norovirus possedent un potentiel évolutif important. Les différentes études d’épidémiologie
moléculaire ont mis en avant la prédominance du génogroupe Il dans prés de 75 a 100 % des
cas sporadiques (Patel et coll., 2009), avec I'implication du génotype GlI.4 dans prés de 60 a
80% des cas selon les pays. Les norovirus Gll.3 semblent quant a eux surtout associés aux
gastroentérites aigués chez I'enfant, alors que les norovirus GGl sont le plus souvent impliqués

dans les épidémies dues a la contamination de I’eau ou des aliments.

4.1 Les norovirus Gil.4

L’amélioration constante des réseaux de surveillance des virus entériques, en particulier aux
Etats-Unis et en Europe, a permis de faire une analyse fine sur le plan phylogénétique des
souches de norovirus incriminés dans les épidémies de gastroentérites. Ces travaux ont surtout
concernés les norovirus Gll, notamment Gll.4 et Gllb. Cette analyse a permis de démontrer que
les norovirus Gll.4 subissent une dérive génétique avec I'apparition de nouveaux variants par
cycles de 2 ou 3 ans (Siebenga et coll., 2007 ; Lindesmith et coll., 2008). Il ressort également de
cette évolution génétique un accroissement de la virulence ou I'acquisition d’autres propriétés
ayant pour conséquence un potentiel de diffusion plus important. Régulierement, des vagues
épidémiques de gastroentérites liées a I'émergence d’une nouvelle souche de norovirus Gll.4
sont observées dans le monde (Figure 8). D’une maniére globale, les homologies de séquences
au sein du génotype Gll.4 varient, en nucléotides, de 88,4 a 96,1%, et, en acides aminés, 92,1 a

97,7% (Kamel et coll., 2009).

La premiére souche de norovirus Gll.4 qui fut découverte est issue du variant Bristol (Green et
coll., 1994). Mais, la premiere épidémie décrite et analysée sur le plan virologique s’est
déroulée durant les années 1995-96, les souches de norovirus isolées aux Etats-Unis comme en
Australie étaient un variant dénommé US95/96 et dérivant de Bristol (Dingle et coll., 1995 ;
White et coll., 2002). Suite a son émergence en 2002, le variant Farmington Hills a été

responsable de la recrudescence d’épidémies de gastroentérites dans toute I'Europe telle que
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rapportée par le réseau européen de surveillance (Lopman et coll., 2004). Cette méme souche a
été également caractérisée aux Etats-Unis durant la méme période ot une vague épidémique
était constatée avec plus de 80% des cas rapportés (Widdowson et coll., 2004). Ce variant
présentait, de plus, la particularité d’avoir un acide aminé supplémentaire, inséré dans le

domaine P2 de la capside (Dingle, 2004).
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Figure 9. Evolution des épidémies & norovirus Gll.4 en France entre 2000 et 2010 montrant
I’émergence, la prédominance et le remplacement successif des différents variants.

Ce méme phénomeéne d’émergence a été observé par la suite et, a chaque fois, une souche de
génotype Gll.4, présentant des caractéristiques génétiques nouvelles, était impliquée. Ainsi,
plus récemment en 2004, sont apparus de maniére concomitante les variants Hunter et Chiba
(Bull et coll., 2006) puis au printemps 2006 les variants Den Haag et Yerseke (Koopmans et coll.,
2006). L'analyse phylogénétique a permis notamment de montrer que le variant Den Haag
provenait par glissement génétique du variant Farmington Hills, et Yerseke de Hunter (Kamel et

coll., 2009) (Figure 9).

Il apparalt donc que les souches appartenant au génotype Gll.4 ont un potentiel évolutif
nettement supérieur aux autres norovirus. Ce potentiel évolutif semble étre lié a la capside
virale impliquée dans I'antigénicité et la fixation aux ligands cellulaires (Kitamoto et coll., 2002 ;
Marionneau et coll., 2002). Cet aspect sera exploré dans le chapitre suivant et dans I'exposé de

nos travaux.
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fonction de la période de leur prédominance.

4.2 Les norovirus recombinants

Des phénomeénes de recombinaison entre souches présentant une polymérase et une capside

dérivées de souches parentes différentes ont été décrits (Jiang et coll., 1999a). L'un de ces virus

recombinants, le variant Gllb, a été isolé pour la premiere fois au cours d’une épidémie

d’origine hydrique dans le sud de la France en ao(t 2000 (Ambert-Balay et coll., 2005). Celui-ci a
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représenté jusqu’a 26% des souches caractérisées en Europe et reste une des souches
fréquemment retrouvées dans les épidémies et les cas sporadiques de gastroentérites. Ces Gllb
sont le produit de la recombinaison d’un ORF1 spécifique d’origine inconnue, associé a 'ORF2
d’un génotype déja identifié, le plus souvent GlI.3 ou Gll.4 (Jiang et coll., 1999a ; Buesa et coll.,
2002 ; Ambert-Balay et coll., 2005). Les norovirus de génotype Gllb initialement détectés en
Europe (Lindell et coll., 2005 ; Ramirez et coll., 2006), ont rapidement diffusés en Asie et dans le
monde entier (Thornton et coll., 2005 ; Phan et coll., 2006). D’autres virus recombinants ont été

identifiés suggérant que ce phénomeéne n’est pas rare (Bull et coll., 2007).

Enfin, de nombreuses infections mixtes ont été également documentées. Ces infections mixtes
sont probablement sources de fréquentes recombinaisons entre norovirus (Bull et coll., 2005 ;
Etherington et coll., 2005 ; Rohayem et coll., 2005). Elles sont caractéristiques des épidémies
liées a une contamination des réseaux d’eau ou impliquant la consommation de coquillages

contaminés (Costantini et coll., 2006 ; Le Guyader et coll., 2008).
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Revue bibliographique

D. LES LIGANDS DES NOROVIRUS

L’étape initiale de I'infection par un virus implique nécessairement I'attachement du virion a la
cellule héte permettant alors son internalisation et sa réplication. Dans le cas des norovirus,
I'infection passe par leur fixation sur des glycannes appartenant aux antigenes tissulaires de
groupes sanguins humains (HBGA) dont la synthese dépend du polymorphisme combiné aux
loci ABO, FUT2 et FUT3 et présents sur les cellules du tractus digestif (Marionneau et coll.,
2002).

1. La découverte des ligands cellulaires des norovirus

La découverte des ligands cellulaires des norovirus s’est faite grace a I’étude des lagovirus de la
famille Caliciviridae au cours de laquelle il a été démontré que le virus de la maladie
hémorragique du lapin (RHDV) pouvait s’accrocher a I'antigéne H de type 2 présent sur les
cellules épithéliales (Ruvoen-Clouet et coll., 2000). Par analogie, il a été ensuite montré que des
VLP du virus de Norwalk (norovirus Gl.1) pouvaient agglutiner des érythrocytes humains
exprimant I'antigéne H (Hutson et coll., 2002). Ensuite, une étude de infection expérimentale a
montré qu’il existait un lien direct entre la présence des HBGA dans l'intestin des individus
sécréteurs et linfection par les norovirus (Lindesmith et coll., 2003). Par la suite, de
nombreuses études se sont intéressées a démontrer des interactions spécifiques de souche
entre les norovirus et les HBGA a I'aide VLP de divers génotypes ou de particules P (Harrington
et coll., 2002 ; Huang et coll., 2003 ; Tan et coll., 2004 ; Huang et coll., 2005 ; Donaldson et coll.,
2008 ; Shirato et coll., 2008).

De plus, ces antigénes étant naturellement présents sur la lignée immortelle des cellules
intestinales Caco-2, I'analyse en microscopie confocale de VLP incubées sur ces cellules a
permis de montrer que les VLP se fixaient non seulement sur les cellules mais qu’elles étaient
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aussi internalisées par la cellule. Cette observation importante est la démonstration que
I’accroche des norovirus aux cellules épithéliales se fait par le biais d’'un récepteur dont la partie

glucidique est composée d’'un HBGA, notamment I'antigene H (Marionneau et coll., 2002).

Il est intéressant de noter qu’une équipe japonaise a montré que les norovirus étaient capables
de se fixer a d’autres glycannes que les HBGA. En effet, différentes souches de norovirus,
principalement celles du génogroupe I, sont capables de se fixer a I’héparane sulfate.
L’héparane sulfate est un polysaccharide linéaire composant certains protéoglycannes présents
a la surface de la plupart des cellules (Tamura et coll., 2004). Cependant, aucune suite n’a

jamais été donnée a ces résultats.

2. Biochimie des glycannes

2.1 Les glycoconjugués

Les glycoconjugués sont des molécules comportant des chaines de sucres fixées de maniere
covalente qui, grace a l'action de glycosyltransférases sur des précurseurs lipidiques ou
protéiques, seront par glycosylation a I'origine des glycolipides ou des glycoprotéines et des
protéoglycannes, respectivement. Ces molécules sont présentes au niveau du glycocalyx, du
cytosol et du noyau ainsi que dans les compartiments intracellulaires (Hart et coll., 1989) ou
elles jouent souvent des réles clefs dans certains processus biologiques tels que la prolifération
et la différenciation cellulaire, la communication intercellulaire, les interactions entre les

cellules hotes et les pathogenes, etc.

Chez les mammiféres, les glycolipides sont exclusivement des glycosphingolipides, c’est-a-dire
gu’ils posseédent une extrémité glycannique et une extrémité céramide (Holgersson et coll.,
1992), et sont répartis en six familles : les gangliosides, les isogangliosides, les globosides, les

isoglobosides, les lactosides et les isolactosides.

Les glycoprotéines sont, en fonction de la liaison entre le corps protéique et le sucre, subdivisés
en deux groupes : les glycannes N-liés, les plus répandus, et les O-liés. Les glycannes N-liés ont
pour caractéristique commune d’avoir au moins une asparagine dont la fonction amine est
couplée a un polysaccharide par une liaison amine et présente au sein de séquences
peptidiques consensus spécifiques. Leur synthése commence dans le réticulum endoplasmique
et se finalise dans I'appareil de Golgi au cours de laquelle un cceur pentasaccharidique

trimannosylé (Mans-GIcNAc,) sera ajouté sur |'asparagine via une liaison B1-N, des
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monosaccharides pouvant par la suite étre successivement ajoutés sur ce socle commun. Trois
types de N-glycannes peuvent étre distingués en fonction de ces sucres additionnels : le type
oligomannosidique, par adjonction exclusive de résidus mannoses, le type complexe ou N-
acétyllactosaminique, permettant par I'action des quatre glycosyltransférases de former des
structures ramifiées a 2, 3 ou 4 antennes plus ou moins complexes, et le type hybride,
combinaison des deux types précédents. Les glycannes O-liés sont quant a eux présents sur
certaines glycoprotéines cellulaires et tout particulierement sur les mucines sécrétées ainsi que
sur les immunoglobulines sécrétoires A et D. lIs résultent de glycosylations exclusivement post-
traductionnelles qui consistent en la fixation de glycanne sur la fonction hydroxyle d’une sérine
ou d’une thréonine. Le premier résidu peut étre un fucose (Fuc), une N-acétylglucosamine
(GIcNAc), un mannose (Man) ou une N-acétylgalactosamine (GalNAc) (Peter-Katalinic, 2005).
Pour les mucines, les O-glycannes peuvent étre présents sous différentes formes:
monosaccharidique (antigéne Tn), disaccharidique (antigéne Si-Tn et Si-T), et complexe

comportant 8 cceurs distincts (Yamashita et coll., 1995 ; Hounsell et coll., 1996).

2.2 Les glycosyltransférases

Les glycosyltransférases, dont plus de 250 sont connues chez 'homme, permettent de catalyser
la synthése des chaines glucidiques sur les glycolipides et les glycoprotéines. Ces enzymes
possedent des spécificités de substrats strictes et assurent le transfert d’'un monosaccharide
porté par un glycosylnucléotide vers un substrat accepteur. Ces enzymes sont regroupées en

familles sur la base de leur substrat et en fonction de la nature de la liaison créée.

Les glycosyltransférases ont des propriétés différentes en fonction de leur localisation cellulaire
et sont présentes notamment dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi. Elles
possédent un ou plusieurs domaines transmembranaires (Oriol et coll., 2002). Les
glycosyltransférases du Golgi sont des protéines de type Il et possédent un domaine N-terminal
intracellulaire le plus souvent court, un seul domaine d’ancrage membranaire, une tige flexible
et un domaine C-terminal comportant deux sous-domaines catalytiques. Enfin, elles possédent
un site de clivage protéolytique au niveau de leur tige permettant le relargage de ces enzymes

dans la salive, le plasma ou encore le lait maternel.

Bien qu’a lintérieur d’'une méme famille de glycosyltransférases les séquences peptidiques
soient tres conservées dans le monde animal, des variations importantes du profil d’expression

des glycannes intra- et inter-espéces peuvent étre observées. Ces variations sont la
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conséquence de variations dans I’environnement extracellulaire mais également de régulations
post-transcriptionnelles et de la nature des voies de synthese dépendantes de réactions

enzymatiques multiséquentielles et compétitives.

Face a un nombre croissant de découvertes de nouvelles glycosyltransférases, des
classifications ont été successivement proposées. La derniére classification en date est la
Classification CAZy (Carbohydrate Active enZymes) (Coutinho et coll., 2003) et comporte pas
moins de 91 familles identifiées, notées GT1 a GT91. Nous verrons plus loin que la synthese des
antigénes tissulaires de groupes sanguins ABH (HBGA) fait intervenir, entre autres, deux
glycosyltransférases les a-1,2-fucosyl-transférase (FUT2) et a-1,3-fucosyl-transférase (FUT3),
appartenant respectivement aux familles GT11 et GT10, ainsi que les enzymes codées par les

alléles A et B du géne ABO qui appartiennent a la famille GT6.

2.3 Les antigenes tissulaires de groupes sanguins ABH

Les HBGA sont des sucres complexes composant, entre autres, les antigénes A, B, H et Lewis
présents éventuellement sous forme sialylée. Chez I'homme, ils sont présents dans de
nombreux organes et tissus, notamment sur les érythrocytes, mais également dans la salive, le
lait et sur les cellules épithéliales des muqueuses, et en particulier sur les cellules du tractus
intestinal (Marionneau et coll., 2001). Les connaissances actuelles de ces sucres tendent a
montrer que leur présence dans les fluides corporels tels que le lait maternel leur permet de
jouer un réle de ligands leurres pour bon nombre de bactéries et virus pathogenes (Jiang et

coll., 2004 ; Newburg et coll., 2004 ; Morrow et coll., 2005).

Les HBGA sont des sucres complexes présents aux extrémités externes des N- et O-glycannes
ou glycolipides (Ravn et Dabelsteen, 2000 ; Le Pendu, 2004). Chez 'Homme, la biosynthese
débute avec un précurseur H disaccharidique qui peut étre classé en 4 types majeurs : le type 1
(GalB1,3GIcNacB1), le type 2 (Galf1,4GIcNacB1), le type 3 (GalB1,3GalNacal) et le type 4
(GalB1,3GalNacP1). Deux autres types mineurs ont été décrits : le type 5 (GalB1,3GalB1) qui est
un produit de la chimie organique et donc absent chez I’'homme, et le type 6 (Galf1,4GIcB1) a
été mis en évidence sur les cellules intestinales et rénales. Des monosaccharides (Fuc, Gal,
GalNAc) sont ensuite ajoutés successivement au précurseur et le type de liaison dépend d’une
glycosyltransférase spécifique. Par exemple: 'enzyme FUT3 est responsable de l'ajout de
résidus fucoses aux précurseurs type 1 et 2 en al,3 ou al,4 aboutissant a la synthése des

trisaccharides Lewis a (Le®) ou Lewis x (Le*). De méme, I’enzyme FUT 2 permet par I'adjonction
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d’un fucose en al,2 d’obtenir les antigénes dits sécréteurs chez lesquels I'action de la FUT3
permet d’obtenir les tétrasaccharides Lewis b (Le®) et Lewis y (LeY), respectivement. Enfin, par
I’action des glycosyltransférases A et B qui catalysent I'addition d’'une N-acétylgalactosamine ou
d’un galactose en al,3, on obtient respectivement les tétrasaccharides A et B (Figure 10). La
répartition de ces enzymes est fonction du tissu. Les phénotypes sont alors dépendant de

I’action combinée des divers loci ABO, FUT2 et FUT3, notamment.
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Figure 10. Structure biochimique des antigénes ABH des groupes sanguins basés sur différentes chaines
de saccharides présents sur les tissus humains. Les différentes chaines de saccharide des types 1 a 4
peuvent étre liées a des protéines ou a des lipides, ou sont parfois limités aux glycoprotéines ou aux
glycolipides. Certaines chaines peuvent étre également présentes dans les liquides organiques et les
sécrétions.

3. Déterminants génétiques de la résistance de I’hote

Chez 20 % de la population caucasienne, des mutations ponctuelles du géne FUT2 entrainent
I'absence d’enzyme fonctionnelle et donc de |'expression des antigénes A, B, H et
indirectement Le® et Le’ dans le tractus digestif (Kelly et coll., 1995 ; Oriol et coll., 2000). Cette

mutation, la mutation G428A dans plus de 95% des cas, définit le phénotype non-sécréteur
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(non-sec) chez qui les antigénes Le® et Le* peuvent étre détectés dans la salive et I'intestin a
condition que les génes FUT3 et/ou FUT5 soient fonctionnels (Figure 11). Ainsi, I'infection par
certaines souches de norovirus n’est en principe possible que si le gene FUT2 est fonctionnel
(Marionneau et coll., 2002 ; Thorven et coll., 2005). Enfin, la détermination du phénotype de la
salive permet de savoir si les antigénes sont présents ou non a la surface des cellules

intestinales (Marionneau et coll., 2002).
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Figure 11. Schéma de la biosynthese des antigenes de groupes sanguins et de [‘action des
fucosyltransférases FUT2 et FUT3 déterminant les caractéres sécréteur et non-sécréteur
L’ensemble des données démontre qu'’il existe une différence de sensibilité aux norovirus des
individus en fonction de leur statut génétique, en particulier pour le gene FUT2. Inversement, la
diversité génétique des norovirus peut étre reliée a la variabilité génétique de I’"h6te donnant
pour les souches de norovirus différents profils de fixation sur les HBGA (Ruvoén-Clouet et Le
Pendu, 2004).
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4. Structure du site de liaison aux HBGA

L’analyse structurale par cristallographie de I'interaction de domaines P avec notamment des
trisaccharides A et B a mis en évidence I'existence pour Gl.1 (Norwalk) d’'une poche réceptrice
localisée sur un seul monomere de capside alors que pour Gll.4 (Farmington) celle-ci se situe a
I'interface de deux monomeres (Cao et coll., 2007 ; Bu et coll., 2008 ; Choi et coll., 2008). Il est
néanmoins possible que l'interaction entre les HBGA et certains norovirus soit plus complexe
en faisant intervenir plusieurs sites (Huang et coll., 2005). Ainsi, les mutations au niveau de
cette zone P2 peuvent modifier sensiblement le spectre d’héte du virus ou du moins modifier
I'efficience de la fixation aux récepteurs (Tan et coll., 2009) et par conséquence, les étapes
suivantes de la pénétration virale. La pression immunitaire, a cause de la localisation des sites
antigéniques sur la zone P2, peut également participer et orienter la variabilité en termes de

spécificité des norovirus aux HBGA.

Différentes approches ont localisé le ou les sites présomptifs de fixation aux antigénes
tissulaires des groupes sanguins dans la zone P2 de la capside (Tan et coll., 2003 ; Chakravarty
et coll., 2005 ; Huang et coll., 2005 ; Lochridge et coll., 2005). Pour les norovirus Gl.1 (Norwalk),
I'interaction avec le site présomptif ferait intervenir différents acides aminés d’une poche
hydrophobe en fonction de I’'HBGA. Pour les trisaccharides A (A-tri), 6 aa interviennent (Ser380,
Pro378, Ser377, Asp327, His329 et Trp375) (Bu et coll., 2008 ; Choi et coll., 2008) alors qu’un
pentasaccharide H (H type 1) fait intervenir 7 aa (Pro378, Ser377, Asp327, His329, Asp344,
GIn342 et Trp375) (Choi et coll., 2008) complétés par 3 autres aa (Ser338, Ala430 et Tyr431).

Ces acides aminés sont conservés au sein du génogroupe | (Tan et coll., 2009).

Pour les Gll.4 (Farmington), la poche hydrophobe est formée de 7 aa (Ser343, Thr344, Arg345,
Asp374, Ser44l, Gly442 et Tyrd43) (Cao et coll., 2008). Ceux-ci sont conservés au sein des
norovirus Gll.4 (Figure 12) (Cao et coll., 2007 ; Choi et coll., 2008 ; Lindesmith et coll., 2008 ; Tan
et coll., 2009).

Quatre autres acides aminés additionnels (Ala346, Lys348, Cys440, Asp391) ont été par la suite
identifiés pres du site de liaison par mutagenése dirigée et leur présence serait cruciale dans la
reconnaissance de I’'HBGA (Tan et coll., 2008b ; Tan et coll., 2009). Il est intéressant de noter
qgue 3 aa (Cys440, S441 et G442) sont apportés par le sous-domaine P1 d’'un autre monomeére
pour former le site de liaison. Enfin, aucun de ces acides aminés n’est partagé par la poche

réceptrice présente sur le virus Norwalk (Figure 13).
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Figure 12. Analyse chronologique des profils de mutation de souches Gll.4 de 1987 a 2005 d’aprés

Lindesmith et coll. (Lindesmith et coll., 2008).

En jaune, les acides aminés présents chez les souches Bristol (Gll.4-1987) ; en rouge, les mutations
introduites dans les souches US95/96 (GlI.4-1997) ; en bleu, les mutations associés aux souches
Farmington (GI1.4-2002) ; en vert, les mutations spécifiques aux souches Hunter (GIl.4-2004) ; en orange,
les substitutions importantes chez les souches Chiba (GII.4-2005) ; et en mauve et cerclés de vert, les
emplacements correspondant aux résidus conservés du site de liaison aux HBGA. La position 394/395

cerclée en orange montre l'insertion caractéristique des variants aprés 2002.
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Figure 13. Structures cristallographiques des sites de liaisons des HBGA des souches Norwalk (Gl.1) et
VA387 (Gll.4) d’aprés Tan et coll. (Tan et coll., 2009).
Les vues supérieures des dimeéres P avec les indications des sites (régions colorées) sont montrés en (A) et
(B). Des grossissements des sites de liaison sont montrés en (C) et (D) avec des marquages des différents
acides aminés impliqués. (E) et (F) sont les schémas exposant les liaisons hydrogéne entre les acides
aminés des diméres de P du virus de Norwalk (E) et le VA387 (F) et les trisaccharides A ou B.
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5. Profils de reconnaissance des HBGA par les norovirus

5.1 Reconnaissance en fonction du génotype

Les profils d’affinité spécifique des norovirus pour les HBGA ont été initialement analysés grace
a des techniques in vitro utilisant des VLP et des échantillons de salives. Les salives, bien que
faciles a obtenir, posent le probleme de la présence d’un mélange de différents HBGA et de
sucres inconnus dont les quantités varient d’un individu a I'autre, obligeant ainsi a utiliser de
grands panels d’échantillons représentatifs. En complément aux salives, 'utilisation de sucres
de synthese conjugués a I'albumine permet d’étudier a la fois la spécificité et I'affinité d’une
souche donnée pour un HBGA donné. Enfin, des techniques d’hémagglutination ou d’inhibition
de I’hémagglutination ont été développées mais requierent une source de sang frais phénotypé

(Hutson et coll., 2003).

Diverses études ont été menées sur différents génotypes parmi les deux génogroupes affectant
I’'homme, c’est-a-dire Gl et Gll (Harrington et coll., 2002 ; Huang et coll., 2003 ; Tan et coll., 2004
; Huang et coll., 2005 ; Thorven et coll., 2005 ; Donaldson et coll., 2008 ; Lindesmith et coll.,
2008 ; Shirato et coll., 2008 ; Cannon et coll., 2009). Ces études ont ainsi montré que les
différentes souches de norovirus ne reconnaissent pas les mémes motifs glycanniques, ce qui
explique les variations individuelles observées lors des expérimentations ou lors des épidémies
(Figure 14). L'accroche aux antigenes ABH est donc non seulement fonction du phénotype
sécréteur/non-sécréteur ou ABO mais également du génogroupe des norovirus (Tableau 2) (Le

Pendu et coll., 2006 ; Tan et Jiang, 2010).

5.2 Le cas particulier des norovirus Gll.4

Les travaux effectués par Lindesmith et coll. ont permis de démontrer que chaque variant de
norovirus Gll.4, en particulier les plus récents, présentait des profils atypiques aux antigénes
des groupes sanguins. Dans la méme étude, I'analyse des sérums de volontaires a révélé que
I'apparition d’un nouveau variant s’accompagnait d’'une modification des déterminants
antigéniques (Lindesmith et coll., 2008). La plupart des Gll.4 reconnaissent les antigénes
« sécréteurs », c’est-a-dire H, A, B, Le® et Le’ alors qgue d’autres en sont incapables ou
s’accrochent trés faiblement. Par ailleurs, un petit nombre ont la capacité de fixer Si-Le* (Rydell
et coll., 2009). Ce type de variation de spécificité en fonction de la souche suggere qu’il s’agit

d’une interaction typique protéine-glycanne telle celle observée chez les lectines. Ainsi, un
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changement subtil dans la capside virale par des mutations ponctuelles aléatoires peut
significativement modifier la capacité de reconnaissance des HBGA (Tan et coll., 2008b ; Tan et

coll., 2009).

Figure 14. Synthése des interactions de la souche Norwalk avec ses récepteurs glycanniques, les HBGA,
en relation avec le phénotype sécréteur et la présence ou non de la maladie.
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Les interactions entre les virus et les HBGA sont indiqués par des fléches discontinues. Les motifs
glucidiques constituant chaque HBGA sont représentés symboliquement. Les enzymes permettant la
synthése des HBGA sont indiqués en bleu. La population se divise en deux groupes, les non sécréteurs
(20% de la population) et les sécréteurs, ces derniers affichant les HBGA nécessaires a la fixation des
norovirus sur la muqueuse intestinale. Pour la souche Norwalk comme pour la majorité des souches, les
individus non sécréteurs ne pouvant fixer les norovirus ne contractent pas de gastroentérites et la
réponse immunitaire est absente. Le groupe des sécréteurs se divise en deux sous groupes. Pour 45 % de
la population totale, les patients développent la maladie, excretent le virus et présentent une élévation
tardive des IgA et IgG spécifiques. Pour I'autre groupe soit 35 % de la population, les personnes sont
asymptomatiques, n’excrétent pas de virus et ont, en revanche, une réponse IgA précoce.

Cependant, il ne faut pas oublier que ces tests d’interaction ont été effectués in vitro et qu’un
mangque de sensibilité d’une technique de détection peut ne pas permette la mise en évidence
d’une interaction de faible affinité mais suffisante pour l'infection in vivo. De plus, des
variations d’un laboratoire a un autre peuvent étre observées en fonction de la qualité des
réactifs, du séquencage des souches clonées, et de la technique choisie qui doivent étre

impérativement standardisés.
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Tableau 2. Résumé des profils d’attache d’un panel de VLP norovirus Gl et Gll sur des oligosaccharides
synthétiques et des salives représentant les antigénes A, B, H, Lewis (Le°, Le®, Le* et Le’ ) et le phénotype
non sécréteur d’aprés (Hansman et coll., 2010) (Huang et coll., 2003 ; Huang et coll., 2005 ; Donaldson et
coll., 2008 ; Lindesmith et coll., 2008 ; Shirato et coll., 2008).

Oligosaccharides de synthese Salives phénotypées t
Souches Génotype Année | H1 H2 H3 A B Le° Le’ L& L&¥| O A B N
Norwalk %** Gl.1 1968 + - + - - - + - -
Aichi124°© Gl.1 1989 | + + + + - — + nt ntl| + + -  nt
West Chester? Gl.1 2001 - nt + - - - - - - nt nt nt nt
_ Funabashi258°  Gl2 199 | + - + + - + - .t nt| + + - nt
3 SoV? Gl.2 1999 - nt + - - + - - - nt nt nt nt
3 Desert Shield” Gl.3 1999 | - Tt = 4 ar v oo
§ Kashiwa645° Gl.3 1999 - + -+ - + - nt nt + + - nt
& va115* Gl.3 1997 | - - - - - - - - - | - - - -
Chiba407° Gl.a 1987 | - <~ & Yt e | v i e
Chiba? Gl.4 2000 - nt - - - - - - nt nt nt nt
“Boxer! Gl.8 2002 | - - - - - - & T +
wuG1°® Gl.8 2000 | - - - 4+ 4+ i + + nt nt | + + + . nt
Hawaivirus >*® Gll.1 1971 - - -+ o+ - + - - - - - -
Noda485° Gll.1 200 | - - - - - - - nt nt| - - - int
Weisbaden? Gll.1 2001 - nt - - - - - - - nt nt nt nt
smvi G2 1976 | - - + - + - - nt nt]| - - + -
Buds** Gll.2 2002 | - - - o+ + - - - - | - + - -
Ina Gll.2 2002 - nt - - = - - - - nt nt nt nt
Tmxv GII3 1998 | - - - &+ . A
Toronto virus’ Gll.3 1999 - nt + + - - - - - nt nt nt nt
Kashiwa336° Gll.3 2000 | - - + - - - — ot nt| -+ + nt
Mutsudo18° Gll.3 200 | - - + - -—-| - - nt nt| - + + | nt
piv* Gll.3 2003 | - - - o+ + - + - -] - + + -
GIl4-1987%° G4 1987 | - nt + - - | - - - + | T
_  Gll.4-1987% Gl 1997 | - nt + - - - + o+ o+ -
E Narita104° Gll.4 1997 + + + + o+ - + nt nt + + + -
3 va3s7™ Gll.4 1998 | + -  + - - o+ |+ o+ o+ -
§’ M7? Gll.4 999 | - nat - - - | - - - — | nat nt nt]| nt
$  GIl.4-2002a%° Gll.4 2002 | - nt - + -1+ - + = |+ & &+ 4+
Gll.4-2002%° Gll.4 2004 | - nt o+ - —| - - - + |+ + 4| -
GlI.4-2004>° Gll.4 200 | - - - - -1 - - - |- - -1I-4
Gl1.4-2005>° Gll.4 2005 | - - - - - - - - |- - - -
_Gll4-2006" G4 2006 | - nt 4 4+ + - - - - |ont_ ot nt nt
MOH ** GIL.5 199 | - - - o+ + - - - = | = o+ o+ -
_lchikawa754° G5 = 1998 | - - Tt LTt | -k koot
Ueno7k Gll.6 1994 - + -+ + + nt  nt + + + nt
Sanbu44as® Glle QO000BN - -l T oo ot nt |+ & kNt
Osoka10-25°  GI7 1999 | - -+ St koont o ont | 4+ & o0t
vA7 GN.S 1997 | — T T TSl h ot
Chitto/Achi76®  GNl.A2 1996 | - - - - - - - .t _nt| - -+  nt
O GW1s 2003 | - - T T Tt T T T AR B
Kashiwa47° Gll.14 1997 | - - - = =i = - - - - - - i nt

(+) : interaction ; (=) : pas d’interaction ; nt : interaction non testée.

10, A et B correspondent aux groupes sanguins des donneurs « sécréteurs » et N indique les donneurs
« non-sécréteurs » ; 2 Donaldson et coll., 2008 ; ° Huang et coll., 2003 ; 4 Huang et coll., 2005 ; °
Lindesmith et coll., 2008 ; ® Shirato et coll., 2008.
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Dans la deuxieme partie nous aborderons |’élaboration des réactifs et les stratégies adoptées
afin de mettre en évidence les interactions et les profils spécifiques d’accroche des VLP de
variants de norovirus Gll.4 avec les HBGA synthétiques ou les salives, I'importance structurale
de la poche réceptrice des norovirus ainsi que les méthodes de détection et de mesures

guantitatives et qualitatives de ces interactions.
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Matériels & Méthodes

A. PRODUCTION DE PARTICULES VIRALES
DE SYNTHESE DE NOROVIRUS Gll.4

1. Analyse phylogénétique des variants GIl.4

1.1 Arbres minimum couvrant et Neighbour Joining

Les arbres minimum couvrants (MST) permettent I'étude de souches qui ont peu évolué entre
elles en calculant le nombre de variations pour chaque paire de séquence. Un MST est I'arbre
permettant de relier toutes les séquences entre elles sans faire de boucle pour un nombre total
de variations minimum. Le MST permet d’étudier I'expansion clonale de souches ayant peu
évoluées d’un point de vue génétique sur un courte période de temps. Afin que le MST soit le
plus représentatif possible de cette expansion, la liste des souches analysées doit étre le plus

exhaustive possible.

Ainsi, pour étudier les relations des souches de Gll.4 en elles, un MST des séquences en acides
aminés de I'ORF2 a été construit en utilisant le logiciel Bionumerics® (Applied Maths BVBA®,
Sint-Martens-Latem, Belgique). Le MST a été calculé sur la base de 496 séquences d’acides
aminés d’ORF2 de norovirus Gll.4 disponibles dans Genbank ou faisant partie de la biotheque
du laboratoire. Chaque variant a l'intérieur du génotype Gll.4 a été défini comme un groupe de
souches ayant au maximum pas plus de 6 variations entre elles. Cet arbre nous servira par la

suite pour corréler les variants avec les résultats des interactions avec les HBGA.

Enfin, cet arbre a été validé par sa construction, a I'aide du logiciel MEGA4

(http://www.megasoftware.net) (Tamura et coll., 2007), d’un arbre plus conventionnel en

mode neighbour joining a partir de 95 isolats représentatifs des différents variants

individualisés par le MST.
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1.2 Sélection de souches d’intérét

Six variants de norovirus Gll.4 ont été sélectionnés pour leur représentativité vis-a-vis des
différents variants successifs et ayant circulé ces deux dernieres décennies (de 1987 a 2007).
Les souches utilisées pour cette étude sont des souches épidémiques et cliniques qui ont été
isolées a partir de patients infectés (Tableau 3) :

— aux Etats-Unis : il s’agit de la souche MD145, représentant le variant Bristol (Kapikian et
coll., 1972 ; Green et coll., 2002a), pour laquelle le vecteur de transfert pVL-MD145 ainsi
qgue le baculovirus nous ont été gracieusement donnés par le Dr. Kim GREEN du
Laboratoire des Maladies Infectieuses (Caliciviruses Section) du National Institute for
Allergy and Infectious Diseases, NIAID (Betesda, MD, USA).

— en France : ce sont les souches Dijon171, E1057, E3436 représentant respectivement les
variants US95/96, Hunter et Apeldoorn (Belliot et coll., 2010). Le vecteur pVL-Dijon171 et
le baculovirus recombinant sont issus de travaux antérieurs menés au sein du laboratoire
(Nicollier-Jamot et coll., 2003).

— en Egypte : ce sont les souches Cairo7, Cairol et Cairo4, représentant respectivement les

variants Yerseke, Den Haag et Osaka (Kamel et coll., 2009).

Tableau 3 : Liste des souches de norovirus Gll.4 utilisés dans cette étude

Souches Références Genbank Origine (année) Variants ¢
MD145 AY032605 Maison de convalescence (1987) Bristol
Dijon171 AF472623 Communautaire (1996) US95/96 (1996)
E1057°¢ EU876890 Maison de retraite (2005) Hunter (2004)
Cairo7°¢ EU876887 Hopital pédiatrique (2006) Yerseke (2006a)
Cairol® EU876892 Hoépital pédiatrique (2006) Den Haag (2006b)
Cairo4¢ EU876884 Hopital pédiatrique (2006) Osaka (2007)
E3436° GQ246794 Maison de retraite (2008) Apeldoorn (2008)

° Terminologie proposée par Zheng et coll. (Zheng et coll., 2010).” Terminologie alternative proposée par
Zheng et coll. (Siebenga et coll., 2009). € Baculovirus recombinants produits au cours de cette étude.

NB : la souche Farmington Hills n’étant pas disponible dans notre biothéque, elle n’a donc pas
été analysée au cours de I'étude.

2. Clonage des souches sélectionnées

2.1 Stratégie de clonage

La stratégie adoptée pour cloner la capside des souches de norovirus Gll.4 sélectionnées

requiert, apres typage et une premiere amplification de la séquence complete de 'ORF2 par RT-
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PCR, l'utilisation successive de deux vecteurs plasmidiques : le vecteur pGEM et le vecteur pVL
(Figure 15). Le vecteur pGEM permet le criblage facile et rapide par un test blanc-bleu des
colonies possédant l'insert. Le vecteur pVL sert quant a lui au transfert de l'insert dans le
génome d’un baculovirus afin de pouvoir produire des particules virales recombinantes (VLP)

dans un systeme baculovirus-cellules d’insecte.

Extraction de I’ARN viral
(Typage de la souche)
Amplification de 'ORF2 entier
Insertion dans pGEM
Criblage (test blanc-bleu)
Transfert dans pVvL1392
Criblage (ampicilline)

Transfection dans baculovirus

v

Amplification des recombinants
dans les cellules Sf9

Production des VLP dans les cellules Hi5

Purification des VLP

Figure 15. Schéma de la stratégie de clonage pour la production
de particules virales de synthese (VLP) de norovirus Gll.4.

2.2 Préparation des échantillons et extraction de I’ARN viral

Les souches sélectionnées E1057, Cairol, Cairo4, Cairo7 étant issues de la biothéque du
laboratoire, I'extraction a donc eu lieu sur des selles conservées congelées a -80°C. Ces souches
ont été caractérisées et clonées dans pGEM au cours de travaux précédents (Nicollier-Jamot et
coll., 2003 ; Kamel et coll., 2009). La souche E3436 également issue de la biotheque du
laboratoire a donc été clonée dans pGEM selon le méme procédé décrit dans ce chapitre. Pour
chaque souches, 500 a 1000 p€ de suspension de selles a 10 % dans du tampon PBS (phosphate

buffer saline) a pH 7,4 ont été prélevés afin d’en extraire le génome viral.

L'extraction a été effectuée a l'aide de la plateforme automatisée Easy MAG Nuclisens”
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), en suivant les recommandations du fabricant, dont le

protocole opératoire est basé sur les méthodes d’extraction des acides nucléiques par le
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thiocyanate de guanidine (Chomczynski et Sacchi, 1987) et de purification sur silice (Boom et
coll., 1990). L'ARN extrait a été élué dans un volume final de 25 a 50 pf et utilisé pour le
séquencage et le clonage. Avant la phase d’amplification, les ARN ont été préalablement

chauffés a 65°C pendant 5 min puis refroidis dans la glace avant amplification.

2.3 Typage des souches

Sans typage préalable, les souches de I'étude n’auraient pas pu étre sélectionnées. Nous
rappellerons ici brievement les étapes permettant I'identification des souches de norovirus
Gll.4. Les RT-PCR d’amplification ont été effectuées a I'aide du kit One-Step RT-PCR de la
société Qiagen (Hilden, Allemagne), les phases de rétrotranscription et d’amplification par PCR

s’effectuant en une étape dans le méme tube a partir de 3 u€ d’ARN (Tableau 4).

Tableau 4. Mélange réactionnel type pour une amplification par RT-PCR en une étape

Réactifs Volumes
Eau gsp 50 pe
Tampon 5X 10 ue
dNTP (10mM) 2 b
Amorce sens ou forward (10 uM) 2 ue
Amorce anti-sens ou reverse (10 uM) 2 ul
RNAsine (5U/u8) 1ue
Enzymes (Transcriptase inverse + Taq polymérase) 2 ue

ARN 3
Volume final 50 pé

Le jeu d’amorces JV12/JV13 a été utilisé pour amplifier une partie du domaine correspondant a
la polymérase virale (Vinje et Koopmans, 1996). La région codant la polymérase étant peu
informative pour la détermination du génogroupe des norovirus, une partie conservée de
I'ORF2 a été amplifiée avec le jeu d’amorces G2SKF/G2SKR spécifique des norovirus du

génogroupe Il (Kojima et coll., 2002). Les cycles de RT-PCR sont indiqués ci-aprés (Tableau 5).

Tableau 5. Cycles d’amplification de la polymérase et de la capside de norovirus par RT-PCR

Etapes RT Activation ® Amplification Elongation
Parameétres 94°C, 30 sec
. 50°C, 30 min 95°C, 15 min 37°C, 1 min 72°C, 10 min
Polymérase o .
72°C, 1 min
Paramétres 95°C, 30 sec
Capside 50°C, 30 min 95°C, 15 min 50°C, 30 sec 72°C, 5 min
P 72°C, 1 min
Cycles 1 1 40 1

? Activation de la polymérase
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Les produits de PCR ont été purifiés a I'aide du kit d’extraction QlAquick Gel de la société

Qiagen (Hilden, Allemagne) puis séquencés pour les besoins du typage a lI'aide du kit de

réaction de séquence ABI Prism Big dye  Terminator cycle sequencing ready reaction v1.1

(Applera, France) (Tableaux 6 et 7) et d’un séquenceur automatique ABI PRISM® 3100 de chez

Applied Biosystems (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA) en utilisant les amorces mentionnées

dans le Tableau 8.

Tableau 6. Mélange réactionnel type pour une réaction de séquencage d’ORF2 de norovirus Gll.4

Réactifs Volumes

Eau gsp 20 pe
Tampon 5X 5ue

Amorce (0,8 uM) 48

ADN eq. 200 ng de 1 Kb
Volume final 20 pe

Tableau 7. Cycle de PCR pour la réaction de séquencage des ORF2 des norovirus Gll.4.

Etapes Dénaturation Amplification
96°C, 10 sec

Parametres 96°C, 1 min 50°C, 5 sec
60°C, 4 min

Cycles 1 25

Tableau 8. Liste des amorces de séquencage des souches Gll.4 et de plasmides de clones positifs d’aprés
Kamel et coll. (Kamel et coll., 2009).

Amorces Séquences Polarité Emplacemen: ORF amplifié
des amorces

FW1° 5’-GCGATCGCAATCTGGCTCCCAG-3’ sens 5055-5076 fin ORF1
FW1-1 5’-CCCCTGGATTAGAAATAATTTTGTAC-3 sens 5231-5256 ORF2
RT1-1 5’-ATCAGGGCCCAAGGGCGCGCTCC-3’ anti-sens 5314-5336 ORF2
FW?2 5’-CTGAAGGCTTGAGCCCCAGCCAG-3’ sens 5473-5495 ORF2
RT1 5’-GAGGTTCCAGTTGCCTAACATC-3’ anti-sens 5523-5544 ORF2
FW3 5’-GATTCCCCATTCCTTTGGAAAAG-3’ sens 5806-5827 ORF2
RT2 5’-GTCGTGCACCTGCCATTTTGTGGTTG-3’ | anti-sens 5862-5887 ORF2
FW3-1 5’-CAATTATGACCCAACAGAAG-3’ sens 6011-6030 ORF2
RT3-1 5’-CCAGTGCTCACTGTAGCTTTGTG-3’ anti-sens 6123-6145 ORF2
FW4 5’-CCAAAACACGAAATTCACCCCAG-3’ sens 6218-6240 ORF2
RT3 5’-AGGTGYACATTATGACCAGTTC-3’ anti-sens 6313-6334 ORF2
FW4-1 5’-AGCGGGTATCCCAACATGAA-3’ sens 6405-6424 ORF2
RT4-1 5’-CCTGTRTCTGGATTCACAAATC-3’ anti-sens 6508-6529 ORF2
FW5 5'-TGATTTGGTTATCCCCCCCAATGG-3’ sens 6596-6619 ORF2
RT4 5’-CGCCCCGTCCCATTTCCCATGG-3’ anti-sens 6667-6688 ORF2
RT5 ° 5’-CTGTTATTTTCAAAYTCAACTTTTG-3’ anti-sens 6795-6819 début ORF3

? Positions données pour le génome de la souche MD145
® Amorces utilisées pour le clonage de 'ORF2.
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Les génotypes ont été ensuite déterminés par alignement a I'aide du logiciel CodonCode
Aligner® version 3.04 (CodonCode Corp, Dedham, MA, USA) avec des séquences de norovirus

de référence disponibles dans Genbank.

2.4 Amplification des ORF2 entiers

L’ORF2 faisant 1623 bases de long, le kit TITAN® de la société Roche Moléculaire (Manheim,
Allemagne) a été utilisé, les phases de rétro-transcription et d’amplification se faisant dans le
méme tube. Les ORF2 de souches E1057, Cairol, Cairo4 et Cairo7 et E3436 ont été amplifiés par
RT-PCR a I'aide de 3 u® d’ARN et 10 uM de chacune des amorces FW1/RT5 (Tableau 8) dans un
volume finale de 50 p8. Le milieu réactionnel et les cycles de la PCR sont indiqués ci-aprés

(Tableaux 8, 9 et 10).

Tableau 9. Milieu réactionnel pour I'amplification de 'ORF2 avec le kit TITAN

Réactifs Volumes
Eau gsp 50 pe
Tampon 5X 10 ue
dNTP (10 mM) 448
DTT (100 mM) 2,5 ue
Amorce sens ou forward (10 uM) 2 ul
Amorce anti-sens ou reverse (10 uM) 2 ul
RNAsine (5 U/u@) 1pue
Enzymes 1ue
ARN 3
Volume final 50 ue

Tableau 10. Cycles d’amplification des ORF2 complets des norovirus Gll.4 par RT-PCR

Etapes RT Amplification Elongation
94°C, 30 sec 94°C, 30 sec
Parameétres | 50°C, 60 min 50°C, 30 sec 55°C, 30 sec 68°C, 10 min
68°C, 2 min 40 sec 68°C, 2 min 40 sec
+ (5 sec/ cycle)
Cycles 1 10 40 1

2.5 Clonage des ORF2 des souches sélectionnées

2.5.1 Préparation des inserts

Les produits d’amplification par PCR des souches E1057, Cairol, Cairo4, Cairo7 et E3436 ont été
purifiés apres migration par électrophorese sur gel d’agarose avec le kit d’extraction Qiaquick

Gel de la société Qiagen (Hilden, Allemagne). La purification des fragments se faisant sur
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colonne en silice, I’ADN a été ensuite élué avec 50 p8 de tampon EB (10mM Tris a pH 8.4), dont
10 p€ seront congelés en guise de backup. L'ADN des 40 pf restants a été précipité avec 2

volumes d’éthanol pur et 10% d’acétate de sodium a pH 5.2 pendant au moins 2 heures a -20°C.

Aprés une premiére centrifugation a 12.500 rpm pendant 15 min, le culot a été repris dans 150
pue d’éthanol a 70% pour dessaler 'ADN. Apres une seconde centrifugation a 12.500 rpm
pendant 5 min, les traces d’éthanol dans le culot ont été éliminées a I'aide d’un concentrateur
SpeedVac® (Thermo Scientific, St-Herblain, France) pendant 5 a 10 min a température
ambiante. Le culot a été ensuite resuspendu dans 10 p€ d’eau distillée stérile pendant 10 min
au Thermomixer® (Eppendorf, Le Pecq, France) a température ambiante avant quantification
par électrophorese sur gel d’agarose a 1% dans du TAE en présence de bromure d’éthidium

(BET).

2.5.2 Clonage dans le vecteur de transfert pGEM®-T Easy

Le clonage a été effectué dans le vecteur de transfert pGEM®-T Easy (Promega, Charbonniéeres-

les-Bains, France) (Figure 16). Ce vecteur de transfert possede deux génes :

— un gene de résistance a 'ampicilline (AmpR) qui permet de sélectionner spécifiquement
les cellules compétentes transformées et présentant le plasmide dans son cytoplasme,

— un géne de I'opéron lactose, le gene de la B-galactosidase (lacZ), qui permet le criblage
rapide des colonies possédant l'insert cloné a I'aide du test blanc-bleu en présence
d’IPTG, inducteur fort de I'opéron lactose et non dégradable, et d’X-Gal, substrat de

I’enzyme donnant une couleur bleue lorsqu’il est dégradé.

Xmnl

Scal

Nael w7 1
Apal

Aatll
Sphl
BstZI

Ncol
Amp BstZI
Notl
laCZ Sacll
1= EcoRl
—

Spel
EcoRl
PGEM®-T Easy No
Vector BstzI
Psil
Sall
Ndel
Sacl
BstXI
Nsil

(3015pb) T sps

Figure 16. Schéma du vecteur de transfert pGEM®-T easy.
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Le vecteur de transfert pGEM® se présente sous la forme d’un double brin d’ADN linéaire ou le
géne lacZ est interrompu par deux thymidines terminales constituant les deux extrémités 3’ du
plasmide linéarisé. Ces thymidines permettent l'insertion grace a I'action d’une ligase de I'insert
que I'on souhaite cloner dans le vecteur. Enfin, pPGEM® posséde un site de clonage multiple

(MCS) comportant de nombreux sites de restrictions en amont et en aval du site d’insertion.

La premiere étape correspond a la ligation de l'insert dans le vecteur de transfert. Dans un
volume de 10 p#, 50 ng de vecteur de transfert pGEM ont été incubés toute la nuit a 4°C avec
80 ng d’ADN d’ORF2, dans le rapport d’1 molécule de vecteur pour 3 a 6 molécules d’insert, et

en présence de ligase (Tableau 11).

Tableau 11. Mélange réactionnel pour une ligation dans le vecteur de transfert pGEM

Réactifs Volumes
Tampon de ligation 2X 5ue
Insert ADN X ué

Eau gsp 10 pe
Plasmide pGEM 1pue
Ligase 1pue
Volume final 10 ue

Apreés récupération du produit de ligation, 2 u€ ont été utilisés pour la transformation de 30 ué
de bactéries IM109 rendus chimiquement compétentes et mis dans le la glace pendant 30 min.
Afin de rendre perméable la membrane des bactéries, le mélange a été plongé pendant 45 sec
dans un bain-marie a 42°C puis remis immédiatement dans la glace afin de créer un choc
thermique. Ensuite, 500 pu€ de milieu SOC stérile (Tableau 12) ont été ajoutés a la réaction
avant incubation a 37°C pendant 90 min sous agitation continue a 100 rpm dans un incubateur-

agitateur Minitron® (Infors HT, Bottmingen, Suisse).

Tableau 12. Composition du milieu SOC

Réactifs Masses/Volumes
NaCl 05¢g
Bacto-tryptone 20¢g

Extrait de levure 5g

KCl (1 M) 2,5me

Eau gsplé

Volume final ¢ 1 litre

@ Ajuster le pH & 7,0-7,5 avec de la soude (NaOH) puis autoclaver ; ajouter 20 m€ de glucose 1M avant
utilisation
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Apreés transformation, les bactéries ont été ensemencées sur boite de Pétri sur un milieu Luria-

Bertani (milieu LB a 1,5% d’agarose (Tableau 13)) contenant 100 pug/me d’ampicilline et auquel

de I'IPTG (100 mM) et du X-Gal (50 mg/m#) ont été ajoutés pour effectuer un test blanc-bleu,

puis incubées a 37°C toute la nuit. Les colonies blanches, qui contiennent l'insert, ont été

ensuite prélevées puis vérifiées par PCR en utilisant les amorces FW2/RT2 spécifiques de 'ORF2

des norovirus Gll.4 (Tableaux 14 et 15) et migration par électrophorése sur gel d’agarose a 2%

dans du TBE contenant 2 uf de BET.

Tableau 13. Composition du milieu LB-Agar a 1,5%

Réactifs Masses/Volumes
NacCl 10g
Bacto-tryptone 10g

Extrait de levure 5g

Agarose 15g

Eau gsple

Volume final * 1 litre

?Ajuster le pH & 7,0-7,5 avec de la soude (NaOH) puis autoclaver

Tableau 14. Milieu réactionnel pour le screening des clones par PCR conventionnelle

Réactifs Volumes
Eau 14,5 ue
dNTP (10 mM) 0,4 ue
Amorce sens ou forward (10 pM) 2 ue
Amorce anti-sens ou reverse (10 uM) 2 ue

Taq polymérase 0,1
Tampon 10X 2,5 ue
MgCl, 1,5 ue
Bactéries en suspension 2 ue
Volume final 25 pe

Tableau 15. Cycle de PCR pour I'amplification des ORF2 complets des norovirus Gll.4

Etapes Dénaturation Amplification Elongation
94°C, 30 sec

Paramétres 94°C, 3 min 40°C, 30 sec 72°C, 5 min
72°C, 50 sec

Cycles 1 25 1

Les clones positifs ont été ensuite digérés par EcoRl pendant 2 h a 37°C et contrdlés par

migration sur gel d’agarose a 1% dans du TAE pour vérifier la présence de l'insert et sa taille a

I'aide de l'échelle de masse moléculaire Marker X de chez Roche Diagnostic (Mannheim,
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Allemagne). Pour chaque clone positif confirmé, une quantité suffisante d’ADN plasmidique a
été produite en culture a partir de 5 m€ de bouillon d’incubation. L’ADN a été ensuite extrait
par la méthode des mini-préparations (Birnboim et Doly, 1979) et utilisé pour le contréle du

clonage par séquencage.

2.6 Transfert dans le vecteur plasmidique pVL1392

Afin de faciliter le transfert de I'insert cloné dans le vecteur plasmidique et de contourner les
problémes liés a des digestions enzymatiques incomplétes, nous avons opté pour un sous-
clonage dans le vecteur de transfert pGEM selon des modalités similaires a celles décrites
précédemment. En effet, seule I'amorce sens FW1 a été modifiée en 5’ afin d’y ajouter un site
de restriction Bgl/ll (AGAYTCT): 5'-GAAGATCTATGAAGATGGCGTCGAATGACGC-3’, alors que
I'amorce RT5 n’a pas été altérée, un site de restriction Notl (GGG~ CCC) étant déja présent en 3’
dans pGEM. Les nouveaux clones pGEM obtenus ont été ensuite digérés en présence Bglll et
Notl (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) afin de récupérer I'insert avant transfert dans

le vecteur plasmidique pVL1392.

Une fois les sites de restriction ajoutés dans un nouveau vecteur de transfert, les inserts d’ORF2
complet des souches E1057, Cairol, Cairo4 et Cairo7 ont été ensuite insérés dans le vecteur
plasmidique a I'aide du kit BaculoGold™ pVL1392 Baculovirus Transfert Vector (BD Biosciences
Pharmingen). Ce vecteur plasmidique de 9639 pb posséde un locus du géne de la polyhédrine
avec son promoteur et un site de clonage multiple (MCS) comportant de nombreux sites de

restrictions (Figure 17).

Le pVL1392 possede en amont et en aval du MCS des séquences homologues a celles du
baculovirus permettant une recombinaison intracellulaire du plasmide avec le génome linéarisé
de baculovirus. De plus, le plasmide possede une cassette de résistance a I'ampicilline

permettant le criblage des clones positifs aprés transformation dans les cellules JM109.

La technique est similaire a celle déja utilisée pour le clonage dans pGEM. Les sites de
restriction (Bgl/ll et Notl) qui ont été ajoutés lors du sous-clonage ont ainsi permis de
positionner l'insert idéalement le plus proche possible du promoteur de la polyhédrine au
niveau du site MCS et dans le bon sens, c.-a-d. de 5'=>3’. Apres la « miniprep », les clones pVL-
ORF2 obtenus ont été controlés pour leur pureté et quantifiés par spectrophotométrie avant

transfection des cellules Sf9.
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Figure 17. Structure du vecteur plasmidique pVL1392 avec son promoteur de la
polyhédrine et son site de clonage multiple (MCS)

3. Le systeme baculovirus-cellules d’insecte

3.1 Les baculovirus

Les baculovirus forment une famille de virus dont I'aspect ressemble a un batonnet (baculum
en latin), les Baculoviridae. lls se caractérisent par deux sous-familles : les Eubaculovirinae
comprenant les deux genres Nucleopolyhedrovirus (NPV) et les Granulovirus (GV), et les
Nudibaculoviridae. Ces virus peuvent infecter majoritairement des espéces d’insectes ainsi que
des crustacés mais pas les mammiferes ou les vertébrés. Leur génome est constitué d’'un ADN

bicaténaire circulaire dont la taille est comprise entre 80 et 180 kpb (Figure 18).

Figure 18. Photographie de nucléopolyhédrovirus
(NPV) en microscopie électronique
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Les baculovirus sont utilisés en biotechnologie pour la production de protéines recombinantes
depuis 1983 (Smith et coll., 1983). L'ADNc de la protéine d’intérét est intégré au génome du
virus en lieu et place du géene codant pour la polyhédrine, une protéine de matrice externe
formant une gangue lui permettant de résister aux ultraviolets, en le plagant sous son

promoteur fort, polh (Figure 19).

Les deux lignées cellulaires couramment utilisées seules ou en tandem pour la production de
protéines recombinantes par infection par le baculovirus sont les cellules Sf9 et Hi5. La lignée
cellulaire d’insecte Sf9 est issue du légionnaire d'automne, le Spodoptera frugiperda, ravageur
du mais, du coton et du riz. La lignée cellulaire d’insecte Hi5 ou BTI-TN5B1-4 est issue d'une

chenille dévoreuse de choux, le Trichoplusia Ni.

Libération
des VLP -

Recombinaison
homologue

Auto-assemblage \
des capsides

Hid

Sf9

{i Bourgeonnement
W de virus recombinant

Infection secondaire

de cellules d’'insecte
E_s‘.f_?}; (_1?13
= -

Figure 19. Syntheése de la transfection de pVL1392-ORF2 dans baculovirus
et des productions d’inoculum dans Sf9 et de VLP dans Hi5.
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L'intérét de ce systeme (BEVS pour Baculovirus Expression Vector System) est qu’il permet
d’obtenir apres production et purification, une protéine recombinante fonctionnelle
comportant des modifications post traductionnelles avancées. C'est Jiang et coll. (Jiang et coll.,
1992) qui ont produit pour la premiére fois des particules virales de synthése (VLP) de norovirus
a I'aide du baculovirus Autographa californica. Ce systeme permet en effet, outre la production
de la protéine de capside VP1 de norovirus, son auto-assemblage pour former la capside

entiére du norovirus ou particules virales de synthése (VLP).

A noter que d’autres promoteurs, tel que p10, et d’autres lignées cellulaires, par exemple la

lignée cellulaire Sf21, peuvent étre utilisés.

3.2 Culture des lignées de cellules d’insecte

Afin d’obtenir une production optimale de capsides de synthése entiéres de norovirus, deux

types cellulaires sont utilisés en tandem : les cellules d’insectes Sf9 et les cellules d’insecte Hib5.

Les cellules d’insectes Sf9 proviennent de BD Biosciences Pharmingen. Pour arriver a
confluence, environ 4-5 jours a 27°C sont nécessaires. Les 5f9 sont entretenues avec I'aide d’un
milieu spécifique, le TNMEFH® (BD Biosciences Pharmingen) en présence de sérum de veau
foetal (SVF), dont le poids moléculaire est d’environ 67 KDa, et d’albumine. Or les VLP, une fois
assemblées, ont un poids moléculaire assez proche, d’environ 60 KDa, ce qui va géner la
purification des particules virales néoformées. La présence en grande quantité d’albumine dans
le milieu et la culture lente de ces cellules leur font préférer la lignée cellulaire Hi5 pour la
production de VLP. Les cellules Sf9 sont réservées a la production de baculovirus recombinants

pour laquelle elles sont performantes.

Les cellules d’insecte Hi5 proviennent de la société Invitrogen. Leur culture est plus rapide,
environ 2-3 jours a 27°C sont nécessaires pour arriver a confluence. Leur milieu de culture,
ExpressFive™ (Invitrogen), étant dépourvu de SVF et la culture plus rapide, la production et la

purification des VLP sont donc facilitées sur cette lignée cellulaire.

3.3 Co-transfections avec baculovirus

Les co-transfections des ADN des ORF2 clonés dans le vecteur pVL1392 des souches E1057,
Cairol, Cairo4, Cairo7 et E3436 ont été effectuées en suivant le protocole du fabricant a I'aide
du kit de transfection BaculoGold™ (BD Biosciences Pharmingen) dans lequel le génome du

baculovirus sauvage Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) est présent sous
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forme linéaire dépourvu du géne codant la polyhédrine et non infectieux. La circularisation du
génome de baculovirus lors de lintégration de linsert par recombinaison permet au

baculovirus de recouvrer son pouvoir infectieux.

Des plaques 6 puits ont été préparées avec 2 m€ de culture de cellules Sf9 a la concentration de
500.000 cellules pour 1 m& de TNMFH, soit 10° cellules Sf9. Une fois les cellules fixées au
support de plaques, le milieu cellulaire a été retiré puis remplacé par 500 u€ de tampon A
(milieu de Grace avec 10% de SVF) issu du kit de transfection. Dans un tube stérile, 3 u€ d’ADN
linéarisé d’AcNPV ont été mélangés avec 3 a 3,5 ug de pVL-ORF2 pendant 10 minutes avant
d’ajouter 500 p€ de tampon B (25 mM de HEPES, pH 7,1, 125 mM de CaCl,, 140 mM NacCl). Les
mélanges pVL-baculovirus ont été ensuite déposés délicatement, goutte a goutte, sur les
cellules Sf9 baignant dans le tampon A et placés pendant 4 heures a 27°C. Apres l'incubation, le

milieu est remplacé par du TNMFH et les plaques 6 puits remises a 27°C pendant 6 jours.

3.4 Plages de lyse et criblage des clones recombinants

Aprés 6 jours d’incubation a 27°C, les baculovirus recombinants sont récupérés afin d’étre
isolés et titrés a I'aide de la méthode des plages de lyse. Cette méthode permet a la fois d’isolés
chaque clone de baculovirus recombinant produit lors de la transfection mais également de

pourvoir sélectionner les clones qui ont un titre infectieux élevé.

Des dilutions en cascade de facteur 10 (de 107 a 10'6) avec du TMNFH ont été réalisées puis
inoculées a des cellules Sf9  raison de 1.10° cellules par puits dans 2 m®& de TMNFH. Aprés une
incubation d’1 heure a 27°C, I'inoculum a été remplacé par 2 m€ de milieu TMNFH a 0,5%

d’agarose avant d’étre placé 6 jours a 27°C.

Au sixiéme jour, le tapis cellulaire de chaque puits a été coloré avec du rouge neutre (ou rouge
de toluyléne). Le rouge neutre est un colorant vital qui est endocyté par les cellules vivantes
sous forme de vacuoles de pH acide et de couleur rouge. Les cellules Sf9 détruites par le
baculovirus, ne fixant donc pas le colorant, laissent alors une zone claire, ou plage, dans le tapis
cellulaire, témoin de la lyse cellulaire. Les puits ont été recouverts avec 1 m€ de TMNFH a 0,5%
d’agarose et 1% de rouge neutre, puis les plaques ont été remises a 27°C pendant 24 heures.
Les plages de lyses a la dilution 10° ont été ensuite prélevées individuellement puis placées
chacune dans un tube contenant 500 p€ de TMNFH avant d’étre mises a 4°C toute la nuit. Le
lendemain, 1, 10 et 100 p de chaque clone ont été inoculés dans 3 puits contenant chacun 10°

cellules 59 et 2 m€ de TMNFH et incubés pendant 6 jours a 27°C.
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Enfin, a I'issu de la réamplification, chaque puits a été testé en ELISA avec le kit de détection
norovirus Ridascreen® (RBiopharm, Lyon, France) afin de détecter les clones de baculovirus
possédant l'insert et exprimant la protéine VP1, et de sélectionner un clone potentiellement

plus performant pour un ORF2 donné.

3.5 Expression des protéines VP1 recombinantes

Une fois sélectionnés, les clones sont réamplifiés afin de produire suffisamment d’inoculum
pour la production des VLP. Dans une flasque Greiner a filtre de 75 cm? CellStar® 658175
(Greiner Bio-one, Courtaboeuf, France), 10 millions de cellules Sf9 ont été infectées avec
seulement 100 p€ d’inoculum (MOI<0,2), afin d’éviter une réversion de la recombinaison, et
placées a I'incubateur a 27°C pour 6 jours. Cette réamplification a été utilisée pour produire 100

a 200 m#& d’inoculum sur cellules Sf9.

Le stock d’inoculum une fois réalisée, les baculovirus recombinants ont été utilisés pour
infecter des cellules Hi5, plus performantes pour la production des VLP et ne requérant pas de
SVF. Des cellules Hi5 ont été implantées dans des flasques a filtre de 175 cm? CellStar® 660160
(Greiner Bio-one, Courtaboeuf, France) a raison de 20 millions de cellules par flasque dans 10
m€ de milieu ExpressFive™, puis infectées avec 4-5 m# d’inoculum (MOI=5). Aprés une
incubation de 3 heures a 27°C, l'inoculum a été retiré et remplacé par 20 m€ d’ExpressFive™

puis les flasques ont été replacées a I'incubateur a 27°C pour 6 jours.

3.6 Purification des particules virales de synthese

Au sixieme jour, les flasques contenant des débris de cellules Hi5 lysées, des baculovirus
recombinants et des VLP ont été regroupées et centrifugées dans une ultracentrifugeuse basse
vitesse Super T-21 (Sorvall). Afin d’éliminer les membranes cellulaires, les lysats ont été
centrifugés a 6.000 x g a 4°C pendant 30 minutes avec un rotor SL-250T (Sorvall). Les
surnageants ont été ensuite centrifugés a 14.000 x g a 4°C pendant 30 minutes avec un rotor

SL-50T (Sorvall) pour sédimenter le baculovirus recombinant.

La purification des particules virales de synthése a comporté par la suite plusieurs phases
d’ultracentrifugation sur une ultracentrifugeuse Optima™ LX-80 (Beckman). Le surnageant a été
centrifugé a I'aide d’un rotor SW32 Ti (Beckman) a 30.000 rpm (environ 150.000 x g) pendant 2
heures a 4°C sur un coussin de sucrose a 30% dans du tampon TNC (50 mM Tris-HCI (pH 7,4),
0,15 M NaCl, 10 mM CaCl,). Les culots ont ensuite été repris dans 200 a 500 pf de tampon TNC
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avec de la leupeptine a 0,5 pg/me (Leupeptine trifluoroacétate, Réf. L-2023, Sigma-Aldrich,

Saint-Louis, MO, USA) et placés a 4°C toute la nuit.

Les culots resuspendus ont été traités au fréon et centrifugés a 10.000 rpm a 5°C pendant 10
minutes dans une centrifugeuse Eppendorf 5417R afin d’éliminer la fraction lipidique restante.
Une fois traités, les culots ont été centrifugés a I'aide d’un rotor SW60 Ti (Beckman) a 45.000
rpm (environ 225.000 x g) pendant 18 heures a 10°C sur un gradient isopycnique de chlorure de
césium (CsCl) dissous dans du tampon TNC et dont I'indice de réfraction initiale était de 1,363,
correspondant a la densité de flottaison des VLP de norovirus dans le CsCl (Bruner et Vinograd,

1965 ; Belliot et coll., 2001) (Figure 20).

. VLP :...0 Protéines solubles
Protéines solubles |%2
( o @ o
SW60 Ti e
45.000 rpm soge| VLP
— -
tampon TNC . . doess IR=1,363
+ CsCl Centrifugation
\ @ 4

Figure 20. Schématisation de la préparation et du résultat attendu du
gradient de chlorure de césium (CsCl)

Les fractions de VLP ont ensuite été diluées dans 50 volumes de tampon TNC puis désalinisées
par ultracentrifugation sur coussin de sucrose a 30% avec un rotor SW32 Ti selon les mémes

modalités que décrites précédemment puis les culots ont été resuspendu dans du TNC-

leupeptine et placés a 4°C toute la nuit.

Dans |"éventualité olU les VLP produites étaient instables, se traduisant par une perte
importante de particules complétes lors du gradient de CsCl, ce dernier a été remplacé par un
gradient discontinu de sucrose avec un pourcentage décroissant de sucrose allant de 60 % (au
fond du tube) a 10 % (en haut du tube) (Belliot et coll., 2001). Les culots ont été ainsi

centrifugés sur un rotor SW41 (Beckman) a 35.000 rpm pendant 20 heures a 5°C (Figure 21).

Les VLP purifiées ont été ensuite quantifiées par spectrophotométrie a I'aide du kit de dosage
colorimétrique BSA Protein Assay (Pierce, IL, USA) selon la méthode de Buiret (complexage des
groupe azoté des protéines avec le cuprate en présence de |'acide bicinchoninique). Pour éviter
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les phénomenes de précipitation, les concentrations des VLP ont été ramenées a 1 mg/m# de
protéine. Les VLP ont été mises en aliquotes par fraction de 10 uf puis conservées a +4°C pour
de courtes périodes ou congelées a -40°C apres un flash freeze dans de 'azote liquide pour de

longues durées de stockage.

fi LR 0% Protéines solubles
Protéines solubles
(10%
20%
SW41
30% 35.000 rpm
—-
tampon TNC . .
+ sucrose Centrifugation VLP
40%
1,31 g/lem?®
50%
60% 60%

Figure 21. Schématisation de la préparation et du résultat attendu du
gradient discontinu de sucrose

Jusqu’a 4 ug de VLP de chaque variant ont été déposés et controlés en SDS-PAGE sur gel de
polyacrylamide avec gradient de 4 a 12% de Bis-Tris (NUPAGE® Novex, Réf. #NP0322BOX,

Invitrogen, France). Les protéines ont été révélées par coloration au bleu de Coomassie.

3.7 Controle par microscopie de force atomique

La dimension et la qualité des VLP ont été contrélées par microscopie électronique aprés
coloration négative et par microscopie de force atomique (AFM) sur lame de mica avec un
Nanoscope lll (Veeco, Santa Barbara, CA). Les analyses d’AFM ont été effectuées par Céline

ELIE-CAILLE dans le cadre d’une collaboration avec I'Institut FEMTO-ST de Besancon.

L’AFM est une technique de microscopie a sonde locale qui sert a visualiser la topographie de la
surface d'un échantillon jusqu’a une résolution de I'ordre de I'atome. Le principe se base sur les
interactions entre I'échantillon et une pointe montée sur un microlevier. La pointe balaie la
surface a caractériser, et I'on agit sur sa hauteur selon un parametre de rétroaction. Un
ordinateur enregistre cette hauteur et peut ainsi reconstituer une image de la surface. Il existe
plusieurs modes d'utilisation de I'AFM que l'on peut regrouper en 2 catégories : le mode
contact (ou statique) et les modes dynamiques qui sont la modulation d'amplitude (ou contact

intermittent) et la modulation de fréquence :
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— le mode contact consiste a utiliser les forces répulsives : la force appliquée au levier est
telle que la pointe est en contact permanent avec la surface pour la balayer, elle est donc
repoussée du fait du principe de Pauli, et le levier est dévié. La rétroaction s'effectue sur
la mesure de la direction de la déviation,

— le mode modulation d'amplitude dit « tapping » consiste a faire vibrer le levier a sa
fréquence propre de résonance avec une certaine amplitude. Quand la pointe interagit
avec la surface, I'amplitude décroit parce que la fréquence de résonance change. La
rétroaction se fait alors sur I'amplitude d'oscillation du levier,

— enfin, le mode modulation de fréquence permet de séparer directement I'effet des forces
conservatives et dissipatives. La rétroaction s'effectue sur la déviation de la fréquence de

résonance.

Pour la génération d’image des VLP par AFM, les différents échantillons de VLP ont été utilisés a
la concentration de 1 mg/m&. Environ 25 p€ de VLP ont été adsorbés pendant 30 min sur une
surface de mica fraichement clivée puis la surface est lavée trois fois avec du tampon HBS afin
d’éliminer les VLP non adsorbées. L’acquisition des images a été opérée en modes contact (CM)
et tapping (TM) a I'aide de microleviers en nitrure de silicium (NP-S, Bruker Nano) présentant
des constantes d’élasticité de 0,32 N/m ou de 0,58 N/m et des fréquences de résonance
s'étendant de 8,5 a 9,5 kHz. Pour les paramétres de contrdle, les valeurs typiques des réglages
étaient situées entre 0,5 a 1,5 V, selon les dimensions de la surface a balayer et I'amplitude
d'oscillation en mode tapping. L'amplitude d'oscillation était généralement maintenue a 5-10

nm au-dessus de la surface.

4. Mutagenese dirigée du site de liaison aux HBGA

Afin d’étudier les acides aminés formant la poche hydrophobe décrite par Cao et coll. (Cao et
coll., 2007), nous avons effectué une mutagénese dirigée du vecteur de transfert de 'ORF2 de
la souche E1057, variant Hunter, (Tableau 3), a l'aide du kit QuickChange™ site-directed
mutagenesis (Stratagene). La mutagenése a consisté en des substitutions et des délétions des
résidus d’acide aminés relativement conservés (S343, T344/R345, D373, S442, G443 and Y444)
impliqués dans la liaison avec I'a-fucose des HBGA (Figures 12 et 13). Les substitutions visaient
a supprimer, si possible, uniqguement le groupement hydroxyle interagissant avec le sucre sans
modifier la structure tridimensionnelle, facteur potentiel d’instabilité pour la capside. De
méme, le résidu de thréonine en position 395 (T395), caractéristique des variants circulant

apres 2002, a été supprimé pour produire le recombinant AT395 (Figure 22).
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Figure 22. Localisation sur I'ORF2 des aa mutés d’apreés (Cao et coll., 2007 ; Tan et coll., 2008b)

La premiere étape de la mutagenese dirigée consiste en une PCR standard utilisant, non pas
une Tag polymérase, mais une ADN-polymérase Pfu de haute fidélité (Tableaux 16 et 17) et des
amorces complémentaires spécifiques de la région cible. Ces amorces sont des oligonucléotides
d’environ 25 a 33 bases recouvrant le site de mutation et comportant, pour les substitutions,
un échange de 1-2 bases nucléotidiques dans le codon cible, et pour les délétions, une absence
de ce codon, les uns et les autres étant flanqués de séquences non modifiées permettant un
appariement spécifique avec la séquence de I'ORF2 dans le plasmide (Tableau 18). Aprés la PCR
de mutagenese, le produit d’amplification est incubé 1 h a 37°C avec 10 U d’enzyme de
restriction Dpnl afin de digérer 'ADN parent ne comportant pas la mutation. Apres digestion, le

produit de PCR est contrélé sur gel d’agarose en électrophorese.

Tableau 16. Milieu réactionnel pour la PCR de mutagenése dirigée sur pVL-E1057

Réactifs Volumes
Eau gsp 51 pe
dNTP (10mM) 1pe
Amorce sens ou forward (125 ng/uf) 1ue
Amorce anti-sens ou reverse (125 ng/p8) 1ue

Pfu polymérase haute fidélité 1ue
Tampon 10X 5ue
Quick solution 3ue
pVL-E1057 1ue
Volume final 51 pe
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Tableau 17. Cycles de la réaction de mutagenése dirigée sur pVL-E1057 par PCR

Etapes Initialisation Amplification Elongation

95°C, 50 sec

Parameétres 95°C, 1 min 60°C, 50 sec 68°C, 7 min
68°C, 13 min
Cycles 1 18 1

Tableau 18 : Amorces forward utilisées lors des mutagenéses dirigées du pVL-E1057

Mutations Séquences nucléotidiques °
| 5343A | 5'-GGAGGGATGGCCCGACCCGTGGTCAC-3’ |
| AS343 | 5"-GGAGGGATGGC/(7(G)ACCCGTGGTCAC-3’ ;
| T344A-R345Q | 5'-GGAGGGATGGCTCGGCCCAAGGTCACAAAGCCAC-3' |
| A(T344/R345) | 5'-GGAGGGATGGCTCG GGTCACAAAGCCAC-3’ §
| D373N | 5'-CTGATACAAGCAATAACTTTGAAACTGGCC-3' §
' AD373 | 5-CTGATACAAGCAAT(GAC)TTTGAAACTGGCC-3’ 5
| AT395 | 5’-CAGGATGGTAGTACC(ACC)CACCAAAATGAACCC-3’ §
| S442A | 5’-CTATGCCCGGCTGCGCCGGGTATCCCAACATG-3' |
| AS442 | 5-CTATGCCCGGCTGC/(AGC)GGGTATCCCAACATG-3’ :
| G443A | 5'-GCCCGGATGCAGCGCGTATCCCAACTG-3’ |
| AGA443 | 5'-GCCCGGATGCAGC TATCCCAACTG-3’

| Y444F | 5'-GGATGCAGCGGGT TCCCAACATGAATTT-3’

| AY444 | 5-GGATGCAGCGGG/T/ T)CCCAACATGAATTT-3’

? Les codons substitués sont soulignés et les bases modifiées en orange. Les codons supprimés sont
indiqués entre parenthese et en orange.

Les plasmides mutés sont ensuite utilisés pour transformer des cellules XL1-blue fournies dans
le kit de mutagenése: 1 p€ du produit de digestion ont été prélevés pour servir a la
transformation de 50 pf de bactérie XL1-blue en présence de 2 puf de 2-mercapto-éthanol et
mis dans le la glace pendant 30 min. Afin de rendre perméable la membrane des bactéries, le
mélange a été plongé pendant 45 sec dans un bain-marie a 42°C puis remis immédiatement
dans la glace afin de créer un choc thermique. Ensuite, 500 pu€ de milieu SOC stérile (en
remplacement du milieu NZY') ont été ajoutés a la réaction avant d’incuber le tout a 37°C
pendant 90 min sous agitation continue a 250 rpm dans un incubateur-agitateur Minitron®

(Infors HT, Bottmingen, Suisse).

Apres transformation, les bactéries ont été ensemencées sur boite de Pétri sur un milieu Luria-
Bertani (milieu LB a 1,5% d’agarose) contenant 100 ug/m®€ d’ampicilline puis incubées a 37°C
toute la nuit comme décrit plus haut. Les colonies ont été ensuite prélevées puis

réensemencées dans 5 m€ de milieu LB stérile et incubées a 37°C pendant 16 heures sous
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agitation a 250 rpm. Aprés « miniprep », ’ADN plasmidique a été précipité a I’éthanol comme

décrit plus haut avant d’étre quantifié.

Les inserts d’'ORF2 des plasmides obtenus par mutagenése ont été entierement séquencés et
les séquences éditées avec le logiciel CodonCode® Aligner, comme décrits plus haut, afin de
déterminer si les mutations désirées étaient effectivement présentes dans les séquences d’OR2
mais également de contréler I'absence de mutations dans d’autres régions de l'insert et qui

pourraient potentiellement influer sur les résultats des profils d’interaction.

Enfin, les plasmides d’ORF2 muté ont été utilisés pour effectuer des co-transfections avec le
baculovirus AcNPV dans des cellules Sf9 et produire des VLP de mutant selon le protocole décrit

plus haut.
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Matériels & Méthodes

B. OUTILS ET METHODES DE MESURE
QUALITATIVES ET QUANTITATIVES DES
INTERACTIONS VIRUS-RECEPTEURS

1. Production d’anticorps monoclonaux spécifiques des Gll.4

Outils indispensable pour I’évaluation des interactions entre les particules virales de synthése
(VLP) et les antigenes tissulaires de groupes sanguins (HBGA), les anticorps monoclonaux
facilitent la sélection des clones de baculovirus recombinants efficients et permettent
I’élaboration de techniques ELISA pour I'établissement des profils d’accroche des norovirus
Gll.4 sur les salives et les glycannes de synthése. Pour obtenir cet anticorps monoclonal, nous
avons eu recours a la technique d’hybridation cellulaire qui consiste a fusionner une cellule
immortelle de plasmocytome murin avec un lymphocyte B provenant de la rate d’une souris
immunisée avec des VLP de norovirus Gll.4 (Kohler et Milstein, 1975). La production d’anticorps

monoclonaux a été effectuée par Marie-Anais ESTIENNEY au laboratoire.

1.1 Immunisation et préparation des cellules myélomateuses

Des souris femelles Balb/C agées de 6 a 8 semaines ont été immunisées a I'aide de 4 injections
intrapéritonéales a 15 jours d’intervalle dont une de boost, 3 jours avant préléevement de la rate

(Tableau 19).

Pour la fusion cellulaire avec les lymphocytes spléniques immunisés, des cellules myéloides
Sp2/0-Ag14 (CRL-1581™, ATCC ; (Shulman et coll., 1978)) ont été décongelées 6 jours avant la
fusion et cultivées en flasques a bouchon ventilé CellStar® (Réf. 658175 et 661175, Greiner Bio-
one, Courtaboeuf, France) dans un milieu de culture RPMI 1640 a 37°C et 5 % de CO,. L'absence

de mycoplasmes dans les cultures a été contrélée avant la fusion par PCR.
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Tableau 19. Protocole d’immunisation des souris Balb/C

Injections Réactifs Masses/Volumes
) ‘ CpG oligodésoxynucléotides ° 50 ug
1°¢f 2°me VLP purifiées 15 ug
(100 ué) Adjuvant de Freund incomplet ° 50 pe
PBS stérile gsp 100 pe
geme VLP purifiées 15 ug
(100 8) Adjuva’njc de Freund incomplet b 50 ue
PBS stérile gsp 100 e
4°™ (boost) | VLP purifiées 30 pg
(100 pg) PBS stérile asp 100 pe

? CoG-ODN OliGold® 1826, Eurogenetec, Sereing, Belgique ; b Réf. F5506, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA.

La veille de la fusion, les cellules Sp2/0-Ag14 ont été centrifugées pendant 10 min a 900 x g puis
le culot a été repris dans 10 m€ de milieu de culture de base (Tableau 20) avant comptage a la
cellule Malassez apres dilution au 1/20°™ dans du tampon PBS avec 0,1 % de bleu Tryptan. La

concentration des cellules a été ajustée a 2.10° cellules par m®.

Des macrophages de 2 souris Balb/C femelles ont été également récoltés par ponction de la
cavité intra-péritonéale avec 4 m€ de milieu de culture complet (Tableau 20). Le liquide de
ponction a été récolté sans aspiration excessive apres injection de 7 m€ de RPMI puis a été
examiné au microscope afin de déceler la présence ou non d’'une contamination bactérienne ou
parasitaire due a la perforation intestinale. Aprés I'ajout de 100 m€ de milieu de culture
complet, 100 pf ont été déposés dans chacun des puits de 10 plagques de microtitration de 96
puits Nunclon™ Microwell® (Réf. 167008, Nunc, Thermo Scientific, Saint-Herblain, France), puis

celles-ci ont été incubées a 37°C et 5 % de CO,.

Tableau 20. Milieux de culture pour hybridome

Milieux Réactifs Volumes
Base
RPMI 1640 ° 500 me
Glucose (20 M) 6 me
Pyruvate de sodium (100 mM) b 6 mé
Culture L-glutamine (200 mM) ¢ gsp 100 pe
Penicilline/streptomycine ¢ 6 me
Complet
Milieu de base 500 me
SVF 20% (décomplémenté) © 125 me

? Réf. CM1RPMO00-0, Eurobio SA, Paris, France ; b Réf. $8636, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA ; © Réf.
G7513, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA ; d Réf. P0781, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA ; ¢ Réf.
51810, Biowest, Paris, France.
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1.2 Fusions cellulaires

Préalablement a la fusion cellulaire, les sérums des souris ont été testés par ELISA sur des VLP
de norovirus Gll.4 et de baculovirus sauvage afin de vérifier que I'immunisation avait permis

d’obtenir des anticorps dirigés contre les VLP.

Trois jours aprés la derniére immunisation, les souris ont été sacrifiées et leur rate a été
prélevée et broyée dans un Potter contenant environ 5 m€ de milieu de culture de base
froid. Les cellules spléniques ont été remises en suspension par pipetage et transférées dans un
tube de 50 m# Falcon® (Réf. 352073, BD Biosciences) a travers une gaze stérile afin d’éliminer
les débris de la capsule de la rate (tissu conjonctif). Les cellules ont été centrifugées a 900 x g
pendant 10 min puis le culot a été remis en suspension dans 10 m€ de milieu de culture de base

avant comptage (en général, environ 10° cellules lymphocytaires).

Les cellules spléniques et les cellules myélomateuses ont été mélangées dans un rapport de 5
pour 1, puis centrifugées a 700 x g pendant 10 min. Sur le culot cellulaire, 1 m€ de PEG 1500
stérile (Réf. 10783641001, Roche diagnostics, Mannheim, Allemagne), pré-incubé a 37°C, a été
déposé goutte a goutte (environ 90 sec) puis le tout a été lentement dilué avec 10 m€ de milieu

de culture de base avant d’étre centrifugé a 150 x g pendant 10 min.

Les cellules ont été remises en suspension dans 120 m€ de milieu de culture complet associé a
10 % d’hybridokine (Réf. UP826430, Uptima, Interchim, Paris, France) et du milieu sélectif HAT
2X (hypoxanthine 5 mM, aminoptérine 20 uM, thymidine 0,8 mM ; Réf. 21060-17, Gibco,
Invitrogen, France), puis distribuées a raison de 100 p# par puits sur les 10 plaques de titration

96 puits contenant les 100 u€ de macrophages.

Les hybridomes ont été cultivées durant 2 semaines dans du milieu de culture complet
comportant du HAT 1X additionné de 5 % d’hybridokine, puis dans du milieu sans hybridokine

et enfin dans du milieu de culture complet uniguement.

1.3 Recherche d’hybridomes spécifiques par technique ELISA

Trois semaines apreés la fusion, les surnageants des puits dans lesquels les hybridomes se sont
bien développés ont été prélevés puis testés en parallele par ELISA sur des lysats cellulaires de
baculovirus recombinant (présence de VLP) et de baculovirus sauvage (absence de VLP). En
effet, les VLP purifiées utilisées pour 'immunisation sont pures a plus de 90 % mais il existe

toujours une fraction résiduelle de baculovirus recombinant trés immunogéne.
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La technique ELISA utilise un coating de lysat cellulaire dilué au 1/10°™ dans du tampon
carbonate-bicarbonate a pH 9,6 sur des barrettes 8/16 puits Nunc-Immuno™ MaxiSorp (Réf.

469949/469914, Nunc, Thermo Scientific, St-Herblain, France) (Tableau 21).

Tableau 21. Tampon carbonate-bicarbonate

Réactifs Volumes
Carbonate de sodium (0,2 M) ° 8mée
Bicarbonate de sodium (0,2 M) ® 17 me

Eau gsp 100 mé

? Prolabo™ Analar Normapur, Réf. 27771.290, VWR International, West Chester, PA, USA ; b Réf. 106329,
Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne.

Les barrettes ont été incubées toute une nuit a 4°C puis lavées 5 fois avec du tampon PBS
additionné de Tween 20 a 0,05%. Les puits ont été ensuite saturés (blocage des sites
spécifiques) avec 200 p€ de PBS-lait écrémé a 4% et incubés 2 heures a 37°C avant d’étre de
nouveau lavés avec du PBS-Tween. Dans chaque puits, 50 pf de surnageant d’hybridomes ont
été déposés non dilués et incubés pendant 1 heure a 37°C avant d’étre de nouveau lavés avec
du PBS-Tween. Puis, 100 u8 d’anticorps anti-IgG de souris couplés a la peroxydase (Réf. Pl 2066,
Vector/ABCYS, Paris, France) dilués au 1/5000éme dans du PBS-lait a 4% ont été ajoutés dans
chaque puits et incubés a 37°C pendant 30 min. Aprés un nouveau lavage au PBS-Tween, 100
ue de substrat, le 3,3’,5,5’-tétraméthyl-benzidine ou TMB (KPL/Eurobio, Courtaboeuf, France),
ont été ajoutés dans chaque puits et incubés 10 min a 25°C et a I'obscurité. Enfin, la réaction a
été stoppée par 50 p@ d’acide chlorhydrique (HCI) et les densités optiques (DO) ont été lues au

spectrophotomeétre a la longueur d’onde de 450 nm.

1.4 Clonage des hybridomes spécifiques

Les hybridomes spécifiques de norovirus ont été clonés a raison de 10 cellules par puits sur une
plaque de 96 puits a fonds coniques Microwell™ U96 (Réf. 163320, Nunc, Thermo Scientific, St-
Herblain, France). Apres une a deux semaines d’incubation a 37°C et 5 % de CO,, tous les puits
contenant un hybridome ont été testés de nouveau en ELISA comme décrit plus haut.
L’hybridome le plus positif a été de nouveau cloné a 1 cellule par puits puis testés de nouveau
apres une premiere amplification. Une fois que tous les hybridomes clonés ont été testés

positifs en ELISA, I'anticorps a été considéré comme monoclonal.

Les puits donnant le meilleur résultat en ELISA ont été amplifiés par repiquage sur boite de

culture multiple Nunclon™ 24 puits (Réf. 142475, Nunc, Thermo Scientific, St-Herblain, France)
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puis sur boite de culture multiple Nunclon™ 6 puits (Réf. 140675, Nunc, Thermo Scientific, St-
Herblain, France). Enfin, I'hybridome a été amplifié dans des flasques a bouchon ventilé

CellStar® (Réf. 690175, 658175 et 661175, Greiner Bio-one, Courtaboeuf, France).
1.5 Caractérisation des anticorps monoclonaux produits

Les anticorps monoclonaux provenant des surnageant de culture ont été caractérisés par ELISA
et Western blot afin de déterminer leur performance et le type d’épitope qu’ils reconnaissent
(séquentiel ou conformationnel). Les anticorps obtenus ont été testés sur des VLP de virus de
Norwalk (Gl.1), dont le plasmide de transfert pVL a été gracieusement fourni par Kim GREEN du
NIAID, des VLP de variant Gll.4 Hunter (souche E1057) et une souche de norovirus murin MNV-
1 (GV) gracieusement fournie par Herbert W. VIRGIN et mise en culture sur cellules RAW264.7

au laboratoire. Le typage des anticorps a été effectué auprés de Marc BOSSUS de bioMeyrieux.

1.6 Production des anticorps monoclonaux en ascite

La production d’anticorps monoclonaux par le biais de liquide d’ascite chez les souris Balb/C
femelles a nécessité un amorcage intrapéritonéal par injection de pristane au moins 6 jours
avant l'injection des hybridomes. Le volume maximum injecté en intrapéritonéal était de 0,2
m#& par animal précédé au moins 10 min avant par l'injection en sous-cutané de buprénorphine
(0,05 a 0,1 mg/kg) pour son action antalgique.

Chaque souris a recu, par injection intrapéritonéale, 10’ cellules d’hybridomes dans 1 m& de

eme

milieu de culture de base et a été pesée quotidiennement a partir du 7 jour post-inoculation
afin de que le poids de I'animal n’excede pas 150 % de son poids initial. Les prélevements du
liquide d’ascite ont été effectués dans le cadre d’'une procédure unique terminale : les souris
ont été euthanasiées puis 'abdomen a été ponctionné a l'aiguille et le liquide d’ascite a été
recueilli dans un tube de 15 m#@ Falcon® (Réf. 352095, BD Biosciences) puis centrifugé a 3.000

rpm et conservé a 4°C.

2. Les antigenes tissulaires de groupes sanguins

Deux sources de HBGA ont été explorées : la salive qui est un mélange complexe de sucres
susceptibles de servir de ligand aux norovirus et des oligosaccharides de synthese qui

permettent d’étudier des structures glucidiques simples indépendamment des autres. La
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confrontation des données obtenues doivent permettre de tirer des conclusions quant aux

profils d’interaction de chaque variant de norovirus Gll.4.

2.1 Salives phénotypées

Le panel de salives phénotypées est issu d’une collaboration avec I'équipe INSERM de Jacques
LE PENDU a Nantes qui a collecté, apres consentement éclairé chez des individus sains, 46
salives et écouvillonnages de cellules buccales, lors d’'une précédente étude (Marionneau et
coll., 2005). Ces prélevements avaient été approuvés par le Comité de Protection des Personnes
(CPP) Quest IV de Nantes (anciennement Comité Consultatif de Protection des Personnes dans
la Recherche Biomédicale - CCPPRB) sous le numéro BRD02/2-P. Chaque salive a été typée et le
phénotype sécréteur/non-sécréteur a été confirmé par génotypage du géne FUT2. Le protocole

est rappelé ici pour mémoire.

2.1.1 Préparation et typage des salives

Les échantillons de salive ont été bouillis immédiatement apres leur collecte dans du tampon
PBS pendant 10 minutes et centrifugés pendant 5 minutes a 13.000 x g. Les surnageants ont été

récupérés et conservé a -20°C jusqu'a leur utilisation.

Les échantillons de salives ont été typées par ELISA pour détecter la présence des antigenes de
groupe sanguin A, B, H et Lewis comme décrit précédemment (Marionneau et coll., 2005). Des
plaques de titration de 96 puits Nunclon™ Microwell® (Réf. 167008, Nunc, Thermo Scientific,
Saint-Herblain, France) ont été coatées avec les salives bouillies diluées au 1/400°™ dans 100
mmol/€ de tampon carbonate-bicarbonate a pH 9,6 puis incubées toute la nuit a 37°C en
atmosphere humide. Les plaques ont été ensuite lavées 5 fois avec du tampon PBS (Dulbeco’s
PBS, Réf. PO750, Biowest, Paris, France) additionné de Tween 20 a 0,05% (Polysorbate 20, Réf.
P5927, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) avant d’étre saturées avec du PBS-lait écrémé a 5%
(Régilait en poudre) et incubées 1 heures a 37°C avant d’étre de nouveau lavées avec du PBS-
Tween. Dans chaque puits, des anticorps monoclonaux anti-HBGA dilués dans du PBS-lait
écrémé a 5% ont été déposés et incubés 2 heures a 37°C (Tableau 22). Aprés un nouveau lavage
avec du PBS-Tween, des immunoglobulines anti-souris conjuguées a la phosphatase alcaline
diluées dans du PBS-lait écrémé a 5% ont été ajoutées et incubées pendant 1 heure a 37°C.
Aprés un dernier lavage au PBS-Tween, la réaction a été révélée par du para-
nitrophénylphosphate (pNPP, Réf. N76953, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) et les densités
optiques (DO) ont été lues au spectrophotométre a la longueur d’onde de 405 nm.
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Tableau 22. Anticorps monoclonaux utilisés pour le typage des salives d’aprés Marionneau et coll., 2005.

Anticorps monoclonaux Antigeénes cibles (et réactions croisées)
3-3A Atypes 1ad4, A-ditypeslet?2

2-25LE Le® (+ Le”)

7LE Le®

19-OLE H type 2 (* Le)

ED3 tous B

BG4 Htype 1

LM137/276 H type 1 et 3 (+ Le®)

2.1.2 Génotypage du géne FUT2

L'ADN génomique a été extrait a partir des écouvillonnages de cellules épithéliales buccales au
moyen du mini kit QIAamp® ADN (Qiagen, Hilden, Allemagne), selon les instructions du
fabricant. Pour chaque préléevement, un fragment du géne FUT2 a été amplifié par PCR a l'aide
des amorces présentées dans le tableau 23. Les fragments amplifiés ont été digérés par
I’enzyme Avall, dont le site de restriction est supprimé par la mutation G428A, caractéristique
du phénotype non-sécréteur et présente dans 19,5% de la population Francaise.

Tableau 23. Amorces utilisées pour la détermination du caractére sécréteur/non-sécréteur d’aprés
Marionneau et coll., 2005.

Amorces Polarité
5'-GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGGAGTAC-3’ sens (forward)
5'-ATGGACCCCTACAAAGGTGCCCGGCCGGCT-3' anti-sens (reverse)

2.1.3 Hémagglutination et génotypage du géne ABO

Pour chacun des écouvillonnages de cellules épithéliales buccales, la détermination
phénotypique du groupe sanguin A, B ou O a été effectuée par hémagglutination. La
discrimination des sous-groupes Al et A2 parmi les échantillons de sécréteur du groupe A a été
effectuée par amplification et séquencage a la recherche de délétions dans les exons 6 (group

O) et 7 (groupe A) du géne ABO a I'aide des amorces indiquées dans le tableau 24.

Tableau 24. Amorces utilisées pour I'amplification des exons 6 et 7 du géne ABO ° d’aprés Marionneau et
coll., 2005.

Amorces Polarités

Exon 6

5'-CCGGTTGGAGTCGCATTTGCCTCTGGTTGG-3’ sens (forward)
5'-CAGCAGAAGCCACCATCCCTGGGTGAGACG-3' anti-sens (reverse)
Exon 7

5'-CCGAGGACTCGCTCAGGACAGGGCAGGAG-3’ sens (forward)
5'-TGGGGACGGGGCCTAGGCTTCAGTTACTCACA-3' anti-sens (reverse)
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2.2 Oligosaccharides de synthese

Deux types d’oligosaccharides de synthése sont disponibles et sont conjugués soit a du
polyacrylamide (PAA) soit a de I'albumine humaine (HSA) ou bovine (BSA). Les glycoconjugués

PAA sont utilisés en ELISA a 4°C alors que les glycoconjugués HSA/BSA le sont a 37°C.

2.2.1 Sucres conjugués au polyacrylamide

Les sucres conjugués au polyacrylamide (PAA) ont été fournis par I’équipe de Jacques Le Pendu
de 'INSERM de Nantes et sont listés dans le tableau 25. Au total, 22 sucres-PAA ont été testés
en ELISA a 4°C.

Tableau 25. Liste succincte des glycoconjugués PAA de I’étude

Oligosaccharides de synthése Oligosaccharides de synthése
| H type 1 (LNFP) Lewis a

' Htype 2 Sialyl-Lewis a

. Htype3 Lewis b

' H disaccharide )

: Lewis d

2 type ; Lewis x

| Atype 28 a-Gal-Lewis x

A disaccharide

! . . 3’-0-Su-Lewis x

i A trisaccharide . .

| Sialyl-Lewis x

: Btype 2 6(GIcNAc)-0O-Su-Sialyl-Lewis x

! B disaccharide

Sialyl-Lewis x pentaose
' B trisaccharides

Lewisy

2.2.2 Sucres conjugués a I'albumine

Les sucres conjugués a I'albumine de sérum humain (HSA) et de sérum bovin (BSA) ont été
achetés aupres de la société Isosep AB (Uppsala, Suéde) et des laboratoires Dextra (Reading,
Royaume-Uni) et comportaient en moyenne entre 17 et 20 résidus de sucres par protéine,
respectivement (Tableau 26). Au total, 16 sucres-HSA/BSA ont été testés en ELISA a 37°C sur les

VLP Hunter mutants, et 15 sur les VLP de variants Gll.4.

Enfin, trois trisaccharides conjugués a I'albumine ont été utilisés pour les mesures d’affinité en

résonance plasmonique de surface (SPR) : LNFP I, A-tri et B-tri.
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Tableau 26. Caractéristiques des principaux glycoconjugués HSA/BSA de I’étude

 Oligosaccharides de synthése . Epitopes . Porteur” | Nombre de résidus de |
! ! ! | sucre par porteur °

Lacto-N-fucopentaose | * H type 1 HSA 25

L L . BSA | 20
2'-fucosyllactosamine * H type 2 HSA 19
LA LA . HSA N/D
i A-hexasaccharide i A-hexa ; HSA ; N/D
. A-heptasaccharide * | A-hepta HSA | 18
i A-trisaccharide * v A-tri 5 HSA 5 19
L L . BSA ! 19
N-acétylgalactosamine A (terminal) HSA N/D
‘B B . HSA 19
| B-trisaccharide * | B-tri HSA N/D
D P i BSA ' 21
Lacto-N-difucohexaose | * Le® HSA 8.5
Lacto-N-fucopentaose Il * Le* HSA 12
' tri- Lacto-N-fucopentaose Il ! tri- Le” i HSA i N/D
Lewis y-tetrasaccharide * Le¥ HSA 15
i Lacto-N-fucopentaose Il * i Le® i HSA i 23
| Sialyl-Lewis x-hexaose * L Si-Le” : HSA 13
Sialyl(mono), monofucosyllacto-N-tetraose * Si-Le® HSA 12
| Sialyl-lacto-N-fucopentaose € * ! Si-LNF : HSA 19
' Sialyl-lacto-N-tétraose © * | SI-LNT HSA N/D
| Lacto-N-tétraose c“* U LNT 5 HSA 5 N/D
Sialyl-Lacto-N-néotétraose ¢ “ * Si-LNnT HSA N/D

% HSA : albumine de sérum humain, BSA : albumine de sérum bovin.

® Les liens entre HSA/BSA et oligosaccharides sont I'acétyl-phényl-énédiamine et un espaceur de 6
atomes, respectivement.

© Si-LNF, Si-LNT et LNT possédent un motif de précurseur de type 1 et Si-LNnT posséde un motif de
précurseur de type 2.

*Glycoconjugués HSA utilisés pour les tests avec les variants de norovirus Gll.4

N/D : non disponible.

3. Techniques immunoenzymatiques (ELISA)

3.1 Interaction des VLP avec les salives

Les profils d’interaction des VLP avec les salives phénotypées ont été explorés a I'aide d’'une
technique ELISA adaptée de celle proposée précédemment par I'équipe de Jacques LE PENDU

(Marionneau et coll., 2002).

Des plaques de titration Nunc de 96 puits ont été coatées avec les salives bouillies diluées au
1/1000°™ dans du tampon carbonate-bicarbonate a pH 9,6 puis incubées toute la nuit a 37°C

en atmosphere humide. Les plaques ont été ensuite lavées 5 fois avec du tampon PBS
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additionné de Tween 20 a 0,05% et les puits ont été saturés avec 200 pu€ de PBS-BSA a 3% avant
d’étre incubés 30 min a 37°C. Apres un lavage avec du PBS-Tween, 500 ng de VLP purifiées ont
été déposés dans chaque puits et incubés pendant 1 heure a 37°C avant d’étre de nouveau
lavés avec du PBS-Tween. Puis, 100 pu€ d’anticorps monoclonal anti-Gll.4 ont été incubés
pendant 1 heure a température ambiante. Aprés un nouveau lavage, 100 u€ d’anticorps anti-
immunoglobuline de souris couplés a de la peroxydase et dilués au 1/5000°™ dans du PBS-lait &
4% ont été ajoutés dans chaque puits et incubés a 37°C pendant 30 min. Aprés un nouveau
lavage au PBS-Tween, 100 u€ de TMB ont été ajoutés dans chaque puits et incubés 15 min a
25°C et a I'obscurité. Enfin, la réaction a été stoppée par 50 pu€ d’HCI et les densités optiques
(DO) ont été lues au spectrophotomeétre a la longueur d’onde de 450 nm. Le seuil de positivité a

été fixé arbitrairement a une DO de 0,2.

3.2 Test au periodate de sodium sur les salives

Le méta-periodate de sodium (NalO4) a, entre autres, la capacité d’ouvrir les cycles des
saccharides au niveau des diols vicinaux et de laisser deux groupements aldéhydes au lieu des

groupements hydroxyles utiles aux liaisons avec d’autres sucres ou des acides aminés.

Afin de démontrer le caractére conditionnel de la présence des groupements hydroxyles des
sucres de salive impliqués dans l'interaction avec les VLP, un panel d’échantillon de salive
d’individus sécréteurs et non-sécréteurs a été traité avec du periodate de sodium. Les plaques
ont été préparées comme précédemment, excepté que 100 p€ de NalO4; a 10 mM dilués dans
de I'ithanoate de sodium (CH3COONa) a pH 5,0 ont été ajoutés dans chaque puits aprés lavage
au PBS et incubés pendant 30 min a température ambiante avant I'adjonction des VLP en

s’inspirant de travaux publiés précédemment (Zakhour et coll., 2009).

3.3 Interaction des VLP avec les oligosaccharides de synthese

Pour les oligosaccharides de synthése, les ELISA ont été effectué selon le méme protocole que
pour les salives a I'exception que chaque puits a été coaté avec 1 ug de glycoconjugués, les
conditions de température ont variées en fonction du type de conjugué, 4°C pour les conjugués

PAA et 37°C pour les conjugués BSA/HSA et la durée d’incubation des VLP était de 4 heure.
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4. Mesures par résonance plasmonique de surface (SPR)

4.1 Principe technique

La résonance plasmonique de surface est une méthode de mesure de la liaison d'un analyte en
solution sur un ligand immobilisé de maniére covalente ou non a la surface d'une fine couche
métallique. Cette technique est basée sur une variation de l'indice de réfraction a l'interface

quand I'analyte se fixe au ligand (Schuck, 1997) (Figure 23).

La technique emploie un prisme de verre recouvert d'une trés mince surface métallique (argent
ou or) sur laquelle se déplacent des ondes oscillantes de densité surfacique de charge, appelées
plasmons de surface. Ces plasmons (non radiatif) sont excités par la lumiére a la surface du
métal. Lorsqu’on s'éloigne de cette surface, I'amplitude du champ électromagnétique 1(z)
décroit exponentiellement en fonction de la longueur d'onde de la lumiére incidente. L'onde

n’est alors sensible a la variation d’indice que sur une épaisseur de 200 nm.

Les plasmons ne peuvent en fait étre excités que sous certains angles d'illumination, c’est-a-
dire lorsque le vecteur d'onde de la lumiére incidente a la surface coincide avec celui des
plasmons de surface. En transférant de |'énergie aux plasmons, l'intensité de la lumiere
réfléchie va décroitre. Il se forme ainsi un minimum de réflectivité lorsque I'on fait varier I'angle
d'incidence 0 (la baisse d’intensité de la lumiére réfléchie est alors fonction de cet angle). Celui-
ci dépend trés fortement de l'indice de réfraction de la surface (nsuface), dans I'épaisseur du
champ évanescent proche de la surface. Le changement de la composition (adsorption ou
désorption, fixation ou relargage) se traduit par un changement d’indice et donc une

modification de I'angle de résonance.

champ évanescent

Solution a décroissance exponentielle
e © ° o z
Y

Msurtace ?Yf??’l(z) /
6 \ Réflexion / 7 |

totale interne

surface)

Détecteur

résonance

Figure 23. Schématisation du principe biophysique de résonance plasmonique de surface d’apres
Schuck, 1997.
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Des considérations théoriques montrent que I'angle 8 est proportionnel a la concentration de
macromolécules en surface jusqu'a une concentration surfacique élevée de 50 ng.mm™
(Stenberg et coll., 1991). Les appareils commerciaux permettent d’injecter directement
I'analyte sur le ligand immobilisé sur la puce : on peut alors suivre, en temps réel et sans

marquage préalable des biomolécules, la cinétique d’interaction (association/dissociation).

4.2 Applications

La résonance plasmonique de surface (SPR) est employée afin de détecter optiquement des
variations d’indice corrélées a des variations de masse sur une surface métallique comme l'or.
Ce principe est utilisé dans une sensor chip ou puce de détection sur laquelle un récepteur,
dans notre cas des oligosaccharides de synthése, est immobilisé (de facon covalente ou non). Le
second partenaire, ici des VLP, est injecté en un flux continu de tampon a la surface de la puce.
La formation de complexes ligands-récepteurs (ici VLP-sucre) a la surface du biodétecteur est
mesurée et visualisée en temps réel en unité de résonance (RU). A I'arrét de I'injection des VLP,
il y a retour au tampon initial et dissociation du complexe : cette phase de dissociation peut
étre enregistrée. Les cycles d’association, de dissociation, et de régénération sont répétés en
utilisant différentes concentrations du méme ligand et peuvent étre visualisés sur des courbes

graphiques appelées sensorgrammes (Figure 24).
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Figure 24. Graphique montrant les signaux obtenus pour une interaction simple L-R (1:1 cinétique du
premier ordre)

Superposition des signaux obtenus pour différentes concentrations de ligand. Phase d'association de 0-
500 sec, suivi d'une phase de dissociation de 500-1000 sec. D’aprés Schuck, 1997.
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4.3 Analyse de l'interaction de VLP sur des sucres synthétiques

Les interactions des VLP purifiées avec les trisaccharides LNFPI, A et B conjugués a la BSA
(Tableau 26) ont été analysées par résonance plasmonique de surface (SPR) a 25°C a I'aide d’un
automate Biacore® 2000 (Biacore AB®, General Electric Healthcare, Upsala, Suede). Les
biopuces plaquées or ont été fabriquées et testées au sein de I'Institut FEMTO-ST a Besangon

par Wilfrid BOIREAU et Benoit SIMON (Boireau et coll., 2009).

Les surfaces d’or des puces sont rendues fonctionnelles chimiquement a I'aide d’un mélange a
1 mM de 11-mercapto-1-undecanol (11-MUOH) (Réf. #674249, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA) et d’acide 16-mercapto-hexadécanoique (16-MHA) (Réf. #448303, Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA) dans I’éthanol absolu avec un rapport de 97 moles de 11-MUOH pour 3 moles
de 16-MHA.

Aprés rincage des puces a I’éthanol et a I'eau ultra pure, elles sont montées sur leurs supports
et placées dans un Biacore® 2000 (Biacore AB®, GE Healthcare). Les groupes carboxyle sont
ensuite activés par un mélange de 240 nM de EDC-HClI (1-éthyl-3-[3-
diméthyllaminopropyl]carbodiimide  hydrochloride) et de 50 nM de NHS (N-
hydroxysulfosuccinimide) (Amine Coupling kit, Biacore AB®, GE Healthcare, Uppsala, Suéde).

Les puces sont alors prétes pour la phase d’'immobilisation (Figure 25).

Antigénes A,Bou Htypel

Mono-couche
de BSA

]

Figure 25. Schématisation de la surface en or de la puce rendue fonctionnelle a
'aide d’une monocouche auto-assemblée (SAM) de MUOH/MHA permettant la
fixation des BSA conjuguées aux sucres A, B et H
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Les trois glycoconjugués ont été fixés de maniere covalente sur trois pistes séparées sur la
méme puce, permettant ainsi I'analyse simultanée des interactions d’'une méme préparation de
VLP purifiées avec les trois sucres synthétiques. Pour chaque glycoconjugué, 300 a 370 RU ont
été fixées a la surface de la puce, ce qui correspond a concentration surfacique de 86 a 92,5
fmole/mm?. Les VLP ont été diluées dans un tampon HBS (Biacore AB®, GE Healthcare) et

injectées pendant 120 s a la vitesse de 10 u€/min et une concentration de 2 ng/u8 (Tableau 27).

Tableau 27. Composition du tampon HBS a pH 7,4

Réactifs Concentrations
HEPES 0,01 mol/e
NacCl 0,15 mol/2
EDTA 3 mmol/8
Surfactant P20 0,005 %

Apres I'arrét de l'injection, la dissociation VLP-sucres a été observée pendant 120 s. La puce a
été ensuite recyclée par injection de 5 p€ d’un tampon glycine a 10 mM a pH 2,5 avant un
nouveau cycle d’analyse avec une nouvelle préparation de VLP, puis stockée a 4°C en

atmosphére humide.

La conception des puces et I'analyse des interactions entre VLP et glycannes par SPR ont été
effectuées en collaboration avec I'équipe de Wilfrid BOIREAU de [lInstitut FEMTO-ST a
Besancon. En tout, trois puces en or ont été fabriquées : une puce portant les glycannes A, B,
Le* et Si-Le” conjugués a la BSA, une puce portant les glycannes LNFP | (H type 1), LNFP Il (Le®) et
LNFP 1l (Le*) conjugués a la BSA, et, pour vérifier la spécificité d’interaction sucres-VLP en SPR,
une puce a été traitée par injection de 200 u€ de periodate de sodium a 10 mM. Les VLP
testées, c.-a-d. les six variants et le recombinant AT395, provenaient des mémes lots que ceux

utilisés pour les ELISA et conservées a -40°C.

Enfin, les expériences préliminaires d’accroche par ELISA des VLP Hunter ont montré que
I'accroche était aussi spécifique avec du tampon HBS (spécifique du SPR) qu’avec du tampon
PBS. De plus, nous avons constaté que le tampon HBS générait moins de bruit de fond que le
tampon PBS. Par conséquent, le tampon HBS a été choisi pour effectuer les analyses en SPR. Les
analyses préliminaires avec les VLP Hunter et Osaka ont fait suggérer que I'augmentation de la

réponse de SPR était dépendante de la concentration.
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5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel STATA® v11.0 (Stata Corp LP,
College Station, TX, USA) auprés de Ludwig-Serge AHO-GLELE (Service d’épidémiologie et
hygieéne hospitaliéres, CHU de Dijon). Pour les tests sur les salives, le test de Kruskal-Wallis a été
employé pour déterminer si |'attache des VLP aux échantillons de salive était différente pour
chaque variant, les VLP US95/96 étant utilisées comme référence standard. Le test d'ANOVA a
été utilisé pour la comparaison des données appariées des salives de non-sécréteurs. Pour
étudier I'affinité des VLP pour antigénes A, B et H, des polyndmes fractionnaires ont été utilisés
pour modéliser l'interaction VLP-ligand par régression linéaire. Le méme modeéle statistique a
été employé pour déterminer si les changements observés dans les profils d’interaction des VLP
Y444F et AT395 vis-a-vis des antigenes ABO étaient statistiquement significatifs

comparativement avec les VLP Hunter sauvage.
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Résultats

A. PRODUCTION ET EVALUATION DES
REACTIFS

1. Etudes phylogéniques des variants Gll.4

Pour déterminer le nombre minimal de changements d'acide aminé entre les variants, un arbre
minimum couvrant (MST) a été construit sur la base des séquences complétes en acide aminé
de I'ORF2 de 496 souches issues des variants Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, Chiba,
Yerseke, Den Haag, Apeldoorn et Osaka (Figure 25). Le MST a été élaboré a partir de 872
changements d'acide aminé. Les lignages et variants mis en évidence dans le MST de cette
étude correspondent a ceux qui ont été décrits précédemment a I'aide d’arbres de type

neighbour joining ou d’inférences bayésiennes (Belliot et coll., 2010).

Les résultats du MST montrent que les variants Den Haag et Yerseke sont directement liés aux
anciens variants Hunter et Farmington, respectivement, comme précédemment décrit
(Siebenga et coll., 2007), et que les variants Hunter, Farmington Hills et Chiba sont proches des
variants US95/96. Le variant Den Haag serait, quant a lui, génétiquement trés proche du variant
Farmington Hills. Le grand nombre d'isolats issus du variant Den Haag (n=219) montrent
également qu’il existe une diversité clonale a l'intérieur de ce groupe, ce qui a été a 'origine de

I'émergence des variants Apeldoorn et Osaka.

Dans une précédente étude, nous avions observé que le variant Osaka pouvait étre a égale
distance des variants US95/96 et Chiba (n=23) (Kamel et coll., 2009). Cette modification de la
topologie de I'arbre pourrait s’expliquer par la présence d’un plus faible nombre de séquences
de souches Osaka inclues pour la construction du MST lors de la précédente étude et par

I'indisponibilité, a I'époque, de séquences correspondant au variant Apeldoorn (Figure 26).
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US95/96 (N=69)

Figure 26. Arbres minimum couvrant (MST) des
variants de norovirus Gll.4 pandémiques depuis
1987. (A) arbre issu de notre précédente étude
(Kamel et coll., 2009), (B) nouvel arbre issu des
présents travaux de phylogénie corrigeant
I’'embranchement du variant Osaka.

Le nombre de séquences pour chaque groupe est
indiqué entre parenthéses. Les séquences
homologues sont représentées par des cercles dont
la taille et la teinte varient en fonction du
nombre de séquences.
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2. Les particules virales de synthése de norovirus Gll.4

Yerseke
(N=8)

Den Haag
(N=10)

Pour toutes les constructions, les VLP recombinantes ont été purifiées a partir de 400 a 600 m£

de milieu cellulaire, correspondant a 4.10° et 6.10° cellules infectées, respectivement, pour 1 &

10 mg de VLP, en fonction du baculovirus recombinant. Apres 6 jours d'incubation, les débris

cellulaires ont été éliminés par centrifugation a basse vitesse et les VLP excrétées ont été

concentrées par ultracentrifugation. Les VLP ont été purifiées par centrifugation isopycnique

sur gradient de CsCl, produisant une bande distincte de densité de flottaison de 1,31 g/cm?, ou

sur gradient discontinu de sucrose pour les variants mutants Y444F et AT395, produisant une

bande a l'interface des fractions 30 et 40% de sucrose, avant d’étre reprises dans un tampon

TNC-leupeptine.
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L'analyse des protéines en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a montré que les VLP avaient plus
de 90% de pureté. Les fractions enrichies en VLP sont composées de la protéine VP1 de 57 kDa
et de sa version clivée de 54 kDa précédemment décrite (Belliot et coll., 2001) (Figure 27).
L’origine norovirus du doublet a été confirmée par Western blot a I'aide d’un sérum spécifique

de la souche MD145 (Bristol), fourni gracieusement par I'équipe de Kim GREEN du NIAID.

Le faible rendement observé pour les VLP des mutants AS343 et G443A suggerent que les
mutations de ces acides aminés rendent probablement les VLP recombinantes instables. A
I'inverse, les mutations S343A et AG443 n’ont pas été déléteres pour la formation des

particules de synthése.

Figure 27. Analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide avec SDS (SDS-PAGE) des VLP des
variants Gll.4 et des VLP Hunter mutées obtenues par mutagenése dirigée.
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La dénomination des souches est indiqué entre parenthése pour chaque variant.

Pour les VLP mutées obtenues par mutagenese dirigée et issues du variant Hunter (souche E1057),
chaque acide aminé muté est indiqué en regard de la ligne et leur position se référe a la séquence
d’acides aminés de I’ORF2 de la souche Hunter E1057 (numéro d'acquisition Genbank : EU876890).

De 2 o 4 mg de chaque solution de VLP purifiées ont été déposés sur le gel de polyacrylamide
(Invitrogen). Deux microgrammes d'albumine de sérum de bceuf (Pierce) ont été ajoutés comme contréle
pour l'estimation des protéines. Les protéines ont été visualisées par coloration en bleu de Coomassie
(Pierce).

Enfin, la premiere ligne contient les marqueurs de poids moléculaire des protéines dont les valeurs
exprimées en kDa sont indiquées a gauche du gel.
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Afin de contréler l'intégrité du matériel purifié, la taille des VLP correspondant aux six variants
(soit Bristol, US95-96, Hunter, Yerseke, Den Haag et Osaka) a été estimée a partir de 30
mesures chacune par microscopie de force atomique (AFM) (Figure 28). La majorité des
préparations de VLP présentaient des particules de structure globulaire dont le diamétre
moyen s’échelonnait de 30 a 38 nm (Tableau 28) et correspondant a des VLP complétes,

également appelées VP15 (Shoemaker et coll., 2010) (Figure 29).

Figure 28. Image de VLP purifiées du variant Hunter
(E1057) obtenue par microscopie de force atomique
par Céline ELIE-CAILLE de [Institut FEMTO-ST de
Besancgon.

Les VLP ont été adsorbées sur du mica fraichement
clivé en présence du tampon HBS utilisé pour les
analyses de résonance plasmonique de surface (SPR).
Les agrégats sont matérialisés en blanc. Le diametre
moyen des VLP a été estimé a partir de 30 mesures
(l'accolade rouge objective une VLP). La barre
d’échelle matérialise une taille de 250 nm.

Tableau 28. Dimensions estimées des VLP par microscopie de force atomique (AFM)

Dénomination des VLP des variants (souches) Tailles estimées
Bristol (MD145) 21,3 4,7 nm
US95/96 (Dijon171) 37,2 13,7 nm
Hunter (E1057) 29,6 3,2 nm
Yerseke (Cairo7) ND

Den Haag (Cairo1) 37,6 £4,8 nm
Osaka (Cario4) 36,8 6,2 nm
Apeldoorn (E3436) NR

ND : non déterminée ; NR : non réalisée.

Pour la souche Bristol (MD145), les VLP étaient plus petites en taille avec un diametre moyen
de 21,3 4,7 nm, ce qui suggéere la présence de particules de sous-unités composées de 60
monomeres (appelée aussi VP1go) au lieu des 180 monomere habituels (Belliot et coll., 2001 ;

Shoemaker et coll., 2010).

Il est a noter que les VLP Yerseke n'ont pu étre adsorbées sur la tranche de mica en présence du
tampon HBS lors des tests en AFM. La concentration en sel pourrait avoir été trop élevée et
ainsi avoir empéché l'adsorption des protéines sur le mica, comme cela a déja été décrit

(Czajkowsky et Shao, 2003).
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Figure 29. Graphique montrant pour chaque préparation de VLP la répartition des 30
mesures effectuées par AFM et ayant permis de déterminer leur taille moyenne.

L'observation par microscopie électronique des VLP Hunter (E1057) purifiées sur gradient de

CsCl a permis de montrer que la préparation était essentiellement composée de particules

entieres et vides de 35 nm de diametre (Figure 30).

Figure 30. Image de VLP purifiées sur gradient de
chlorure de césium du variant Hunter (E1057) obtenue

par microscopie électronique aprés coloration
négative.

La fleche verte avec queue indique une particule
entiére et la fleche rouge une sous-unité.

(Avec [l'aimable participation de Michel HENRI-
LEPAULT, CNRS, Gif-sur-Yvette)

3. Les anticorps monoclonaux spécifiques des norovirus Gll.4

La culture d’hybridomes a permis d’isoler 5 clones sécrétant des anticorps monoclonaux dirigés
contre les VLP Hunter (souche E1057): les anticorps 1A4, 2D8, 4G12, 5B9 et 8Cl12. La

performance de ces anticorps a été évaluée par ELISA puis par Western blot.

Les ELISA ont permis de montrer que les anticorps monoclonaux produits reconnaissent aussi

bien les épitopes conformationnels de VLP non dénaturées que les épitopes séquentiels de VLP

dénaturées.
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Le western blot a montré, quant a lui, que les VLP dénaturées de norovirus Gl.1 et Gll.4, et du
norovirus murin GV.1 étaient reconnus par les anticorps 1A4, 2D8 et 8C12 mais pas par les

anticorps 4G12 et 5B9 (Figure 31).
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Figure 31. Caractérisation des anticorps monoclonaux par Western blot a I'aide
des VLP de norovirus GV, Gl.1 et Gll.4.

En revanche, I'attachement des VLP sur les glycoconjugués n’a pu étre détecté en ELISA qu’a
I'aide des anticorps 4G12 et 5B9. En effet, aucun signal n’a été observé avec des anticorps 1A4,
2D8 et 8C12 (Figure 32). Nous pouvons donc en déduire que 4G12 et 5B9 sont des anticorps

conformationnels, et que 1A4, 2D8 et 8C12 sont des anticorps séquentiels.

2,5 Figure 32. Test ELISA comparatif de détection des
VLP de norovirus Gll.4 attachées aux sucres A, B et
T H a [l'aide des anticorps monoclonaux 5B9
2 (conformationnel) et 8C12 (séquentiel).
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@
2
b | |
o
o
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Le typage des préparations d’anticorps monoclonaux 1A4, 2D8, 4G12 et 5B9 avant purification
a montré que les préparations étaient composées de mélanges d’isotypes : IgA et I1gG pour la

préparation 2D8, IgM et I1gG pour les préparations 1A4, 4G12 et 5B9 (Tableau 29).
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Tableau 29. Isotypage des anticorps obtenus par immunisation de souris avec des VLP Hunter

Préparation d’anticorps

Isotype 1A4 2D8 4G12 5B9

Anti-Ig de souris 2,925 2,367 2,232 4,301
Anti-IgM 2,304 0,087 3,264 2,001
Anti-IgA 1,858 3,293 0,078 0,082
Anti-IgG1 2,112 1,208 0,076 0,836
Anti-IgG2a 0,221 0,249 0,605 3,905
Anti-IgG2b 0,291 0,281 0,075 0,201
Anti-IgG3 0,133 0,114 0,076 0,105
Anti-Kappa 2,248 2,861 1,445 3,297
Anti-Lambda 0,128 0,141 0,077 0,107

La préparation 1A4 comportait une IgM et une IgG1 provenant probablement du méme clone
consécutivement a un changement de classe (switch). La préparation 2D8 comportait une IgA
spécifique qui a pu étre purifiée mais n’a pas été utilisée pour les techniques ELISA. La
préparation 5B9 est apparue la plus performante dans la reconnaissance in vitro des VLP de
norovirus Gll.4, avec une sensibilité de 83 % et une spécificité de 100 %, et était la seule qui
comportait un anticorps de type lgG2a spécifique et purifiable. L’anticorps monoclonal 1gG2a
5B9 purifié par Marc BOSSUS de bioMeyrieux a été utilisé par la suite pour effectuer les tests

ELISA d’interaction des VLP avec les HBGA.

4. Evaluation de I'interaction VLP-sucres en ELISA et SPR

La liaison des VLP aux sucres a été évaluée en ELISA en traitant les salives au periodate de
sodium avant incubation des VLP, comme décrit plus haut. Toute interaction a ainsi été
entierement abolie, ce qui confirme que les VLP se fixent bien aux sucres présents dans les

salives et plus spécifiquement aux O-glycannes.

De la méme maniére, la liaison entre la VLP et les sucres a été évaluée en SPR avant et aprés
incubation du glycoconjugué H type 1, fixé a la surface d’'une puce en or, avec 10 mM de
periodate de sodium (Figure 33). Le sensorgramme montre que lorsque la puce est incubée au
préalable avec du periodate de sodium, les VLP ne se fixe plus du tout sur la puce et il n’y a

donc plus de signal de SPR.
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Figure 33. Sensorgramme montrant les interactions des VLP de la souche E1057 (Hunter)
avec le glycoconjugué H type 1 immobilisé sur la puce avant et aprés traitement avec 10
mM de periodate de sodium
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Résultats

B. PROFILS D’'INTERACTION

1. Mutageneése dirigée du site de liaison aux HBGA

1.1 Résultats généraux

Les études précédentes ont permis de déterminer par cristallographie les acides aminés
participant a I'attachement des HBGA au niveau du domaine P1/P2 de VP1. Il s’agit de résidus
conservés au sein des norovirus Gll.4, y compris des variants Apeldoorn et Osaka récemment
décrits, les acides aminés S343, T344, R345, D374, S441, G442 et Y443 de la souche VA387
(variant US95/96), et qui interagissent directement avec les sucres des HBGA (Figures 12, 13 et
22). Bien qu’il ait été démontré que les domaines P produits en culture bactériennes fixent de
maniére quasi similaire les HBGA que les VLP entieres (Cao et coll., 2007 ; Tan et coll., 2008a),
nous avons préféré les VLP obtenues par mutageneése dirigée car la délétion ou la substitution
d’acide aminé est susceptible de déstabiliser la structure de la VLP entiére et donc de modifier
I'interaction avec les antigenes. Par ailleurs, il a été démontré que les complexes VLP-HBGA
étaient généralement plus stables que les interactions observées entre dimeres de domaine P

et HBGA (Cao et coll., 2007).

Nous avons tout d’abord procédé a la suppression de chacun des acides aminés isolément. La
majeure partie des VLP mutées ont pu étre récupérées apres purification (Figure 26), a
I’exception des mutants AS343 et G443A, suggérant que les protéines VP1 ainsi modifiées ont
conservé leur capacité d’assemblage. Comme nous I'avons vu plus haut, les fractions de VLP
purifiées étaient composées de deux fractions de protéine VP1 comme pour les VLP
épidémiques (Figure 30). La délétion de chacun des acides aminés cibles a supprimé tout
accroche avec les HBGA associés au PAA (Tableau 30) ou a la HSA (Tableau 31), a I'exception
des VLP mutantes D373N et Y444F pour lesquelles nous observons une modulation de
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I"'attachement. Nos résultats ont permis de confirmer que chacun de ces résidus identifiés était

impliqué dans I'attachement.

Tableau 30. Résultats en ELISA des interactions du variant Hunter et des mutants avec les sucres PAA

Hunter Mutants Hunter
E1057 | S443A AS443 D373N AD373 AS442 G443A AG443 Y444F AY444 | AT395
Salive A| +++ 0 0 0 0 0 0 0 +++ 0 b
Salive de non-sécréteur 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Htype 1 (LNFPI) | +++ 0 0 + 0 0 0 0 +++ 0 +
H type 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +
Htype3| +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +++
Hdi| +++ 0 0 ++ 0 0 0 0 + 0 +++
Atype2B| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A type 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A disaccharide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A trisaccharide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B type 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B disaccharide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B trisaccharide | +++ 0 0 0 0 0 0 0 ++ 0 +
Lewis a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sialyl-Lewis a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lewis b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lewis d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lewis x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Gal-Lewis x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3' O-Su-Lewis x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sialyl-Lewis x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6(GIcNACc)-O-Su-Sialyl-Lewis x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sialyl-Lewis x (pentaose) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lewis y + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +++

Tableau 31. Résultats en ELISA des interactions du variant Hunter et des mutants avec les sucres HSA

Hunter Mutants Hunter
E1057 | S443A AS443 D373N AD373 AS442 GA443A AG443 Y444F AY444 | AT395
LNFPI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H type 1 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Htype2| + 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0
A + 0 0 0 0 0 0 0 + 0 +
A trisaccharide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A hexasaccharide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A heptasaccharide 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 +
N-acetyl-galactosamine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B trisaccharide 55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(Lewis x) LNFP 11l 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tri-Lewis x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
Sialyl-Lewis a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lewis a (LNFP 11) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lewisb | +++ 0 0 + 0 0 0 0 +++ 0 +++
Lewisy | +++ 0 0 o 0 0 0 0 BEEN O +++

Les DO<0,2 sont rendues égales a 0 ; (++) en vert 0,2<D0O<0,5 ; (+)en jaune 0,5<D0O<1 ; en rose DO>1.

1.2 La VLP mutante Hunter Y444F

Nous avons ensuite procédé a la substitution par mutagenése dirigée de chacun de ces résidus
d’acides aminés qui ont été remplacés par des acides aminés homologues (Tableau 18). Ces

substitutions, a I'exception de la mutation Y444F (et dans une moindre mesure la mutation
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D373N), ont complétement supprimé l|'attachement aux HBGA. Une étude précédente a
montré que le cycle aromatique du résidu de tyrosine interagissait avec I'a-fucose de |'antigene
H grace a des liaisons de type van der Waals (Cao et coll., 2007). Ainsi des interactions entre les
VLP Y444F et les antigénes Le®, LeY, B-tri, H type 1, A-tri, A-hexa et A-hepta conjugués a la HSA
ont pu étre observées (Figure 34). Pour les autres antigénes (sucres présents dans le colostrum

ou spécifiques des non-sécréteurs), I'accroche était absente ou résiduelle, c’est-a-dire < 0,2 en

DO 450 nm.
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Figure 34. Comparaison des résultats des interactions des VLP mutées AT395 et Y444F avec le type
sauvage Hunter en ELISA. Les VLP ont été testées en duplicata avec un panel de HBGA conjugués a de la

HSA.

En somme, notre analyse confirme I'importance des acides aminés formant le site de liaison
des HBGA chez les norovirus Gll.4 telle que cela avait été précédemment démontré par alanine
scanning de domaines P d’autres souches (Tan et coll., 2008b). Par ailleurs, nos données ont
montré clairement que le remplacement de la tyrosine en position 444 par une phénylalanine
n’altérait pas la reconnaissance de I'épitope H type 1. Ceci montre que le groupement
hydroxyle de la tyrosine a une faible implication dans I'accroche de ce motif glycannique, méme

si cette légere modification structurale a été suffisante pour modifier le profil d’attachement de

la souche Hunter.

1.3 Role de I'acide aminé T395 nouvellement inséré dans la capside

Depuis 2002, les nouvelles souches de norovirus Gll.4 sont caractérisées par l'insertion d'un
acide aminé a la position 395 dans le domaine P2 hypervariable de la protéine de capside VP1

(Dingle, 2004). Cet acide aminé supplémentaire, généralement un résidu thréonine, est
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conservé chez les norovirus Gll.4 depuis I'émergence du variant Farmington. Notre objectif a
été de déterminer si cette thréonine surnuméraire possédait un role biologique dans
I'attachement des VLP aux HBGA. Des VLP Hunter dont la T395 a été supprimée par
mutagenése dirigée ont été préparées sur gradient de sucrose, compte-tenu de la fragilité
relative que nous avons observée pour cette construction en gradient de CsCl. Les VLP AT395
mutées ont été alors testées avec le panel de glycoconjugués HSA. Le profil d'attachement des
VLP AT395 mutées était semblable a celui observé pour les VLP Hunter sauvage, excepté la
reconnaissance de I'antigéne Le' qui était bien meilleure que pour les VLP du type sauvage

(Figure 34).

A l'inverse, nous avons observé que les VLP AT395 pouvaient également se lier aux HBGA H
type 2, Le* et Si-Le* (Tableau 31). Enfin, les tests sur les glycoconjugués au PAA ont montré une

nette accroche des VLP sur les HBGA Le® et Le" ainsi que Le* (Tableau 30).

1.4 Affinité relative des mutants Hunter Y444F et AT395 pour les
antigenes A, B et H

Afin de déterminer d’éventuelles modifications d’affinité pour les antigenes A, B et H, les VLP
Hunter et les VLP mutées AT395 et Y444F ont été testées en ELISA sur une série de dilution de
facteur 2 des sucres LNFPI, A-tri et B-tri conjugués a la BSA (Figure 35). Les VLP Hunter ont été
utilisées comme standard pour l'analyse statistique comparative basée sur un modeéle
polyndmial fractionnaire. Etant donné que le nombre de sucres par molécule de BSA était
similaire pour les trois glycoconjugués (Tableau 24), les profils d’interaction des VLP avec les
HBGA ont pu étre comparés. L'attachement des VLP mutées Y444F sur les glycoconjugués A et
B était nettement inférieur a celui observé pour les VLP Hunter (p=0,001 pour l'antigéne A).
Pour I'antigéne B, cette observation n’était pas significative avec les VLP Y444F (p=0,057). Pour
I'antigéne H, bien que I'attachement apparaissait inférieur avec les VLP Y444F, les différences

n’étaient pas significatives (p=0,28).

L'accroche des VLP AT395 aux glycoconjugués A et B était nettement inférieure a celle observée
pour les VLP Hunter sauvage et était statistiquement significative (p=0,001 pour I'antigéne A et
p=0,003 pour I'antigéne B), mais ce n’était pas le cas pour les interactions avec I'antigene H

(p=0,08).
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Figure 35. Exploration comparée des résultats en ELISA des variations d’affinité des VLP Hunter et des
VLP mutées AT395 et Y444F pour les glycoconjugués LNFPI, A-tri et B-tri.
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Les glycoconjugués ont été dilués en série de facteur 2 de 1000 a 15 ng par puits dans du tampon
carbonate/bicarbonate a pH 9,6. Chaque test a été effectué en triplicata. La moyenne des résultats et
leur déviation standard sont matérialisées sur le graphique. Les valeurs ont été obtenues par mesure
d’absorbance a 450 nm.

De plus, I'analyse de lI'interaction des VLP AT395 avec les sucres A, B, H en SPR a montré que la
suppression de cette thréonine avait un effet délétere sur la capacité du mutant Hunter a fixer
les antigénes A et B, et était responsable d’une forte diminution de 'accroche a I'antigene H
(Figure 36). La T395 jouerait donc un role dans l'interaction avec les HBGA. Nous avons constaté
également par SPR que les VLP AT395 présentaient une affinité relative similaire a celle

observée pour les VLP US95/96 qui ne possédent justement pas cette insertion de thréonine en

position 395 (Figure 36).

En résumé, nos données suggeérent que la délétion de la thréonine insérée a la position 395
entrainerait des changements qualitatifs (liaison aux antigénes Le" et Si-Le*) et quantitatifs
dans le profil d’accroche aux HBGA (diminution de I'accroche aux antigénes A et B). Par
conséquent, ceci indiquerait que la modification d’acides aminés qui ne sont pas directement
impliqués dans I'attache des HBGA pourrait moduler I’accroche du récepteur du norovirus a
son ligand glucidique.
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Figure 36. Sensorgramme de linteraction des VLP AT395, Hunter et US95/96 avec les
glycoconjugués A, B et H.

2. Profils d’interaction des variants de norovirus Gll.4

2.1 Tests d’accroche sur les salives

L'analyse de mutation a montré que certains acides aminés pourraient étre responsables de Ia
suppression de I'accroche des VLP aux HBGA et/ou de la modification du profil d’attachement.
Nous avons ensuite étendu I’étude a un panel de six variants Gll.4 qui ont été tout d’abord
testés sur des salives phénotypées provenant d’individus sécréteur (n=34) et non sécréteur

(n=12) représentatifs des groupes sanguins ABO et des antigénes Lewis (Figure 37).

Nous avons observé une accroche des six variants aux échantillons de salive ABO,
indépendamment de la présence ou non des antigénes Lewis. Cependant, I'amplitude des
interactions a varié de maniere significative en fonction de la nature des VLP et de I'antigene

présent dans la salive (p=0,00001 ; ANOVA bidirectionnelle).

Pour les VLP Bristol, US95/96, Hunter et Yerseke, aucune accroche n’a été observée avec les
salives de non-sécréteur, alors qu’elle était forte pour les VLP Den Haag et Osaka (résultats
matérialisés en rouge sur la Figure 37). Pour ces derniers, I'attache était corrélée a la présence
des antigenes Lewis (p=0,0001 ; Kruskal-Wallis). L’accroche aux salives Lewis-positive de non-
sécréteur était sensiblement plus élevée pour les VLP Den Haag que les VLP Osaka (p=0,0104 ;
Kruskal-Wallis). Cette observation suggere que les VLP des variants Den Haag et Osaka sont

capables de se lier aux salives des non-sécréteurs via les antigenes synthétisés par I'enzyme
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FUT3. Par conséquent, ces variants pourraient également s’accrocher sur les cellules

intestinales d’individus non-sécréteurs.

La liaison des VLP Den Haag et Osaka aux salives des non-sécréteurs a pu étre abolie aprés
traitement au periodate de sodium comme décrit plus haut, confirmant que ce sont des

glycannes qui sont impliqués dans I'attache des VLP aux sucres présents dans la salive.

2.2 Tests d’accroche sur les glycoconjugués de syntheése

Pour déterminer avec précision quels antigenes seraient susceptible d’étre reconnus par les VLP
de norovirus Gll.4, des tests d’accroche des VLP des six variants Gll.4 ont été effectués en ELISA
avec 15 glycoconjugués HSA et des antigenes synthétiques FUT2-dépendant conjugués a la BSA

et au PAA (Tableau 26 et Figure 38).

2.2.1 Les glycoconjugués a I'albumine

Toutes les VLP des variants se sont accrochées a I'antigéne H type 1 conjugué a la BSA mais pas
a I'antigéne H type 2. Une faible accroche aux A hepta- et trisaccharides conjugués a la BSA a
été observée pour les VLP Hunter, Yerseke, Den Haag et Osaka. En revanche, aucune
interaction n'a été observée pour les VLP Bristol, et les VLP US95/96 n’ont fixé que le
glycoconjugué A-heptasaccharide. Nos données suggérent donc que la position du sucre sur le
conjugué est cruciale dans l'efficacité de la liaison avec les VLP. Des interactions entre le
glycoconjugué B-trisaccharide et les VLP Hunter, Yerseke, Den Haag et Osaka ont été observées
mais aucune avec les VLP Bristol et US95/96. Ainsi, les constatations d’un attachement plus fort
des VLP des six variants a I'antigene H type 1 et de la mauvaise fixation des VLP Bristol et
US95/96 aux antigénes A et B ont été confirmées secondairement a 'aide de sucres conjugués

a la BSA (cf. les chapitres dédiés aux résultats d’affinité et de SPR).

En revanche, de fortes interactions ont été observées entre les VLP des six variants et les
antigenes Le® et Le’, tous deux présents chez les sécréteurs, alors qu’aucune liaison n’a été
observée pour 'antigéne Le® présents en quantités importantes chez les non-sécréteurs. Par
contre, pour I'antigéne Le*, nous avons pu observer que les VLP US95/96, Den Haag et Osaka

pouvaient se fixer efficacement a 'antigéne Le*.
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Figure 37. Analyses des interactions des six variants de norovirus Gll.4 avec les salives.

Les VLP ont été testées sur 46 échantillons de salive dilués 1000 fois provenant d’individus présentant un
phénotype non-sécréteur (non sec ; n=12) ou sécréteur (sec ; n=34). La présence des antigénes ABO et Le°
été recherchée selon des modalités déja décrites (Marionneau et coll., 2005). Tous les tests ont été
effectués en duplicata pour chacun des échantillons.
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Figure 38. Analyses des interactions des six variants de norovirus Gll.4 avec les glycoconjugués de
synthese. Les tests ont été effectués en duplicata pour chacun des glycoconjugués HSA (Tableau 24).

Récemment, une étude a rapporté que les VLP US95/96 étaient capables de se lier a I'antigéne
Si-Le* (Rydell et coll., 2009). Cependant, la signification biologique de cette liaison reste encore
inconnue d’autant plus que cet antigéne est absent du tractus digestif chez les individus en
bonne santé (Murata et coll., 1992 ; Kobayashi et coll., 1993 ; Carneiro et coll., 1994). Nous
avons investigué la capacité de fixation des VLP des six variants sur les glycoconjugués sialylés,
Si-Le” et Si-Le®, ce dernier étant présent sur les plaques de Peyer des individus sains (Giannasca
et coll., 1999). L’antigéne Si-Le* était trés nettement reconnu par les VLP Bristol et US95/96 et

moins bien par les VLP Osaka, Den Haag et Hunter.

Ces résultats indiquent que la fixation a des composants sialylés est liée au variant. D’autre
part, nos données ne montrent pas de relation avec la capacité des VLP Den Haag et Osaka a se
fixer sur les salives Lewis-positive des non-sécréteurs. Ceci suggere donc que l'accroche aux
composants salivaires FUT3-dépendants des non-sécréteurs nécessite la reconnaissance de
motifs plus complexes que ceux représentés par les glycoconjugués testés. Par conséquent,
nous ne pouvons pas exclure la possibilité que I'antigéne Le® soit impliqué dans la fixation a la

salive des non-sécréteurs d’autant que I'accroche au sucre synthétique Le® restait négative.

114



Le lacto-N-tétraose (LNT), le sialyl-lacto-N-tétraose (Si-LNT), le lacto-N-néotétraose (LNnT) ainsi
que le lacto-N-fucopentaose type | (LNFP | possédant un déterminante de I'antigéne H) sont des
oligosaccharides libres que I'on retrouve dans le lait maternel humain ou ils joueraient le réle
de leurre pour les récepteurs bactériens (Newburg, 2009). Le LNT, le Si-LNT et le sialyl-lacto-N-
fucose (Si-LNF) possédent un motif disaccharidique similaire au précurseur de type 1
(GalB1,3GIcNacp), et le LNnT au précurseur de type 2 (GalB1,4GIcNacB). L'accroche des VLP
Hunter étaient faibles sur le glycoconjugué Si-LNF alors que I'accroche des VLP Bristol était
faible sur le glycoconjugué Si-LNT. Les VLP US95/96 se sont accrochées sur le Si-LNF et le LNnT,
et de maniére plus importante sur le Si-LNT. Ces données suggerent que les précurseurs de
types 1 et 2 sont, a I'exception d’US95/96, mal reconnus par la majeure partie des norovirus

Gll.4. Le réle de la partie acide sialique dans I'accroche des VLP reste a déterminer.

En somme, nos données ont montré que les variants Gll.4 pouvaient accrocher efficacement les
antigénes présents chez les sécréteurs, c’est-a-dire les antigénes A, B, H, Le’ et Le’, et que la
reconnaissance des antigénes Le* et Si-Le® était dépendante d’une souche donnée
indépendamment des profils d’accroche de la salive. Néanmoins, d’autres facteurs susceptibles
de moduler les interactions VLP-sucres sont a prendre en compte dont notamment le
positionnement ou la présentation des sucres sur les supports d’analyse et les températures

pouvant jouer un réle sur la disponibilité des antigénes pour I'accroche.

2.2.2 Les globosides, gangliosides, héparane sulfate, chondroitine sulfate et
acide hyaluronique

Taube et coll. ont montré récemment que les gangliosides sialylés pouvaient jouer le role de
ligand pour les norovirus murins (MNV) (Taube et coll., 2009). Cependant, dans notre étude,
aucune accroche des VLP des variants Gll.4 n’a été observée avec des sphingolipides
(globosides) ou des pentasaccharides GM1 (gangliosides contenant un seul résidu acide
sialique). Ces données préliminaires suggerent que le récepteur de norovirus humain pourrait

étre quelque peu différent du récepteur de MNV.

L’étude en ELISA de la capacité d’accroche des VLP a I’'héparane sulfate, a la chondroitine
sulfate et a I'acide hyaluronique (Figure 39) a montré que seule I’héparane sulfate est captée
par les VLP. La signification de cette interaction reste néanmoins limitée car la fixation aux

héparanes est en général peu spécifique.
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Figure 39. Tests d’accroche en ELISA de
différentes dilutions de VLP sur I’héparane
sulfate et la chondroitine sulfate et I'acide

hyaluronique.

Le variant Apeldoorn, appelé aussi 2008, est I'actuel variant en circulation et a définitivement

remplacé le variant Den Haag sur le plan épidémiologique et clinique. Nous avons donc cloné ce

nouveau variant afin de déterminer s’il possede les mémes propriétés de liaison aux non

sécréteurs Lewis-positifs que les deux variants Den Haag et Osaka. Les tests ELISA effectués

avec les VLP d’Apeldoorn sur le méme panel de salive montrent au contraire que le nouveau

variant ne fixe pas les non-sécréteurs et fixe peu les salives provenant des sécréteurs Lewis-

négatifs (Figure 40). Le variant Apeldoorn n’a donc pas conservé les propriétés particuliéres

caractérisant les variants Den Haag et Osaka.

Figure 40. Analyses des interactions du nouveau variant Apeldoorn avec les salives phénotypées.
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3. Affinité relative des variants pour les antigenes A, B et H

L’accroche des VLP aux antigenes de groupe sanguin ABO a été étudiée selon deux méthodes,
par une technique immunoenzymatique (EIA) et par résonance plasmonique de surface (SPR),
afin de déterminer si I'affinité des VLP pour les glycannes était variant-dépendant. Les résultats
précédemment obtenus, et exposés plus haut, ont montré que l'accroche des VLP sur des

sucres synthétiques était plus faible que sur les salives. (Figure 41).

Pour ces nouvelles expériences, nous avons utilisé des trisaccharides comportant les antigénes
A ou B conjugués a la BSA par l'intermédiaire d’espaceurs de 6 atomes. Les expériences
préliminaires ont montré que les accroches étaient meilleures et plus adaptées aux techniques
de SPR lorsqu’on employait ces glycoconjugués. Pour les EIA, des dilutions sérielles de facteur 2
des glycoconjugués A, B et H couplés a la BSA ont été fixées sur des plaques ELISA suivant des
dilutions de 1000 ng a 15 ng par analyse. Puis, 500 ng de VLP ont été incubés comme décrit plus
haut. Afin de permettre la comparaison entre glycoconjugués, une méme préparation de VLP a

été utilisée tout au long du test avec les trois antigenes. Les tests ont été effectués en triplicata.

Pour les expériences d’attachement menées en ELISA, des polyndmes fractionnaires ont permis
de modéliser l'interaction entre les VLP et des dilutions sérielles des glycoconjugués A, Bet H a
I'aide d’une régression linéaire. Les courbes obtenues pour les VLP Hunter ont été choisies pour
référence. Globalement, 95,0 %, 77,6 % et 79,7 % des données obtenues correspondent au

modele pour les antigénes H, A et B, respectivement.

Toutes les VLP des variants Gll.4 se sont liées aux glycoconjugués BSA-antigene H en suivant des
courbes de dilution similaires avec une limite de détection de 62,5 ng de glycoconjugués par
puits. Aucune différence statistique n’a été observée lors de la comparaison de chaque type de

VLP avec pour standard le variant Hunter (p>0,05).

Les VLP Hunter et Osaka avaient I'affinité la plus élevée pour I'antigene A, suivies des VLP Den
Haag avec une limite de détection en-dessous de 15 ng de glycoconjugués par puits. Aucune
différence statistique n’a été trouvée pour ces trois variants. En revanche, le taux de détection
était inférieur pour les VLP Yerseke, US95/96 et Bristol. La moindre affinité de ces variants pour

I'antigéne A, en comparaison avec les VLP Hunter, était statistiquement significative (p<0,001).

Pour I'antigéne B, toutes les VLP, excepté US95/96 et Bristol, avaient une affinité de liaison
équivalente (p=0,05). Pour les VLP des variants US95/96 et Bristol, les DO étaient nettement
inférieures suggérant une affinité faible pour l'antigéne B. La différence était statistiquement

significative (p=0,03).
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Figure 41. Affinités relatives des VLP de variants de norovirus Gll.4 vis-a-vis de sucres LNFPI (H type 1 pentasaccharide), A et B conjugués a la BSA en ELISA et
par résonance plasmonique de surface (SPR). Chaque mesure a été effectuée en triplicata.



4. Analyse des interactions VLP-sucres par SPR

Etant donné que les signaux SPR sont proportionnels a I'indice de réfraction sur la surface de la
puce, nous avons empiriquement estimé la couverture de la puce par les glycoconjugués a la
BSA comme décrit précédemment avec une unité pour 1000 réponses, ce qui correspond a 1
ng/mm? de protéine (Stenberg et coll., 1991). Des quantités équivalentes de glycoconjugués ont

été fixées sur les puces pour permettre la comparaison des signaux.

Puisque l'intensité des signaux est amplifiée par la grande masse des VLP, les constantes
d’association et de dissociation (K, et K;) n"ont pas pu étre calculées avec précision puisqu'une
VLP posséde a elle seule 180 sites potentiels de réceptions (deux par dimeres) et seuls quelques
uns interviennent lors de l'interaction. De plus, il était difficile d’établir le nombre de molécules
de HBGA participant a l'interaction. Cependant, une affinité d’accroche relative a été estimée,
basée sur I'examen visuel des courbes d’interaction telle qu’elle a été proposée plus t6t (Nam

et coll., 2006).

L’observation des sensorgrammes a permis de déterminer pour chacun des trois antigenes une

affinité croissante dans I'ordre suivant (Figure 41) :

— pour le glycoconjugué de I'antigéne H :

Yerseke > (Den Haag = Hunter) > Osaka > (Bristol = US95/96)

— pour le glycoconjugué de I’antigéne A :

Den Haag >> Hunter > (Yerseke = Osaka)

— pour le glycoconjugué de I’antigéne B :

Den Haag >> Yerseke > Hunter > Osaka

Aucune interaction n'a été observée pour les VLP US95/96 et Bristol, suggérant qu’aucun des
deux variants ne présente une affinité pour les antigénes A et B suffisante pour étre détectée,

bien qu’une faible accroche a été constatée par ELISA.

En ce qui concerne les courbes de dissociation, nous avons observé que les VLP Den Haag et

Osaka ont présenté une stabilité plus importante pour les trois glycoconjugués, et cela quelque
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soit la concentration des VLP lors de l'injection. En revanche, les VLP US95/96 et Bristol ont

présenté leur plus faible interaction avec I'antigene H.

Enfin nous avons effectué une estimation plus précise de la constante de dissociation K, a été

effectuée en utilisant différentes concentrations de dimeres de protéines VP1 exprimés en

culture bactérienne et gracieusement fournis par I’équipe de Jacques LE PENDU (Figure 42). En

effet, chaque dimére ne possédant, a la différence des VLP, que deux sites de liaison aux HBGA,

le dimére se comporte comme une protéine en solution dont il devient plus aisé de calculer sa

constante de dissociation. Pour la protéine VP1, le K, est de 4,1.10'8 M.
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Figure 42. Ftude cinétique de différentes concentrations de diméres de
protéines VP1 permettant le calcul de la constante de dissociation K,.
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L'étude phylogénétique des norovirus provenant d’épidémies de gastroentérites a permis de
mettre en évidence une évolution séquentielle des norovirus Gll.4 au cours des deux dernieres
décennies, les confortant comme souches prédominantes dans le monde. Or, depuis
I"apparition des variants Farmington Hills en 2002, les réseaux de surveillance ont observé un
rythme croissant de la dérive génétique des Gll.4 avec I'émergence de nouveaux variants tous
les 2 ou 3 ans. L'analyse approfondie de I'accroche des norovirus de plusieurs génogroupes a
permis la caractérisation de 8 profils d’interaction, qui peuvent étre classés dans les groupes
accrochant les antigenes ABO et Lewis. Les norovirus Gll.4 présentent le spectre d’interaction le
plus large puisqu'ils peuvent s’attacher efficacement a la salive des individus sécréteur des

antigenes ABO (environ 80% de la population caucasienne) (Tan et Jiang, 2010).

La signification biologique et les mécanismes d’émergence rapide de nouveaux variants au
cours de la derniére décennie restant a élucider, nous avons analysé 6 variants représentatifs
des norovirus Gll.4 afin de déterminer si les observations épidémiologiques sont corrélées avec
des propriétés biologiques spécifiques lors de l'interaction des particules de synthese de

norovirus Gll.4 avec leurs récepteurs, les HBGA. Les données sont résumées dans le Tableau 32.

Nous avons tout d’abord effectué une analyse qualitative des variants en évaluant leur profil
d'attachement sur des salives phénotypées et un large panel de glycoconjugués synthétiques.
Certaines équipes ont suggéré que |I'’émergence de nouveaux variants serait pilotée par
I'immunité collective (herd immunity) et s’accompagnerait de nouvelles propriétés d’interaction

(Donaldson et coll., 2008 ; Cannon et coll., 2009).
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Tableau 32. Résumé des propriétés d’interaction des variants de norovirus Gll.4 avec les HBGA

Salives ® Glycoconjugués synthétiques °
non sec sec non sec
le+ lel i H A B L’ L il Lt sile® sile

EBristoI neg negé 227 3 2 +++ ++ - - = ++++
US95/96 neg neg 191 1 1 +H++ 4+ -t - ++++
;Hunter neg negi 425 134 114 et ++++§ - - - +
éYerseke neg negé 606 88 195 ++H+ - - - -
éDen Haag | pos negé 490 694 407 ++ +++ - + - ++
Osaka pos | neg 243 59 54 ++ A - ++ - ++++

“ Tests ELISA ; Pos : positif ; neg : négatif. ° Les résultats pour les antigénes A, B et H sont indiqués en RU
(SPR). Les résultats indiqués par des signes + et - correspondent aux DO des tests ELISA : + (DO<0,5), ++
(0,5<D0O<1), +++ (1<DO<1,5), ++++ (DO>1,5).

Au premier abord, nos données ont clairement démontré que I'apparition de nouveaux variants
n’était pas corrélée avec |'apparition ou I'élargissement de profils de liaison. En effet, les
variants que nous avons analysés étaient capables de se lier aux antigenes de synthéese A, B, H
type 1 (mais pas H type 2), Le® et Le”, qui sont tous présents chez le phénotype sécréteur. Ces
données ont permis de confirmer les expériences préliminaires menées sur les salives en
montrant que les six variants pouvaient se lier a la salive des sécréteurs, indépendamment du

phénotype ABO, et que 'intensité de I'accroche des VLP était dépendante du variant.

Cependant, les variations que nous avons observées au cours des tests sur les salives entre les
variants pour un antigéne donné, A, B ou H, pourraient s’expliquées par le degré d'expression
des HBGA dans la salive. En effet, pour les échantillons de salive de phénotype A et B, le
déterminant antigénique H pourraient, dans une certaine proportion, étre démasqué (c.-a-d.
par défaut de déterminants antigéniques A ou B sur certaines chaines de glycannes) et avoir
permis l'accroche des récepteurs spécifiques du déterminant H. Par ailleurs, des études
complémentaires seront nécessaires pour déterminer s'il existe une association synergique
entre les antigénes Lewis et ABO pouvant expliquer en partie les différences observées dans les

interactions.

Parmi 12 échantillons de salive provenant d’individus non-sécréteurs, nous avons démontré
qgue, pour les 6 échantillons Lewis-positifs, les VLP Den Haag et Osaka s’accrochaient fortement.
Nos données renforcent I'assertion selon laquelle ces variants pourraient potentiellement

infecter tous les sécréteurs et une partie de la population des non-sécréteurs. Seuls les
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individus non-sécréteurs Lewis-négatifs ne seraient donc pas reconnus par ces deux récents
variants. Dans la population générale, les individus ayant ce phénotype ne représentent que 1 a
3 % des cas (Mourant, 1983), alors que les non-sécréteurs Lewis-positifs en représentent pres
de 20 %. De cette maniere, les souches Den Haag et Osaka auraient acquis une capacité accrue
de circulation dans le monde. En effet, si 'on se base sur leur nouvelle capacité de
reconnaissance des composés Lewis (FUT3 dépendant) chez les non-sécréteurs, ces deux

variants pourraient potentiellement infecter plus de 95 % de la population (Figure 43).

Se-

RESISTANT

pas de fixation de
norovirus Gll.4

Le-

~20% de la population

pas d’antigene Lewis pas d’antigéne H type 1

Le+

Protégé
"'40 70

>95% de la population
présence d’antigene Lewis

~80% de la population
présence d’antigene H type 1

SENSIBLE

fixation de
norovirus Gll.4
a la salive

Se+

Vulnérable

Figure 43. Extrapolation du modéle d’infection par Norwalk (Gl.1) en fonction du caractére sécréteur ou
non-sécréteur (présence des génes FUT2/FUT3 fonctionnels ou pas), d’aprés Lindesmith et coll., exposant
I'avantage infectieux des variants Den Haag et Osaka par rapport aux autres variants de norovirus Gll.4.

Ainsi, en supposant que la proportion des sujets vulnérables et des sujets protégés par une
réponse IgA précoce est identique entre les deux populations sécréteur et non-sécréteur, il est
possible d’estimer, par extrapolation des résultats obtenus par I'équipe de Lindesmith avec le
virus de Norwalk (GI.1) (Lindesmith et coll., 2003), qu’environ 55% de la population serait donc
vulnérable a une infection par ces deux souches contre 45% pour les autres norovirus Gll.4. De
plus, compte-tenu de la plus grande affinité du variant Den Haag pour les antigenes A, B et H,

ce variant constitue une sorte de « supervariant » capable d’infecter de plus large population
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avec une plus grande affinité. Cependant, les tests sur sucres synthétiques n’ont pas permis
d’identifier quel motif glucidique précis est reconnu par ces deux souches chez les individus
non-sécréteurs Lewis-positifs, suggérant I'implication d’éléments structuraux plus complexes,
comme des sucres branchés ou des fucosylations internes, dont |‘exploration sera a envisager

ultérieurement.

L'alignement de séquences des variants Gll.4 (CHDC, Bristol, US95/96, Farmington, Hunter,
Yerseke, Chiba, Den Haag, Osaka et Apeldoorn) a montré que les acides aminés directement
impliqués dans le site récepteur des HBGA sont tous conservés (Belliot et coll., 2010) (Figure
44). Cet alignement, basé sur les travaux de Lindesmith et coll. (Lindesmith et coll., 2008),
montre que la majorité des mutations d’acide aminé observées dans les domaines S, P1 et P2
s’effectue au sein d’un méme groupe (ex : les aliphatiques, les aromatiques, les aa chargés
négativement ou positivement (Figure 45)) et qu’il existe souvent pour une méme position un
« recyclage » des aa (c.-a-d. réapparition d’'un aa utilisé antérieurement) au fil de I'évolution

phylogénique des souches.

Aliphatiques

--Chargés

négativement

positivement

Figure 45. Schématisation des
interrelations entre les différents ~ Aromatiques
groupes d’acide aminé basée sur leurs

caractéristiques moléculaire et | Hydrophobe |
structurale

L'importance de la stabilité des acides aminés impliqués dans I'interaction avec les sucres a été
confirmée par notre analyse basée sur la mutagénése dirigée des acides aminés de la poche
réceptrice qui interagit avec I'a-fucose présent sur les sucres caractérisant des antigénes A, B et
H. La délétion ou la mutation de ces résidus ont totalement aboli I'accroche des VLP aux HBGA

synthétiques et aux échantillons de salive.
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Figure 44. Analyse chronologique des profils de mutations des variants de norovirus Gll.4 de 1987 a 2008 d’apreés les positions retenues par Lindesmith et coll.
(Lindesmith et coll., 2008) et mettant en évidence la stricte conservation des acides aminés impliqués dans la poche réceptrice (en noir), les points de mutation et
le « recyclage » des acides aminés. Chaque nouvelle mutation introduite dans la séquence porte la couleur de la souche chez laquelle elle a été observée la
premiere fois.



A l'inverse, comme illustré par les profils d’interaction des VLP AT395, les acides aminés qui
sont en dehors du site récepteur varieraient sous l'influence d’une dérive génétique et du
systeme immunitaire, et pourraient avoir comme conséquence |'émergence de nouveaux
variants possédant de nouvelles propriétés telles que la capacité de se lier aux antigénes Le et
Si-Le*. Linsertion de la T395 semble en effet entraver la reconnaissance de ces motifs
glucidiques puisque sa délétion par mutagenese dirigée chez la souche Hunter permet la
restauration de la capacité d’accroche aux antigénes Le* et Si-Le*. Or, la capacité d’accroche a
Si-Le” est abolie ou diminuée chez les variants postérieurs a 2002. La signification biologique de
la reconnaissance de ces antigenes reste a déterminer. D’autres études de mutagenése dirigée
seront nécessaires pour vérifier quels sont les résidus d’acides aminés susceptibles d’influencer

ces interactions et quel avantage biologique cela pourrait procurer au virion.

Néanmoins, nos données indiquent que la dérive génétique observée chez les variants de
norovirus Gll.4 ne serait pas d exclusivement a l'influence de la pression immunitaire. Dans la
littérature, les interactions des VLP avec les sucres sont généralement étudiées au travers de
techniques ELISA. Or, bien que ces interactions n’aient pas été stoechiométriques, leur analyse
par résonance plasmonique de surface a été d’un apport indéniable dans I’étude de I'accroche
et de la dissociation des complexes VLP-HBGA. En outre, la pente et les valeurs mesurées en RU
permettent de supposer que l'affinité pour un glycoconjugué donné est dépendant a la fois de

I’HBGA et du variant.

En somme, nos données suggérent que les anciens variants Gll.4 (c.-a-d. Bristol et US95/96)
pourraient uniquement se lier fortement a I'antigéne H alors que les nouveaux variants Gll.4
auraient également une forte affinité pour les antigenes A et B, le variant Den Haag ayant
I’affinité la plus élevée pour les antigénes A, B et H (Figure 46). Nous pouvons supposer qu’il
existe une relation entre la forte affinité du variant Den Haag vis-a-vis des antigenes A, Bet H et
la prédominance épidémiologique de ces variants sur les variants Yerseke qui ont circulé a la

méme période (Belliot et coll., 2010).
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Figure 46. Arbre minimum couvrant (MST) des variants de norovirus Gll.4 pandémiques depuis 1987 et leurs profils liaison aux HBGA.
Les profils de liaison aux HBGA des sécréteurs et non-sécréteurs sont représentés pour les antigénes A, B et H, par des lettres dont la taille
est proportionnelle au nombre de RU obtenues lors de I'analyse de SPR (Figure 34). Les hachures matérialisent les variants capables de
fixer les non-sécréteurs.



Conclusion
et perspectives

Cette étude est la premiére a mettre en évidence I'existence d’un accroissement d’affinité des
variants prédominants de norovirus Gll.4 pour les HBGA des sécréteurs en fonction du temps.
Nos données ont démontré que I'évolution des norovirus Gll.4 a eu pour conséguence une
augmentation de 'affinité pour les antigenes A, B et H, ce qui est plus flagrant pour les souches
les plus prospéres. Nos données soulignent donc la pertinence de la détermination de I'affinité
des norovirus vis-a-vis des HBGA afin de pouvoir évaluer si certains variants Gll.4 émergents

seront plus a méme de devenir mondialement prédominants.

L’association d'une affinité élevée vis-a-vis des antigénes A, B et H, propres aux sécréteurs, a
une aptitude a reconnaitre les non-sécréteurs Lewis-positifs a élargi le spectre d’hote a la quasi
totalité de la population et certainement été un facteur ayant contribué a la domination des
souches Den Haag dés leur émergence en 2006. Cependant, depuis fin 2008, ce variant a été
remplacé par le variant Apeldoorn, et aux vues des premiers résultats d’analyse d’accroche
avec des salives de non-sécréteurs, I'évolution du spectre de liaison aux HBGA vers les
antigénes Le* et Le® observé précédemment semble n’avoir été que transitoire. En effet, ce
nouveau variant ne posséde pas la capacité de se lier aux salives des non-sécréteurs Lewis-
positifs comme le variant Den Haag (Figure 40), ce qui n’a pour autant pas été une condition
limitante a sa diffusion mondiale. Nos données suggerent donc que la capacité a se lier a ces
antigenes FUT3-dépendant est tres probablement une conséquence de la pression immunitaire

et d’une dérive génétique aléatoire.
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Comme nous l'avons montrée, la capacité des Gll.4 de se lier aux antigénes de groupes
sanguins ne constituerait donc pas une condition nécessaire a I'évolution des Gll.4 mais en
serait plutdt une conséquence. L'association de certains facteurs influengant le fitness ont en
effet été suggérés dans |'évolution des norovirus et tout particulierement celle des Gll.4 (Bull et
coll., 2010) et expliquerait la prédominance des GIl.4 sur les autres norovirus comme les
Gll.b/GlI.3, deuxieme génotype de norovirus en terme d’incidence. Un taux de mutation accru
dans la capside (1,7 fois plus que les Gll.b/GlI.3 et GII.7), en particuliers dans le sous-domaine
protrusif P2, associé a une réplication plus efficace conféreraient aux Gll.4 un plus grand
potentiel de glissement antigénique, et par conséquent, une meilleure adaptation a la réponse
immunitaire de I'"h6te. En effet, I’ARN polymérase des Gll.4 produirait in vitro 5 a 36 fois plus
d’erreurs que les Gll.b/Gll.3 et générerait une diversité plus importante de souches susceptibles
d’émerger (Bull et coll., 2010). L’augmentation de I'incidence du virus serait alors facilitée par
I'accroissement de I'affinité vis-a-vis des HBGA, permettant ainsi une large diffusion des
souches grace a I'élargissement de son spectre d’héte. En somme, lorsqu’une population a
acquis une immunité dite collective vis-a-vis d’'une souche, les virus possédant un taux de
réplication élevé mais peu fidéle, comme les Gll.4, peuvent modifier plus rapidement leurs
déterminants antigéniques et donc s’adapter a de nouvelles conditions. Au contraire, ceux qui
ont des changements antigéniques peu fréquents et une polymérase plus fiable, comme les
Gll.b/GlI.3, diffusent plus difficilement et sont donc le plus souvent associés a des cas

sporadiques.

Quelque soit la future évolution des norovirus Gll.4, le spectre d’h6te ne pourra de toute
maniére guere encore s’élargir, voire au mieux se stabiliser au fil du remplacement des variants,
puisqu’il recouvre déja plus de 95 % de la population. Nous pouvons tout au plus supposer que
la pression immunitaire meénera a I'’émergence de nouvelles souches qui échapperont un temps
au systéme immunitaire mais ne posséderont qu’accessoirement la capacité supplémentaire
d’infecter une plus large population d’hotes. Aujourd’hui, il est difficile de prévoir si le spectre
d’hotes potentiels de ces futurs variants sera limité ou non a la population des sécréteurs.
L'exploration systématique des aptitudes a interagir avec les antigénes présents chez les non-
sécréteurs pourrait alors contribuer a la prédiction du pouvoir pathogéne des nouveaux
variants émergents de norovirus Gll.4 dans la population. Des tests d’affinité seront nécessaires
afin d’observer si les futurs nouveaux variants, a défaut d’avoir un spectre d’accroche élargi,
auront une forte affinité pour les antigenes A, B et H, et/ou auront acquis la capacité de se lier a

de nouveaux glycannes pour lesquels les variants précédents n’avaient pas ou peu d’affinité.
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Infections a norovirus et pathologies lourdes

Chaque année, des centaines de milliers d’épisodes de gastroentérites d’origine virale
surviennent en France et n’épargnent aucune couche de la population. Cependant, I'histoire de
la maladie et les manifestions cliniques différent en fonction de catégorie de sujets infectés :
— les sujets en bonne santé pour qui, d’'une maniére générale, I'impact clinique est limité,
— les enfants de moins de 5 ans chez qui la déshydratation peut survenir tres rapidement et
engager le pronostic vital,

éme

— les personnes agées, surtout celles du 4™ age, qui sont particulierement vulnérables,

— et les sujets atteints de pathologies lourdes ou débilitantes (cancer, immunodépression,
maladie inflammatoire chronique, etc.). Paradoxalement peu documentées, ces
gastroentérites virales sont susceptibles d’aggraver considérablement I'état clinique de
patients déja tres fragiles et étre a I'origine de leur décés ou de leur maintien en centre
hospitalier. C'est le cas notamment des infections chroniques a norovirus chez des
malades immunodéprimés.

Le projet que nous proposons découle de nos travaux de thése et consistera en I'étude des
infections a norovirus dans le cadre de pathologies lourdes. Ces travaux feront aussi bien appel

a I’étude in situ de I'attachement des norovirus humains qu’a I’étude de leur génome dans un

contexte clinique.

1°" volet : Profils d’interaction des norovirus sur les cellules intestinales saines et
pathologiques

Bien que la bonne aptitude des norovirus Gll.4 a se lier aux HBGA présents dans la salive semble
constituer un avantage certain sur les autres génotypes de norovirus pour infecter I'hote, cela
ne constitue pas nécessairement un reflet fidele des interactions in situ et in vivo entre le virus
et les différents types cellulaires constituant le tissu intestinal chez 'lhomme. En effet, il existe
des variations importantes du profil d’expression des glycannes qui va changer dynamiquement
en réponse a de faibles variations de I'environnement extracellulaire, mais également
consécutivement aux régulations post-transcriptionnelles liées a la stabilité des ARN messagers
codant les enzymes et I'efficacité de leur traduction. Ces variations sont également liées a la
nature méme des voies de synthese des glycannes qui est dépendante de réactions
enzymatiques multiséquentielles et compétitives. De plus, les glycannes jouent un réle non
négligeable dans la signalisation intercellulaire. Ainsi, la variation de [I’environnement

extracellulaire consécutif a une pathologie lourde (cancer, immunodépression acquise ou
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iatrogénique, maladies inflammatoires chroniques, diabéte, etc.) pourrait modifier la
susceptibilité du patient vis-a-vis des infections a norovirus par dérégulation de I'expression des

HBGA.

L’expression des glycannes, et notamment des HBGA, arborés a la surface des membranes
cellulaires de I'épithélium intestinal varieraient en fonction de divers facteurs tels que le type
cellulaire présent dans l'intestin (entérocytes, cellules caliciformes, cellules M, etc.), I'age
(enfant, adultes, personnes agées), l'état de santé (cancers intestinaux, maladies
inflammatoires chroniques, immunodépression, etc.) ou encore la prise de produits
pharmaceutiques (Ravn et Dabelsteen, 2000 ; Le Pendu et coll., 2001). Nous savons par
exemple que le Si-Le* n’est normalement pas exprimé dans le tube digestif d’un sujet sain mais
par des cellules intestinales néoplasiques (marqueur CSLEX-1) (Murata et coll., 1992 ; Kobayashi
et coll., 1993 ; Carneiro et coll., 1994). De méme, le Si-Le®, présent sur les cellules M, peut étre
exprimé par certaines tumeurs intestinales (marqueur tumoral CA19-9) (Giannasca et coll.,

1999).

Deux hypothéses pourront étre explorées chez les sujets sains et les patients atteints de
pathologies chroniques : la variation d’expression des antigénes A, B, H et Lewis et/ou
I’expression d’autres HBGA pourrait étre responsable d’'une modification des profils d’accroche

des norovirus différents de ceux constatés sur les salives :

a) cette modulation d’expression pourrait alors étre responsable d’un accroissement de la
sensibilité du tissu intestinal aux infections a norovirus, en arborant ou surexprimant des

antigenes glycanniques possiblement inhabituels a la surface des cellules intestinales,

b) a l'inverse, I'absence de ces HBGA au niveau des cellules intestinales pourraient étre
source de protection vis-a-vis de I'infection chez les patients fragilisés qui se manifesterait

par 'absence de symptomatologie et d’excrétion virale dans les selles.

Afin de pouvoir explorer ces hypothéses, nous avons a notre disposition une large biotheque
regroupant des tissus intestinaux normaux et pathologiques conservés au sein du Centre de
Ressources Biologiques (CRB) Ferdinand CABANNE de Dijon. Les analyses seront menées en

collaboration avec le laboratoire d’anatomopathologie du CHU de Dijon.

L'approche analytique s’effectuera en plusieurs étapes en comparant tissus sains et tissus
pathologiques en fonction de critéres d’age, de groupes sanguins, du type de pathologie

explorée, etc. :
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i) au préalable, nous procéderons a la localisation et I'évaluation de I'expression des HBGA
(antigénes A, B, H, Lewis, et notamment Le* et si-Le’) sur des coupes
anatomopathologiques saines et pathologiques a I'aide d’anticorps monoclonaux dirigés
contre les HBGA et disponibles sur le marché. La cartographie sera réalisée a I'aide de
techniques immunohistochimiques utilisant un anticorps couplé a la peroxydase et dirigé

contre I'anticorps de capture ;

ii) nous explorerons ensuite sur les tissus que nous aurons catégorisés la capacité
d’attachement des VLP de nos sept variants de norovirus Gll.4 ainsi que d’autres
génotypes (Gl.1, Gl.2, Gl.3 et Gll.3 entre autres) produits au sein du laboratoire a l'aide de

techniques d’'immunoenzymatique utilisant notamment nos anticorps ;

iif)nous établirons des profils d’interaction des différentes VLP en fonction de la nature du
tissu et son état sain ou pathologique, et que nous comparerons aux résultats

obtenus précédemment sur les salives ;

iv)nous tenterons enfin d’identifier et de caractériser les types cellulaires impliqués dans
I’accroche des VLP. Cette étape pourrait constituer un enjeu de taille. En effet, comme
nous I’avons abordé précédemment, il n’existe actuellement pas de cultures cellulaires
permettant une pérennisation des souches de norovirus humains malgré les nombreuses
tentatives entreprises jusqu’ici par différentes équipes. Ce débouché pourrait permettre
la mise en évidence de tissus permissifs pour la réplication des norovirus humains ouvrant
de facto la voie a une exploration approfondie des norovirus humains demeurée jusqu’ici
impossible.

2°€ volet : Suivi virologique des infections & norovirus chez I'immunodéprimé

Les patients immunodéprimés souffrant d’une gastroentérite a norovirus ont la particularité de
présenter une excrétion virale au long cours pendant des semaines voire plusieurs mois avec
des épisodes itératifs de diarrhée sévere, parfois a I'origine du déces (Gallimore et coll., 2004b ;
Mattner et coll., 2006 ; Murata et coll., 2007 ; Siebenga et coll., 2008 ; Sukhrie et coll., 2010 ;
Wingfield et coll., 2010). Grace a des techniques de PCR en temps réel quantifiant I'excrétion
des norovirus dans les selles, il a été possible de montrer que la charge virale dans les féces
n’était pas corrélée avec le degré d’immunodépression, mais que, en revanche, une
immunodépression ou un age inférieur a 10 ans avait une influence sur la durée de I'excrétion
(Ludwig et coll., 2008 ; Henke-Gendo et coll., 2009). L'immunodépression serait donc le

principal facteur clinique de persistance du virus chez le patient.
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Comme nous l'avons vu plus t6t, la polymérase des norovirus Gll.4 génerent de nombreuses

erreurs (Bull et coll., 2010). Ainsi, la réplication intense du virus dans les cellules intestinales

pourrait étre a I'origine d’une diversification génétique et antigénique de souche et participer a

la pérennisation de I'infection ou étre source de nouvelles infections (Siebenga et coll., 2010).

Le suivi virologique présente donc un intérét crucial dans la prise en charge de ces patients,

dans

I’élaboration de nouveaux traitements basés sur I'administration d’immunoglobulines

spécifiques et dans la prévention des transmissions des gastro-entérites nosocomiales a

norovirus.

Deux interrogations pourront étre explorées chez ces patients particulierement fragiles :

a) existe-il une dérive antigénique d’une méme souche de norovirus au cours de l'infection

chronique a norovirus chez I'immunodéprimé ? Permet-elle la persistance de l’infection
chez le patient gréce a la sélection de nouvelles mutations et quelles peuvent en étre les

conséquences pour le patient et pour les risques de transmission nosocomiale ?

b) les anticorps monoclonaux dirigés contre les norovirus sont-ils bloquant ? Est-ce que

I"'administration de ces anticorps peut constituer une option thérapeutique ?

Afin de pouvoir répondre a ces questions, nous travaillerons en partenariat avec les services

d’hématologie, de greffés (hépatologie/néphrologie) et de cancérologie digestive au sein du

CHU de Dijon et du Centre de Cancérologie GF LECLERC.

i)

ii)

au préalable, nous préléverons un échantillon de salive de chacun des patients
hospitalisés et infectés chroniques par le norovirus qui seront inclus dans I’étude et nous
effectuerons un typage pour déterminer quel est le statut sécréteur/non-sécréteur et
quels sont les HBGA exprimés. Nous effectuerons également un génotypage pour

déterminer le groupe sanguin et rechercher des mutations sur le géne FUT2.

nous effectuerons un suivi virologique des diarrhées chez ces patients en prélevant des
échantillons de selles ou de vomissures lors de chaque épisode diarrhéique ou des
épisodes de vomissements pouvant étre imputés aux norovirus. Nous quantifierons par
PCR en temps réel la charge virale dans les prélevements puis nous procéderons au
séquencage complet du génome viral. Pour un méme patient, nous ferons un analyse
approfondie et comparative de tous les clones séquencés afin de déterminer la présence

de mutations susceptibles d’étre impliquées dans la chronicisation de I'infection et/ou
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mettant en évidence une vitesse plus importante des dérives génétique et/ou

antigénique, et éventuellement un changement de profil d’attache aux HBGA.

iii)nous effectuerons des tests de blocage d’attachement de VLP de norovirus sur les salives
a l'aide de nos anticorps monoclonaux afin de déterminer si I'utilisation d’anticorps

spécifiques peut constituer la base d’un traitement chez ces patients.

L’ensemble du projet devrait permettre d’améliorer nos connaissances sur les interactions des
norovirus avec des hotes fragilisés et potentiellement aider a la prise en charge clinique et

thérapeutique de ces patients.
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Noroviruses (NoVs) are one of the leading causes of gastroenteritis in children and adults. For the last 2
decades, genogroup II genotype 4 (GIL.4) NoVs have been circulating worldwide. GI1.4 NoVs can be divided into
variants, and since 2002 they have circulated in the population before being replaced every 2 or 3 years, which
raises questions about the role of their histo-blood group antigen (HBGA) ligands in their evolution. To shed
light on these questions, we performed an analysis of the interaction between representative GII.4 variants and
HBGASs, and we determined the role of selected amino acids in the binding profiles. By mutagenesis, we showed
that there was a strict structural requirement for the amino acids, directly implicated in interactions with
HBGAs. However, the ablation of the threonine residue at position 395 (AT395), an epidemiological feature of
the post-2002 variants, was not deleterious to the binding of the virus-like particle (VLP) to the H antigen,
while binding to A and B antigens was severely hampered. Nevertheless, the AT395 VLPs gained the capacity
to bind to the Lewis x and sialyl-Lewis x antigens in comparison with the wild-type VLP, demonstrating that
amino acid residues outside the HBGA binding site can modify the binding properties of NoVs. We also
analyzed the attachment of baculovirus-expressed VLPs from six variants (Bristol, US95/96, Hunter, Yerseke,
Den Haag, and Osaka) that were isolated from 1987 to 2007 to phenotyped saliva samples and synthetic
HBGAs. We showed that the six variants could all attach to saliva of secretors irrespective of the ABO
phenotype and to oligosaccharides characteristic of the secretor phenotype. Interestingly, Den Haag and Osaka
variants additionally bound to carbohydrates present in the saliva of Lewis-positive nonsecretors. The carbo-
hydrate binding profile and the genetic and mutagenesis analysis suggested that GII.4 binding to Lewis x and
sialyl-Lewis x antigens might be a by-product of the genetic variation of the amino acids located in the vicinity
of the binding site. Analysis of the binding properties for the six variants by surface plasmon resonance showed
that only post-2002 variants (i.e., Hunter, Yerseke, Den Haag, and Osaka) presented strong binding to A and
B antigens, suggesting that the GII.4 evolution could be related to an increased affinity for HBGAs for the
post-2002 variants. The combination of increased affinity for ABH antigens and of a newly acquired ability to
recognize glycans from Lewis-positive nonsecretors could have contributed to the epidemiological importance

of strains such as the Den Haag GIL.4 subtype.

Noroviruses (NoVs) constitute one of the five genera of the
Caliciviridae. They are divided into five genogroups (GI to GV)
(14), and human NoVs belong to genogroups I, II, and IV.
Genogroups I and II are divided into 8 (GI.1 to GI.8) and 17
(GIL.1 to GII.17, excluding GII.11) genotypes, respectively
(51). Norovirus outbreaks have been reported worldwide, in
people of all ages, and in all ethnic groups. With the improve-
ment in the molecular tools used for the detection of NoVs,
laboratory networks set up in Europe and North America
showed that genogroup II NoVs belonging to genotype 4
(GIIL.4) are by far the most predominant NoV genotype. The
phylogenetic analysis of the circulating GIL.4 isolates for the

* Corresponding author. Mailing address: Centre National de Ré-
férence des Virus Entériques, Plateau Technique de Biologie, CHU
Dijon, 2 rue Angélique Ducoudray, BP37013, 21070 Dijon Cedex,
France. Phone: 33 3 80 29 31 71. Fax: 33 3 80 29 36 04. E-mail:
gael.belliot@u-bourgogne.fr.

" Published ahead of print on 23 February 2011.

last 20 years showed that the GII.4 genogroup can be divided
into distinct subgroups or variants. Moreover, several authors
noticed that the evolutionary rate of the GIL.4 strains has
accelerated during the last 10 years, and the occurrence of new
variants has increased since the appearance of the Farmington
variants in 2002. The main feature of these variants is an
additional amino acid residue inserted after residue 394, which
is located in the hypervariable region of VP1 (12). Epidemio-
logical data and a molecular survey of the NoVs circulating
throughout the world showed that until now the insertion, a
threonine for most of the variants, was conserved among the
GII.4 NoVs (2). Before 2000, the US95/96 variants, which
succeeded the Bristol variants and the archival CHDC-like
strains (where CHDC refers to Children’s Hospital National
Medical Center, Washington, DC), were the first NoVs to be
classified as pandemic (5). The US95/96 variants were then
replaced by the Farmington variants. Since the emergence of
the Farmington strain, new variants have been detected world-
wide (i.e., Hunter, Yerseke, Den Haag, and, most recently,
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Apeldoorn) or locally (i.e., Chiba and Osaka), and some of
these became predominant for a period of 2 to 3 years before
being replaced by a new predominant variant.

The virion is nonenveloped, and the 34-nm capsid is com-
posed of 180 monomeric protein units, comprising VP1 (also
called VP1,4,), which are organized into 90 dimers. Each VP1
protein can be divided into three domains: N, S, and P. N and
S domains are internal and contribute to the architecture of
the viral particle; they also interact with viral genomic RNA
(35). The external P domain is subdivided into two domains, P1
and P2. In the absence of cell culture for human NoVs, the
baculovirus-expressed VP1 protein and the bacterially ex-
pressed P domain, which can form virus-like particles (VLP)
and P particles, respectively (19, 48), have provided useful
molecular tools for the study of the attachment of the NoV to
human blood group antigen (HBGA) ligands (A, B, H, and
Lewis antigen) (16, 25, 28, 44, 45), which are present in body
fluids (e.g., saliva) and epithelial cells, like those in the epithe-
lial tract (27). The structural analysis by X-ray crystallography
of the P particles from the GI.1 Norwalk strain and GII.4
VA387 strains bound to A and B trisaccharides revealed the
presence of two symmetrical binding pockets located at the
interface between the two monomers that compose the dimer
unit of the capsid for GII NoV, while for GI NoV each binding
pocket lies entirely on the monomer (8, 10). Other mutagen-
esis studies, which were based upon the results of the structural
analysis, confirmed the importance of the amino acid residues
implicated in the carbohydrate binding site or its surrounding
on ligand recognition (49). Using saliva binding assays, GI and
GII human NoVs could be divided into five ABH-related (sa-
liva from secretor individuals) and three Lewis-related (saliva
from nonsecretor individuals) binding profiles, as reviewed
previously (49).

Human challenge studies showed there was a direct link
between the presence of HBGAs in the gut of secretor indi-
viduals and the NoV infection (18, 24). Histological studies of
human intestine biopsy specimens clearly showed binding of
Norwalk virus VLPs to H antigen expressed at the surface
of epithelial cells. Additionally, transfection experiments showed
that the binding of VLPs was dependent of an active FUT2
gene, which encodes the al,2-fucosyltransferase in the small
intestine and defines the secretor status (28). For 20% of the
Caucasian population defined as nonsecretors, the presence of
a nonsense mutation in the FUT2 gene (G428A) completely
abrogates expression of FUT2-dependent HBGAs (i.e., A, B,
H, Lewis b, and Lewis y antigens) (22). Of note, for nonsecre-
tor individuals, Lewis a and x antigens might be detected in
saliva or intestinal cells, provided that the FUT3 and/or FUTS5
gene is functional.

It has been suggested that a broader binding profile to
HBGASs and a higher evolution rate might explain why GIL4
NoVs now predominate over NoVs from other genogroups (6,
46). However, little is known about the mechanisms that cause
GI1.4 variants to circulate for a couple of years before disap-
pearing from the community. It has been hypothesized that
genetic drift of the capsid allows GII.4 NoVs to escape herd
immunity and modulates their binding capabilities (13).

We performed a qualitative analysis of the binding capabil-
ities of the VLPs derived from six GII.4 variants that were
present over a 20-year period. The analysis was based on bind-
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TABLE 1. List of the GIL.4 isolates used in this study

nisrf;leat(‘:z) ac(geesr;i]?)?lnﬁo. Setting (year) Variant”
MD145 (15) AY032605 Nursing home (1987) Bristol
Dijon171 (34) AF472623 Community (1996) US95/96 (1996)
E1057 (20) EU876890  Retirement home (2005)  Hunter (2004)
Cairo7 (20) EU876887  Children’s hospital (2006)  Yerseke (2006a)
Cairol (20) EU876892  Children’s hospital (2006) Den Haag
(2006b)
Cairo4 (20) EU876884  Children’s hospital (2006)  Osaka (2007)

“ Recombinant VLPs were named after the corresponding variants following
previously proposed terminology (52). The alternative nomenclature is indicated
in parentheses (40).

ing experiments on phenotyped saliva and a panel of synthetic
carbohydrates. The study includes the analysis of amino acid
residues from the binding pocket that contribute to the recog-
nition of HBGAs. In addition, using modified VLPs, we eval-
uated the biological importance of the newly inserted threo-
nine residue, which is a key epidemiological and genetic
feature of the new GII.4 NoVs. Finally, we analyzed the quan-
titative aspect of the attachment of the panel of VLPs to A, B,
and H antigens using surface plasmon resonance (SPR) tech-
nology.

MATERIALS AND METHODS

NoV isolates. The NoV strains used for this study were isolated from patients
suffering from gastroenteritis in France (i.e., Dijon171 and E1057 strains were
US95/96 and Hunter GII.4 variants, respectively), Egypt (i.e., Cairo7, Cairol,
and Cairo4 isolates belonged to the Yerseke, Den Haag, and Osaka GIL4
variants, respectively), and the United States (i.e., the MD145 strain was
representative of the Bristol variant), as documented previously (15, 20, 21,
34) (Table 1).

Cloning strategy and recombinant baculovirus. The primers used during the
study were obtained from Eurogentec (Seraing, Belgium). Primers FW2, RT2,
and RT5 have been described previously (20). For the Hunter variant and the
Egyptian isolates, the cloning of the complete open reading frame 2 (ORF2) into
the plasmid pGEM-T Easy has been documented previously (20). The ORF2
fragment was amplified using ORF2 pGEM-based constructs as the template
with the forward primer 5'-GAAGATCTATGAAGATGGCGTCGAATGACG
C-3', containing a BgIII restriction site at the 5’ end (underlined), and the
reverse primer RTS corresponding to the 5’ end of ORF3, described previously
(20). The amplified fragment was gel purified and cloned into pGEM-T Easy
vector prior to digestion with BglII and Notl restriction enzymes. The insert with
an engineered BglII site was then gel purified and ligated into transfer vector
pVL1392 (Pharmingen). The ligation mixture was used to transform JM109
competent cells (Promega). Positive clones were screened by PCR with primers
FW2 and RT?2 that were located in the conserved part of ORF2 (20). For the
selected positive clones, the nucleotide sequence of the entire ORF2 was deter-
mined for the detection of any inadvertent mutation.

The recombinant baculovirus was obtained by cotransfection of the pVL
transfer vector and the linearized baculovirus genome into Sf9 cells following the
manufacturer’s recommendations (Pharmingen). The recombinant baculovirus
was plaque purified, and baculovirus clones expressing large amounts of VLPs
were selected by using an immunoassay from RD-Biopharm (Saint-Didier au
Mont d’Or, France). Titers of the recombinant baculovirus seeds were deter-
mined by plaque assay, and a high-titer viral stock was produced by infecting Sf9
cells at a low multiplicity of infection ([MOI] i.e., below 0.2).

The Dijon171 recombinant baculovirus has been documented previously (34).
The MD145 baculovirus was a kind gift of Kim Green (NIAID, NIH, Bethesda,
MD). Here, the recombinant VLPs of the GIIL.4 NoVs will be named after the
variants to which the isolates belong (Table 1).

Mutagenesis of the Hunter transfer vector. The transfer vector corresponding
to ORF2 of the Hunter variant (E1057 isolate) was used as the template for
site-directed mutagenesis. Site-directed mutagenesis of the Hunter construct was
performed with a QuikChange mutagenesis kit (Stratagene) to replace (mu-
tagenized Hunter VLPs: S343A, T344A R345Q, D373N, S442A, G443A, and
Y444F) and delete [mutagenized Hunter VLPs: AS343, A(T344A R345Q),
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AD373, AS442, AG443, and AY444] the amino acid residues that are involved in
the binding of the a-fucose ring of the HBGAs (Fig. 1A). The threonine residue
at position 395 corresponding to the inserted amino acid of the post-2002 GIL.4
isolates was also deleted to produce the recombinant AT395-Hunter baculovirus.
The ORF2-mutagenized pVL constructs used in this study and the primers used
for the mutagenesis are summarized in Table 2. Presence of the mutation was
confirmed by sequencing of the complete ORF2 before production of the re-
combinant baculovirus as described above.

Production and purification of the virus-like particles. The VLPs were pro-
duced by infecting High-Five cells (Invitrogen) at a high MOI in serum-free
Express Five medium (Invitrogen). The VLPs were concentrated and purified
from the cell medium at the sixth day postinfection as described previously (3).
The purified VLPs were resuspended overnight at 4°C in TNC buffer (10 mM
Tris, 140 mM NaCl, 10 mM CaCl,, pH 7.4) containing 20 pg/ml leupeptin
(Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). The purified VLPs were quantified
using a bicinchoninic acid protein assay kit from Pierce (Perbio Science, Bezons,
France), diluted to 1 mg/ml to prevent precipitation, and stored at 4°C or divided
into aliquots in 10-pl vials and stored at —40°C for short- or long-term storage,
respectively (Fig. 1B). Up to 4 pg of protein mixture was resolved by SDS-PAGE
in a 4 to 12% Bis-Tris polyacrylamide (PAA) gel (Invitrogen). Proteins were
visualized by staining with Coomassie blue (Pierce).

Saliva typing for carbohydrates and genotyping for the secretor phenotype.
Forty-six samples of saliva and swabs of buccal epithelial cells were collected
from healthy individuals. The study was approved by the Nantes University
Hospital Review Board (study number BRD02/2-P), and informed consent was
obtained from all the donors. The saliva samples were typed by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for the presence of A, B, and O blood group
antigens and Lewis antigens as described previously (26). Genetic material was
extracted from swab samples; FUT2 genotyping (e.g., secretor status) was per-
formed by PCR as described previously (26). ABO phenotyping was performed
by classical hemagglutination and confirmed by ELISA on saliva samples from
secretor individuals.

Binding assay of the VLPs on saliva. For the saliva analysis, an ELISA was
performed as described previously except that 1,000-fold dilutions of saliva and
500 ng of purified VLPs per assay were used (28). Additionally, the GII.4-bound
VLPs were detected by a GII.4-specific in-house monoclonal antibody incubated
for 1 h at room temperature. Peroxidase-conjugated anti-mouse antibodies (Vec-
tor/ABCYS, Paris, France) were incubated for 30 min at 37°C. Peroxidase ac-
tivity was detected with 3,3',5,5'-tetramethyl benzidine (KPL/Eurobio, Courta-
boeuf, France). The reaction was stopped after an 8-min incubation at room
temperature with 2N HCI prior to reading the absorbance at 450 nm. The
background was arbitrarily fixed at an optical density (OD) of 0.2 and was
subtracted from each OD value.

A panel of saliva samples from secretor and nonsecretor individuals was
treated with 10 mM NalO,. The ELISA plates were first coated with 1,000-fold
dilutions of saliva boiled in carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6, and left over-
night at 37°C. After the plates were washed three times with phosphate-buffered
aline (PBS), pH 7.4, 100 pl of 10 mM NalO, diluted in 50 mM CH;COONa, pH
5, was added to each well and incubated for 30 min at room temperature. The
wells were washed three times with PBS, and the ELISA was continued as
described above.

Binding assay of the VLPs on synthetic carbohydrates. The human serum
albumin (HSA)- and bovine serum albumin (BSA)-conjugated carbohydrates
were purchased from Isosep AB (Uppsala, Sweden) and Dextra laboratories
(Reading, United Kingdom), respectively. The HSA and BSA carbohydrates
were provided with an average of 17 and 20 carbohydrate moieties per protein,
respectively (Table 3). The glycoconjugates that were used during the study are
listed in Table 3. The ELISA was performed as described previously. Briefly,
glycoconjugates were diluted in pH 9.6 carbonate/bicarbonate buffer at a con-
centration of 1 pg/well (unless otherwise indicated), coated onto Immulon Maxi-
Sorp plates (Nunc), and left overnight at 37°C. The plates were washed three
times with PBS—0.05% Tween prior to incubating 500 ng/well of purified VLPs at
37°C (i.e., HSA or BSA glycoconjugates) for 4 h. The method used to detect the
bound VLPs by the monoclonal antibody was similar to that described above.

Analysis of the VLP binding on carbohydrates by SPR. The binding of purified
VLPs to lacto-N-fucopentaose I (LNFP-I) and to A and B trisaccharides conju-
gated to BSA (Dextra Laboratories) (Table 3) was analyzed by surface plasmon
resonance at 25°C with a Biacore 2000 instrument (GE Healthcare). The home-
made gold chips for SPR were designed and fabricated as described previously
(4). The chemical functionalization was obtained by using a mixture of 11-
mercapto-1-undecanol (11-MUOH) and 16-mercapto-1-hexadecanoic acid (16-
MHA) (Sigma-Aldrich). The mixture of 11-MUOH-16-MHA (97/3, by mole) at
1 mM in absolute ethanol was sonicated for 10 min using an Elma sonicator
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(power, 90W; frequency, 50/60 Hz). The chip was rinsed with ultrapure water.
Then, the carboxyl groups were activated using N-hydroxysuccinimide (NHS) at
50 mM and N-ethyl-N’-(3-dimethyl aminopropyl)-carbodiimide hydrochloride
(EDC) at 240 mM (Amine Coupling Kit; Biacore AB, Uppsala, Sweden) directly
with the help of the Biacore’s fluidic cartridge at 2 wl/min for 14 min. This
procedure prepares the chips for the immobilization step. In this way, covalent
immobilization of the three glycoconjugates was obtained in three separate lanes
on the same chip, allowing the simultaneous analysis of the same VLP prepara-
tion on three different synthetic carbohydrates, with the fourth line being re-
served as a control surface. For each glycoconjugate, 300 to 370 resonance units
(RU) corresponding to 86 to 92.5 fmole/mm? were linked on the sensor chip.
VLPs were diluted in running HBS buffer (0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM
EDTA, and 0.005% surfactant P20 at pH 7.4) provided by the company and were
injected for 120 s at a flow rate of 10 pl/min and a concentration of 2 ng/pl. The
injection was stopped, and the dissociation was observed in running buffer for
120 s. The chip was recycled by the injection of 5 pl at 10 wl/min of 10 mM Gly
solution at pH 2.5 prior to new analysis. The experimental chips were stored in
a humid atmosphere at 4°C after use.

AFM. For atomic force microscopy (AFM) imaging of the VLPs, the different
samples were used at around 1 mg/ml. Twenty-five microliters of the sample was
adsorbed on freshly cleaved mica for 30 min and washed three times with HBS
buffer to remove nonadsorbed VLPs. The AFM experiment was carried out with
a Nanoscope III instrument from Veeco (Santa Barbara, CA). Imaging was
performed in contact and oscillating contact modes (TappingMode) using NP-S
(for nitride probe, sharpened) oxide-sharpened silicon nitride probes (Veeco)
with spring constants of 0.32 N/m or 0.58 N/m and resonance frequencies ranging
from 8.5 to 9.5 kHz. For the feedback controls, typical values of set points for
imaging were between 0.5 and 1.5 V, depending on the scan size and drive
amplitude in the oscillating contact mode. The oscillation amplitude was gener-
ally maintained at 5 to 10 nm away from the surface. For each variant, the mean
diameter of the VLP was determined from the diameter of 30 globular VLPs.

MST of the ORF2 amino acid sequences. To study evolution between strains,
a minimum spanning tree (MST) was constructed using the default setting from
the Bionumerics package (Applied Maths BVBA, Sint-Martems-Latem, Bel-
gium) as described previously (20). The MST was based upon 496 complete
available ORF2 amino acid sequences of the GII.4 from GenBank corresponding
to Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, Chiba, Yerseke, Den Haag, Apel-
doorn, and Osaka variants.

Statistical analysis. The statistical analyses were performed with StataCorp
statistical software (StataCorp LP, College Station, TX). For the saliva testing, a
Kruskal-Wallis test was used to determine whether VLP binding to typed saliva
samples was different for each variant, and US95/96 VLP was used as the
standard for comparison. An analysis of variance (ANOVA) test was used for
paired comparison of nonsecretor saliva. To study the relative affinity of the
VLPs for the A, B, and H antigens, fractional polynomials were used to model
the VLP-ligand interaction by linear regression. The same statistical model was
also used to determine whether the changes observed in the binding profile of the
Y444F and AT395 VLPs for the ABO antigens were statistically significant
compared with binding of the wild-type (wt) Hunter VLPs.

RESULTS

Production and purification of the virus-like particles. The
VLPs were purified from 4 X 10® to 6 X 10® infected cells and
yielded 1 to 10 mg of purified VLPs, depending on the recom-
binant baculovirus. The purified VLPs yielded a distinct band
with a buoyant density of 1.31 g/ml in cesium chloride. The
Y444F and T395 Hunter mutants were rather fragile in the
cesium chloride gradient, and a discontinuous sucrose gradient
was preferred for the purification step, as described previously
(3). Following centrifugation, a wide band was observed at the
interface between the 30 and 40% sucrose fractions. The pro-
tein analysis in polyacrylamide gel showed that VLPs were
purified to greater than 90% homogeneity. The purified VLP
fraction was composed of the VP1 protein at 57 kDa and a
cleaved version at 54 kDa, as described previously (3) (Fig.
1B). The NoV origin of the doublet was confirmed by Western
blotting using polyclonal serum raised against MD145 antigen
(provided by Kim Green) (data not shown). The poor yield
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TABLE 2. Oligonucleotides used for the site-directed mutagenesis
of the E1057 pVL vector (Hunter variant)

Oligonucleotide sequence”

Mutation

5'-GAGGATGCGCGACCCGTGTCAC-3’
...5'-GAGGATGC(TCG)ACCCGTGTCAC-3'
5'-GAGGATGCTCGCCCAAGTCACAAAGCCAC-3'
5'-GAGGATGCTCG(ACCCGT)GTCACAAAGCCAC-3'

D373N ...5"-CTGATACAAGCAATAACTTTGAAACTGCC-3’
AD373 5'-CTGATACAAGCAAT(GAC)TTTGAAACTGCC-3'
AT395..... 5'-CAGATGTAGTACC(ACC)CACCAAAATGAACCC-3'
S442A 5'-CTATGCCCGCTGCGCGGTATCCCAACATG-3’
AS442 ... 5'-CTATGCCCGCTGC(AGC)GGTATCCCAACATG-3’
G443A 5'-GCCCGATGCAGCGCGTATCCCAACTG-3’

AG443 5'-GCCCGATGCAGC(GG)TATCCCAACTG-3'
Y444F..... 5'-GATGCAGCGGTTTCCCAACATGAATTT-3'

AY444 5'-GATGCAGCGG(TAT)CCCAACATGAATTT-3'

“ Modified codons are underlined. Deleted codons are indicated in paren-
theses.

observed for the AS343 and G443A mutagenized VLPs sug-
gests that the mutations of these amino acid residues made the
recombinant VLPs unstable. Interestingly, unlike AS343, the
S343A mutation was not detrimental to VLP production. In
contrast, G443A hampered VLP production, whereas the de-
letion of G443 did not.

To control the integrity of the purified material, the size of
each VLP was analyzed by AFM (Fig. 1C). The majority of the
VLP preparations presented a globular particle with an aver-
age diameter ranging between 30 and 38 nm (US95/96, 37.2 =
3.7 nm; Hunter, 29.6 = 3.2 nm; Den Haag, 37.6 * 4.8 nm;
Osaka, 36.8 * 6.2 nm) and corresponded to complete VLP
(also called VP1,g,) as described previously (Fig. 1D) (37). For
the Bristol isolate, the VLPs were smaller, with diameters
averaging 21.3 £ 4.7 nm, which suggests that they might have
been subunit particles and might have been composed of 60
monomers (also called VP1,) (3, 37). The observation by
electron microscopy of the cesium chloride-purified VLPs
from the Hunter variant showed that the preparation was es-
sentially composed of full and empty particles of 35 nm in
diameter (Fig. 1E). Of note, the Yerseke VLPs did not adsorb
on the mica surface using HBS buffer. Because we used low-
concentration protein solutions for the AFM experiments, the
salt concentration might have been too high and may have
inhibited protein adsorption onto the mica, as described pre-
viously (11).

Mutagenesis of the amino acids participating in the HBGA
binding site. In previous studies, the amino acid residues par-
ticipating in the attachment of the HBGA to the P1/P2 do-
mains were characterized by crystallography, which showed
that S343, T344, R345, D374, S441, G442, and Y443 residues
of the GIL.4 VA387 NoV strain (US95/96 variant) interacted

NOROVIRUS BINDING TO CARBOHYDRATES 5

TABLE 3. Neoglycoconjugates used for the study

Avg no. of
. . . sugar
Carbohydrate moiety Epitope Carrier residues per
carrier”

Lacto-N-fucopentaose I H type 1 HSA 25
BSA 20
2'-Fucosyllactosamine H type 2 HSA 19
A heptasaccharide A heptasaccharide =~ HSA 18
A trisaccharide A trisaccharide HSA 19
BSA 19
B trisaccharide B trisaccharide HSA 19
BSA 21

Lacto-N-difucohexaose I Lewis b HSA 8.5
Lacto-N-fucopentaose IIT Lewis x HSA 12
Lewis y-tetrasaccharide Lewis y HSA 15
Lacto-N-fucopentaose II Lewis a HSA 23
Sialyl-Lewis x-hexaose Si-Lewis x HSA 13
Sialyl(mono), monofucosyllacto- ~ Si-Lewis a HSA 12

N-tetraose

Sialyl-lacto-N-fucopentaose Si-LNF? HSA 19

Sialyl-lacto-N-tetraose Si-LNT? HSA N/A

Lacto-N-tetraose ¢ LNT? HSA N/A

Lacto-N-neotetraose ¢ Si-LNnT* HSA N/A

“ HSA and BSA linkers were acetyl phenylenediamine and six-atom spacer,
respectively. N/A: not applicable.

b Possesses type 1 precursor motif.

¢ Possesses type 2 precursor motif.

directly with the carbohydrate antigens (Fig. 1A). Of note,
these residues are conserved for all the GII.4 variants, includ-
ing the recently described Osaka and Apeldoorn variants (data
not shown). Even though it has been demonstrated that a
bacterially expressed P domain had a blood group antigen
binding profile similar to that of the entire VLP (43), we used
mutagenized VLPs to study the HBGA binding site because
deletions or modifications of these residues might also be det-
rimental to the structure of the entire VLP and to their binding
to some antigens. Moreover, it has been reported that VLP-
HBGA complexes are usually more stable than the interaction
between the P domain dimer and HBGA (8). We first deleted
each amino acid and showed that most of the VLPs could be
recovered after isopycnic centrifugation into a cesium chloride
gradient, suggesting that modified VP1 protein could still as-
semble into VLPs. Nevertheless, the deletion of any residue
completely abolished binding to the HBGA associated with
either HSA or polyacrylamide (PAA) (data not shown). Our
results confirmed that each residue was involved in the attach-
ment of a wide spectrum of carbohydrates. We also performed
site-directed mutagenesis of each of these amino acid residues,
which were replaced by homologous amino acids (Table 2). All
but the Y444F mutation completely abolished attachment of
the HBGA glycoconjugates. A previous study showed that the
aromatic ring of the Tyr residue interacted with the a-fucose

FIG. 1. Characterization of the purified VLPs of the GII.4 variants. (A) Drawing to scale of the amino acid residues (S343, T344, R345, D373,
S442, G443, and Y444) from the a-fucose binding site (white arrowhead) (8, 49) and the inserted threonine residue, T395 (black arrowhead). The
NH, terminus of the P1 domain is truncated. (B) SDS-PAGE analysis of the VLPs from the GII.4 variants (lanes 2 to 7) and the mutagenized
Hunter VLPs (lanes 9 through 21). The name of the NoV strain is indicated in parentheses for each variant. The mutagenized VLPs originated
from the Hunter variant (strain E1057), and the location of the amino acid residues is based upon the ORF2 amino acid sequence of the E1057
strain (GenBank accession number EU876890). Two micrograms of bovine serum albumin (Pierce) was added as a control for the protein
estimation (lane 8). Lane 1 contains the protein molecular size markers that are indicated on the right side of the gel. (C) Atomic force microscopy
imaging of the Hunter purified VLPs. The aggregates are shown in white. One of the VLPs is indicated by a bracket. Scale bar, 250 nm. (D) Size
distribution of the VLPs as determined from atomic force microscopy imaging. The variant VLPs are color coded according to the legend on the
right side of the graph. (E) Electron micrograph of the CsCl-purified Hunter VLPs after negative staining. Complete and subunit VLPs are

indicated by arrows with and without a tail, respectively.
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FIG. 2. Comparison of the binding of the mutagenized VLPs Y444F and AT395 with the wt Hunter VLPs. (A) The VLPs were tested in
duplicate on a panel of HSA glycoconjugates, and the mean values are plotted on the graph. Ordinate and abscissa indicate the optical density at
450 nm (OD,s,) and the nature of the glycoconjugate, respectively. The legend is at the right of the graph. (B) Relative binding of the Y444F,
AT395, and wt Hunter VLPs for the LNFP-I (H type 1 pentasaccharide) and A and B BSA conjugates. LNFP-I and A and B trisaccharide
conjugates were diluted 2-fold in carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6, from 10° to 0.15 pg per well. The amount of coated neoglycoconjugate is
indicated in nanograms per well (abscissa). For each variant and neoglycoconjugate, the mean results of triplicate binding experiments and
standard deviations are shown (vertical bars). Binding values are given by the absorbance at 450 nm (ordinate). The glycoconjugate used for each
assay is indicated on the graph (abscissa). A-tri, A trisaccharide; B-tri, B trisaccharide; Le, Lewis; Sec, secretor; Non-sec, nonsecretor.

ring of the H antigen through van der Waals interactions (8).
Using HSA glycoconjugates, binding of the Y444F VLPs was
observed for Lewis b and y antigens and for glycoconjugates
carrying the B trisaccharides, H type 1, and A tri-, hexa-, and
heptasaccharides (Fig. 2A). For the other antigens, binding
was absent or residual (i.e., OD at 450 nm [OD,5,] of <0.25).
To determine whether the binding to A, B, and H blood group
antigens was modified, wt and mutagenized Hunter VLPs were
tested on serially diluted A trisaccharides, B trisaccharides,

and LNFP-I-BSA glycoconjugates (Fig. 2B). The Hunter VLP
was used as the standard for comparison for the statistical
analysis using a fractional polynomial model. Given the similar
numbers of carbohydrates that were attached to the BSA, it
was possible to compare the VLPs’” attachment patterns (Table
3). Binding of the mutagenized VLPs to A and B glycoconju-
gates was markedly lower than that observed for the wt Hunter
VLPs (P = 0.001 for the A antigen). For the B antigen, the
lower binding was not significant for Y444F VLPs (P = 0.057).
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For the H antigen, although the binding we observed was
slightly lower for the mutant VLPs, the difference was not
significant (P = 0.28). In conclusion, our analysis confirms the
importance of amino acids from the GII.4 binding site pre-
viously deduced from alanine mutagenesis of P domains
from other strains. Moreover, our data clearly showed that
replacing the tyrosine at position 444 by a phenylalanine did
not alter recognition of the H type 1 epitope, confirming the
lack of involvement of the tyrosine hydroxyl group in bind-
ing to this motif, although this mild structural modification
was sufficient to modify the attachment profile of the Hunter
isolate.

Role of the threonine residue at position 395. Since 2002, the
new GII.4 NoV strains have been characterized by conserved
mutations in their capsids and the insertion of one amino acid
at position 395 in the hypervariable P2 domain of the capsid
proteins (12). This additional amino acid, which is mostly a
threonine residue, has been conserved for all the GII.4 strains
ever since the emergence of the Farmington variants. Our goal
was to determine whether the additional threonine residue had
a biological function in the attachment to carbohydrates. The
threonine residue was deleted from the Hunter VLPs. The
purified VLPs were screened using the panel of HSA-linked
glycans. The attachment profile of the mutated VLPs was sim-
ilar to that observed for the wt Hunter VLPs except that
recognition of the Lewis y antigen was significantly higher than
for the wt VLPs (Fig. 2A). In addition, we observed that,
unlike wt Hunter VLPs, AT395 VLPs could attach to the H
type 2, Lewis x, and sialyl-Lewis x motifs. Of note, the AT395
VLPs were also assayed with PAA glycoconjugates, where a
marked binding of the VLPs was also observed for Lewis b and
y and also to Lewis x-PAA conjugate (data not shown).

The binding of AT395 mutant VLPs to A and B glycocon-
jugates was markedly lower than that observed for the wt
Hunter VLPs (P = 0.001 and P = 0.003 for the A and B
antigens, respectively) but not for the H antigen (P = 0.08).
Overall, our data suggest that deletion of the inserted threo-
nine at position 395 induced qualitative (binding to Lewis x and
sialyl-Lewis x antigens) and quantitative (decrease of binding
to A and B epitopes) changes in the binding profile to HBGAs.
Thus, deletion of the threonine residue suggests that the mu-
tagenesis of amino acids that are not directly involved in the
HBGA binding site can modify the attachment of NoVs to
these carbohydrate ligands, as previously predicted by model-
ing the Farmington capsid (25).

Binding profile of the GIL.4 variants. (i) Saliva binding
assays. The mutational analysis showed that certain amino acids
might trigger the suppression of VLP attachment to HBGAs
and/or the modification of the binding profile. We then ex-
tended our investigation to a panel of six GIL4 variants that
were first tested on phenotyped saliva from secretor (n = 34)
and nonsecretor (n = 12) individuals representative of the
ABO and Lewis phenotypes (Fig. 3). We observed binding of the
six variants to the ABO saliva samples, irrespective of the pres-
ence of the Lewis antigens. However, the magnitude of the bind-
ing significantly varied according to the nature of the VLPs and
the antigen present in the saliva (P = 0.00001, two-way
ANOVA). For Bristol, US95/96, Hunter, and Yerseke, no
binding was observed for nonsecretor saliva. Conversely, we
observed strong binding to nonsecretor saliva for Den Haag

NOROVIRUS BINDING TO CARBOHYDRATES 7

and Osaka variants. For the latter, the binding correlated with
the presence of Lewis antigens (P = 0.0001, Kruskal-Wallis).
The binding to Lewis-positive nonsecretor saliva was signifi-
cantly higher for Den Haag than for Osaka (P = 0.0104,
Kruskal-Wallis). This observation indicates that Den Haag and
Osaka GII.4 variants are able to bind nonsecretor saliva
through antigens synthesized by the FUT3 enzyme. Of note,
the binding to nonsecretor saliva of the Den Haag and Osaka
VLPs was abolished after sodium periodate treatment, show-
ing the involvement of carbohydrates (data not shown).

(ii) Synthetic glycoconjugate binding assays. To determine
precisely which antigens might be recognized by the NoV GIIL.4
VLPs, binding assays with the GIL.4 variants were performed
by ELISA using 15 HSA glycoconjugates (Table 3 and Fig. 4).
Binding to H type 1 was observed for all the variants using
HSA glycoconjugates. Inversely, we observed no binding to H
type 2. For the A antigen, we used hepta- and trisaccharides
conjugated to BSA. Weak binding was observed for the
Hunter, Yerseke, Den Haag, and Osaka variants, using A tri-
or heptasaccharide conjugates. No binding was observed for
the Bristol variant, and US95/96 VLPs bound only to the hep-
tasaccharide conjugate. Our data suggest that the position of
the ligand on the carrier is essential for the efficient binding of
VLPs. Binding of the Hunter, Yerseke, Den Haag, and Osaka
VLPs to the B trisaccharide was observed, while there was no
attachment of the Bristol and US95/96 variants. The fact that
all variants efficiently bound to the H type 1 antigen and ad-
ditionally that Bristol and US95/96 variants bound poorly to A
and B trisaccharides was later confirmed by using trisaccha-
rides linked to BSA (Fig. 5). For the Lewis-related carbohy-
drates, we observed efficient binding of the variants to Lewis b
and Lewis y antigens, which can be found in the secretor
population. Inversely, no binding was observed to the Lewis a
antigen, which is found in large amounts in Lewis-positive
nonsecretor individuals. The data for Lewis x antigen were
different from those for Lewis a antigen. We observed that
US95/96, Den Haag, and Osaka VLPs could efficiently bind the
Lewis x antigen. It has recently been reported that sialyl-Lewis
x antigen could attach the US95/96 variant (36). Despite the
fact that the biological meaning of this finding remains un-
known and the fact that sialyl-Lewis antigens are usually absent
from the gut of healthy individuals (9, 23, 31), we further
investigated the binding of the GII.4 variant on sialylated
neoglycoconjugates (i.e., sialyl-Lewis x and sialyl-Lewis a). The
sialyl-Lewis x antigen was strongly recognized by the Bristol
and US95/96 VLPs and less well by the Osaka, Den Haag, and
Hunter VLPs. These results indicate that the binding to sialy-
lated structures is variant dependent, but they do not show a
relationship with the ability of the Den Haag and Osaka VLPs
to bind to Lewis-positive, nonsecretor saliva, suggesting that
binding to salivary FUT3-dependent structures of nonsecretors
requires recognition of more complex motifs than those rep-
resented by the neoglycoconjugates that were tested. Thus, we
cannot exclude the possibility that the Lewis a antigen is in-
volved in binding to nonsecretor saliva because binding to
synthetic Lewis a carbohydrate was negative.

It was recently shown that ganglioside-linked sialic acid
might act as a murine norovirus (MNV) docking molecule
(50). However, in our study, no binding of the GII.4 variants
was observed using synthetic sphingolipid (globoside) and the
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right, with the name of the isolate in parentheses.

GM1 pentasaccharide (ganglioside containing one sialic acid
residue) (data not shown). This preliminary data suggest that
the receptor of human NoVs might be somewhat different from
the MNV receptor. Lacto-N-tetraose (LNT), sialyl-lacto-/N-
tetraose (Si-LNT), and sialyl-lacto-N-neotetraose (Si-LNnT) as
well as lacto-N-fucopentaose type I (LNFP-I; presenting the H
determinant) are free oligosaccharides that are found in hu-
man milk and may function as decoy receptors of human bac-
terial pathogens (33). Lacto-N-tetraose, Si-LNT, and sialyl-
lacto-N-fucopentaose (Si-LNF) present a disaccharide motif,
which is similar to type 1 precursor (GalB1-3GIcNAcB). The
Si-LNnT possesses a disaccharide motif, which is similar to
type 2 precursor (GalB1-4GIcNAcB). Weak binding was ob-
served for Hunter and Bristol VLPs on Si-LNF and Si-LNT
glycoconjugates, respectively. US95/96 VLPs could attach Si-
LNF, Si-LNT, and Si-LNnT; strong binding was observed for
Si-LNT. These data suggest that type 1 and 2 precursor anti-
gens are poorly recognized by most of the GII.4 NoVs (except
for the US95/96 variants). The role of the sialic acid moiety in
the binding of VLPs remains to be determined.

In summary, our data showed that all the GII.4 variants
could attach secretor-related antigens (i.e., A, B, H, Lewis b,
and Lewis y antigens). We also observed that Lewis x and
sialyl-Lewis x antigens could be recognized in a strain-depen-
dent manner unrelated to the saliva binding patterns.

Relative affinity of GIL.4 norovirus variants for A, B, and H
blood group antigens. Two methods were used to determine
whether the relative affinity to glycans was variant dependent.
We analyzed VLP binding to ABO blood group antigens by
enzyme immunoassay (EIA) and SPR. Our previous experi-
ment showed that VLP binding to synthetic carbohydrates was
lower than that to saliva. Because binding to A and B HSA
glycoconjugates was somewhat lower than that observed for H
type 1, Lewis b, and Lewis y synthetic antigens (Fig. 4), we used
trisaccharidic A and B antigens linked to a six-atom spacer and
BSA to study the relative affinity of the GII.4 variants. Prelim-
inary experiments showed that binding was more efficient and
suitable for SPR analysis using these glycoconjugates (data not
shown). To avoid any discrepancy between glycoconjugates,
the same VLP preparation was used throughout the experi-

TABLE 4. Summary of the binding properties of the GII.4 variants

Blrll)(img Neoglycoconjugate binding by source and antigen”
nonsecretor
Isolate SahYa bZ Secretor Nonsecretor Colostrum
antigen
Le* Le- H(RU) A(RU) B(RU) Lewisb Lewisy Lewisa Lewisx Si-Lewisa Si-Lewisx Si-LNF Si-LNT LNT Si-LNnT
Bristol - - 227 3 2 +++ ++ - - - ++++ - + - -
US95/96 - - 191 1 1 ++++ +++ - ++++ - ++++ +  ++++ - +
Hunter - - 425 134 114 +++ ++++ - - - + + - - -
Yerseke - - 606 88 195 +++  +++ - - - - - - - -
Den Haag +  — 490 694 407  ++ +++ - + - ++ - - - -
Osaka + - 243 59 54 4+++ ++++ - ++ - +++ - - - -

“ VLP binding assay by ELISA. Le™, Lewis antigen positive; Le ™, Lewis antigen negative.
> VLP binding to ABO antigens was determined by SPR analysis. The results from ELISAs using neoglycoconjugates are indicated as follows: +, OD < 0.5; ++,

05<0OD<1;+++,1<OD < 15; ++++, 0D > 1.5.
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ment using the three antigens, and the binding assays were
performed in triplicate.

Overall, 95%, 77.6%, and 79.7% of the data fit the model for
the H, A, and B antigens, respectively, using fractional poly-
nomials. All of the GIL.4 variants bound to the H antigen BSA
glycoconjugates with similar dilution curves, and the detection
limit was 62.5 ng/well of glycoconjugate. No statistical differ-
ence was observed with a P value above 0.05 for each type of
VLP and the Hunter VLP used as the standard for comparison
(Fig. 5A). Hunter and Osaka VLPs showed the highest binding
for A antigen, followed by the Den Haag VLP, with a detection
limit below 15 ng/well of glycoconjugate (Fig. 5C). No statis-
tical difference was observed for the three variants. Conversely,
the detection rate was lower for Yerseke, US95/96, and Bristol
VLPs. The affinity of these three GII.4 variants for A antigen
was statistically significantly lower than that of the Hunter VLP
(P = 0.001). For B antigen, all but US95/96 and Bristol VLPs
showed similar binding affinities (P = 0.05) (Fig. SE). For
US95/96 and Bristol variants, the signals were markedly lower,
suggesting a lower relative affinity for B antigen. The difference
was statistically significant (P = 0.03).

Surface plasmon resonance analysis. Because the SPR sig-
nal is proportional to the refractive index at the surface of the
chip (in the first 150 nm from the surface), we empirically
estimated the coverage of the chip by the BSA glycoconjugates,
as described previously, with 1,000 response units, which cor-
responded to 1 ng/mm? of protein (41). For relevant compar-
ison between glycoconjugates, equivalent amounts of glycocon-
jugates were coated on the chip. Seeing that the signal of the
VLP-glycoconjugate interaction is mostly proportional to the
mass of the VLP and that the signal intensity of the interaction
is magnified by the large mass of the VLP, the dissociation
constants (K., and K 4) could not be accurately calculated
since one VLP possesses 180 putative binding sites. Addition-
ally, it was unclear how many HBGA molecules participated in
the interaction. However, a relative binding affinity, based
upon visual examination of the binding curves as reported
previously, was estimated (32). Preliminary binding experi-
ments by ELISA using Hunter VLPs and PBS and SPR-spe-
cific HBS buffer clearly showed that VLP binding with HBS
buffer was as specific as that observed with PBS buffer (data
not shown). Therefore, the HBS buffer was used for the SPR
experiments. Preliminary assays using Hunter and Osaka VLPs
suggested a concentration-dependent increase in the SPR re-
sponse. Following treatment of the chip with NalO,, no bind-
ing was observed, indicating that the carbohydrate moiety of
the glycoconjugate was involved in the VLP binding (data not
shown). The sensorgram showed an increasing relative affinity
for the H glycoconjugate in the following order: Yerseke >
Den Haag = Hunter > Osaka > Bristol and US95/96 variants
(Fig. 5B). The sensorgram showed an increasing relative affin-
ity for the A and B glycoconjugates in the following order: Den
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Haag >=> Hunter > Yerseke = Osaka and Den Haag >
Yerseke > Hunter > Osaka (Fig. 5D and F, respectively). It is
worth mentioning that no attachment was observed for
US95/96 and Bristol variants, suggesting that neither of these
two variants had detectable affinity for A and B carbohydrates
although weak binding was detected by ELISA. For the disso-
ciation curve, we observed that Den Haag and Osaka VLPs
presented a marked stability for the three glycoconjugates,
regardless of the VLP concentration during the injection. In
contrast, the US95/96 and Bristol variants presented the lowest
interaction with H antigen.

Minimum spanning tree of the ORF2 amino acid sequences.
To determine the minimum number of amino acid changes
between strains, an MST was constructed based upon the 496
complete amino acid sequences of ORF2 available in the
GenBank (Fig. 6). The MST was built with 872 amino acid
changes. The lineages and variants found for the MST of this
study matched those observed for neighbor-joining and Bayes-
ian trees as described previously (2). The MST suggested that
Yerseke and Den Haag variants might be directly related to
the former Hunter and Farmington variants, respectively, as
previously described (39). The tree showed that Hunter, Farm-
ington, and Chiba variants might all be related to the US95/96
variants via the Lanzhou isolate. The Den Haag variants are
directly related to the Farmington variants. The large number
of Den Haag isolates (n = 219) revealed the clonal diversifi-
cation within this group, which resulted in the emergence of
the Apeldoorn and Osaka variants. In our previous study, the
data suggested that Osaka variants might be equally distant
from the US95/96 and the Chiba variants (n = 23) (20). This
change in the tree topology might be explained by the lower
number of Osaka sequences included for the construction of
the MST from the earlier study and the absence, at the time, of
sequences corresponding to the Apeldoorn variant.

DISCUSSION

The genetic survey of NoVs from outbreaks of gastroenteri-
tis showed the epochal evolution of GII.4 NoVs over the last 2
decades to become the predominant strain (25, 39). However,
since 2002 and the spread of the Farmington variants, labora-
tory networks have observed an increasing pace in the genetic
drift, with the emergence of new GIIL.4 variants every 2 or 3
years (40). Thorough analysis of the attachment of NoVs be-
longing to several genotypes allowed the characterization of
eight binding profiles (16, 17), which can be classified into the
ABO and Lewis binding groups. GII.4 NoVs present the widest
binding spectrum since they can attach efficiently to saliva from
secretor ABO individuals (80% of the Caucasian population),
as reviewed previously (47).

Because the biological meaning and the mechanisms by
which new GII.4 variants have emerged every 2 or 3 years for

FIG. 5. Relative binding affinity of the GI1.4 NoV variants for the LNFP-I (H type 1 pentasaccharide) and A and B BSA conjugates by ELISA
(A, C,and E) and SPR (B, D, and F). The H antigen (A and B), A antigen (C and D), and B antigen (E and F) BSA conjugates used for the ELISA
and SPR analysis originated from the same stock. The neoglycoconjugates are indicated above each graph. The ELISA binding assay was similar
to that described for the Hunter mutated VLPs (Fig. 2B). For each variant and neoglycoconjugate, mean results of triplicate binding experiments
and standard deviations are shown (vertical bars). Binding values are given by the absorbance at 450 nm (ordinate). For the SPR binding assay,
the same VLP and neoglycoconjugate preparations were used as for the ELISA. The response (ordinate) is given in resonance units (RU). The

sensorgrams are color coded as indicated on the graphs.
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FIG. 6. MST of the GII.4 variants. The number of sequences for each group of variants is indicated in parentheses. Identical sequences are
represented by gray-shaded circles, which are scaled according to member count. The white and light gray circles represent one and two sequences,
respectively. For dark gray and black circles, the number of identical sequences is indicated inside each circle. The six GII.4 isolates, which were
analyzed during the study, are indicated by red circles. Each group of variants is color coded according to the date of circulation, as described
previously (2). For the six variants that were analyzed, the binding profile to secretor and nonsecretor HBGAs is summarized in Table 4. For the
A, B, and H antigens, the size of the letter is scaled according to the numbers of RU that were determined during the SPR analysis in the

experiment shown in Fig. 5.

the last decade are still unclear, we performed an analysis of six
representative GII.4 variants to determine whether epidemio-
logical observations correlated with specific biological proper-
ties during the attachment of GII.4 NoV particles to HBGA
ligands. We first performed a qualitative analysis of the vari-
ants by evaluating their attachment profiles on phenotyped
saliva and a large panel of synthetic glycoconjugates. It has
been hypothesized that the occurrence of new variants was
driven by herd immunity and was accompanied by new binding
properties (7, 13). At first glance, our data clearly showed that
the occurrence of new variants did not correlate with new and
expanded binding profiles. Indeed, the variants that we ana-
lyzed could bind A, B, H type 1 (and not H type 2), Lewis b,
and Lewis y synthetic antigens, which are all representative of
the secretor phenotype. These data are consistent with those
obtained on saliva, which showed that the six variants could
bind secretor saliva regardless of the ABO phenotype, given
that the level of binding of the VLPs was variant dependent.
Nevertheless, the variations that we observed for the saliva
binding assays between variants for a given antigen (i.e., A, B,
and H antigen) might be explained by the expression level of
the HBGAS in the saliva. Indeed, it has been shown that NoV
binding was dependent on ligand density (26). Further studies
will also be required to determine whether there is a synergistic
association between Lewis and ABH antigens, which might
explain differences in the binding. For nonsecretor individuals,
we tested 12 saliva samples, and for six of these, which were
Lewis positive, we demonstrated strong binding with Den

Haag and Osaka VLPs. Our data supported the hypothesis that
these variants might potentially infect all secretors and a major
part of nonsecretors. Only Lewis-negative nonsecretor individ-
uals would not be recognized by these two recent strains. In all
major human populations, individuals with this phenotype rep-
resent 1 to 3% of the population (30) while Lewis-positive
nonsecretors represent almost 20% of the population. Thus,
the Den Haag and Osaka strains would have acquired an
increased ability to circulate worldwide. Based on their newly
acquired recognition of Lewis-related structures (FUT3-de-
pendent) in nonsecretors, they might potentially infect over
95% of the population. Binding experiments using synthetic
carbohydrates failed to detect which precise carbohydrate mo-
tif is recognized by these two strains in Lewis-positive nonse-
cretors, suggesting that more complex structural features are
involved (e.g., branched structures or internal fucosylation),
requiring further study. The sequence alignment of the GIL.4
variants (CHDC, Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, Ye-
rseke, Chiba, Den Haag, Osaka, and Apeldoorn) showed that
amino acids directly involved in the HBGA binding sites are all
conserved (data not shown) (2). This observation was further
supported by our mutagenesis analysis of the amino acid res-
idues of the binding pocket that interact with the a-fucose ring,
which is part of the A, B, and H oligosaccharides (8). The
deletion or mutation of these residues totally abolished binding
to the synthetic HBGAs and saliva samples. Conversely, as
exemplified by the AT395 Hunter VLPs, amino acids that are
outside the binding sites might vary under the influence of the
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genetic drift and the immune system. It has recently been
shown that T395 is under positive selection (38). This amino
acid is part of a triad involved in monoclonal antibody recog-
nition, and other studies predicted that it should be involved in
HBGA binding specificity (1, 25). Our data suggest that T395
is indeed involved in binding specificity. The deletion of a T395
insertion for the post-2002 Hunter strain allowed binding to
Lewis x and sialyl-Lewis x antigens while no binding was ob-
served for wt Hunter VLPs. Additionally, binding to sialyl-
Lewis x was lowered or abrogated for the post-2002 variants.
However, the biological relevance of the recognition of Lewis
x and/or sialyl-Lewis x remains to be determined. Further mu-
tagenesis studies will be required to verify which amino acid
residues might influence the attachment of these antigens by
the virion and to determine its biological relevance.

It is noteworthy that the genetic shifts observed for the GIIL.4
variants might not be entirely driven by immune pressure. In
the literature, the attachment of VLPs to carbohydrates is
mostly analyzed by using ELISA techniques. Despite the fact
that the VLP-ligand interaction was not stoichiometric, SPR
technology has been a valuable tool to study the attachment of
VLPs to and their dissociation from carbohydrates. The short
incubation time of the VLPs in the presence of ligands (2 min)
and the constant flow of buffer during the binding assay put the
attachment of VLPs to HBGAs under more stringent condi-
tions in SPR than in ELISA, where the incubation time is
longer (2 h). Additionally, the slope and RU suggested that the
relative affinity to a given glycoconjugate was HBGA and vari-
ant dependent. Our data indicated that “old” GII.4 variants
(i.e., Bristol and US95/96) bound strongly only to antigen H
while new GII.4 variants additionally exhibited strong binding
to A and B antigens, with the Den Haag variant showing the
highest relative affinity for A, B, and H antigens (Fig. 6). We
might hypothesize that there is a relationship between the
higher binding of the Den Haag variants to ABH antigens and
the epidemiological predominance of these variants over the
Yerseke variants which circulated at the same period (2). This
is the first report to show that binding to secretor antigens
might be chronologically based, with the most recent and
predominant variants showing the highest relative affinity
for HBGAs.

It should be acknowledged that our data were mainly ob-
tained from in vitro experiments. Future studies should be
undertaken to determine the binding pattern of GII.4 variants
on intestinal tissues from secretor and nonsecretor individuals.
In the event of Den Haag-related gastroenteritis cases, the
analysis should include the determination of the secretor status
to verify whether nonsecretor individuals can indeed be in-
fected by GII.4 NoVs. Other factors should also be taken into
account. For example, heparan sulfate molecules might play a
role in NoV binding, as suggested previously (42). It has also
been suggested that increased pathogenicity for GII.4 NoV
might be related to an augmented activity of the viral polymer-
ase (6).

In summary, as illustrated by the deletion of T395, changes
in amino acids that are not directly involved in HBGA attach-
ment might contribute to the creation/establishment of new
binding profiles as predicted previously (25). The binding ca-
pability to secretor and nonsecretor populations might have
contributed to the success of strains belonging to the Den
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Haag variant. However, the future evolution of these strains is
difficult to predict since they can hardly expand their host
range, which already represents over 95% of the population.
One might hypothesize that the immune pressure would lead
to the disappearance of the Den Haag variants to the benefit of
new emerging strains, which will evade the immune system.
Presently, it is difficult to predict whether the host range of
emerging variants would be restricted to the secretor popula-
tion. Additionally, our data highlighted the fact that the evo-
lution of GII.4 resulted in an increase in the relative affinity to
A, B, and H antigens, which was most evident in the most
successful strains. The combination of a high relative affinity
for ABH antigens expressed in secretors and the ability to
recognize the majority of the nonsecretor population may have
contributed to the dominance of Den Haag strains since their
appearance in 2006. The routine analysis of binding to nonse-
cretor saliva might contribute to predicting the pathogenicity
of emerging GII.4 variants in the population. In addition, our
data suggest that it would be pertinent to determine NoV
relative affinity toward HBGAs to determine whether certain
emerging GII.4 NoV variants will become predominant world-
wide.
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