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« A virus is not just DNA; a virus is also package up, covered over with a series of
proteins in a nice, elegant, well-compacted form.”
Francis Collins
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Introduction

La découverte de l'existence du cytomégalovirus humain (CMVH) pourrait remonter en 1881.
Ribet découvre alors sur des coupes de rein d'enfants mort-nés, la présence de grandes cellules.
Puis en 1904 Jesionek et Kiolemenoglou décrivent a nouveau ces cellules cytomégaliques avec des
inclusions nucléaires. Il faudra attendre plusieurs années, d'autres observations de ces cellules et
I'solement du virus dans les années 1950 pour que Weller nomme ce virus cytomégalovirus (Ho,
2007; Weller, 1970).

Depuis les années 1950, la connaissance du CMVH s'est accrue mais reste incompléte. Le
CMVH a été classé dans la famille des Herpesviridae et plus précisément dans la sous-famille des
beta-herpesviridae. Comme tous les virus de la famille des Herpesviridae, aprés une infection, il
persiste a I'état latent toute la vie de l'individu. Aujourd’hui, environ 83% de la population mondiale
serait porteuse du virus (Zuhair et al., 2019). Cette prévalence varie en fonction du pays et du statut
socio-économique des individus (Cannon et al., 2010). Le probléme majeur n'est plus l'identification
du virus et sa détection mais la gestion des complications qu'il induit lors de greffes ou dans le cas
d’'une infection congénitale.

L'infection a CMVH est la premiére cause virale de morbidité et de mortalité chez les patients
transplantés d'organes solides (SOT) ou de cellules souches hématopoiétiques (CSH). L'incidence
de l'infection a CMVH dépend du statut sérologique du donneur et du receveur et varie entre 2,5%
et 31,5% suivant le type du greffe (Ramanan and Razonable, 2013). Les complications induites lors
d'une maladie a CMVH peuvent entrainer le rejet de la greffe ou favoriser la réaction du greffon
contre I'hdte. Dans le cas de l'infection congénitale, environ 0,7 % des nouveau-nés sont infectés in
utero lors d'une primo-infection, d'une réinfection ou d'une réactivation virale maternelles. Parmi
ces nouveau-nés infectés, 10 a 15% sont symptomatiques et développeront des séquelles allant

d'une thrombopénie, a une surdité ou des retards mentaux (Leruez-Ville and Ville, 2017).
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La volonté de développer un vaccin contre l'infection a CMVH débute dés 1975. Il est constitué
de la souche virale Towne atténuée par passages successifs en culture cellulaire (Plotkin et al.,
1975). Au début des années 2000, la mise au point d'un vaccin contre le CMVH est devenue la
priorité pour le National Vaccine Advisory Committee (NVAC) (Modlin et al., 2004). Depuis, aucun
vaccin n'a été commercialisé mais plusieurs sont en développement. Une des premieres molécules
utilisées dans le traitement de linfection a CMVH est le ganciclovir qui reste aujourd’hui le
traitement de référence en thérapeutique. D'autres molécules peuvent étre utilisées en alternative
dans le traitement de l'infection a CMVH comme le cidofovir ou le foscarnet. Cependant, a cause
de I'émergence possible de mutations de résistances aux traitements et de la toxicité de ces
molécules, le développement de nouveaux composés est indispensable. Parmi les derniers
développés, le letermovir a vu son autorisation de mise sur le marché étre acceptée par la Food
and Drug Administration et par I'Agence Européenne de Médecine pour une utilisation en
prophylaxie pour les patients receveurs de CSH en 2018. Malgré larrivée de ces nouveaux
antiviraux, I'arsenal thérapeutique est encore trés limité et nécessite d'étre étoffeé.

C'est dans ce contexte de développement de nouvelles thérapeutiques anti-CMVH que
s'inscrivent ces travaux de thése. Avant de pouvoir tester des molécules chez 'Homme, il est
nécessaire de valider plusieurs étapes intermédiaires. Les études précliniques permettant
I'évaluation de I'efficacité et de la toxicité des nouveaux composés nécessitent la mise au point de
modéles d'étude pertinents. Dans le contexte de traitement de l'infection congénitale a CMVH,
nous avons optimisé la culture ex vivo de villosités placentaires de 1¢" trimestre (Morére et al.,
2015). Pour étudier l'efficacité des molécules dans un modéle plus complexe, avec la contrainte de
la spécificité d'hote du CMVH, nous avons validé un modele original de greffe en sous-cutané de
villosités placentaires chez la souris. Ainsi, les différents modéles d'étude mis en place au sein de
l'unité de recherche permettent une évaluation in vitro, ex vivo et in vivo du potentiel anti-CMVH de

nouveaux antiviraux.
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Chapitre | : Généralités sur le cytomégalovirus humain

I. Classification

Le cytomégalovirus humain (CMVH) appartient a la famille des Herpesviridae. Cette famille est
divisée, selon le groupe d'étude des herpesvirus du Comité International de la Taxonomie des Virus
(ICTV), en trois sous-familles que sont les Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les
Gammaherpesvirinae (Davison, 2007) (Figure 1). L'inclusion dans une sous-famille dépend des
caractéristiques du virus tels que la structure du génome, son cycle de réplication ou encore de la

morphologie du virion.

HHV-1 )
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CeHV-16
oy} Simplexvirus
MaHV-2
BoHV-2
E AHV-1
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HHV-3 ) o
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caHv-1 } Varicellovirus
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GaHv-2 ) -
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1%} Roseolovirus
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—i 0.1 Divergence

Figure 1. Arbre phylogénétique des herpesvirus. L'arbre est basé sur les alignements de
séquences en acides aminées de huit génes homologues. Les lignes épaisses désignent les
embranchements incertains. D’aprés Davison, 2007, Overview of classification, Human herpesvirus

La sous-famille des Alphaherpesvirinae comprend par exemple, le virus de I'herpés simplex
(HSV) ou le Varicellovirus (VZV), qui se caractérisent par un cycle réplicatif court et lytique (18h a 20h
pour HSV). lls ont un tropisme d'infection d’hdte large et restent latents principalement dans les

ganglions sensitifs (Davison, 2007).
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Les B-herpesvirus, a la suite d'un cycle réplicatif dit long, restent latents principalement dans
les cellules souches hématopoiétiques, les cellules lymphocytaires et les glandes sécrétoires. Le
cytomégalovirus humain ou HHV-5, ainsi que les virus HHV-6 et HHV-7 sont inclus dans cette sous-
famille (Davison, 2007).

Les Gammaherpesvirinae, tels que le virus d’Epstein-Barr (EBV) ou les Rhadinovirus, sont
généralement spécifiques des cellules lymphocytaires B et T avec une latence dans les tissus

lymphoides (Davison, 2007).

Il. Structure du cytomégalovirus
Le virion du CMVH est une particule virale de 180 a 200 nm de diamétre. Cette particule est
composée du génome viral inclus dans une capside. Le tégument entoure la capside et la sépare

de I'enveloppe virale (Figure 2).

Nucleocapsid

Tegument
Genome

Membrane

Glycoprotein complex I

Glycoprotein complex I11

Figure 2 : Schéma de la structure du virion du cytomégalovirus humain. Le génome du CMVH
sous forme d’ADN double brin de 230 Kbp est protégé dans une capside icosaédrique. La capside
est entourée par les protéines du tégument, elles-mémes recouvertes des protéines de I'enveloppe
virale contenant les glycoprotéines de surface. D’aprés Tomtishen Ill, 2012.
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I.1. Le génome du CMVH
Le génome du CMVH est constitué d'un ADN bicaténaire de 230 Kpb codant plus de 200
protéines, ce qui en fait le plus long parmi les herpesvirus. Il est entierement séquencé (Chee et
al., 1990; Dolan et al., 2004). Le génome du CMVH se compose de deux régions, définies comme la

région unique longue (UL) et la région unique courte (US) (Figure 3).

Région unique longue Région unique courte
8 TRL [ /RL BMIRSI| [TRS |
«a» > “~ a i “Ca»
« pact» « pac2 »
Région UL : TRL : Répétition terminale longue IRL : Répétition interne longue
Région US : IRS : Répétition interne courte TRS : Répétition terminale courte

Figure 3. Structure du génome du CMVH. Le génome du CMVH, d’une taille de 230 Kbp,
comprend deux régions uniques flanquées par les séquences inversées et répétées TRL/IRL et
IRS/TRS. Ces deux régions sont encadrées par des séquences a content les séquences pac.

Chaque région, ou segment, est délimitée par des séquences inversées et répétées, TLR et IRL
pour le segment UL, TRS et /RS pour le segment US. Les régions « a », sont présentes a chaque
extrémité du génome viral ainsi qu’entre les séquences TRL et IRS. Elles contiennent les séquences
pacl et pac2 (cis-packaging element) qui servent de site de fixation au complexe d'encapsidation lors

de la réplication virale (Figure 3).

Il.2.La capside virale
La capside du CMVH, comme toutes les capsides des herpesvirus, est formée de capsomeéres
répartis en 150 hexons et 12 pentons. Les capsoméres sont composés de différentes protéines
dont la protéine majeure de la capside MCP (pUL86), les protéines mineures mnCP (pUL85 et
pUL46) et les SCP qui sont les petites protéines de la capside (pU48 et pUL49) (Gibson et al., 1996;

Liu and Zhou, 2007).
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1.3.Les protéines du tégument
Le tégument est principalement formé des protéines pp65, pp71, pp150 et pp128 entourant
la capside virale. Le réle des protéines du tégument n'est pas encore totalement élucidé. Certaines
sontimpliquées dans les modifications cellulaires lors de I'entrée du virus dans la cellule héte, dans
I'évasion a la réponse immune ou encore dans le passage de la capside du noyau vers le

cytoplasme (Tomtishen Ill, 2012; Marschall et al., 2017).

Il.4.L’enveloppe du CMVH

Les protéines composant I'enveloppe virale, initialement réparties entre trois groupes ou
glycocomplexes (gC), gC-l, gC-Il, gC-lll (Gretch et al., 1988), définissent le tropisme cellulaire du
virus. Par liaison avec les récepteurs extracellulaires, elles permettent la fusion de I'enveloppe
virale avec la membrane cellulaire.

Le groupe gC-l est composé d’homotriméres de glycoprotéine B (gB) codées par le gene UL55.
Le groupe gC-ll comprend les glycoprotéines M et N (gM et gN) codées respectivement par les
génes UL100 et UL73. Le groupe gC-Ill est formé des glycoprotéines gH/gL et gO (codées par UL75,
UL115 et UL74) (Nguyen and Kamil, 2018).

Un autre complexe est présent au sein de I'enveloppe virale : le complexe pentamérique ou
pentameére. Il est composé des protéines gH/glL/pUL128/ pUL130/pUL131 permettant I'entrée du

virus dans les cellules épithéliales et endothéliales (Wang and Shenk, 2005a).

lll. Interaction virus et héte

Les mécanismes d'entrée du virion dans la cellule ne sont pas complétement élucidés.
Toutefois, il est établi que certains complexes protéiques sontimpliqués dans le tropisme cellulaire
du virus. Suite a son internalisation, le virus interagit avec la cellule pour pouvoir se répliquer et

échapper au systéme immunitaire.
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lll.1. Entrée du virus dans la cellule et tropisme cellulaire.

Malgré sa stricte spécificité d'hote, le CMVH est capable d'infecter de nombreux types
cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales, mais aussi les cellules
dendritiques, les monocytes et macrophages, les cellules neurales, les trophoblastes ou encore les
hépatocytes (Stinski and Meier, 2007a). L'entrée du virus dans la cellule héte est médiée par
linteraction des complexes gC-l, gC-ll et gC-lll de l'enveloppe virale et des récepteurs

extracellulaires de la cellule.

ll.1.1. Tropisme cellulaire
Le tropisme cellulaire du CMVH est défini par la présence de la protéine gO associée soit au
complexe gH/gL soit aux protéines codées par les génes UL128, UL130 et UL131. Le niveau
d'expression du complexe gH/glL/gO ou du complexe gH/gL/UL128-131 est variable entre les

souches de CMVH (Zhou et al., 2013).

(@ Enveloppe

Tegument (e.g. pp65, pp150)

- ’—Nucléocapside

gH/gL/UL128/UL130/UL131 /4

Cellules Fibroblastes
épithéliales Current Opinion in Virology

Figure 4. Roles des glycoprotéines dans le tropisme cellulaire du CMVH. (a) Schéma du virion
avec les complexes protéiques de I'enveloppe virale. (b) Le complexe pentamérique est impliqué
dans I'entrée du virus dans les cellules endothéliales et épithéliales. (c) le complexe gH/gL/gO est
impliqué dans I'entrée du virus dans les fibroblastes. La gB ou protéine de fusion induit I'entrée du
virus dans la cellule. D’aprés Luisi et al., 2017

Le complexe glL/gH/g0O, ou complexe trimérique, est un ligand du récepteur alpha des
facteurs de croissance dérivés des plaquettes (PDGFRa) et permet I'entrée du virus dans les
fibroblastes (Figure 4) (Kabanova et al., 2016). Les protéines pUL128/PpUL130/pUL131 du
pentamere sontindispensables pour I'entrée du virus dans les cellules endothéliales et épithéliales

mais aussi dans les cellules leucocytaires (Figure 4) (Gerna et al., 2019a).
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Les passages successifs de souches de CMVH sur fibroblastes induisent des mutations dans
les génes UL128, UL130 et UL131 rendant le complexe non fonctionnel (Dargan et al., 2010). Cette
perte du complexe pentamérique ne permet plus au virus d'infecter les cellules endothéliales et/ou
épithéliales (Vanarsdall and Johnson, 2012). Il en est ainsi pour la souche virale de laboratoire
AD169, principalement cultivée sur fibroblastes, qui a perdu son tropisme endothélial/épithélial a
la suite de mutations dans le géne UL1317. La restauration du géne UL7137 de 'AD169 a permis de
restaurer sa capacité a infecter les cellules ARPE-19, cellules épithéliales de la rétine (Wang and

Shenk, 2005b).

lll.1.2. Entrée du virus dans la cellule
L'entrée du CMVH dans les fibroblastes est favorisée par la liaison du complexe gL/gH/g0O avec
les récepteurs PDGFRa (Figure 5) qui sont alors phosphorylés (Kabanova et al., 2016; Martinez-
Martin et al., 2018). Le complexe glL/gH/g0 est aussi capable de se lier au récepteur TGFBRIII dont
la fonction dans linfection virale n'est pas encore élucidée. Ce récepteur est exprimé par les
cellules MRC-5 (fibroblastes embryonnaires) mais aussi par les cellules ARPE-19 (cellule épithéliales

de la rétine) (Martinez-Martin et al., 2018).
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Figure 5. Interaction du HCMV avec les composants de la membrane plasmique. La liaison du
complexe trimérique avec le récepteur PDGFRa puis la liaison de la gB avec des composants
extracellulaires, conduit a la fusion du virus avec la membrane plasmique. L’endocytose du virus est
dépendante du pH et a lieu aprés interaction du pentamére avec Nrp2 puis action de la gB dans la
vésicule d’endocytose. D’aprés Gerna et al., 2019b.
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Le récepteur neurophiline2 (Nrp2) situé a la surface des cellules épithéliales/endothéliales
interagit avec le complexe pentamérique du CMVH (Figure 5). La liaison a Nrp2 permettrait
I'activation de la voie ErbB et ainsi pourrait activer la voie de 'EGFR (Martinez-Martin et al., 2018).
Ce récepteur est aussi présent a la surface des fibroblastes, ce qui pourrait rendre ces derniers
plus sensibles a l'infection par le CMVH.

L'entrée du virus dans la cellule peut se faire soit par endocytose soit par fusion de lI'enveloppe
virale avec la membrane plasmique (Figure 5). Dans les deux cas, apres liaison du complexe
trimérique ou pentamérique, la fusion est induite par interaction de la gB avec des composants
extracellulaires. La gB peut aussi se lier aux héparanes sulfates présents a la surface des cellules
ainsi qu'avec les intégrines B1 et B3 de la membrane plasmique des fibroblastes. Cette étape de
liaison induit la fusion du virus avec la cellule (Gerna et al., 2019b). L'action de la gB, dite protéine
de fusion, est indispensable pour I'entrée du virus dans la cellule (Vanarsdall et al., 2008). La fusion
de l'enveloppe virale avec la membrane cellulaire conduit a la libération de la capside et des
protéines du tégument dans la cellule (Figure 5). Cette étape est indépendante du pH a la
différence de I'endocytose du virus lors de son entrée dans les cellules épithéliales/endothéliales
qui se fait a pH faible (Ryckman et al., 2006).

Les virions utiliseraient deux voies distinctes d'entrée dans les cellules épithéliales ARPE-19.
S'ils sont produits dans des cellules fibroblastiques, I'entrée se ferait préférentiellement par
endocytose alors que les virions issus de cellules épithéliales fusionneraient avec la membrane

plasmique (Wang et al., 2007).

ll.2. Réponses cellulaires a I’entrée du virus dans la cellule.
L'internalisation du CMVH déclenche diverses réponses dans la cellule. L'homéostasie
cellulaire du Ca?" est modifiée, les phospholipases C et A2 sont activées. Les voies des facteurs de
transcription sont aussi activées telles que la voie NF-kB, la voie des protéines kinases activées par

des mitogenes (MAP kinases) ainsi que les voies ERK1/2 et p38 ou celle de la kinase
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phosphatidylinositol 3 (PI3K) (Compton, 2004; Compton and Feire, 2007). La plupart de ces
modifications cellulaires sont indépendantes de la transcription de génes du CMVH mais sont

impliquées dans la réplication virale ou dans la réponse immunitaire.

lll.2.1. Activation de la voie NF-kB
La régulation de la voie NF-kB par le CMVH est nécessaire pour sa réplication mais aussi pour
I'échappement du virus a la réponse immunitaire. Elle est activée lors de I'entrée du virus, ce qui

conduit a la dégradation du complexe NEMO, sous unité-régulatrice du complexe IKK. L'inhibiteur
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Figure 6. Voie de signalisation classique de NF-kB. Le facteur de transcription NF-kB
est activé apres dégradation de sa protéine inhibitrice IkB par le complexe IKK. Il est
ensuite transloqué au noyau et se fixe sur '’ADN au niveau des sites de liaison a NF-kB
pour activer la transcription de génes. D’aprés DeMeritt et al., 2004.

4

Noyau

de la kinase kB (IKK) est alors activé et va phosphoryler I'inhibiteur kB (IkB) qui sera dégradé. Le
complexe RelA/p50, formant le complexe NF-kB, peut alors étre transloqué au noyau pour se fixer
sur les sites de transcriptions des génes du CMVH ou sur des genes participant a la réponse
immunitaire de I'n6te (Figure 6).
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Dans un premier temps, l'activation de cette voie permet l'expression des génes immediate-
early du CMVH, dont le promoteur MIEP qui contient un site de fixation au facteur NF-kB (DeMeritt
et al., 2004). Dans un second temps, la protéine du tégument pUL26 participe a l'inhibition de la

voie NF-kB afin de diminuer la réponse immunitaire de I'héte (Mathers et al., 2014).

lll.2.2. Inhibition de la mort cellulaire
Le CMVH interagit avec de nombreuses voies afin dinhiber I'induction de I'apoptose ou de la
nécrose cellulaire (Brune and Andoniou, 2017). La mort cellulaire est régulée par les protéines IET,
p72, et IE2, p86. Elles inhibent les voies apoptotiques induites par le TNF exprimé par la cellule en
réponse a l'infection. Le CMVH encoderait en plus un ligand des récepteurs au TNF, la protéine

pUL144 (McCormick and MocarskiJr., 2007).

1.2.3. Réponse immunitaire

Le CMVH interagit avec les acteurs de la réponse innée et adaptative dés son entrée dans la
cellule. Lors de la fixation a la membrane plasmique, le CMVH se lie aux récepteurs toll-like (TLR),
via la gB ou la gH, déclenchant une réponse innée. La liaison au TLR2 conduit a I'activation de de la
voie NF-kB (Compton and Feire, 2007). L'infection des monocytes par le CMVH favorise I'expression
des TLR4, 5 et 6 (Smith et al., 2014). L'activation des TLR conduit a la production de cytokines pro-
inflammatoires et peut aussi induire l'apoptose cellulaire (Brune and Andoniou, 2017). Des
polymorphismes dans les génes codant les TLR peuvent étre associés avec une infection a CMVH
chez les enfants ou a un plus fort taux de transmission du virus in utero (Eldar-Yedidia et al., 2017;

Studzinska et al., 2017).
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Figure 7. Modulation du systéme immunitaire par le cytomégalovirus humain. Les barres
rouges indiquent une inhibition et les fleches bleues indiquent une activation. D’aprés Patro, 2019.

Les cellules natural killer (NK) sont un des premiers effecteurs de la réponse innée a étre
activés lors d'une infection virale. Plusieurs génes du CMVH vont conduire a l'inhibition de ces
cellules NK. Les produits des génes UL16, UL17, UL40, UL140 et UL142 sont des homologues des
protéines HLA-I qui, exprimés a la surface de la cellule, inhibent la réponse NK (Jackson et al., 2011;
Patro, 2019). Divers autres genes sont impliqués dans I'échappement a la lyse cellulaire induite par
les NK tels que UL18 et UL83 (codant la protéine pp65), US20 ou UL148 (Patel et al., 2018; Patro,
2019) (Figure 7).

Dans un second temps, certaines protéines du CMVH vont inhiber la réponse humorale
meédiée par les lymphocytes T (LT) CD8+ et CD4+. Les LT CD8+ jouent un rdle crucial dans la
protection contre l'infection a CMVH et ont une activité cytotoxique envers les cellules infectées.
Un transfert de ces cellules de souris immunocompétentes vers des souris déficientes en CD8+
permet de protéger ces derniéres contre une infection a CMV (Jackson et al., 2011; Reddehase and

Lemmermann, 2018).
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Cependant, les protéines virales codées par les génes US2, US3, US6 et UST1, induisent la
dégradation des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe | et de classe I, lors de
leur maturation dans la cellule. Ceci prévient la présentation des peptides viraux a la surface de la
cellule infectée et donc empéche leur reconnaissance par les LT CD8+ ou CD4+ (Figure 7) (Jackson
etal., 2011; Patro, 2019). L'antigéne majoritairement reconnu par les LT CD8+ est la protéine pp65
(Jackson et al., 2011).

Les LT CD4+ sont divisés en plusieurs sous-groupes dont les LT helper qui participent soit a
I'activation des LT CD8+ soit a l'activation des lymphocytes B (LB) producteurs d'anticorps anti-
CMVH. Les LT CD4+ sécrétent des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a ou I'lFN-y
(Jackson et al., 2011).

Le CMVH est aussi capable de produire des protéines homologues aux interleukines tel que
LAcmvIL-10 (UL7171A) homologue de [IL-10. La protéine LAcmviL-10, a wune activité
immunosuppressive en réprimant I'expression du CMH-I et CMH-II et en interférant avec 'activité
des cellules dendritiques (Chang et al., 2004; Patro, 2019).

Le CMVH est donc capable d'échapper a la réponse immunitaire par différentes voies de

signalisation de fagon a permettre sa réplication au sein de la cellule.

ll.3. Réplication virale
La réplication du virus du CMVH se déroule en trois phases. La phase dite trés précoce ou les
genes tres précoces ou immediate-early (IE) vont s'exprimer, la phase précoce avec expression des

genes précoces ou early (E) et la phase tardive avec expression des genes tardifs ou /ate (L).

lll.3.1. Phase trés précoce
Peu de temps apreés l'entrée du virus dans la cellule, la protéine du tégument pp71 va étre
transportée au noyau et cibler les répresseurs Daxx. Les répresseurs recrutent des histones
désacétylases pour réprimer la transcription de génes. Peu de temps apres I'entrée du virus dans

la cellule, la protéine du tégument pp71 va étre transportée au noyau et cibler les répresseurs
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Daxx pour éviter la répression des génes /E (Saffert and Kalejta, 2006). Les génes /E sont les
premiers transcrits apres I'entrée du virus dans la cellule et préparent la cellule pour la réplication
virale. lls ne nécessitent pas la synthése de nouvelles protéines pour étre exprimés et sont
indispensables pour la réplication virale. lls sont répartis entre les locus /E-A et /E-B situés sur le
segment long (UL) du génome du CMVH et au niveau des séquences /RS et TRS du segment US.

Le locus /E-A contient les génes majeurs immediate-early (MIE) IET et IE2. Le locus /E-B code des
protéines impliquées dans la croissance virale. Le couple /E1/IE2 joue un rble essentiel dans la
réplication virale en régulant I'expression d'autres génes du CMVH. Le produit du gene /E7, en plus
d'interagir avec la chromatine et des protéines cellulaires, augmente l'activité du gene /E2. La
protéine issue du géne /E2 est responsable de 'activation de génes early et late. Il interagit aussi
avec des facteurs de transcriptions cellulaires (Mocarski Jr., 2007a).

Les produits des génes IRS/TRS participent a l'activation de promoteurs viraux avec les
produits de genes MIE. Le promoteur des génes MIE (MIEP) est sous influence du facteur de
transcription cellulaire NF-xB (DeMeritt et al., 2004). Un rétrocontréle de I'expression des génes /E
est assuré par les protéines codées par les génes /E7 et /E2. Durant cette phase, sont exprimées les
protéines codées par les génes UL112-113, qui sont impliquées dans la transactivation du gene

UL54 codant la polymérase virale (Stinski and Meier, 2007b).

1.3.2. Phase précoce.

L'expression des génes E nécessite au préalable 'expression des genes /E. Les génes E sont
répartis entre deux groupes, le premier groupe impliqué dans la synthése de I'ADN viral, le clivage
et 'encapsidation du génome viral ainsi que dans l'assemblage des particules virales. Le second
groupe met en place I'environnement cellulaire nécessaire a la réplication du génome viral.

Les génes E comprennent les génes codant la polymérase virale pUL54, ainsi que le complexe
hélicase-primase composé des protéines pUL70/pUL102/pUL105. La protéine accessoire de la

polymérase virale, pUL44, est aussi exprimée durant cette phase précoce. Les protéines du

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' l | 32
Licence CC BY-NC-ND 3.0



complexe terminase impliquées dans le clivage et I'encapsidation du génome viral sont issues des
geénes précoces UL56, UL89 et UL51. En plus, les produits des génes UL52 et UL77 participeraient
aussi a I'encapsidation de 'ADN viral avec le complexe terminase et les protéines portails pUL104
(White and Spector, 2007).
lll.3.3. Phase tardive

C'est lors de cette phase qu'a lieu la réplication de I'ADN viral. La synthese d’ADN, en cercle
roulant, se déroule dans le noyau de la cellule, a partir de l'origine de réplication orilLyt située entre
les génes UL57 et UL69 (Mocarski Jr., 2007b). Le complexe hélicase-primase composé des sous-
unités protéiques pUL105 et pUL70 ainsi que de la protéine pUL102, permettrait I'ouverture de
I'ADN double brin en vue de sa réplication par la polymérase virale (Anders et al., 2007a) (Figure

8.4).
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Figure 8. Cycle viral du CMVH dans la cellule. (1) Internalisation de la capside et des protéines du
tégument apres interaction des glycoprotéines virales avec les récepteurs et protéines
extracellulaires. (2) Transport de la capside jusqu’au noyau de la cellule. (3) Libération du génome
viral dans le noyau. (4) Réplication de ’ADN viral en cercle roulant par la polymérase virale pUL54.
(5) Expression des génes viraux trés précoces (/E), précoces (E) et tardifs (L). (6) Encapsidation de
I’ADN viral par interaction du complexe terminase avec les protéines portails pUL104. (7) Sortie du
noyau de la capside et ajout des protéines du tégument au virion. (8) Maturation du virion et
acquisition de I'enveloppe au sein de vésicules cellulaires. (9) Excrétions des virions par fusion de la
membrane des vésicules avec la membrane plasmique. D’aprés Alain and Garrigue, 2019
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L'ADN viral est synthétisé par la polymérase pUL54 dont l'activité est stimulée par sa protéine
accessoire pUL44. La protéine pUL44 serait un substrat de la kinase virale pUL97 (Anders et al.,
2007b). Le génome viral est ensuite clivé et encapsidé par le complexe terminase
(pUL56/pUL89/pUL51). Il est clivé une premiére fois entre les séquences pac? et pac2 situées aux
extrémités du génome viral. Une capside vide est recrutée et 'unité de génome est encapsidée au
travers des protéines portails pUL104 (Figure 8.6). Le génome est ensuite clivé une seconde fois
avant d'étre totalement intégré dans la capside par le complexe terminase (Ligat et al., 2018).

La capside est assemblée dans le noyau par association entre les protéines MCP, SCP, TRL1/2
a l'aide des précurseurs des protéines d'assemblage. Les protéines portails pUL104 associées en
pentons sont incorporées dans la capside. La protéine du tégument pUL69, produite pendant la
phase tardive, permet la translocation de la capside du noyau vers le cytoplasme aprés
encapsidation du génome viral (Figure 8.7).

La nucléocapside s'entoure des protéines du tégument dans le noyau avant d'étre acheminée
dans le cytoplasme ou d'autres protéines du tégument vont venir s'associer a la capside. La
particule virale achéve sa maturation au niveau de l'appareil de Golgi avec ajout de I'enveloppe
virale (Figure 8.8) avant transport des virions dans des vésicules pour étre excrétés hors de la

cellule (Figure 8.9) (Mocarski Jr., 2007a).

lll.4. Phase de latence du CMVH et réactivation virale
Le CMVH, apres sa réplication et une dissémination dans l'organisme, persiste a I'état latent
toute la vie de lindividu. Le virus reste latent majoritairement dans les cellules souches
hématopoiétiques. Le faible nombre de virus latents rend délicat I'étude de la latence du CMVH.
Cependant, certains génes s'exprimant lors de la phase de latence ont été identifiés. Ainsi, les

cellules infectées expriment les génes situés dans les locus UL133-UL138, UL144, US28 ainsi que les
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geénes codant la protéine LAcmvIL-10 (UL711A), homologue de

et les ARN long non-codants (Inc) 2.7Kb et 4.9Kb (Goodrum, 2

I'lL-10, une petite protéine IE1 (IEIx4)

016).
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Figure 9. Modéle d’interaction entre le CMVH et I’hote pendant la latence. L’entrée du virus
stimule 'EGFR pour favoriser la survie cellulaire. Durant la latence, I'expression du génome est
réduite par I'action de facteurs épigénétiques dont le mécanisme d’action n’est pas encore élucidé.
Des régulateurs issus du CMVH sont aussi impliqués dans le maintien de la latence et dans
I'échappement au systéeme immunitaire. D’aprés Goodrum, 2016.

Le réle du transcrit non-codant IncARN4.9 en association avec le complexe PRC2 serait de
permettre une méthylation des histones présentes au niveau du promoteur MIEP. Ceci
contribuerait a la répression des genes /E et de la mise en latence du virus (Rossetto et al., 2013).
La protéine pUL135 par interaction avec 'EGFR diminue I'expression du récepteur a la surface de
la cellule en favorisant sa dégradation, a la différence de pUL138 qui augmente l'expression de

I'EGFR a la surface cellulaire (Figure 9). La perte du gene UL735 conduit au maintien de I'état latent

(Rak et al., 2018).
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Le CMVH interagit avec la cellule pour échapper au systéme immunitaire. La protéine
LAcmvIL10, bloque la réponse de mort cellulaire mais aussi induit une diminution I'expression du
CMH-II (Figure 9) (Dupont and Reeves, 2016; Goodrum, 2016).

La réactivation virale pourrait étre déclenchée lors de changements dans la cellule, induits
par la différenciation des progéniteurs des cellules myéloides en monocytes ou macrophages. Le
promoteur MIEP n'est plus réprimé et permet donc I'expression des génes /E. La protéine pUL138
augmente I'expression de I'EGFR ainsi que du récepteur TNFR1, favorisant ainsi I'activation de la
voie NF-kB (Goodrum, 2016) (Figure 9).

Dans les cellules dendritiques, la voie ERK-MAP kinase est activée aprés stimulation par I'lL-6.
Cette voie cible les promoteurs, dont le MIEP du CMVH, répondants au facteur de transcription

CREB (Dupont and Reeves, 2016).
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Chapitre Il : Epidémiologie et physiopathologie de I'infection a CMVH

Le CMVH est présent chez 40 a 100% des individus a travers le monde avec un pourcentage
variant en fonction des pays et du statut socio-économique des individus (Cannon et al., 2010). La
plus forte prévalence, 90%, est constatée dans les pays de la région Est de la Méditerranée ainsi
gu'en Afrique et en Chine (Zuhair et al., 2019). L'infection a CMVH ne semble pas présenter de
variations saisonnieres. De plus, la prévalence du CMVH dans la population a tendance a

augmenter avec I'age des individus (Soper, 2013).

I. Transmission du CMVH

La transmission du virus du CMVH se fait selon deux voies : par transmission horizontale ou
verticale (transmission naturelle) ou par transmission iatrogene a la suite d'un acte médical (Figure
10). Lors d’'une transmission naturelle, le virus du CMVH se transmet par les sécrétions corporelles
telles que les larmes, la salive, le lait maternel ou encore les sécrétions génitales (Alain and

Garrigue, 2019).

o O
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Figure 10. Physiopathologie de I'infection a cytomégalovirus humain. D’aprés Alain and
Garrigue, 2019

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . . l | 37
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Le CMVH est dit ubiquitaire et lors d'une primo-infection, se réplique dans divers types
cellulaires avant de diffuser via le sang dans de nombreux organes. Le virus est alors excrété dans
les fluides corporels et peut étre de nouveau transmis a un autre individu avant de redevenir latent
(Figure 10). En dehors de l'infection congénitale transmise in utero, et de l'allaitement pour les
nouveaux nés, les jeunes enfants, qui excrétent du virus dans la salive et dans les urines, sont la
source majeure de contamination en population générale (Soper, 2013).

Lors d'une greffe d'organe ou de tissus, ou lors d'une transfusion de sang non déleucocyté, le

virus latent du donneur peut se réactiver et ainsi se transmettre a un nouvel individu (Figure 10).

ll. Manifestations cliniques chez 'immunocompétent

La primo-infection chez l'individu immunocompétent est le plus souvent asymptomatique.
Toutefois, l'infection a CMVH peut se manifester par un syndrome mononucléosique avec de la
fievre, une splénomégalie, des maux de gorge ou de téte.

Le virus persiste toute la vie de l'individu et peut se réactiver. La réactivation du CMVH chez
les personnes agées peut rendre ces dernieres plus fragiles et donc plus sensibles a d'autres
infections (Thomasini et al, 2017). De plus, méme pour des patients apparemment
immunocompétents, la réactivation du CMVH peut se produire si ces patients sont malades

(Limaye et al., 2008).

lll. Infection par CMVH chez les transplantés.

1. Risques et manifestations cliniques de I'infection a CMVH chez les
patients transplantés

Les complications post-greffe dues au CMVH peuvent entrainer un rejet de greffe et sont la
premiere cause de morbidité et de mortalité chez les patients transplantés. L'immunosuppression
induite lors d'une transplantation d'organe peut faciliter le développement d'une infection a CMVH.
Il est en est ainsi pour transplantés d’'organes solides mais aussi lors de greffes de cellules souches
hématopoiétiques (CSH). L'infection a CMVH peut étre le résultat d'une primo-infection ou une

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' | | 38
Licence CC BY-NC-ND 3.0



réactivation du virus présent dans les tissus du donneur ou du receveur. L'incidence est plus forte

pour les patients recevant une greffe de poumon ou de poumon/coeur (50 a75%), et pouvant aller

jusqu’a 50% pour les greffés de pancréas (Azevedo et al., 2015).

Une infection par le CMVH peut se manifester de deux facons (Ljungman et al., 2017) :

e Par uneinfection asymptomatique a CMVH : avec une réplication du virus sans symptémes
apparents dus au CMVH.

e Par une maladie a CMVH : on distinguera dans ce cas la maladie invasive a CMVH avec une
atteinte des organes (rétinite, hépatite, atteinte du tractus digestif...), du syndrome CMVH
caractérisé par la présence d'au moins deux des critéres parmi les suivants :

e Une fievre supérieure a 38°C pendant au moins 2 jours

e Une asthénie ou une altération de |'état général

e Une leucopénie ou une neutropénie : sur 2 prélévements avec 24 h d'intervalle

e Un taux de leucocytes < 3 500/mm? (ou chute > 20% si taux initial < 4 000/mm?3)

e Un taux de polynucléaires neutrophiles < 1 500/mm?3 (ou chute >20% si taux initial
<1 500/mm3)

e Laprésence de lymphocytes atypiques de plus de 5%

e Unethrombopénie

e Untaux de plaquettes < 100 000/mm?3 (ou chute >20% si taux initial < 115 000/mm?)

e Ou une élévation des transaminases de plus de 2 fois la normale (sauf chez
I'individu greffé hépatique)

Le statut sérologique du couple donneur /receveur est considéré comme facteur prédictif des
risques dus au CMVH et guide la mise en place d'une prophylaxie (Tableau 1). En effet, le risque
de développer une maladie a CMVH est dépendant du statut sérologique du donneur et du
receveur (Krishna et al., 2019). Les patients séronégatifs pour le CMVH (R-) recevant une greffe
issue d'un donneur séropositif (D+) sont les plus a risque en transplantation d'organe solide (SOT)
(Humar et al., 2009).
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La prise en charge du patient peut commencer quelques jours avant la greffe avec la mise en
place d'une prophylaxie qui s'étalera sur 3 a 6 mois post-greffe (Tableau 1). Dans le cas d'une
présence du virus mais sans symptdmes, un traitement anticipé, dit « préemptif», peut
représenter une alternative mais nécessite un suivi trés régulier du patient pour détecter une
réplication virale et la mise en place du traitement avant l'apparition de symptémes (Tableau 1).
Le seuil de charge virale permettant de prédire la survenue d'une maladie a CMVH n'étant pas
strictement défini, c'est 'augmentation de la charge virale circulante qui justifiera la mise en ceuvre

du traitement préemptif.

Tableau 1 : Recommandation pour la prévention de I'Infection a CMVH pour les transplantés
d’organes solides. D’aprés Kotton et al., 2018.

Organe Statut Risque Recommandations Alternative
Tous D-/R- Bas surveillance clinique stratégie préemptive
D+/R- Haut 6 mois de GCV/VGCV ou stratégie préemptive
Rein
R+ Intermédiaire 3 mois de VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 3-6 mois de VGCV ou stratégie préemptive
Foie
R+ Intermédiaire 3 mois de VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 3-6 mois de VGCV stratégie préemptive
Pancréas
R+ Intermédiaire 3 mois de VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 3-6 mois de GCV/VGCV stratégie préemptive
Coeur
R+ Intermédiaire 3 mois de GCV/VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 6-12 mois de GCV/VGCV +/- 1gG spécifique stratégie préemptive
Poumon
R+ Intermédiaire  Minimum 6 mois de GCV/VGCV
Minimum 6 mois de GCV/VGCV +/- surveillance aprés stratégie préemptive +/- 1gG
Intestin, D+/R- Haut prophylaxie spécifique
tissus .
R+ Haut 3-6 mois de GCV/VGCV +/- surveillance aprés prophylaxie

Pour les receveurs de CSH, la greffe de cellules souches CD34+ est la plus fréquente. Une
réactivation du CMVH présent dans les cellules du donneur peut donc étre induite par la
différenciation cellulaire des CD34+ pour reconstituer le systéme immunitaire. La réactivation du
CMVH pour les patients receveurs de CSH peut atteindre 43% des cas (Takenaka et al., 2015). Il est
possible de transférer des LT spécifiques du donneur séropositif pour aider a combattre l'infection
a CMVH, mais cela peut engendrer des complications post-greffe. Il est aussi possible de ne

transmettre que les LT CD8+ anti-CMVH (Krishna et al., 2019).
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Ainsi, 'apparition d'une maladie a CMVH dépend du type de greffe, du statut sérologique du
couple donneur/receveur mais aussi de la concentration et du type dimmunosuppresseurs

délivrés en post greffe.

ll.2. Immunité des patients transplantés

Le contrble de l'infection a CMVH en post-transplantation requiert I'action des facteurs de
immunité innée et adaptative.

Les Toll-like récepteurs (TLR) et les cellules natural killer (NK) sont les principaux acteurs de
'immunité innée. Des polymorphismes dans les genes des TLR sont associés avec un risque plus
élevé de développer une maladie a CMVH de méme qu’un faible taux de NK (Fernandez-Ruiz et al.,
2015, 2016).

Les lymphocytes B et les cellules T CD4+ et CD8+ ont aussi un réle clé dans la lutte contre
I'infection a CMVH. Les lymphocytes B (LB), acteurs de Iimmunité adaptative, vont produire des
anticorps dirigés contre le complexe pentamérique et les protéines gH et gB. Ces
immunoglobulines IgG produites par les LB sont nécessaires au contrdle de I'infection a CMVH. Un
faible taux d'lgG peut étre associé au développement de maladie a CMVH et une
hypogammaglobulinémie avec un fort risque de patients qui seront réfractaires au traitement
antiviral. Le traitement de ces patients avec des immunoglobulines peut améliorer leurs chances

de rémission (Kotton et al., 2018).

ll.3. Diagnostic de I'infection a CMVH chez le patient transplanté
Une évaluation du statut sérologique du couple donneur/receveur avant transplantation est
nécessaire pour la prédiction de survenue de complications dues au CMVH. Le statut sérologique
est effectué par dosage des immunoglobulines G et M (IgG et IgM) avant la greffe (Azevedo et al.,

2015; Kotton et al., 2018).
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Ill.3.1 Détection directe du CMVH
La détection directe du CMVH peut se faire par plusieurs méthodes qui peuvent étre
complémentaires :

e Culture virale: a partir de sang, urine, liquide amniotique. On recherche
I'apparition de cellules cytomégaliques avec des foyers d'infection en bac de poisson typiques du
CMVH (Figure 11). Cette technique est peu utilisée en routine car elle est dépendante de I'excrétion
du virus dans les liquides corporels et les résultats sont longs a obtenir. Elle garde son intérét pour

isoler un virus et réaliser un antivirogramme en cas de résistance.

Figure 11. Observation de fibroblastes infectés par le CMVH. A. Marquage par
immunocytochimie des antigénes IEA/IE d'un isolat cliniue de CMVH. B. Observation au
microscope inversé des effets cytopathiques dus a un isolat clinique de patient transplanté.

o Détection/quantification de I'ADN viral : par amplification quantitative (qPCR)
de 'ADN du CMVH présent dans le sang total, le plasma, le liquide céphalo-rachidien (LCR), les
biopsies de l'organe atteint, 'humeur aqueuse en cas de rétinite. Il est recommandé d'utiliser une
trousse commerciale avec des résultats en Ul/mL. Du fait de la persistance de différences entre
les laboratoires malgré I'usage d'unités internationales des Ul/mL, il est préférable que les
patients soient toujours suivis dans le méme laboratoire. La gPCR est devenu l'outil diagnostique
principal pour le suivi des transplantés. Cependant son interprétation est parfois difficile,
notamment dans le LBA pour lequel il n'existe pas de seuil définissant une pneumopathie

(Schlischewsky et al., 2013), ou les biopsies coliques, qui peuvent étre contaminées par le sang
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périphérique. L'examen anatomopathologique de biopsies peut ici s'avérer trés utile pour
conclure a la responsabilité du CMVH dans l'atteinte clinique observée.

. Examen cytologique et histologique : détection par immunohistochimie des

antigenes du CMVH dans les cellules ou tissus ou observation d'effet cytopathique. Peut

permettre la confirmation d'une atteinte d'organe.

1.3.2 Suivi immunologique des patients transplantés
Le suiviimmunologique des patients transplantés pourrait permettre un meilleur contréle de
I'infection a CMVH aprés la transplantation (Kotton et al., 2018). Le suivi est effectué par différentes
méthodes :

o QuantiFERON-CMV : détection des IFN-y sécrétés par les lymphocytes T CD8+
aprés une stimulation peptidique. Permettant d'analyser la réponse immune spécifique, il est
prédictif de la survenue d'une virémie a CMVH. Il a été proposé en transplantation pulmonaire
comme biomarqueur permettant de suspendre la prophylaxie (Westall et al., 2017) en cas de
bonne réponse CD8+.

. Enzyme-linked immunosorbent spot (ELISpot) : permet une quantification des LT

CD4+ et CD8+ producteurs d'IFN-y. Les cellules B et T isolées sont stimulées avec des peptides
spécifiques du CMVH puis le taux d'IFN-y ainsi produit est quantifié. A la différence du

QuantiFERON-CMYV, I'ELISpot ne peut différencier les CD4+ des CD8+.

lll.4. Non réponse au traitement pour les patients transplantés
La non-réponse au traitement est une problématique majeure dans la prise en charge de
linfection a CMVH. Deux cas sont alors possibles: soit le CMVH développe une résistance au
traitement antiviral soit il est dit réfractaire au traitement (résistance virologique non établie).
Une publication collégiale récente définit les termes de résistance et d'infection réfractaire
(Chemaly et al., 2019). Les infections réfractaires sont classées en quatre catégories en fonction

des symptdmes identifiés, de la charge virale et de la réponse au traitement (Tableau 2).
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Dans les cas de suspicion de résistance, un génotypage de la souche de CMVH permet
d'identifier si la souche est porteuse de mutations de résistance. Il est conseillé de conserver des
échantillons durant le suivi du patient afin de pouvoir effectuer un diagnostic rétrospectif en cas
de non réponse au traitement (Chemaly et al., 2019).

Le risque de survenue de résistances est augmenté par la durée prolongée du traitement
antiviral, un traitement inadapté ou une réplication virale active et continue. Le traitement

immunosuppresseur est aussi en faveur d’'une réplication active du virus (Azevedo et al., 2015).

Tableau 2. Définition d’infection ou de maladie a CMVH réfractaires et de résistance au
traitement. D’aprés Chemaly et al., 2019

Termes Définitions

Augmentation de la virémie du CMVH ? aprés au moins 2 semaines de

Infection a CMVH réfractaire traitement avec une posologie appropriée

Charge virale persistante ? aprés au moins 2 semaines de traitement avec une

Probable infection a CMVH réfractaire posologie appropriée

Maladie 3 CMVH réfractaire avec atteinte des Dégradation des signes et symptomes a CMVH ou progression dans les organes

organes cibles aprés au moins 2 semaines de traitement avec une posologie appropriée
Probable maladie 3 CMVH réfractaire avec Pas d’amélioration des signes et symptdmes aprés au moins 2 semaines de
atteinte des organes traitement avec une posologie appropriée

Altération du génome viral qui diminue la sensibilité aux antiviraux pour une

Résistance aux antiviraux . . c
ou plusieurs molécules

Abréviation : CMVH, cytomégalovirus humain

@ augmentation, sur une durée supérieure a 2 semaines, de plus de llog;, de I’ADN viraldu CMVH dansle sangou le sérum et déterminé parun
changementde log;, par rapportau pic de charge virale de la 1> semaine de charge virale et mesurée dans le méme laboratoire avec le méme
essai.

o Charge virale constante ou supérieure au pic de charge virale détectée a la 12 semaine mais augmentation du titre d’ADN virale inférieur a 1log,,
avec une mesure faite dans le méme laboratoire et avec le méme essai.

t détection d’une mutation connue pour étre impliquée dans I'anabolisme d’un antiviral (eg. phosphorylation du GCV médié par UL97), cible d’un
antiviral (eg. UL54, UL97, UL56/UL89/UL51) ou qui compense I'inhibition d’'une fonction biologique (eg. UL27).
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Chapitre Il : Infection congénitale a CMVH

L'infection congénitale a CMVH (cCMV) touche 0,7% des nouveau-nés avec un taux plus élevé
dans les pays a forte séroprévalence (Dietrich and Schieffelin, 2019; Leruez-Ville and Ville, 2017).
L'infection a CMVH peut étre le résultat d'une primo-infection de la femme enceinte. Cependant,
la transmission verticale du CMVH peut aussi étre due a une réinfection par une autre souche ou
la réactivation de la souche déja présente. On parle alors d'infection maternelle non-primaire. Le

CMVH semble étre plus transmis durant la deuxiéme moitié de la grossesse (Britt, 2018).

CMV seroprevalence
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Figure 12. Estimation de séroprévalence du CMVH chez les femmes en age de procréer.
D’apres Zuhair et al., 2019.

La séroprévalence du CMVH varie chez les femmes en age de procréer comme pour le reste
de la population mondiale (Figure 12). Le taux d'infection in utero est environ de 30% pour les
femmes faisant une séroconversion pendant la grossesse (Dietrich and Schieffelin, 2019). Le risque
de transmission pourrait étre accru pour les femmes avec une forte excrétion virale dans les urines
et le sang (Britt, 2018). Les femmes ayant de jeunes enfants sont particulierement exposées au
risque d'infection, les enfants en bas age étant excréteurs du virus dans la salive et les urines.

Parmi Les nouveau-nés infectés, environ 13% seront symptomatiques a la naissance et en
porteront des séquelles permanentes (Dollard et al., 2007). Parmi les enfants asymptomatiques a

la naissance, 10 a 15% développeront des séquelles a long terme telle qu'une perte de I'audition.
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I. Manifestations cliniques de I'infection congénitale a CMVH
Les symptdmes dus a linfection congénitale a CMVH ont été classés en fonction des

symptomes apparaissant des suite de l'infection par Rawlinson et al., 2017 (Tableau 3).

Tableau 3 : Classement des manifestations cliniques dues au cCMV D’aprés Rawlinson et al.,
2017

Termes Symptdomes

Infection congénitale 3 CMVH asymptomatique Pas de manifestation clinique, et audition normale

Infection congénitale a CMVH asymptomatique avec  Pas d’anomalies cliniques apparentes sauf aune perte de l'audition
trouble de l'audition du plus de 21 décibels

Une ou deux manifestations cliniques isolées parmi les suivantes :
faible nombre de plaquettes, légére hépatomégalie, augmentation

Maladie congénitale 8 CMVH symptomatique légére
du taux d’alanine amino-transférase

Symptémes multiples : thrombopénie, splénomégalie, pétéchie,
Maladie congénitale a CMVH symptomatique modéré hépatite Ou atteintes du systéme nerveux central confirmées par
a sévere des anomalies a la radiographie ou détection d’ADN viral dans le
liquide céphalo-rachidien

Ainsi, I'infection congénitale a CMVH peut étre a l'origine de plusieurs symptémes :

e Perte de l'audition : l'infection congénitale a CMVH est la premiére cause de perte
d'audition d'origine virale. Elle peut étre unilatérale ou bilatérale et sans traitement, se détériore
avec le temps. Elle peut étre accompagnée d'autres symptémes (voir ci-aprés) (Dietrich and
Schieffelin, 2019).

e Troubles du développement neural : I'atteinte du systéme nerveux central (SNC) peut
amener a l'apparition de graves séquelles telles que des microcéphalies, une léthargie ou
hypotonie. Certains enfants ont des troubles intellectuels avec un faible score de quotient

intellectuel. Des calcifications peuvent se développer dans les zones périventriculaires du cerveau

mais aussi des kystes dans différentes zones du cerveau (Dietrich and Schieffelin, 2019).
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e Troubles de la vision : les séquelles visuelles sont moins fréquentes chez les enfants
asymptomatiques que symptomatiques a la naissance. Cependant, elles n'ont pas tendance a se
détériorer a la différence des troubles de I'auditions. Les symptomes les plus fréquents sont un

strabisme ou une atrophie du nerf optique.

Il. Prévention de I'infection congénitale a CMVH

Une premiére approche pour diminuer les risques d'infection a CMVH repose sur un
changement des habitudes de comportement. La prévention de linfection chez des femmes
enceintes a 11 ou 12 semaines de grossesse en contact avec des enfants de moins de 3 ans, a
permis de réduire le taux de transmission du CMVH (Revello et al., 2015). Les femmes étaient
informées sur la nature du virus ainsi que des risques d'une infection congénitale. Les
recommandations étaient de se laver les mains fréguemment aprés contact avec des enfants en
bas age, ainsi que les surfaces touchées par les enfants. |l a été demandé d'éviter d'embrasser les
enfants et ne pas mettre a la bouche les couverts des enfants.

Une étude faite en France, a aussi montré les effets bénéfiques de recommandations
d’hygiéne sur le taux de transmission du virus pour les femmes enceintes et séronégatives lors de
leur premiére consultation. Sur 3 ans d'étude rétrospective, le taux de séroconversion durant la
grossesse n'était que de 0,2%. Sans prévention, le taux est d'environ 1% (Vauloup-Fellous et al.,
2009). Méme si les recommandations d’hygienes peuvent étre bénéfiques sur le taux de
transmission de l'infection, un screening systématique de toutes les femmes enceintes n'est pas
recommandé pour une détection de primo-infection, la transmission verticale pouvant avoir lieu
lors d'une primo-infection mais aussi lors d'une réactivation virale ou d'une réinfection (Rawlinson
et al., 2017).

Des recommandations ont été établies par un comité international en 2015. Il est
recommandé d'informer les femmes enceintes quant aux risques d'infection a CMVH. Les conseils

d’hygiénes consistent a ne pas partager la nourriture ainsi que les couverts des jeunes enfants,
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éviter le contact avec la salive et se laver les mains surtout lors du change des enfants. Tout
traitement préventif est déconseillé en routine ainsi que I'administration d’antiviraux en traitement
curatif. Le valganciclovir est conseillé uniquement pour les enfants symptomatiques ayant des
séquelles modérées a séveres (Rawlinson et al., 2017).

Des recommandations francaises du Haut Conseil de Santé Publique ont été publiées en
2018. La diffusion large des conseils d'hygiene dans le cadre d'une prévention universelle, sans
détermination préalable du statut sérologique CMVH, est recommandée. Cependant, le dépistage
systématique n'a pas été recommandé pendant la grossesse ou a la naissance, en dehors des cas

de dépistage positif de surdité néonatale bilatérale ou unilatérale (HCSP, 2018).

lll. Diagnostic de I'infection congénitale a CMVH

ll.1. Diagnostic de I'infection maternelle
Lors de symptomes pseudo-grippaux (fievre, maux de téte, fatigue) ou d’'une échographie
laissant suggérer une infection a CMVH, il est conseillé de doser les immunoglobulines G et M (IgG
et IgM) spécifiques du CMVH. Cependant, les cas de faux positifs ou faux négatifs ne sont pas exclus
du fait de la faible spécificité de certains dosages ou d’'une réaction croisée des IgM avec une autre
infection virale. Un test d'avidité des IgG peut permettre d'effectuer une discrimination entre une
faible avidité au début de l'infection (dans les 3 mois) et une forte avidité témoin d'une infection

ancienne ou d’'une réinfection (Leruez-Ville and Ville, 2017 ; Rawlinson et al., 2017).

lll.2. Diagnostic de I'infection du feetus
La détection d'une infection foetale peut se faire par différentes méthodes :
e Par détection d’ADN viral dans le liquide amniotique : une PCR effectuée sur un
prélevement de liquide amniotique par amniocentese peut permettre de mettre en évidence de
facon assez fiable la transmission du CMVH in utero. La mise en culture du liquide sur cellules peut

permettre une isolation du virus mais reste moins fiable qu’'une PCR. La sensibilité du diagnostic
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par PCR est estimée a prés de 95%. Les cas de faux négatifs seraient corrélés a une infection tardive
lors de la grossesse (Leruez-Ville and Ville, 2017).

o Imagerie médicale : des symptdmes imputables a une infection a CMVH du foetus peuvent
étre détectés par échographie. Une faible croissance du foetus peut étre le témoin d'une infection
du placenta voire du feetus lui-méme. Les malformations neurologiques peuvent étre visibles en
échographie comme des calcifications intracérébrales, une ventriculomégalie ou une
microcéphalie (Leruez-Ville and Ville, 2017). Devant des images douteuses en échographie, une
IRM peut étre envisagée au 3¢ trimestre pour évaluer les atteintes cérébrales.

o Diagnostic du nouveau-né: le screening systématique des nouveau-nés pourrait
augmenter la prise en charge de la perte d'audition due a une infection a CMVH (Cannon et al,,
2014). Le consensus de 2017 recommande donc un diagnostic de linfection a CMVH pour les
nouveau-nés (Rawlinson et al., 2017).

Dans le cas de suspicion d'infection a CMVH, une PCR est effectuée afin de détecter le virus
dans le sang ou les urines du nouveau-né. La détection du virus dans la salive montre aussi une
bonne sensibilité (97%) et spécificité (99%) (Boppana et al., 2011). Il est tout de méme conseillé
d'effectuer le diagnostic le plus tot possible pour éviter les risques de détection d’'une infection

post-natale (Rawlinson et al., 2017).
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IV. Transmission du CMVH in utero

La transmission du virus du CMVH de la mére au feetus implique la traversée de l'interface,
ou barriére, materno-feetale qu'est le placenta. Les villosités placentaires, baignant dans le sang
maternel, sont le premier tissu foetal que va rencontrer le virus lors de l'infection. Ces villosités

évoluent au cours de la grossesse afin de répondre aux besoins du feetus en développement.

IV.1. Structure et développement du placenta
e Structure du placenta mature:

Le placenta est composé de structures foetales dérivées du sac chorionique qui forment la
plague chorionique, et de tissus maternels de 'endomeétre qui forment la plaque basale. La plaque
chorionique contient les vaisseaux foetaux qui se développent radialement autour des vaisseaux
ombilicaux. Entre la plaque chorionique et la plaque basale, se trouve l'espace intervillositaire
contenant les villosités baignant dans le sang maternel. Le sang maternel est apporté dans les

cavités via les artéres spiralées.

A Branch B Stromal

Fetal
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Arteriocapiliary membrane
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Figure 13. Structure des villosités. A. Schéma représentatif de la circulation sanguine foetale dans
les villosités. B. Schéma d’une coupe de villosité a environ 10 semaines de grossesse. C. Schéma
d’une coupe de villosité en fin de grossesse. D’aprés Gude et al., 2004
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Les villosités sont recouvertes par le syncytiotrophoblaste, une couche de cellules en
syncytium. C'est aux extrémités de ces villosités qu'ont lieu les échanges materno-foetaux. Co6té
foetal, le sang pauvre en oxygene circule au travers des artéres ombilicales pour arriver dans les
capillaires des villosités ou ont lieu les échanges materno-foetaux. Le sang s'enrichi en oxygéne et
retourne au foetus par les veines chorioniques puis par la veine ombilicale (Figure 13.A) (Gude et
al., 2004).

Les villosités sont composées a la fin du 1°" trimestre de grossesse de la couche de
syncytiotrophoblastes (STB), de cytotrophoblastes, des cellules endothéliales formant les
capillaires et de tissu liant ces structures. Les cellules de Hofbauer sont un type de macrophages
présent au sein des villosités (Figure 13.B). Les villosités matures, perdent la couche de
cytotrophoblastes pour que les capillaires soient les plus proches possible des STB et donc du sang
maternel (Figure 13.C) (Arora et al., 2017; Gude et al., 2004).

Le placenta mature forme une structure d'environ 22 cm de diamétre, 2,5 cm d'épaisseur et
pése autour de 500g (Burton and Fowden, 2015)

o Développement des villosités :

Le développement du placenta débute dans les 6 a 7 jours suivant la conception, lors de
I'implantation du blastocyste dans la paroi utérine. Le blastocyste issu de la fécondation de l'ovule
par un spermatozoide est alors composé de deux types cellulaires : la masse cellulaire interne
(ICM) et autour les cellules du trophectoderme (TE).

Suite a I'implantation, les cellules souches du TE vont se différencier en cytotrophoblastes
(CTBs) et en syncytium primitif (PS) (Figure 14.A, page 52). Les cellules du PS vont se développer
pour aller envahir la décidue maternelle. La masse cellulaire interne se différencie en épiblaste et

hypoblaste. L'épiblaste se développera en embryon (Figure 14.B, page 52).
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Des vacuoles vont se former dans le syncytium primitif pour former les espaces lacunaires.
Le développement des villosités débute autour du jour 10 post-conception avec la prolifération

des CTBs qui vont former les villosités primaires (Figure 14.C).

E %KDSC

Figure 14. Développement du placenta humain durant les 3 premiéres semaines de
grossesse. A. Implantation du blastocyste dans l'utérus. B. Développement des premiéres
structures du placenta et du disque embryonnaire. C. Formation des villosités primaires.

D. Développement des villosité tertiaires ou matures.

AC cavité amniotique. ChC cavité chorionique. CTB cytotrophoblastes. DSC cellules stromales de
la décidue. Ec ectoderme. En endoderme. Ep épiblaste. EVT trophoblastes extravillositaires. ExM
mésoderme extra-embryonique. Hy hypoblaste. L systéme lacunaire. LY vaisseau lymphatique. Md
mésoderme. MS sinusoide sanguine maternelle. pEC cellules endothéliales placentaires. PV
villosités primaires. SA artére spiralée. TV villosité tertiaire. UC capillaire utérin. UG glande utérine.
VE vaisseaux veineux. vCTB CTB villositaires. D’aprés Knofler et al., 2019.

L'expansion des villosités se poursuit dans la décidue pour former les villosités secondaires.
Le mésoderme extra-embryonnaire dérivé de I'nypoblaste, envahi les villosités primaires et aide a
la formation des villosités secondaires.
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Les CTBs vont se différencier en syncytium et former la couche de syncytiotrophoblastes (STB)
a la surface des villosités. Les syncytiotrophoblastes constituent linterface avec le sang maternel
et vont sécréter la gonadotrophine chorionique humaine (hCG) ainsi que du lactogene (Knofler et
al., 2019).

Une partie des CTBs situés aux extrémités des villosités, dérive en trophoblastes invasifs
extravillositaires (EVTs) a environ 15 jours post-conception. Les EVTs vont eux-mémes se
différencier en CTBs interstitiels (iCTBs) qui vont envahir la décidue et coloniser les arteres
spiralées maternelles. Une partie de ces iCTBs traverse la couche de syncytiotrophoblastes pour
former une colonne qui s'ancrera dans la décidue. Ces iCTBs attachés a la plaque basale
permettent de former les villosités d'ancrage a la différence des villosités flottantes qui baignent
dans le sang maternel (Figure 14.D). Les iCTBs ancrés dans la décidue sont au contact des
macrophages et des cellules utérines natural killer (UNK) afin de réguler la réponse immunitaire.
Les EVTs sont aussi au contact des glandes de la décidue ainsi que du réseau lymphatique de la
meére. Cette derniére étape permet de réguler le systéme immunitaire maternel (Figure 15, page
54) (Gude et al., 2004; Knofler et al., 2019).

Les iCTBs sont recrutés au niveau des artéres spiralées, par les uNK et les macrophages et
participent au remodelage de ces vaisseaux. Dans ces artéres, ils vont peu a peu remplacer les
cellules endothéliales maternelles pour permettre un meilleur apport sanguin au niveau des
espaces intervillositaires. Cependant, les artéres spiralées sont bouchées par des CTBs le temps
que les villosités soient matures et que les espaces intervillositaires soient préts a accueillir le sang
maternel (Figure 15, page 54). De plus, cela permet a la vascularisation du placenta de se
développer, sans risque de production de ROX (reactive oxygene species) qui pourraient étre
déléteres dans le développement foetal. Le bouchon de CTBs se résorbe a la fin du 1¢" trimestre de
gestation et permet aux villosités tertiaires de baigner dans le sang maternel et d'avoir ainsi un

apport suffisant en oxygéne (Gude et al., 2004; Knofler et al., 2019).
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Aux environs de 17 jours post-conception, les villosités évoluent en villosités tertiaires
contenant des vaisseaux sanguins placentaires. Les vaisseaux sanguins sont issus de I'évolution
du mésoderme extra-embryonnaire qui va former des tubes primitifs de cellules endothéliales.
Ces tubes seront consolidés par des péricytes et formeront le réseau sanguin du placenta (Figure
15). Le réseau vasculaire du placenta dérive du mésoderme extra-embryonnaire et se développe
durant les quatre premiéres semaines de grossesse. La connexion avec la circulation foetale ne se
fera qu'apreés 32 jours post-conception. La croissance du réseau vasculaire se poursuit tout au long

de la grossesse (Gude et al., 2004; Knofler et al.,, 2019).

spiral artery remodelling

r T 1
decidua basalis myometrium

Figure 15. Formation des villosités d’ancrage et invasion des trophoblastes dans la décidue.
A. Structure du placenta. B. Invasion des trophoblastes et remodelage des artéres spiralées.

dCCT trophoblastes en colonne, dM® macrophage de la décidue, DSC cellules stromales de la
décidue, eCTB cytotrophoblaste endovasculaires, GC cellules géantes, iCTB cytotrophoblastes
interstitiels, pEC cellules endothéliales placentaires, pM® macrophage placentaire, pSC cellules
stromales et du mésenchyme, SM cellules musculaire lisses, STB syncytiotrophoblaste, TP bouchon
de trophoblaste, TV villosités tertiaires, UC cordon ombilical, uNK cellules NK utérines, vCTB
cytotrophoblastes villositaires. D’aprés Knéfler et al., 2019.

Ala fin du 1¢" trimestre de grossesse le placenta devient donc hémochorial avec une nutrition
du foetus par contact direct des villosités et du sang maternel. A la fin de la grossesse, les capillaires
des villosités sont en contact direct avec les syncytiotrophoblastes pour diminuer la distance lors
des échanges de nutriments entre le sang maternel et foetal (Knofler et al., 2019). La couche de
syncytiotrophoblastes joue aussi un réle préventif contre d'éventuelles infection microbiennes

(Arora et al., 2017).
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e Fonctions endocrines du placenta:

Le placenta produit diverses hormones dont la progestérone, la gonadotrophine chorionique
humaine (hCG) ou le lactogéne. La progestérone est excrétée dans la circulation maternelle et
foetale afin d'éviter les contractions utérines. L'hormone hCG est une glycoprotéine produite par
les trophoblastes et est surtout sécrétée dans la circulation foetale. La fusions des CTBs est induite
en partie par la hCG qui est produite au début de la grossesse avec un pic a 9 semaines pour chuter
autour de 12 semaines et de nouveau augmenter en fin de grossesse. Le lactogene est synthétisé
par les syncytiotrophoblastes et participe au développement embryonnaire. Il serait aussiimpliqué
dans l'angiogenése. Le placenta produit aussi diverses hormones de croissance ainsi que des
cytokines et chimiokines (Gude et al., 2004).

¢ Immunité du placenta:

A linterface materno-foetale sont localisées nombre de cellules de I'immunité participant soit
a la protection contre les pathogenes soit participant a la tolérance materno-feetale. Les cellules
immunitaires constitueraient environ 40% de la décidue. Les cellules NK de la décidue (dNK)
seraient la population majeure de cellules de I'immunité. Sont aussi présents des macrophages,
des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Les cellules dNK ne s'attaquent pas aux CTBs présents dans la
décidue et participent a la tolérance vis-a-vis des cellules feetales (Manaster and Mandelboim,
2010).

Les macrophages présents dans lenvironnement du placenta ont un phénotype
immunosuppresseur (M2) maintenu par les cytokines de la décidue. La neutralité des cellules NK
est maintenue par les macrophages afin de protéger les CTB de I'attaque des NK. Les CTB mais
aussi les macrophages expriment les chimiokines CLCL12/SDF-1 et CXCRR4 pour le recrutement
de cellules immunitaires.

Les cellules dNK sont moins cytotoxiques que les cellules NK périphériques. Cependant, elles
conservent leur activité cytotoxique lors d'un contact avec des cellules infectées par exemple par
le CMVH. Les cellules de Iimmunité adaptative sont aussi présentes. Les cellules T CD4+ et CD8+
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sont associées a un faible taux de transmission du virus lors d'une réponse lymphoproliférative.
S'ajoute a la réponse immunitaire les I1gG qui ont un réle crucial d'immunité passive. Les IgG
peuvent traverser la barriére placentaire en se liant aux récepteurs FcRn exprimés par les
syncytiotrophoblastes. Les FcRn sont moins exprimés au début de la grossesse qu'en fin de
grossesse (ltell et al., 2017a).

IV.2. Voies de transmission des pathogénes et role des syncytiotrophoblastes

contre les infections

Les principaux pathogénes capables de traverser la barriére placentaire et responsables
d'une infection congénitale, sont regroupés sous le terme TORCH. Il désigne le Toxoplasma gondii ,
le virus de la rubéole, le CMVH et HSV-1 et 2 (Coyne and Lazear, 2016) et les autres dont Listeria
monocytogenes, Treponema pallidum, VZV, VIH, les entérovirus et le parvovirus B19 (Coyne and

Lazear, 2016).
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Villosités Cytotrophoblastes /4
Rupturesdela Passage direct ou Infection des trophoblastes
Vaisseaux sanguins couchede infection des extravillositaires au travers de la
feetaux trophoblastes oy cytiotrophoblaste. microvascularisation maternelle
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Figure 16. Voies de passage des pathogénes au travers de la barriére placentaire. La facon
précise d’atteindre le foetus pour chaque pathogéne n’est pas encre clairement établie. Une infection
ascendante est possible pour HSV. Les voies de transmission du Zika virus (ZIKV) sont encore
inconnues. Pour la majorité des pathogénes, le passage se ferait au niveau des villosités lors du 1
trimestre de grossesse. D’aprés Coyne and Lazear, 2016.
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L'infection du foetus est en partie inhibée par les syncytiotrophoblastes qui ont un réle
protecteur contre de nombreux agents pathogénes. Ainsi, ils sont non permissifs aux infections
par Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii, ou par des virus tels que HSV1, le virus Zika (ZIKV)
ou le CMVH. Le ZIKV est capable d'infecter les villosités de 1¢" trimestre de grossesse, dont les CTBs,
mais ne peut infecter les syncytiotrophoblastes (Tabata et al., 2016). Il en est de méme pour le
CMVH (Fisher et al., 2000). Le parasite Toxoplasma gondii, est aussi impuissant pour infecter les
syncytiotrophoblastes, cependant une lésion dans la couche de syncytiotrophoblastes peut
permettre au parasite d'accéder au centre de la villosité et de pouvoir s'y répliquer. Le moment de
Iinfection durant la grossesse peut donc déterminer la gravité de cette infection pour le feetus

(Figure 16) (Arora et al., 2017).

IV.3. Evolution du CMVH dans le placenta et modifications induites.

Le risque d'infection a CMVH entre le début et la fin de la grossesse n'est pas constant. Le
risque est plus élevé en fin de grossesse qu'en début de grossesse (Enders et al., 2011).

L'infection du placenta par le CMVH peut interférer avec le développement correct du
placenta lors de la grossesse. Des changements physiopathologiques peuvent avoir lieu tels qu'une
inflammation du placenta, des calcifications, des villosités non vascularisées ou encore des
cedémes (Pereira et al., 2017). Le CMVH favorise I'expression de nombreuses cytokines dont
certaines sont retrouvées dans le liquide amniotique (TNF-q, IL-10, IL-12, CXCL-10, CCL2 et 4, GM-
CSF...) (Scott et al., 2012). Un fort taux de cytokines pro-inflammatoires dans le liquide amniotique
peut étre un signe de complications lors de la grossesse. De plus, un placenta infecté aura
tendance a étre en hypoxie ce qui peut conduire a un défaut de croissance du feetus (Pereira,
2018).

Le CMVH infecte la décidue et est capable de se répliquer dans les CTBs présents dans la
décidue (Pereira et al., 2017; Weisblum et al., 2011). Il perturbe aussi le développement des

villosités d'ancrage. Le CMVH est aussi capable de se répliquer dans les cellules progénitrices des
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trophoblastes. Ceci inhibe la capacité des CTBs a former des syncytia. L'infection des cellules
progénitrices conduit a une baisse d'hCG sécrétées normalement par les syncytiotrophoblastes ce
qui laisse suggérer une baisse du nombre de ces cellules. Le phénotype des cellules progénitrices
peut étre restauré par traitement avec un anticorps anti-gB (Pereira et al., 2017).

Dans la décidue, le virus infecte les cellules épithéliales et se transmet de cellules a cellules
jusqu’aux CTB invasifs. Cependant, seul les CTBs des villosités flottantes exprimeraient les
intégrines B1 et B3 nécessaires a l'entrée du virus dans la cellule. Ces intégrines ne sont pas
exprimées par les CTB qui servent d'ancrage aux villosités. Les syncytiotrophoblastes expriment le
récepteur de 'lEGFR que peut reconnaitre le CMVH mais n'auraient pas les B-intégrines nécessaires
pour la fusion du virus avec la membrane (Maidji et al., 2007).

Les syncytiotrophoblastes participent aux échanges nutritionnels entre la mere et le foetus et
expriment le récepteur FcCRn permettant le passage des IgG maternels servant d'immunité passive.
Les IgG de la mere auraient un rdle a double tranchant avec soit la prévention de l'infection soit sa
facilitation. Les particules virales, liées aux IgG, seraient capables d'utiliser les FcRn pour rentrer
dans les syncytiotrophoblastes, les CTBs ainsi que dans les macrophages des villosités (Maidji et
al., 2006).

Les cellules des villosités infectées par le CMVH seraient essentiellement les cellules
endothéliales et des fibroblastes, des macrophages et trophoblastes. La villite (infection des
villosités) est plus fréquente chez les femmes ayant eu un nouveau-né symptomatique aprés une
infection congénitale a CMVH. Le nombre de cellules infectées est aussi inversement proportionnel
au moment de l'infection durant la grossesse (Uenaka et al., 2019).

Le CMVH pourrait aussi profiter de l'inactivité des macrophages M2 rendus incapables de

répondre a l'induction de I'lFN produit normalement lors d’'une infection virale.
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Chapitre IV : Traitements de l'infection a CMVH

Les molécules antivirales ciblant le CMVH sont virostatiques et ciblent la polymérase virale
pUL54. De nouvelles molécules dirigées contre d'autres cibles sont en cours d'essais cliniques ou
ont obtenu des autorisations de mise sur le marché pour un cadre d'utilisation bien précis. Il
n'existe pas encore de vaccins commercialisés contre l'infection a CMVH mais plusieurs sont en

cours de développement ou d'essais cliniques.

I. Inhibiteurs de la polymérase virale pUL54

Les premiéres molécules utilisées dans le traitement de l'infection a CMVH ont pour cible la
polymeérase virale pUL54. lls inhibent I'élongation de I'ADN viral soit par compétition avec les
nucléosides soit en bloquant les sites d'actions de la polymérase. Ces molécules sont toutes

virostatiques.

I.1. Ganciclovir et valganciclovir
Le ganciclovir (GCV) est le traitement de référence de l'infection a CMVH. Délivré pour la
premiere fois pour le traitement de la rétinite a CMVH pour les patients atteints du syndrome de
'immunodéficience acquise (SIDA) (Dhillon, 1994), il est aujourd’hui utilisé dans un cadre plus large.
Le GCV, ou 9-(1,3-dihydroxy-2-propoxymeéthyl)-guanine, est un analogue nucléosidique
synthétique de la 2-déoxyguanosine (Figure 17). Il va inhiber I'élongation de I'ADN viral par la

polymérase pUL54 par compétition avec la 2-déoxyguanosine.

déoxyguanosine ganciclovir (GCV) valganciclovir ( VGCV
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Figure 17. Schéma de la structure du ganciclovir (GCV) et du valganciclovir (VGCV).
Comparaison de la structure du GCV et du VGCV avec la déoxyguanosine. D’apres Britt and
Prichard, 2018 et Melendez and Razonable, 2015.
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Pour étre actif, le GCV doit étre triphosphorylé. Il subit une premiere phosphorylation par la
kinase virale pUL97 puis deux autres phosphorylations effectuées par des kinases cellulaires

(Figure 18) (Britt and Prichard, 2018; Krishna et al.).

WQ @

— . —
HCMV | |
Infected Cell @[E F
;;" 20 ‘? (pUL97,) gr'gt\éin kinase

Nucleocapsid

cellular
kinase cellular
SDV kinase ‘
' Glycoprotein—
complex
cellular ]
kinase cellular
D kinase
Viral 4

terminase
complex %
g, PULBY

Visual Art: © 2018 The University of Texas MD Anderson Cancer Center

Figure 18. Mécanisme d’action du ganciclovir (GCV), cidofovir (CDV), foscarnet (FOS),
maribavir (MBV) et du letermovir (LTV). Le GCV et le CDV nécessitent des phosphorylations
successives pour étre actifs avant d’inhiber I'activité de la polymérase virale pUL54. Le FOS, en tant
gu’analogue pyrophosphate va se lier au site de liaison du pyrophosphate et ainsi inhiber le clivage
pyrophosphate des nucléosides Le MBV inhibe I'activité de la kinase virale pUL97 nécessaire a la
sortie des capsides du noyau. Le LTV interagit avec I'activité nucléasique du complexe terminase.
D’apres Gerna et al., 2019.

Le GCV est délivré par voie intraveineuse dans le traitement de l'infection a CMVH ou en
prophylaxie pour les patients SOT. En traitement préventif, la posologie recommandée est de
5mg/kg toutes les 24 heures, en traitement curatif la recommandation est de 5mg/kg toutes les 12
heures (Kotton et al., 2018).

Une prodrogue orale du GCV, le valganciclovir (VGCV), offre une bonne biodisponibilité avec

des taux plasmatiques de GCV équivalents a ceux obtenus par voie intraveineuse. Le VCG doit subir
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une étape d’hydrolysation avant d'étre phosphorylé par pUL97 puis par les kinases de la cellule
hdte (Jung and Dorr, 1999; Krishna et al.). Le VGCV est aussi utilisé en clinique pour les patients
transplantés d’'organes solides. Il est délivré per os a 900 mg toutes les 12 heures en traitement
curatif et toutes les 24 heures en préventif. Pour les patients ayant subi une greffe de rein, les
doses sont adaptées en fonction de la clairance rénale (Kotton et al., 2013, 2018).

Chez le nouveau-né ayant une infection symptomatique congénitale a CMVH, le GCV (ou
VCGV) a démontré une bonne efficacité pour diminuer les atteintes neurologiques. Ainsi, des doses
de 6mg/kg de GCV toutes les 12 heures par voie intraveineuse (IV) pendant 6 semaines, ou de 16
mg/kg de VCGV per os 2 fois par jour, ont montré une amélioration de l'audition sur un suivi allant
jusqu’a 24 mois (Kimberlin et al., 2003, 2015). L'efficacité du VGCV a aussi été démontré pour des
enfants ayant une perte d'audition (sans aucuns autres symptdmes du au CMVH). Le traitement
par le VGCV a permis d'éviter une détérioration de I'audition avec parfois une amélioration des
fonctions auditives (Pasternak et al., 2018).

Malgré l'efficacité de ces deux molécules, les effets secondaires qu'elles induisent ne sont pas
négligeables et peuvent entrainer l'arrét du traitement. Le GCV et VGCV peuvent entrainer
lapparition d'une neutropénie ou d'une thrombopénie, et ont un effet myélosuppresseur (Britt
and Prichard, 2018; Kotton et al., 2018; Krishna et al.).

En plus d'une toxicité éventuelle, des mutations décrites sur les génes UL54 et UL97 peuvent
conférer différents niveaux de résistances au GCV (ou au VGCV) (Chou, 2015a; Chou et al., 2017;
Lurain and Chou, 2010). Un cas de résistance au VCGC a aussi été décrit chez I'enfant dans le
traitement d'une infection congénitale a CMVH (Morillo-Gutierrez et al., 2017).

En dépit des effets secondaires et de l'apparition de résistance au traitement, le GCV reste

une molécule de choix dans le traitement de l'infection a CMVH.
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I.2. Cidofovir et brincidofovir
Le cidofovir ou CDV, est un analogue nucléosidique de la désoxycytidine monophosphate. A
la différence du GCV, il posséde déja un groupement phosphate dans sa structure (Figure 19). Le
CDV est donc phosphorylé directement par les kinases cellulaires sans phosphorylation préalable
par la kinase pUL97 (Figure 18, page 60) (Britt and Prichard, 2018). Il agit par compétition avec la
désoxycytidine lors de I'élongation de I'ADN viral par pUL54. Aprés deux incorporations de CDV

dans I'ADN viral, I'élongation est significativement moins efficiente (Xiong et al., 1997).
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Figure 19. Schéma de la structure du cidofovir et du CMX001. D’aprés Britt and Prichard, 2018

Le CDV possede un large spectre d'activité et est efficace non seulement contre le CMVH mais
aussi contre d'autres virus tels que le papillomavirus, I'adénovirus, le polyomavirus et
l'orthopoxvirus (Andrei et al., 2015; Britt and Prichard, 2018).

Le CDV a une faible biodisponibilité ainsi qu'une faible perméabilité membranaire. Le
transport intracellulaire du CDV est facilité par des transporteurs d'anions organiques 1 (OAT1),
présents dans les cellules des tubules rénales. Les cellules exprimant ces récepteurs sont plus
sensibles au CDV (Zhang et al., 2015). Ceci peut expliquer la néphrotoxicité induite par le CDV. Du
fait de cette toxicité, le CDV est plus souvent donné en seconde intention ou pour des patients
réfractaires au GCV (Bonatti et al., 2017; Britt and Prichard, 2018).

De par la toxicité et la faible biodisponibilité du CDV, un dérivé du CDV moins néphrotoxique
a été développé. Le brincidofovir (BCDV) ou CMX001 (hexadécyclopropyl CDV) posséde un

groupement lipidique qui lui confére une meilleure biodisponibilité (Gerna et al., 2019a) ainsi
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gu'une absence de néphrotoxicité car il n'est pas un substrat des transporteurs OAT1 (Tippin et al.,
2016). Comme le CDV, il possede un large spectre antiviral et a donc une activité contre certains
poxvirus, le polyomavirus ou HSV (Lanier et al., 2010; Gosert et al., 2011; Prichard et al., 2011; El-
Haddad et al., 2016).

La premiére étude de pharmacocinétique et de toxicité chez 'lHomme ne démontrait aucun
effet secondaire lié a la dose (1 mg/kg tous les 6 jours) et aucune néphrotoxicité (Painter et al.,
2012). Le BCDV a été donné en traitement préemptif pour des patients receveurs de CSH
séropositifs au CMVH avec une posologie de 100 mg deux fois par semaine. Les symptdmes dus
au CMVH ont été significativement réduits avec toutefois l'apparition d'effets indésirables
(diarrhée) avec une posologie supérieure a 200 mg/semaine (Marty et al., 2013). Cependant, la
phase lll d'essai clinique, démontre une efficacité antivirale mais sans supériorité du BCDV face au
placebo en prévention de l'infection a CMVH. Le BCDV permet une chute du taux d'infection du
CMVH jusqu’'a 14 semaines de traitement mais avec une rechute de la charge virale aprés l'arrét
de la prophylaxie (suivi de 14 a 24 semaines). La toxicité gastro-intestinale induite par le BCDV rend
difficile de conclure sur le bénéfice de la molécule. Une administration par voie IV du BCDV pourrait
réduire les effets indésirables liés a la molécule (Marty et al., 2019).

Les mutations de résistances au CDV et BCDV sont situées exclusivement sur le géne UL54.
Ces deux molécules n'interagissant pas avec la kinase pUL97, aucune mutation de résistance au
CDV ou BCDV n'a été relevée sur le géne UL97. Cependant des résistances croisées avec le GCV et
parfois avec le foscarnet sont possibles sur le géne UL54 (Chou et al., 2016 ; Fischer et al., 2016 ;

Lurain and Chou, 2010).
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1.3. Foscarnet
Le foscarnet (FOS) ou acide phosphonoformique, est un analogue pyrophosphate (Figure 20).
Utilisé pour traiter l'infection a CMVH ainsi que la plupart des virus de la famille des Herpesviridae
comme le VZV, il a aussi montré des effets anti-VIH (Gnann Jr., 2007; Wagstaff and Bryson, 1994).
Le FOS se lie au site de liaison du pyrophosphate de 'ADN polymérase pUL54 et empéche ainsi le
clivage du pyrophosphate des nucléosides triphosphates lors de I'élongation de 'ADN viral (Figure

18, page 60).

foscarnet (FOS)
O

s
o

Figure 20. Schéma de la structure du foscarnet. D’aprés Britt and Prichard, 2018

Le FOS ne requiert aucune modification dans sa structure pour étre actif (Britt and Prichard,
2018; Gerna et al., 2019a).

Donné dans un premier temps pour le traitement de la rétinite a CMVH chez les patients VIH,
le FOS est donné le plus souvent aprés un échec thérapeutique du GCV pour les patients
transplantés.

Les mutations de résistances au FOS sont situées dans le gene UL54 et peuvent donner lieu a
des résistances croisées avec le GCV (Chou, 2015a; Hantz et al., 2010; Lurain and Chou, 2010). Le
FOS est néphrotoxique et peut induire une myélosuppression et des ulcérations des muqueuses

(Britt and Prichard, 2018; Gerna et al., 2019a).
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1.4. Aciclovir et valaciclovir
L'aciclovir (ACV) et sa prodrogue plus couramment utilisée, le valaciclovir (VACV) (Figure 21),
ciblent, comme le GCV, la polymérase virale du CMVH et doivent étre triphosphorylés pour étre
actifs. L'ACV est la référence pour le traitement de l'infection a HSV et il est 40 fois moins efficace
sur le CMVH in vitro et n'est donc pas utilisé dans le traitement de l'infection a CMVH (Britt and
Prichard, 2018). Avant la mise sur le marché du VGCV, le VACV a cependant été proposé en

prophylaxie primaire de l'infection a CMVH (Kervan et al., 2016).
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Figure 21. Schéma de la structure de I'aciclovir et du valaciclovir. D’apres Britt and Prichard,
2018.

L'utilisation de VACV a 2 g quatre fois par jour pendant 90 jours réduit I'apparition de maladie
a CMVH dans le groupe séropositif ou séronégatif vis-a-vis du CMVH en comparaison de l'utilisation
d'un placebo (suivi des patients jusqu'a 6 mois) (Lowance et al., 1999). Cependant, il ne présente
pas d'avantages majeurs en prophylaxie en comparaison avec le VGCV (Reischig et al., 2015).

Le VACV a été évalué chez la femme enceinte. Il a été délivré a des femmes enceintes avec
une confirmation de l'infection du foetus pour une posologie de 2 g quatre fois par jours jusqu'a
'accouchement. Méme si aucune baisse de la charge virale dans le liquide amniotique n'a été
relevé, le VACV a pu réduire significativement la charge virale dans le sang fcetal (Jacquemard et
al., 2007). Plus tard, une seconde étude démontre la bonne tolérance de ce traitement. Les femmes
retenues pour I'étude ont été soit exposées au VACV ou a I'ACV 4 semaines avant la conception ou
tout au long de la grossesse. L'exposition a ces deux antiviraux n'a pas été sources d'apparition

d’anomalies congénitales pour les nouveau-nés (Pasternak and Hviid, 2010). De plus, a trés fortes
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doses le VACV a démontré un bénéfice dans le traitement de I'infection congénitale a CMVH. Donné
a 8 g par jour chez les femmes enceintes avec un foetus présentant des signes d'infection a CMVH,
34 nouveau-nés sur 43 étaient asymptomatiques a la naissance avec une chute de la charge virale

dans le sang. Le VACV a été bien toléré méme a fortes doses (Leruez-Ville et al., 2016).

I.5. Cyclopropavir
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Figure 22. Structure du cyclopropavir. D’aprés Chou et al., 2012.

Le cyclopropavir ou filociclovir est un analogue méthylene-cyclopropane de la guanine (Figure
22). |l est efficace contre plusieurs cytomégalovirus tels que le CMVH, le CMV du rat (RCMV), de la
souris (MCMV) ou encore du rhésus macaque (RhCMV), ainsi que les herpesvirus HHV-6 et HHV-8.
Comme le GCV, il doit étre triphosphorylé pour étre actif avec une premiére phosphorylation par
pUL97 (Gentry et al., 2010) et cible la polymérase virale pUL54 (Britt and Prichard, 2018; Chou et
al., 2012). La phase Ib d'essai clinique montre que des doses allant jusqu’a 750 mg/jour sur une

durée de 22 jours n'induisent que des effets secondaires légers (Rouphael et al., 2019).

Il. Inhibiteurs du complexe terminase

Face aux problémes de toxicité et a 'apparition de plus en plus fréquente de résistances aux
antiviraux ciblant la polymérase virale, il est nécessaire de développer de nouvelles molécules anti-
CMVH. Le complexe terminase, composé des protéines pUL56/pUL89/pUL51, est strictement viral
et ne possede aucune homologie avec des protéines cellulaires. Il est donc une cible de choix dans

le développement de nouvelles thérapeutiques anti-CMVH.
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1. BDCRB
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Figure 23. Schémas de la structure du BDCRB et d’'un de ses dérivés, le
GW275175X. D’apres Britt and Prichard, 2018

Le 2-bromo-5,6-dichloro-1-B-d-ribofuranosyl benzimidazole ou BDCRB (Figure 23) inhibe
I'action du complexe terminase par interaction avec la sous-unité pUL89 (Underwood et al., 1998).
Il fait partie des premieres molécules découvertes pour inhiber le complexe terminase et n'a pas
besoin d'étre phosphorylé pour étre actif (Krosky et al., 2002). In vivo, le BDCRB posséde une activité
contre le GPCMV du cobaye (Nixon and McVoy, 2004).

Des mutations de résistances au BDCRB ont été identifiées sur les génes UL56 et UL89 ce qui
suggere que pUL89 serait aussi une cible de cette molécule (Krosky et al., 1998).

Un dérivé du BDCRB est en développement, le GW275175X (2-Bromo-5,6-dichloro-1-(3-D-
ribopyranosyl) -1H-benzimidazole) (Figure 23) qui serait plus stable. Des résistances ont été mises
en évidence dans les génes UL56 et UL89 et aucune étude clinique n'est en cours pour le moment

(Britt and Prichard, 2018).
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1.2.BAY-38-4766
Le composé BAY-38-4766 ou toméglovir (Figure 24), cible le complexe terminase et montre
une activité anti-CMVH et anti-MCMV (Reefschlaeger et al., 2001). Il est plutdt bien toléré chez
'animal. Des mutations de résistances croisées avec le BDRCB et le LTV ont été identifiées in vitro

sur UL56 et UL89 (Chou, 2017a).

tomeglovir (BAY-38-4766)
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Figure 24. Structure du tomeéglovir. D’aprés Britt and Prichard,
2018.

11.3.Letermovir
Le letermovir (LTV), AlC246 ou MK-8228 (Figure 25), est un antiviral de la classe des
quinazolines. Il cible pUL56, la grande sous-unité du complexe terminase (Figure 18, page 60)
(Goldner et al., 2011). In vitro, le LTV est efficace a des doses 400 fois inférieures aux doses efficaces
du GCV (LTV ECsp = 4,5nM ; GCV ECsp = 2uM) (Lischka et al., 2010). Cependant, le LTV ne posséde

gu'une activité anti-CMVH et n'est actif contre aucun autre virus (Marschall et al., 2012).
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Figure 25. Schéma de la structure du letermovir. D’aprés Britt and
Prichard, 2018

Le LTV a été utilisé en prophylaxie a 60 mg, 120 mg ou 240 mg/jour par voie orale et pour des

patients receveurs de CSH séropositifs au CMVH pour une durée de traitement de 12 semaines. La
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dose de 240 mg/jour a permis de réduire le taux d'infection a CMVH (Chemaly et al., 2014). D'autres
essais ont démontré I'intérét du LTV dans la prévention des complications dues au CMVH pour les
receveurs de CSH. Ainsi, pour des doses de 480 mg/jour ou de 240 mg/jour en combinaison avec
la cyclosporine pour une durée de 100 jours de traitement, le LTV a un effet protecteur et ce,
jusqu’a 24 semaines de suivi post-transplantation (Marty et al., 2017).

Le LTV a donc été évalué en 2009 (Phase Ila) sur une cohorte de patients transplantés de rein,
puis 2010 en ATU pour les patients transplantés de poumons avec une maladie a CMVH et des
résistances multiples aux antiviraux (Melendez and Razonable, 2015).

Finalement, le LTV a été approuvé par la FDA en janvier 2017 et par 'EMEA en janvier 2018
dans le cadre d'un traitement prophylactique des receveurs de CSH. Le LTV est le premier antiviral
ciblant le complexe terminase a avoir une autorisation de mise sur le marché. Il est administré a
480 mg/jour entre 0 et 28 jours post-transplantation pour une durée allant jusqu’a 100 jours apres
la greffe pour les receveurs de CSH séropositifs au CMVH (Gerna et al., 2019a). Il est aussi en étude
de phase Il pour l'efficacité et la toxicité chez les patients réfractaires aux traitements et avec une
maladie a CMVH (Coppock and Blumberg, 2019). Le LTV en prophylaxie primaire et secondaire
pour les receveurs de CSH démontre son efficacité jusqu’a 14 semaines de suivi (Lin et al., 2019).

Le LTV n'est pas associé avec une myélosuppression et aucune résistance croisée avec un
autre antiviral couramment utilisé en clinique, n'a été décrite a ce jour. Cependant, des mutations
de résistances ont été mises en évidence in vitro sur le géne UL56 avec une apparition rapide des
mutations en culture virale (Chou, 2015b). D'autres mutations sont présentes sur les genes UL89
et UL57(Chou, 2017b). Des mutations ont été identifiées in vivo sur le géne UL56 (Cherrier et al.,

2018; Frietsch et al., 2019).
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lll. Autres inhibiteurs
Des inhibiteurs d'autres protéines du CMVH ou ciblant des voies cellulaires sont utilisés en

clinique ou en cours de développement.

1. Maribavir
Le maribavir (MBV) ressemble a la structure du BDCRB (Figure 26) mais cible la kinase virale

pUL97 (Figure 18, page 60) (Britt and Prichard, 2018).
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Figure 26. Structure du maribavir. D’'apres Britt and Prichard, 2018.

La premiére étude de phase Il a échoué a la suite d'un défaut de posologie (100 mg/2xjour)
et de design de I'étude de phase Il (Marty and Boeckh, 2011; Marty et al., 2011). Une nouvelle étude
de phase ll, effectuée sur des receveurs de CSH résistants ou réfractaires aux autres antiviraux, a
pu déterminer que la dose idéale serait de 400 mg 2x/jour (Papanicolaou et al., 2019). D'autres
études ont démontré l'efficacité du MBV en traitement préventif pour des receveurs de CSH
séropositifs au CMVH sans effet myélosuppresseur de la molécule (Winston et al., 2008).

Une nouvelle étude de phase Il a été initiée en avril 2017 avec des résultats prévus en 2021
portant sur la comparaison du MBV et VGCV pour les receveurs de CSH en traitement préemptif
(Clinical Trial.gov Identifier : NCT02927067). Une autre étude de phase Il (Clinical Trial.gov
|dentifier: NCT02931539) a été initiée en décembre 2016 avec une posologie de 200 mg 2x/jour
pour les receveurs de CSH ou les patients transplantés d'organes solides réfractaires au traitement
(impossibilité de diminuer de plus d’'un logio la charge virale aprés 14 jours de traitement) ou pour
des patients avec une résistance documentée ou en 1°¢ intention de traitement (Gerna et al.,

2019a).
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Comme le MBV inhibe l'activité de la kinase pUL97, il est contre-indiqué d'associer le MBV avec
le GCV qui nécessite une phosphorylation par pUL97 pour étre actif. Des cas de résistances au MBV
ont été rapportés avec la présence de mutations dans le géne UL97. Ces mutations ont été

identifiées in vivo (Chou et al., 2019; Maertens et al., 2019).

lll.2. Artésunate
L'artesunate (ART) est un dérivé de l'artémisine, principe actif de I'Artemisia annua (Figure 27).
Utilisé dans un premier temps pour traiter le paludisme, il lui a été découvert une activité in vitro
anti-CMVH ainsi qu'anti-Epstein-Barr virus ou contre les virus des hépatites C et B (Efferth et al.,

2002, 2008; Kaptein et al., 2006).

o
ART

Figure 27. Structure de I'artésunate. D'aprés Hahn et al., 2018

L'ART ne cible pas directement le CMVH mais une voie cellulaire de support de la réplication
virale : la voie NF-kB (Hutterer et al., 2015). En inhibant cette voie, I'ART limite I'expression du MIEP
(Major Immediate Early Promoter) nécessaire a l'initiation de la réplication du virus (DeMeritt et al.,
2004).

L'ART est principalement donné en seconde intention a la suite d'un échec thérapeutique. Son
utilisation peut étre utile dans le traitement de patients résistants aux autres molécules avec

cependant des cas d'échec au traitement (Germi et al., 2014; Shapira et al., 2008; Wolf et al., 2011).
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lll.3. Sirolimus, évérolimus et leflunomide

L'évérolimus et le sirolimus sont deux inhibiteurs de la voie mTOR. Cette voie est activée lors
de l'entrée de CMVH dans la cellule et son inhibition permet de restaurer la réponse au stress
induit par I'entrée du virion.

L'utilisation de I'évérolimus dans la prise en charge de l'infection a CMVH a permis de diminuer
le nombre d'infections a CMVH pour certaines études de greffe cardiaque ou rénale. Un cas de
négativation virale sous évérolimus lors d'une infection a CMVH par un virus multirésistant a été
rapporté mais il est difficile de conclure directement quant a son effet anti-CMVH (Malvezzi et al.,
2016; Webster et al., 2006).

Le sirolimus montre lui aussi un effet protecteur dans la prise en charge de l'infection a CMVH
pour les patients transplantés a des doses comprises entre 6 et 18 ng/mL et par semaine a long
terme (plus de 100 jours de traitement) (Pifiana et al., 2018). L'utilisation seule du sirolimus n'est
pas suffisante pour le traitement de l'infection a CMVH, il est donc nécessaire de diminuer le
traitement immunosuppresseur, dans la mesure du possible, en paralléle de I'administration du
sirolimus (Shendi et al., 2019).

Un autre immunosuppresseur, le leflunomide présente un intérét dans l'aide a la prise en
charge de patients avec des infections a CMVH résistantes ou réfractaires. Utilisé comme
traitement de l'arthrite rhumatoide il a montré qu'il pouvait avoir un effet anti-CMVH contre des
souches de patients résistantes au GCV (Waldman et al., 1999). Le leflunomide a permis de réduire
la charge virale de facon significative en combinaison avec le foscarnet pour un patient résistant
ayant une rétinite a CMVH et des mutations de résistances sur les génes UL97 et UL54 (Rifkin et al.,
2017). Il a aussi démontré son utilité dans la prise en charge de patients transplantés de poumons

(Silva et al., 2018).
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IV. Immunoglobulines

Les immunoglobulines anti-CMVH ont été principalement proposées dans le traitement ou la
prévention de linfection congénitale. Apres des greffes d'organes solides, elles ne sont
recommandées qu'en cas d'hypogammaglobulinémie. Aprés une greffe de CSH, elles peuvent étre
proposées en association avec les antiviraux pour le traitement de la pneumopathie a CMVH,
désormais devenue rare grace au traitement préemptif, mais menacant le pronostic vital
(Razonable and Humar, 2019).

Il existe deux types dimmunoglobulines anti-CMVH sur le marché. Les immunoglobulines
standard données par voie intraveineuse (IVIG) et les immunoglobulines hyperimmunes (HIG). Les
HIG sont plus concentrées en IgG spécifiques du CMVH que ne le sont les IVIG (Germer et al., 2016;
Schampera et al,, 2019). Parmi les HIG, le Cytogam® (CSL Behring LLC) et le Cytotect® CP (Biotest
AG) sont capables d'inhiber I'infection a CMVH in vitro (Germer et al., 2016; Schampera et al., 2019).
Le Cytotect® CP semble avoir un fort taux d'IgG ciblant le complexe pentamérique. Une déplétion
des IgG liants ce complexe diminue la capacité neutralisante de ces HIG sur les cellules épithéliales
(ARPE-19) (Schampera et al., 2019).

L'efficacité in vitro du Cytotect® CP et du Cytogam® commence a étre démontrée et ces HIG
ont une activité neutralisante plus importante que les IVIG (Germer et al., 2016; Miescher et al.,
2015; Schampera et al., 2019). Invivo, les HIG semblent avoir un effet protecteur pour le feetus lors
d’'une primo-infection de la mére (Buxmann et al., 2012). Le Cytotect® CP a été évalué in vivo sur
592 femmes ayant fait une primo-infection avant la 17¢™ semaine de grossesse. L'administration
du Cytotect® CP aprés une injection unique de 200 unités/kg, diminue l'apparition de symptdmes
dus au CMVH chez le nouveau-né (suivi jusqu'a 1an) (Visentin et al., 2012). Cependant, une étude
randomisée effectuée sur 123 femmes ayant fait une primo-infection entre la 5¢™ et 26°™¢ semaine
de grossesse, n'a pas démontré de baisse significative du taux d'infection congénitale a CMVH suite
a un traitement au Cytotect® CP. Le Cytotect® CP a conduit a I'apparition d'effets secondaires tels

qgu'un faible poids de naissance pour les nouveau-nés traités (Revello et al., 2014). Ces résultats ont
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été démentis par une nouvelle étude effectuée sur 50 femmes, avec une posologie de 200
unités/kg et au moins deux prises durant la grossesse, sans apparition d'effets secondaires (faible
poids de naissance ou naissance prématurée) dus aux HIG (Chiaie et al., 2018). Méme si l'utilisation
systématique d’'HIG n'est pas recommandée durant la grossesse (Rawlinson et al., 2017), le
Cytotect® CP pourrait aider a la prévention de l'infection congénitale a CMVH.

De plus le Cytotect® CP a prouvé son intérét en rescue therapy pour les patients receveurs de
CSH réfractaires ou résistants aux traitements (Alsuliman et al., 2018). Cette préparation est
disponible en France sous autorisation temporaire d'utilisation nominative, en prévention ou en

traitement de l'infection a CMVH (ANSM, ATUn Cyotect ® CP Biotest).
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V. Développement des vaccins anti-CMVH

Le développement d'un vaccin contre le CMVH est une priorité dans la prise en charge de
I'infection a CMVH. Son besoin se fait notamment ressentir pour les femmes enceintes pour
lesquelles aucun traitement homologué n'est mis en place. La protection des patients transplantés
d'organes solides ou receveur de CSH est aussi une nécessité face a l'apparition de plus en
fréquente de résistances aux traitements ainsi que du faible nombre de nouvelles molécules mises
sur le marché. De nombreux vaccins sont en cours de développement ou d’essai clinique (Tableau
4) (Luisi et al., 2017).

Les vaccins sont développés soit a partir de virus atténués, soit a partir d'antigenes

recombinants du CMVH ou en utilisant 'ADN ou les ARN du CMVH.

Tableau 4. Vaccins en développement ou en essai clinique. D’aprés Luisi et al., 2017.

Type Developer Composants Statut

Virus chimérique

Aviron/Medimmune Phase |
Towne/Toledo
Virus dérivé V160 (réplication virale
Merck défective avec Phase |
expression. pentamér_e)
Sanofi gB/MF59 Phase Il
GSK gB/AS01 Phase |
Sous-unité recombinante Humabs Pentamére Préclinique

Pentamére (forme VLP de Préclinique

Redbiotec/Pfizer )
cellules d’insecte)

Vical/Astellas gB/pp65 (DNA TransVax) Phase Il
Vical gB/pp65 ,(DNA Préclinique
CyMVectin)
Genes virux City of Hope Fnenr:}Aan\”lee;tg:)pDGS/lE Préclinique/Phase |
Alphavax gB/pp65-IE1 (alphaviral Phase |

VRP AVX601)

Les deux principales souches virales utilisées dans la mise au point de virus atténués sont les
souches AD169 et Towne. Des patients greffés de rein et vaccinés avec la souche Towne atténuée,

ont bénéficié d'une bonne protection quant a I'apparition d’événements indésirables dus au CMVH.
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Cependant, aucune efficacité n'a été démontrée dans la prévention de l'infection pour des femmes
exposée a des enfants en bas age (Plotkin and Boppana, 2018).

Le vaccin V160 développé par Merck, est composé de la souche AD169 atténuée avec une
restauration de l'expression du complexe pentamérique. La phase |, a été conduite sur des adultes
séropositifs ou séronégatifs vis-a-vis du CMVH. Les particules virales issues du vaccin ne sont pas
excrétées dans les urines des patients séronégatifs au CMVH. Le vaccin a été plutdt bien toléré et
semble induire une réponse T spécifique. Il nécessite d'étre évalué dans la prévention de l'infection
chez les femmes enceintes (Adler et al., 2019).

Un vaccin constitué de la protéine gB associée a I'adjuvant MF59 a été utilisé en phase Il pour
des patients transplantés de rein ou de foie et séropositifs ou séronégatifs vis-a-vis du CMVH. La
durée de virémie pour les patients D+/R- a été réduite, permettant une réduction de la durée de
traitement (GCV ou VGCV). Ces premiers résultats n'ont été effectués que sur un faible nombre de
patients mais c'est derniers ont produit un niveau significatif d'anticorps anti-CMVH (Bernstein et
al., 2016; Griffiths et al., 2011). Ce vaccin a été utilisé chez des femmes ayant accouché depuis 1 an
et a fort risque d'infection par le CMVH. Le vaccin n'a pas permis de réduire le taux d'infection a
CMVH, il a cependant été bien toléré (Pass et al., 2009).

Le vaccin TransVax constitué de plasmides exprimant la gB et l'antigeéne pp65, en essai de
phase Il chez des patients receveurs de CSH et séropositifs au CMVH, est bien toléré mais nécessite
un essai de phase lll a plus grande échelle pour conclure sur le bénéfice de la vaccination (Kharfan-
Dabaja et al., 2012).

Le vaccin ASP0113 est composé de plasmides codants la gB et la protéine pp65. En phase Il
randomisée, il a été utilisé en prévention pour des patients séronégatifs recevant une greffe de
rein séropositive au CMVH. Malheureusement, aucune différence significative dans la prévention
de la virémie n'a été démontrée pour le vaccin en comparaison avec le placebo. Le vaccin a été
administré en post-transplantation ce qui pourrait ne pas étre la bonne indication (Vincenti et al.,
2018).
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Le CMVPepVax est composé d'une partie de la protéine pp65 se liant au CD8+ fusionnée avec
un épitope de la toxine tétanique avec un agoniste du TLR9. La vaccination de patients HSCT
séropositifs au CMVH a eu un effet protecteur avec une baisse des traitements antiviraux et une
plus faible réactivation virale. La composition du vaccin permet une stimulation des cellules T
spécifiques de pp65 ainsi que des cellules NK et donc une meilleure réponse immunitaire

(Nakamura et al., 2016).

VI. Conclusion sur les traitements anti-CMVH

Les antiviraux couramment utilisés comme le GCV et sa prodrogue le VGV, le CDV ou le FOS
ont démontré leur efficacité dans le traitement de l'infection a CMVH. Cependant, de nombreux
effets indésirables viennent assombrir le tableau tels que la toxicité de ces molécules et I'apparition
de mutations de résistances (Tableau 5).

Ces antiviraux ciblant les mémes protéines virales, les résistances sont parfois croisées avec

Tableau 5. Cibles virales des antiviraux anti-CMVH, résistances et toxicité.

. . Localisation des s . Efficacité
Molécule Cible < Toxicités principales A
résistances antivirale
Neutropénie, thrombopénie,
GCV- UL54 UL54-UL97 néphrotoxique, neurologique CMVH
VGCV P (Billat, 2015) (Mourez et al.,
2019)
Ccbv pUL54 UL54 Néphrotoxique (Britt, 2018), CMVH, HSV, vzVv

Néphrotoxique, ulcéres
mugqueux, Hypocalcémie,

FOS pUL54 UL54 Hypomagnésémie (Mourez et Herpesvirus
al., 2019)
ACV pUL54 UL54 et UL97 CMVH, HSV, VZV
LTV Com_plexe UL56 et UL89 in vitro Non documentés CMVH, tres_falbles
terminase uL51 sur autres virus
MBV uLe7 UL97 et UL27 (in vitro)
Paludisme, CMVH,
ART Voie KF-KB non trouvée hépatites B, C,
SIDA
d'autres molécules et conduisent a un échec thérapeutique.
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De nouvelles molécules ont eu leur autorisation de mise sur le marché, comme le LTV, mais
pour une utilisation restreinte. Le MBV, apreés I'échec des essais cliniques est de nouveau mis a
I'épreuve. Aujourd’hui, aucun vaccin n'est commercialisé, mais certains sont prometteurs dans
I'aide a la prise en charge de l'infection a CMVH.

Devant la disponibilité limitée des traitements antiviraux, le risque persistant de toxicité et
de résistance, ainsi que de l'absence de traitement validé pour l'infection congénitale, il reste
indispensable de développer de nouvelles molécules. De nouveaux composés sont en cours de
développement précliniques avec des mécanismes d'action nouveaux ou des structures modifiées
pour diminuer la toxicité tout en conservant l'efficacité et en améliorant la biodisponibilité.
Développer et valider des modeéles fiables et reproductibles pour sélectionner les molécules les
plus efficaces et les moins toxiques justifiant un développement clinique est donc une étape

cruciale vers ces progres thérapeutiques trés attendus.
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Chapitre V : Modéles d’étude pour I'évaluation de nouvelles molécules
antivirales.

De nombreux modéles d'études ont été développés pour étudier l'infection a CMV chez
'homme ou l'animal. Les principaux modéles existants ont été développés pour approfondir les
connaissances de linteraction du virus avec I'hdte. Grace a ces modeles, nous commengons a
mieux comprendre les voies de transmission du CMVH au travers de la barriére placentaire lors de
I'infection congénitale. Ainsi en 2016, Cameron A. McConkey et son équipe décrivent un modele de
culture cellulaire tridimensionnelle pour étudier la résistance des syncytiotrophoblastes du
placenta aux infections microbiennes (McConkey et al., 2016). Et in vivo, la dérégulation de la

différenciation cellulaire lors du développement a été étudiée (Cloarec et al., 2016).

I. Modéles tissulaires d’infection a CMVH
I.1. Culture de décidue
Devant la nécessité d'étudier les événements lors d'une infection congénitale précoce par le
CMVH, un modéle de culture ex vivo de décidue a été développé. Les explants de décidue sont
issues d'interruption volontaires de grossesse ayant lieu durant le 1¢" semestre. En plaque 48 puits,
environ 5 coupes de 250 pm de décidue sont mises en culture par puits et infectées par des virions
libres de CMVH. Ce modéle est capable de supporter une infection par le CMVH et montre

I'efficacité du GCV, ACV et d'immunoglobulines contre l'infection a CMVH (Weisblum et al., 2011).

1.2. Culture de villosités placentaires
Une des premieres études mettant en culture des villosités de placentas, démontre la
possibilité d'infecter ces explants avec le CMVH dans le but de pouvoir ensuite évaluer I'impact de
celui-ci sur le placenta (Amirhessami-Aghili et al., 1987). En 1999, S.R. Sooranna et al., mettent en
culture des villosités placentaires humaines issues du 1¢" ou 3¢ trimestre de grossesse. Cette
étude n'est pas dans un contexte d'infection a CMVH mais démontre la viabilité des explants en

culture (Sooranna et al., 1999).

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' | | 79
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Un modele de culture utilisant des coupes de villosités issues d'interruption volontaire de
grossesse a 12 semaines a été mis au point par 'équipe de Gabrielli (Gabrielli et al., 2001). Les
coupes sont infectées directement par des virions extracellulaires de CMVH de la souche Toledo.

Un autre modeéle propose une culture de villosités issues de 1¢ et 3¢ trimestre de grossesse
avec une comparaison de méthode d'infection par le CMVH. Ce modele d'infection utilise la souche
de CMVH VHL/E. La méthode retenue, et qui s'approche au mieux de l'in vivo, infecte les villosités
au travers d'une couche de fibroblastes infectés au fond des puits de culture. Les villosités sont
déposées sur du gelfoam reposant sur les cellules. Dans ce modéle, le placenta de 1°" trimestre est
plus permissif au virus que celui de 3™ trimestre. La culture est maintenue jusqu’a 21 jours avec
une production constante de virions dans le surnageant (Lopez et al., 2011).

Un autre modéle d'infection a CMVH des villosités de 1°" trimestre existe avec une infection
par les souches AD169 et P* (isolat clinique). L'infection se fait aussi par une couche de fibroblastes
infectés (cellules MRC-5) avec les villosités sur le gelfoam. A la différence de Lopez, et al., le placenta
reste en présence des cellules infectées pour toute la durée de 'expérimentation. La culture est
maintenue durant 24 a 28 jours avec une production constante de beta-hCG dans le surnageant
de culture. Des essais d'efficacité du CDV, du MBV et de la baicaléine avec ou sans ART (Morére et

al., 2015).

II. Modéles animaux d’infection a CMVH

L'étroite spécificité d'hdte du CMV restreint le plus souvent son étude aux hdtes respectifs
(McGregor and Choi, 2011).

II.1. La souris

Le modéle murin est le plus utilisé pour I'étude du cytomégalovirus. Les souches murines les
plus communément utilisées sont les souris BALB/c immunocompétentes pour l'interaction du
virus avec le systéme immunitaire de I'hote, et les souris SCID pour l'obtention de souris
humanisées. Les principales souches virales de CMV murin (MCMV) utilisées chez la souris sont les
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souches K181 et Smith qui sont entierement séquencées (Rawlinson et al., 1996). Des virus
recombinants sont aussi disponibles pour I'étude de linfection a MCMV (Messerle et al., 1997).

Le MCMYV est sensible au GCV. Cependant, pour étre actif il est phosphorylé non pas par la
protéine M97 (homologue de UL97) mais par une kinase cellulaire. Les essais pour remplacer M97
par UL97 sont non concluants. Le virus recombinant se réplique difficilement et équivaut a un KO
de M97. Les souris C57BL/6 sont résistantes a l'infection par le MCMV a cause d'une réaction
croisée d'antigene du MCMV qui est un ligand pour un récepteur d'activation des cellules NK. Les
souris BALB/c sont utilisées pour l'infection par des souches sauvages de MCMYV et les souris SCID
pour étudier la pathogénicité du CMVH et I'étude des antiviraux chez I'héte immunodéprimé
(Crawford et al., 2015).

e Modéles murins d’infection a CMV :

De par la différence de structure du placenta entre la souris et 'homme, la souris n'est pas un
modéle de choix pour la transmission in utero du CMV (Georgiades et al., 2002). Malgré cette
différence, des modeles murins ont été développés pour mieux comprendre |'impact du CMV sur
le développement neural, le cerveau de nouveau-nés de souris présentant des similitudes avec
celui de 'homme (Reddehase and Lemmermann, 2018).

Ainsi, une injection de souche de MCMV dans le lobe cérébral droit 24h apreés la naissance de
souris BALB/c montre que le MCMV se réplique dans les neurones du ganglion spinal et dans les
cellules épithéliales de la cochlée et conduit a la mort cellulaire des cellules ciliaires (Schachtele et
al., 2011). L'infection en intrapéritonéal (IP) avec la souche Smith dans les 12h suivant la naissance
des souris BALB/c entraine une baisse de l'audition et une perte de I'épithélium sensitif. Un
traitement aux corticostéroides permet de diminuer la gravité des séquelles auditives par chute
de l'inflammation due a l'infection virale (Sung et al., 2019). Le GCV a aussi montré son efficacité
dans la diminution de séquelles auditives apres infection par le MCMV 3 jours apreés la naissance
de souris BALB/c. De plus, le GCV délivré toutes les 12 heures pendant 14 jours conduit a une
diminution de la charge virale de la souche K181-GFP (Haller et al., 2019).
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Cependant, en raison de l'étroite spécificité d'héte du cytomégalovirus humain, il est
nécessaire de développer des modeéles de souris humanisées pour évaluer le potentiel anti-CMVH
de nouvelles molécules dans un modeéle in vivo.

e Souris humanisées et infection a CMVH :

De nombreux modeéles de greffes de cellules humaines existent chez la souris. Une des
premieres souris humanisées est la souris SCID-hu greffée avec du thymus et du foie humains. La
greffe de thymus et foie feetaux est effectuée sous la capsule rénale sur des souris agées de 8
semaines. Le CMVH (souche Toledo) est capable de se répliquer dans le greffon avec une infection
persistante et une greffe durable dans le temps (jusqu’a 9 mois). Un traitement au GCV dans l'eau
de boisson, ou en IP, a permis de diminuer de fagon significative la charge virale dans le greffon
(Mocarski et al., 1993).

Dans un contexte d'infection congénitale a CMVH, la présence du virus dans une greffe de
villosités placentaires, sous la capsule rénale de souris SCID, dérégule la capacité d'invasion des
cytotrophoblastes ainsi que la formation des vaisseaux lymphatiques (Tabata et al., 2012).

Les souris humanisées ont aussi démontré leur intérét dans I'étude de la réactivation virale
suite aux greffes de CSH. Des souris ont été greffées avec des cellules souches hématopoiétiques
dans le but de rétablir le systéeme immunitaire humain. Des cellules B, des monocytes et des
macrophages sont capables de se développer dans de telles souris, mais les LT présentent un
défaut de maturation car le thymus murin est différent. Une greffe de thymus pour ces souris a
donc permis le développement correct de cellules T CD4+ et CD8+ impliquées dans la latence du
CMVH (Crawford et al., 2015).

Les modeéles murins permettent aussi I'évaluation in vivo de certains antiviraux. Deux modeéles
de greffes ont été utilisés pour tester I'efficacité du GCV et du CDV. Le premier modele est une
souris humanisée (SCID-hu) avec un implant de tissu foetal dans la chambre antérieure de I'ceil. Le
deuxieme modele est la souris SCID-hu greffée thymus/foie sous la capsule rénale (Kern et al.,
2001). Le CDV est efficace dans les deux modeéles pour diminuer la charge virale de CMVH dans les
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tissus greffés, alors que le GCV ne permet une diminution du CMVH que dans le modéle d'implant
rétinien. La biodisponibilité du GCV est différente dans les deux modéles. Le choix d'un modéle
pertinent est donc crucial pour I'évaluation d'une molécule (Crawford et al., 2015).

L'équipe de Bravo et al., a effectué des greffes en sous-cutané de fibroblastes humains cultivés
sur gelfoam et infectés par le CMVH. Le CDV induit une diminution de la charge virale plus
importante qu'avec le traitement par GCV dans ces implants. L'efficacité de la molécule est aussi
dépendante de la vascularisation de la greffe (Figure 28) qui est plus développée entre 5 et 14

jours post-greffe qu'entre 0 et 5 jours post-greffe (Bravo et al., 2007).

Figure 28. Implants sous-cutanés de fibroblastes sur Gelfoam chez la souris SCID.
A. aprées 5 jours d’implantation et B. aprés 14 jours. D’aprés Bravo et al., 2007.

L'efficacité du LTV a été éprouvée sur des souris NOD SCID greffées en sous-cutanée avec des
fibroblastes humains cultivés aussi sur gelfoam (Lischka et al., 2010). Cependant ces modeles ne

permettent pas d'évaluer le comportement de la molécule dans un tissu complexe.

11.2. Le rat
Le rat n'est pas utilisé pour l'étude de la transmission du virus au foetus. En effet, la
transmission verticale du RCMV n'est pas clairement établie. Une seule souche de RCMV a été

isolée et serait capable de traverser le placenta (Loh et al., 2006).
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Cependant, des modeéles ont été développés pour étudier I'impact du virus sur le
développement de nouveau-nés infectés. Le rat est donc aussi utilisé comme modele d’étude de
Iinfluence du CMV sur le développement cérébral avec, par exemple, une injection dans les
ventricules cérébraux de RCMV (souche Maastricht-GFP) pour mimer une infection congénitale a
15 jours de gestation. L'infection par le RCMV montre une dérégulation de I'activation des cellules
microgliales, ainsi qu'une augmentation de I'expression des cytokines (Cloarec et al., 2016). Plus
tard, le méme modeéle mais avec un traitement in utero des rats par déplétion de la microglie, avec
injection de liposomes contenant du clodronate en intracérébroventriculaire, et suivi d'un
traitement a la doxycycline en per os, a permis une amélioration du développement cérébral lors

d’'une infection par le RCMV (Cloarec et al., 2018).
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Figure 29. Bénéfice de la vaccination lors de transplantation cardiaque chez le rat. Courbes
de survie aprés vaccination des rats infectés par le RCMV 70 jours ou 35 jours avant la
transplantation cardiaque. D’aprées Streblow et al., 2015.

Le rat sert aussi de modele d'infection a CMV dans le cadre de rejets de greffe. Ainsi, des rats
ont été vaccinés avec une souche atténuée de RCMV avant et aprés une transplantation cardiaque
(D+/R-). Le temps de rejet de greffe est réduit de 108 jours a 59 jours pour les rats vaccinés et
transplantés avec une greffe infectée par le RCMV. Le bénéfice de la vaccination est conservé
jusqu'a 70 jours avant la greffe et avec une seconde injection 28 jours aprés la premiére pour
« booster » la réponse immune. De plus, des IgG produites par les rats vaccinés et transférées via
le sérum a un autre rat avant une transplantation permet de retarder le rejet de la greffe (Figure

29) (Streblow et al., 2015).
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Il.3.Le cobaye

Le cobaye est utilisé comme modéle d'infection congénitale a CMV. En plus d'avoir un placenta
ayant une structure similaire a 'homme, la gestation est aussi découpée en 3 phases (Leiser and
Kaufmann, 1994). Le placenta du cobaye (ou guinea pig) est hémochorial comme chez 'lHomme et
permet la transmission du CMV de la mére au feetus. De plus, l'infection congénitale par le CMV du
cobaye (GPCMV) est associée aux mémes séquelles que chez 'Homme, soit, une perte d'audition
et des troubles du développement neurologique (Schleiss and McVoy, 2010).

Le cobaye est donc un modele de choix pour évaluer le bénéfice d'une vaccination dans la
transmission du GPCMV in utero. Un vaccin constitué d'une souche de GPCMV atténuée et dont les
génes permettant I'évasion a la réponse immunitaire ont été délétés (genes codant des protéines
homologues au CMH-I), permet une production d’anticorps anti-GPCMV. Un vaccin constitué d'une
souche virale privée de génes impliqués dans I'échappement au systéme immunitaire permet le
développement d'une réponse adaptative plus performante qu'avec un vaccin contenant
seulement une souche virale atténuée. La vaccination des cobayes aurait de plus un effet
protecteur avec un meilleur taux de survie des nouveau-nés (Crumpler et al., 2009). Plus
récemment, un vaccin développé selon le modéle du V160 (Merck), permettant I'expression du
complexe pentamérique ainsi que trimérique a sa surface, s'est avéré efficace dans la prévention
de l'infection congénitale du cobaye (Choi et al., 2019). La présence du complexe pentamérique
dans son ensemble conduit a la mise en place d'une réponse immunitaire plus performante et plus
compléte contrairement aux vaccins ne contenant que la gB qui ne permettent pas la production
d'anticorps dirigés contre ce complexe.

Le GPCMV est moins sensible au GCV que ne l'est le CMVH mais de sensibilité identique au
CDV. Un traitement par le GCV de cobayes infectés par le GPCMV au début du 3¢ tiers de
gestation, ne permet pas de contrdler la virémie. De méme qu'un traitement par le CDV ne permet

pas de contrbler totalement la virémie mais conduit a 'augmentation de la survie ainsi que du
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temps de gestation des cobayes infectés (Bravo et al., 2006). Toutefois, le traitement au CDV
protége les nouveau-nés d'une infection par le GPCMV in utero (Schleiss et al., 2006).

Le génome du GPCMV est entierement séquencé (Kanai et al., 2011; Schleiss et al., 2008). Ainsi,
la résistance du GPCMV au GCV (et au MBV) viendrait de la protéine GP97, homologue de pUL97,
mais incapable de phosphoryler le GCV (Williams et al., 2003). Les essais de substituions du géne
M97 par UL97 ont échoué dans le MCMV (Rawlinson et al., 1997; Wagner et al., 2000). Chez le
cobaye, la délétion du gene GP97 inhibe la réplication virale mais la construction d'un virus
chimérique exprimant aussi pUL97 rend le GPCMV sensible au GCV et au MBV (McGregor et al.,
2008). Le GPCMV est aussi utilisé pour tester certains inhibiteurs des terminases, notamment dans
la compréhension des mécanismes de résistance au BDCRB (Ourahmane et al., 2018). Cependant,
le letermovir, est spécifique du CMV humain, et le modéle GPCMV ne peut étre utilisé pour cette
molécule (Marschall et al., 2012). D'autres molécules ont été évaluées sur le cobaye telles que

I'aciclovir et le foscarnet et permettent une diminution de la charge virale (Lucia et al., 1984).

Il.4.Macaque rhésus

L'infection des macaques rhésus par le CMV est semblable a 'homme avec une prévalence de
50% chez les jeunes macaques infectés avant 7 mois et presque 100% pour les macaques agés d'1
an. Les macaques rhésus sont capables de développer des cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques du
RhCMV (Itell et al., 2017b). Le RhCMV est excrété dans la salive, les urines, les sécrétions génitales
et le lait maternel (Cavicchioli et al., 2015). Cependant, le RhCMV se transmet moins efficacement
de la mére au nouveau-né via le lait maternel ou la salive que le CMVH (Kaur et al., 2018).

Environ 60% des ORF du RhCMV sont homologues avec CMVH. L'homologie est aussi présente
entre les protéines du complexe pentamérique du CMVH et du RhCMV. Il est donc possible
d'évaluer l'efficacité potentielle des vaccins anti-CMVH contre le RhCMV (conservation entre les
especes). Il a déja été montré que des anticorps anti-gB du RhCMV étaient efficaces contre le CMVH

(Itell et al., 2017b; Kropff and Mach, 1997). Une protection de I'infection a RhCMV est possible aprés
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vaccination avec la RhgB et/ou pp65 chez les singes adultes sains (Abel et al., 2011). Une vaccination
par un virus modifié exprimant le gene Rh-UL128C permet une production d'anticorps neutralisants
chez les macaques rhésus (Wussow et al., 2013).

Les foetus des macaques rhésus infectés in utero par le RhnCMV développent des séquelles
neurologiques similaires aux nouveau-nés humains infectés par le CMVH durant le 1¢" et 2éme
trimestre de grossesse. L'infection par le RnCMV de femelles gestantes déplétées en LT CD4+ ou
immunocompétentes mais séronégatives, conduit a une transmission du virus au feetus sur les 4
animaux testés pour la déplétion en LTCD4+ et pour 3 des pour les macaques rhésus séronégatifs
vis-a-vis du RhCMV. Pour 3 des 4 animaux déplétés en LT CD4+, l'infection a conduit a avortement
spontané. Ce modeéle dinfection congénitale pourrait permettre ['évaluation des hyper-
immunoglobulines (HIG) dans la prévention de linfection a CMVH (ltell et al., 2017a). Cette
expérience démontre le role majeur des LT CD4+ dans la protection de l'infection du feetus in utero

par le RACMV (Fan et al., 2017).

lll. Conclusion sur les modeéles d’infection a cytomégalovirus

Les modeles d'infection a cytomégalovirus sont nombreux et ciblent différents aspects de
linfection a CMV. Concernant linfection congénitale, les modéles d'infections tissulaires
permettent d'appréhender la physiologie de linfection a CMVH mais sont peu utilisés pour
I'évaluation de nouvelles molécules.

Les modéles animaux ont permis de mieux comprendre les conséquences liées a une
infection congénitale ou améliorer la prise en charge des patients transplantés. Cependant, face a
la stricte spécificité d’'héte du CVMH il est compliqué d'étudier limpact in vivo de nouvelles
thérapies anti-CMVH. Les modéles animaux sont principalement utilisés dans le développement
de vaccins. Il est donc indispensable de poursuivre les travaux visant a développer des modéles

permettant d'évaluer le potentiel de nouveaux antiviraux contre le CMVH.
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Introduction a I'étude expérimentale

L'infection a CMVH est donc un probléme majeur de santé publique. Méme si l'infection a
CMH est souvent asymptomatique, elle peut étre la cause de graves conséquences si elle survient
chez la femme enceinte ou le patient immunodéprimé. Pour les patients immunodéprimés, les
traitements actuels sont efficaces mais montrent leurs limites. Si la plupart sont toxiques et donc
contre-indiqués lors de certaines greffes, leur principal désavantage est I'apparition de plus en plus
fréquente de mutation de résistances (Fischer et al., 2016; Hantz et al., 2010; Lurain and Chou,
2010).

Concernant linfection congénitale a CMVH, elle touche 0,7% des naissances a travers le
monde. Les conséquences d'une infection in utero vont d'une thrombopénie a des séquelles plus
graves tels que la surdité ou le retard mental (Leruez-Ville and Ville, 2017). Les traitements
couramment utilisés pour lutter contre l'infection a CMVH sont proscrits chez la femme enceinte
du fait de leur toxicité. Seuls le VACV a forte dose est délivré a la femme enceinte et le GCV chez le
nouveau-né pour diminuer la gravité des séquelles auditives (Kimberlin et al., 2015; Leruez-Ville et
al., 2016).

Le développement de nouveaux traitements antiviraux est donc une priorité dans la prise en
charge de linfection a CMVH. Cependant, il est nécessaire d'avoir a disposition des modéles
pertinents pour I'étude préclinique de ces nouvelles molécules. Des modeles tissulaires ont été
développés afin de mieux comprendre les mécanismes de transmission du virus in utero lors d'une
infection congénitale. Cependant, méme devant la faible disponibilité de traitement pour la femme
enceinte, peu sont utilisés pour évaluer 'efficacité des antiviraux.

De plus, le CMV est un virus comportant une étroite spécificité d’'héte ce qui implique de
développer de nombreux modeéles animaux d'infection a CMV. Le modéle murin infecté par le
MCMYV, est principalement utilisé dans I'étude de l'interaction du virus avec le systéme immunitaire

de I'néte. Le rat, est utilisé entre autres pour I'étude des transplantations et le macaque rhésus
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pour les essais de nouveaux vaccins. En ce qui concerne I'étude de la transmission verticale du
CMV, le modéle le plus couramment utilisé est le cochon d’inde car son placenta comporte une
structure similaire a 'homme. Cependant, les antiviraux efficaces contre le CMVH ne le sont pas
toujours face au GPCMYV, tels que le GCV ou le MBV, a cause d'un défaut d'homologie entre la
protéine pUL97 du CMVH et du GPCMV (McGregor and Choi, 2011).

Pour répondre aux problématiques thérapeutiques de l'infection a CMVH, ce travail de thése
s'est donc divisé en deux parties :

e Partie |: Développement de modéles d'infection a CMVH pour I'évaluation de
nouvelles molécules antivirales.
e Partie Il ; Evaluation du potentiel anti-CMVH de nouvelles molécules antivirales.

Dans la 1¢ partie nous avons poursuivi la mise en place d'un modeéle de culture de villosités
flottantes placentaires issues de 1¢ et de 3™ trimestres de grossesse. Le but étant de définir le
modeéle le plus adapté pour I'étude du potentiel anti-CMVH de nouvelles molécules. Nous avons
parallélement finalisé et validé un modeéle in vivo de greffe de villosités flottantes chez la souris
SCID. Ce travail de mise en place de modeles d'infection a CMVH a conduit a la 2¢™¢ partie de ce
travail de these.

Dans la Partie Il, nous avons évalué le potentiel anti-CMVH de trois molécules. Un dérivé de
l'artésunate, le TF27, utilisé comme molécule modele pour améliorer le développement de
nouvelles thérapies anti-CMVH. Nous avons également évalué |'efficacité et la toxicité du LAVR-289,
basé sur le mode d’action du cidofovir et dont le potentiel anti-CMVH n’avait jamais été étudié.
Enfin, nous nous sommes intéressés au Cytotect CP, une immunoglobuline spécifique du CMVH,

en vue d'une utilisation dans un contexte d'infection congénitale.
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Partie | : Modéles d’étude pour l'infection a CMVH

I. Introduction

La premiere partie de ce travail s'est focalisée sur l'optimisation de modeéles d'infection a
CMVH dans un but d'évaluer l'efficacité de nouvelles molécules a potentiel anti-CMVH.

Le CMVH posséde une étroite spécificité d’hote mais une fois I'note infecté, il est capable de
se répliquer dans de nombreuses cellules (Gerna et al., 2019b). Lors d'une transmission verticale,
il pourra infecter le placenta et traverser cette barriére pour aller infecter le foetus. La présence du
CMVH dans le placenta peut déréguler I'angiogenése, entrainer une inflammation, ce qui peut
s'avérer délétére pour le développement du foetus (Pereira, 2018; Pereira et al., 2017). Un des
premiers tissus foetaux a étre traversé et étre infecté par le CMVH sont les villosités flottantes.

Nous avons donc choisi de développer plusieurs modéles d’étude de l'infection a CMVH en
vue de pouvoir évaluer le potentiel de nouveaux antiviraux :

e Un modele in vitro de culture cellulaire

e Un modele ex vivo de culture de villosités flottantes placentaires de 1°" et de 3™ trimestre
de grossesse

e Un modele in vivo de greffe de villosités flottantes chez la souris SCID.

Concernant le modele in vitro, nous nous sommes intéressés a deux types cellulaires que sont
les fibroblastes embryonnaires issus de poumon et une lignée de cellules épithéliales. Ces types
cellulaires ont été utilisés pour évaluer la capacité d'isolats cliniques de CMVH a infecter les
fibroblastes ou les cellules épithéliales et a produire des virions dans le surnageant de culture.

L'utilisation de virions extracellulaire est nécessaire lors de l'infection des villosités flottantes
dans notre modéle ex vivo (Morére et al., 2015). Ce modéle a été modifié une premiere fois par D.
Andouard dans ses travaux de thése (Andouard, 2015). Dans ce dernier modele, seule la souche
AD169 a été étudiée. Nous avons choisi dans ce travail de compléter ce modéle avec I'étude de

I'infection des villosités par deux souches de CMVH a tropisme endothélial. De plus, l'infection
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congénitale pouvant avoir lieu tout au long de la grossesse, nous avons choisi d'étudier l'infection
de villosités issues de 1" et de 3°™ trimestre de grossesse.

Enfin, nous avons choisi de développer un modéle de greffe de villosités placentaires
humaines dans un modeéle animal facile a manipuler, soit la souris. Le développement d'un tel
modeéle est effectué dans une perspective de tester I'efficacité de nouveaux antiviraux dans un
modeéle in vivo aprés administration per os ou en intrapéritonéal (IP) des molécules.

Afin d'éviter le caractere invasif des greffes dans la capsule rénale, un premier modele a été
mis au point au laboratoire chez la souris SCID avec une greffe en sous-musculaire d'explants de
villosités flottantes issues de placenta de 1¢" trimestre. Ces essais, effectués par L. Morere dans ses
travaux de thése (Moreére, 2016) ont été concluants, avec la confirmation d'une vascularisation du
greffon nécessaire dans une optique de traitement antiviral administré en IP ou per os. Cependant,
la greffe en intra-musculaire nécessite une étape chirurgicale supplémentaire et invasive, a savoir
I'incision puis la suture du muscle sous lequel est inséré I'implant. En outre, cette étape peut
également générer des douleurs ainsi qu'une géne pour les souris.

Nous avons donc repris la mise au point du modele de greffe de tissu placentaire en sous-
cutanée avec une vérification de la vascularisation des implants au cours du temps ainsi que de
I'évolution de la cinétique virale des souches de CMVH dans ces implants afin de déterminer dans
quelle fenétre de temps I'évaluation du potentiel anti-CMVH de nouveaux antiviraux est la plus

pertinente.
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Il. Matériels et Méthodes

1. Cellules

Deux types cellulaires ont été employés dans cette partie. Les cellules sont cultivées en étuve

a 37°C, 5% de CO; et en atmosphére humide.

Tableau 6 : Composition des milieux de culture des différents types cellulaires utilisés.

SVF
Cellules Milieu HEPES Glutamine Pénicilline Gentamycine ; ; ;
décomplémenté
MEM
FEH 1X 1X 50pg/ml 10pg/ml 7%
(Eurobio)
DMEM-F12 Inclus dans le Incluse dans le
ARPE-19 50ug/ml 10pg/ml 10%
(Fisher Scientific) milieu de base milieu de base

Les cellules MRC-5, fibroblastes humains issus de poumon embryonnaire ou FEH
(BioMérieux, France). Les FEH sont mises en culture a une densité cellulaire de 1.10°
cellules/mL, en plaques 48 puits (500 pL/puits), 96 puits (250 pL/puits) ou en flacon de
culture (7, 20 ou 50 mL). Voir Tableau 6 pour la composition du milieu.

Les ARPE-19, cellules épithéliales humaines de la rétine (ATCC® CRL-2302™ USA), sont
mises en culture a une densité cellulaire de 5.10* cellules/mL en plaques 48 puits et 96
puits et en flacons de culture (7, 20 ou 50 mL). Voir Tableau 6 pour la composition du
milieu. Concernant l'entretien des ARPE-19, elles sont cultivées en flacon 75 cm? jusqu’a
subconfluence avant d'étre trypsinées. Brievement, la nappe cellulaire est rincée avec
15 mL de « verséne » -EDTA 1/5000 dans du PBS (Verséne-EDTA 1/5000, Eurobio, France)
puis les cellules sont décollées avec 10 mL de mélange trypsine-EDTA (0,05% trypsine et
0,53 mM EDTA, Eurobio, France). Aprés une centrifugation de 1000 rpm, pendant 10 min
a 37°C, le culot cellulaire est remis en suspension dans 5 mL de milieu, les cellules sont
dénombrées pour un ensemencement des plaques ou flacons a 5.10* cellules/mL. Le

milieu est renouvelé aprés 24 heures puis tous les deux jours.
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Il.2. Cultures virales
e Souches virales de laboratoire :

La souche virale AD169 provient de I'ATCC (VR-538, ATCC, USA). Les souches a tropisme
endothélial et épithélial, VHL et TB40 sont un don de M. Stéphane CHAVANAS (UMR 1043, CPTP,
Toulouse, France) et sont cultivées soit en FEH soit en ARPE-19. Si elles sont cultivées en ARPE-19,
elles sont alors dénommées VHL/E ou TB40/E.

e Souches virales issues de patients :

La souche S*, estissue d’'urine de nouveau-né avec une infection symptomatique a CMVH. Les

différentes souches issues de patients sont un don du Centre National de Référence des

Herpesvirus (CNR Herpesvirus, CHU de Limoges, France).

I1.3. Stock de virions extracellulaires
1.3.1. Production de virion extracellulaires
Les différentes souches virales sont passées successivement sur cellules FEH ou ARPE-19 en
flasques de culture de 25 cm? puis 75 cm? et 175 cm2. Chaque passage est effectué en augmentant
progressivement la taille du flacon et aprés avoir atteint 100% d'effets cytopathiques sur les
nappes cellulaires. Le dernier passage (sur flacon 175 cm?) est effectué une deuxieme fois sur la
méme taille de flacon pour favoriser la réplication virale jusqu'a lyse des cellules. Le surnageant
alors est récolté et subit une congélation a -80°C pendant 24h, avant d'étre clarifié pendant 10 min

a 3500 rpm puis aliquoté et conservé a -80°C.
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11.3.2.Titrage de surnageant viral
Les aliquotes de surnageant viraux sont décongelés et dilués en en dilution de raison 10 en
milieu de culture pour FEH ou ARPE-19. Les dilutions sont ensuite déposées sur cellules FEH ou
ARPE-19 confluentes en plaque 48 puits. Les plaques sont centrifugées 45 min a 3500 rpm a 37°C
avant de remplacer le milieu de culture. Les plaques sont incubées 5 jours dans une étuve a 37°C,
5% de CO; et en atmosphére humide. Les cellules sont alors fixées en acétone glacial 90% a -20°C
pendant 20 min. Les puits sont vidés et utilisés de suite pour marquage par immunocytochimie ou

conservés a -20°C.

Figure 30 : Foyers d’infection de la souche TB40 en cellules FEH apres 5
jours d’incubation. Microscope inversé, grossissement x100, marquage des
antigenes IEA/EA du CMVH par immunocytochimie.

e Marquage par immunocytochimie :

Ce marquage est effectué directement dans les puits de plaque, en évitant tout contact
prolongé des cellules avec I'acétone a température ambiante et sans jamais laisser sécher la nappe
cellulaire. Les cellules sont incubées 30 min dans I'étuve a 37°C en présence d'un anticorps
primaire de souris ciblant les antigénes Immediate early et early (IEA/EA) (Argéne, BioMérieux,
France) dilué au 1/50¢™¢ dans 150 pL de PBS sans calcium ni magnésium pour un essai en plaque
48 puits (Eurobio, Courtaboeuf, France). Aprés deux ringages de 10 min au PBS, les cellules sont
incubées 30 min avec un anticorps secondaire de chévre anti-souris couplé a la peroxydase (Dako,
France). Deux autres ringages de 10 min au PBS sont encore nécessaires avant d'ajouter du 3,3'-

Diaminobenzidine (DAB) en suivant les recommandations du fournisseur. Dés apparition de la
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coloration dans les noyaux cellulaires, le DAB est remplacé par du PBS avant comptage des foyers
d'infection (Figure 30, page 95). La détermination du nombre de foyers d'infection par millilitres,

correspond aux PFU/mL (plaque forming unit/mL).

11.4. Collection Biologique de placentas

Les placentas de 1°¢" trimestre sont issus d'interruption volontaire de grossesse (IVG) (entre 8
et 14 semaines de grossesse) et les placentas de 3™ trimestre sont récupérés aprés une
césarienne et sans complications pendant la grossesse. Les placentas sont obtenus en
collaboration avec la Collection Biologique de I'H6pital Mére-Enfant (CB-HME, CHU, Limoges) dans
le cadre d'une convention de collaboration et avec le consentement des patientes.

Les villosités flottantes sont extraites des placentas et mises en culture dans du milieu
minimum essentiel (MEM, Eurobio, France) supplémenté par 10% de sérum de veau fcetal, 1% de
L-glutamine, 50 pg/mL pénicilline et 10 yg/mL gentamycine.

Les villosités issues de femmes séronégatives pour le CMVH sont utilisées pour les essais
antiviraux ex vivo et celles issues de femmes séropositives pour le CMVH pour les essais de
cytotoxicité. Le statut sérologique est déterminé par dosage des IgG anti-CMVH par

chimiluminescence (Liaison® XL, Diasorin, Italie).
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I.5.Modéle d’infection des villosités

Le modéle ex vivo de culture de villosités placentaires est adapté de (Morére et al., 2015) et a
été modifié par D. Andouard (Andouard, 2015). Les cellules FEH en plaque 48-puits sont infectées
par les virions extracellulaires des souches AD169, TB40/E ou VHL/E a une multiplicité d'infection
(MOI) de1. Les plaques sont centrifugées 45 min a 3500 rpm et a 37°C avant de changer le milieu
de culture. Aprés 7 jours d'incubation a 37°C, 5% de CO,, une éponge (Spongostan dental™,
Ethicon) est ajoutée dans chaque puits avec un explant de villosité flottante d’environ 5 mm?3. Apres
7 autres jours d'incubation a 37°C, 5% de CO,, I'éponge et la villosité sont transférées dans une
nouvelle plaque sans FEH et avec du milieu de culture. Cette derniére étape correspond au « jour
0 » de l'essai (Figure 31).

() — D) —— ()

Infection cellules Infection villosités Traitement
CMV a MOl = 1 Changement de plaque

Figure 31. Schéma d’infection des villosités flottantes. Les cellules FEH sont infectées avec des
virions libres de CMVH a une MOI de 1. Sept jours aprés, les villosités flottantes sont ajoutées et
posées sur une éponge (Gelfoam) pour une incubation de 7 jours. Les villosités et 'éponge sont
ensuite déposées dans une nouvelle plaque (jour 0).

Pour déterminer la cinétique de réplication virale, les explants sont collectés a différents
temps a partir du jour 0 soit aux jours 4, 10 et 13 et conservés a -80°C. Les surnageants sont
aliquotés et conservés a -80°C avant dosage des B-hCG. Les essais sont effectués en triplicats sur

3 placentas différents par type d’'expérience.

Il.6.Charge virale dans les explants
o Extraction d’ADN total: les explants sont lysés dans une solution de 1,6 mg/mL de
protéinase K (activité >60 0mAU, Qiagen) avec 200 mM de Tris et 10% de Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS) dans de l'eau ppi pour un volume final de 500 pL, et incubés a 56°C jusqu'a dégradation
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compléte de I'échantillon. L'extraction d’ADN total est effectuée a partir de 500 pL de lysat pour
un volume d'élution de 50 pL, a l'aide la technologie NucliSENS® sur l'appareil EasyMag
(BioMérieux) en suivant le protocole « specific B ».

e La PCR quantitative duplex ciblant le gene UL83 du CMVH et le géne de l'albumine, a
été optimisée (dans I'équipe par Andouard et al.) d'apres deux protocoles publiés de gPCR
TagMan (Mengelle et al., 2003; Mazet-Wagner et al., 2006). Il est ajouté 5 pL de chaque extrait
d’ADN total a la solution de Perfecta Multiplex toughmix (Quanta Biosciences, USA), avec 250 nM de
chaque amorce, 200 nM de chaque sonde et de l'eau ppi pour un volume final de 25 pL. Le
programme de qPCR effectué sur l'appareil CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
laboratories) est le suivant : 30s a 95°C suivit de 45 cycles de 45s a 60°C. Le nombre de copies
des génes de CMVH ou d'albumine est quantifié a I'aide de gammes de plasmides portants le
géne UL83 ou le géne albumine et a l'aide du logiciel CFX Manager Software (Bio-Rad laboratories).
Les séquences des amorces sont: UL83 (5-GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA-3" ; 5-
GGGACACAACACCGTAAAGC-3) et albumine (5-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3' ; 5-
AAACTCATGGGAGCTGCTGGT T-3'). Les séquences des sondes sont : CMVH [Cyanine5]-
CCCGCAACCCGCAACCCTTGATG-[BHQ3] 3 et albumine [6FAM]-

CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC-[TAMRA] (Sigma-Aldrich).

1.7. Dosage des B8-hCG pour I’évaluation de la cytotoxicité
La concentration de B-hCG présentes dans le surnageant de culture des villosités est mesurée
par technique ELISA « sandwich » électroluminescente sur microparticules magnétiques (Cobas,
Roche, France). Les résultats sont exprimés en mUI par millions de cellules (en référence avec la
quantification du nombre de copies de génes d'albumine par gPCR). Le traitement effectué sur les
villosités placentaires est considéré cytotoxique si le taux de $-hCG est significativement inférieur

aux taux sécrétés par les villosités contréles sans traitement.
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I1.8. Souris
Les souris utilisées pour les greffes sont une lignée de souris immunodéficientes SCID (Severe
Combined Immunodeficiency) agées de 6 a 8 semaines et pesant entre 18 et 25 g. Les souris SCID
sont élevées au sein de l'animalerie SOPF (Specific and Opportunistic Pathogen Free) du service
BISCEm (Biologie Intégrative Santé Chimie Environnement, Université de Limoges) et sous couvert
de l'autorisation APAFIS#13911-201803051633607v2 délivrée par le Ministére de I'Enseignement

Supérieur et de la Recherche.

11.9. Procédure de greffe

Les souris sont pesées pour déterminer la dose de produit anesthésique a injecter en
intrapéritonéal (IP) soit un mélange 100 mg/kg de kétamine et 15 mg/kg de xylasine. Une fois la
souris anesthésiée, de la ciclosporine en pommade ophtalmique (Optimune®, MSD, USA) est
appliquée sur les yeux des souris et une zone de 2 cm? est rasée sur le dos des souris a la base du
cou et désinfectée avec de la bétadine. Une petite incision est réalisée a l'aide de ciseaux afin
d'insérer un explant placentaire de villosité de 1¢" trimestre d’environ 5 mm?3. La plaie est suturée
avec du fil de suture résorbable (Vicryl™ 4-0, 19mm, 3/8c, Johnson & Johnson, France) par un ou
deux points. Une injection en IP de 100 pL de buprénorphine a 0,015 mg/mL est effectuée avant
d'envelopper la souris dans du papier absorbant pendant la phase de réveil. De 'amoxicilline a 35
mg/100mL est ajoutée dans I'eau de boisson pour prévenir les risques infectieux. Les souris sont

surveillées pendant la phase de réveil puis quotidiennement en post-greffe.

1.10. Essais de vascularisation
La L-norleucine (Sigma, France) est dissoute a 40 mg/mL dans une solution de HCL a 0,1N.
Puis 600 pL de solution de L-norleucine sont ajoutés a 200 uL d'huile d'olive pour éviter toute
irritation ou régurgitation lors du gavage. Deux fois 50 pL de norleucine dans I'huile d'olive sont

donnés per os aux souris. Un contrble négatif est effectué dans les mémes solvants et sans
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norleucine. Quatre heures post-gavage les souris sont euthanasiées par augmentation progressive
de la concentration en CO, dans la cage.

Les greffons sont récupérés par une incision au niveau de la zone de greffe, puis plongés dans
I'azote liquide dans un cryotube. Les greffons sont ensuite broyés, dans 500 pL d'eau ppi, a l'aide
d'un potter-elvehjem (broyeur-homogénéisateur) dans la glace. Le broyat est filtré sur colonne 5
min a 1000 rpm.

Le dosage de la L-norleucine est effectué par le Dr Pierre-Antoine Faye sur la plateforme de
Biochimie et Biologie Moléculaire (CHU, Limoges). Le dosage de L-norleucine est réalisé par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) associée a spectrophotométrie en utilisant
I'analyseur d'acides aminés Sykam (Sykam Chromatography, Allemagne) ainsi que le logiciel Clarity
Amino version 6.1. Brievement, I'échantillon (50 pL) est analysé en utilisant une colonne
échangeuse de cations haute résolution (Sykam Chromatography, Allemagne) associée a un
gradient de solutions tampon adaptées (Tampon A 0.12 N, pH 2.95; Tampon B 0.30 N, pH 4.2;
Tampon C 0.30 N, pH7.95 ; Solution de régénération 0.5 N, pH 12 ; Sykam Chromatography,
Allemagne), la S-2-aminoethylcysteine est utilisée comme étalon interne (SAEC, Sigma, USA). La
chromatographie est effectuée a débit constant (0.45 mL/min) et chaque séquence dure 2 heures.
Aprés dérivatisation a la nihydrine, la L-norleucine est identifiée par son temps de rétention et le

ratio des aires 570/440 par rapport a la courbe produite par I'étalon interne.

I.11. Cinétique virale dans le greffon
Les explants placentaires de villosités flottantes sont disposés dans une plaque 48-puits
contenant du milieu de culture (cf. paragraphe 1.1, page93) contenant 2000 PFU/mL de surnageant
viral de la souche TB40/E. Apreés 24h d'incubation a 37°C (5% de CO,, atmosphére humide), les
explants infectés sont greffés chez la souris. Un lot de 4 souris (3 souris avec un greffon infecté et
une souris avec un greffon sain) est ensuite euthanasié 7 jours post-greffe et un second lot 14 jours

post-greffe, par augmentation progressive de la concentration en CO,.
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Les explants sont récupérés comme décrit dans les essais de vascularisation (paragraphe
11.10, page 99). La charge virale dans les explants est effectuée apreés extraction de I'ADN total et

gPCR duplex tel que décrit pour les essais ex vivo en placenta (paragraphe 1.6, page 97).

I.12.Analyses statistiques
Les analyses statistiques sont effectuées a l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad

Software, USA) en utilisant le test « two-way ANOVA ».

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . . l | 101
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 - . ' | l 102

Licence CC BY-NC-ND 3.0



lll. Résultats
lll.1. Culture de souches sauvages de CMVH.
Des souches de CMVH issues de patients transplantés ou d'infection congénitale, ont été
cultivées sur différents types cellulaires. Nous avons ainsi voulu déterminer si les souches
sauvages pouvaient conserver leur tropisme épithélial aprés quelques passages en fibroblastes

(cellules FEH) (Tableau 7).

Tableau 7. Collection de souches de CMVH de patients et essai de production de virions libres.
Les souches C1 a C10 sontissues d’'infection congénitale a CMVH et les souches T1 et T2 de patients
transplantés. Le nombre de passages en cellules FEH avant cession par le CNR est précisé. Les
souches sont ensuite divisées et cultivées en cellules FEH et ARPE-19. La production de virions libres
est effectuée apres passaages successifs sur ARPE-19 avant titrage.

A nombre de passages , Présence de Production .
o Type prélévement charge virale (log) en culture a PiEssrice ge foyers en de virions Ll
CMVH reeetmen foyers en FEH ARPE-19 ibies PFU/mL
Cc1 liquide amniotique NR P2 oui oui oui <100
c2 liquide amniotique NR P3 oui oui non
c3 liqguide amniotique NR P3 oui oui non
c4 urine 7,42 P5 oui non oui <100
c5 urine 4,29 P3 oui non non
Cc6 urine 4,35 P3 oui non non
c7 urine 7,58 P2 oui oui oui <100
c8 liqguide amniotique NR P3 oui oui non
c9 salive 4,4 (sang total) P1 oui oui non
C10 liquide amniotique 5,97 P2 oui oui oui <100
T aspiration 3,99 P3 oui non non
bronchique
T2 Transplanté Rein 4,82 P3 oui non non

Les souches de CMVH issues d'infection congénitale et prélevées dans le liquide amniotique
ont toutes formé des foyers sur ARPE-19 (cellules épithéliales) apres culture en cellules FEH
(fibroblastes). Pour chacune de ces souches, le nombre de passages en FEH est de 3 maximum.
Les souches de CMVH issues d'urine de nouveau-nés, n'ont pas toutes conservé un tropisme
épithélial. Seule la souche C7, a faible passage en FEH (P2) et avec une forte charge virale dans le
prélevement de départ (7,58 log), a pu se multiplier dans les cellules ARPE-19 (Figure 32, page 104).

Les deux souches issues de patients transplantés (T1 et T2) avec des complications dues a

une infection a CMVH n'ont pas pu infecter les cellules épithéliales (Tableau 7).
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Figure 32. Foyers d’infection de CMVH en culture cellulaire. Foyers formés par la souche C7
en (A) FEH et (B) ARPE-19. Microscope optique inversé x100.

Pour chaque souche, nous avons effectué des passages successifs sur cellules FEH ou pour
celles infectant les cellules épithéliales, sur ARPE-19 dans le but de produire des virions libres. Pour
les rares souches de CMVH ayant produit des virions libres dans le surnageant de culture, le titre
viral était faible, <100 PFU/mL, que ce soit avec une production en FEH ou ARPE-19 (Tableau 7).

L'impossibilité d'obtenir des virions libres d'isolat clinque en quantité suffisante (>5.10°
PFU/mL) ne nous permet pas d'utiliser ces souches de CMVH dans notre modéle de culture de
villosités placentaires. En effet, l'infection des cellules FEH se faisant a une MOI de 1 dans notre
modéle ex vivo, nous avons besoin d'un titre viral supérieur a 5.10° PFU/mL pour infecter les

cellules.
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ll.2. Comparaison des cinétiques d’infection sur villosités de 1°" et de 3™
trimestre

Apreés infection par les souches de CMVH de référence (AD169, VHL/E et TB40/E), nous avons

mesuré la charge virale dans les villosités de 1¢" et de 3™ trimestres a différents temps aprés

changement de plaque (Jour O, Figure 31). En référence au modeéle existant au préalable au

laboratoire (Andouard, 2015; Morére et al., 2015), nous avons augmenté la MOI de 0.1 a 1 pour

I'infection des cellules FEH avant mise en contact avec les villosités. Cette modification a été

effectuée en vue d'améliorer l'infection des villosités de 3% trimestre.
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Figure 33. Cinétique de réplication des souches de CMVH dans les villosités de 1°" et de 3°™¢
trimestre. Le nombre de copie de CMVH par million de cellules est mesurée par gPCR multiplexe
CMVH/albumine a 4, 10 et 13 jours aprés changement de plaque pour les souches (A) AD169, (B)
TB40/E et (C) VHL/E.(D) Quantité de B-hCG dans le surnageant des villosités infectées ou non par
du CMVH. Les essais sont effectués en triplicat et sur 3 placentas différents. Les analyses
statistiques sont effectuées a I'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software, USA).
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Les trois souches virales, AD169, TB40/E et VHL/E sont donc capables d'infecter les villosités

placentaires. Nous observons toutefois des différences entre les villosités de 1¢ et de 3&me

trimestres mais aussi entre les souches virales (Figure 33).
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Dans le 1°" trimestre, la souche AD169 atteint un pic d'infection apres 10 jours avec une charge
virale de 2,6.108 copies de CMVH/millions de cellules qui est maintenue a J13 (Figure 33.A). Dans
les villosités de 3°™e trimestre, la charge virale est 4 fois inférieure pour 'AD169 en comparaison
avec le 1¢" trimestre (Figure 33.A). La souche VHL/E se réplique aussi plus faiblement dans le 3¢me
trimestre en comparaison avec le 1¢" trimestre. Pour VHL/E, mais aussi pour TB40/E, la charge virale
est significativement supérieure a J13 dans le 1¢" trimestre par rapport a la charge virale du 3éme
trimestre (Figure 33.B et C). Les souches AD169 et VHL/E ne se répliquent donc pas efficacement
dans les explants de 3™ trimestre en regard de la charge virale en 1¢" trimestre.

De plus, les souches de CMVH infectent différemment les villosités. La souche AD169 infecte
les explants de 1°" trimestre avec une charge virale supérieure aux souches VHL/E et TB40/E.
L'infection des explants par les souches de CMVH n'impacte pas le taux de -hCG quel que soit le
type de placenta (1¢" ou 3¢™ trimestre). Méme si le taux de B-hCG est plus faible au 3¢™e trimestre
par rapport au 1°" trimestre, aucune baisse significative de 3-hCG n'est visible aprés infection par

le CMVH par rapport aux explants non infectés (Figure 33.D).
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I1.3. Modéle souris

11l.3.1. Vérification de la vascularisation des greffons aprés implantation

sous-cutanée

Les essais dits de «vascularisation » ont été effectués par détection d'un acide aminé de

synthése exogéne, la L-norleucine, au cours du temps dans I'implant. Compte tenu des résultats

préalablement obtenus par L. Morere, nous avons choisi de vérifier la présence de la L-norleucine

a 4h post-gavage et a différents temps post-greffe (J4, J7, J14 et J21). En effet, lors de la mise au

point de cette technique, la L-norleucine a été détectée dans le sang ainsi que dans les implants

en sous-musculaire 4h apreés le gavage des souris.
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Figure 34. Mise en évidence la L-norleucine dans les implants. La L-norleucine est détectée
dans les implants par HLPC. Les résultats sont exprimés selon la valeur d’aire sous courbe du pic

Le taux de L-norleucine détectée dans limplant augmente progressivement au cours du

temps jusqu’a atteindre un pic a 14 jours post-greffe puis décroit entre 14 et 21 jours post-greffe.

AJ4 et )21 post-greffe, le taux de L-norleucine détectée est faible en comparaison des points a J14.

Nous avons donc choisi de continuer le développement du modele en conservant les temps

J7 et J14 post-greffe.
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1ll.3.2. Cinétique virale dans les greffons
Suite aux essais en placentas, nous avons choisi de conserver la souche TB40/E pour les essais
dans notre modeéle murin. Nous avons quantifié la charge virale dans les implants a )7 et J14, jours

pour les lesquels la L-norleucine a été détectée.

Charge virale de TB40/E in vivo
g 5x10°-
= o
8 4)(105' [ °
© _
o
: 3x1054
I ®
> 2x10°-
=
(&)
@ 1x1054 ° °
.5- T'—
8 0 T T T -0—9—o-
Jo J7 J14 Témoins
négatifs
Figure 35. Evolution de TB40/E dans les greffons aprés 7 jours et 14 post greffe. La charge
virale est mesurée par gPCR duplex CMVH/albumine dans les implants aprés infection par trempage
et greffe en sous-cutanée. N=3 souris.

La souche TB40/E est capable de se répliquer dans I'implant greffé en sous-cutané et persiste
jusqu'a 14 jours post-greffe. La charge virale dans les greffons semble constante avec un taux

médian d'infection entre 3.10° et 4.10° copies CMVH/millions de cellules (Figure 35).
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IV. Conclusion Partie 1

Dans la perspective d'évaluer le potentiel de nouveaux antiviraux dans un contexte d'infection
congénitale a CMVH, nous avons voulu améliorer le modele de culture de villosités flottantes
placentaires existant dans l'unité de recherche (Andouard, 2015; Morére et al., 2015).

Dans un premier temps nous avons testé la capacité de souches de CMVH sauvages, issues
d'infection congénitale ou d'infection du patient transplanté, a infecter des cellules épithéliales puis
a produire des virions extracellulaires. Seules les souches avec un faible nombre de passages
préalables (<2 ou 3) sont capables d'infecter les cellules épithéliales. Aucune des souches n’a
produit de virions extracellulaires en quantité suffisante pour infecter les villosités ex vivo, le titre
nécessaire pour I'étape d'infection étant supérieur a 5.10° PFU/mL (pour une infection avec une
MOI de 1. Nous avons donc poursuivi 'optimisation et les essais avec la souche de laboratoire
AD169 a tropisme fibroblastique, et les souches TB40/E et VHL/E a tropisme endothélial.

Les trois souches virales utilisées, AD169, TB40/E et VHL/E sont capables d'infecter les
villosités flottantes ex vivo. La mesure de la cytotoxicité propre aux différentes souches reste faible,
permettant ainsi de mesurer ultérieurement la cytotoxicité propre des différents antiviraux. Les
villosités flottantes de 3% trimestre étant moins permissives quel que soit le virus, et
correspondant a une période de la grossesse ou l'infection du foetus a moins de conséquences
neurologiques, nous les avons abandonnées pour la suite du projet.

L'analyse de la diffusion de la L-norleucine dans le modeéle in vivo de greffe sous-cutanée de
villosités humaines de 1" trimestre montre que des molécules peuvent étre administrées par voie
orale et étre acheminées jusqu'au greffon. A ce jour aucun modeéle sous-cutané n'avait été validé
de cette facon. De plus, dans la fenétre de vascularisation, soit)7-J14, le CMVH est capable d'infecter
les tissus humains avec une charge virale équivalente au modeéle ex vivo. Il est donc désormais
possible de disposer des trois modeles in vitro, ex vivo et in vivo pour analyser de fagcon compléte

et reproductible I'efficacité et la toxicité des différentes molécules anti-cytomégalovirus.
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Partie Il : Evaluation de nouvelles molécules anti-CMVH
Introduction

Les antiviraux couramment utilisés dans le traitement de l'infection a CMVH, le ganciclovir et
sa prodrogue le valganciclovir, le cidofovir et le foscarnet sont tous des inhibiteurs de l'activité de
syntheése d’ADN par la polymérase virale pUL54. Cependant, a cause de leur toxicité (neutropénie,
néphrotoxicité) ces molécules sont proscrites chez la femme enceinte. Le letermovir, récemment
approuveé par la FDA cible le complexe d'encapsidation mais n'est utilisé qu’en prophylaxie chez les
patients receveurs de CSH (Gerna et al., 2019a).

Des mutations de résistances sont référencées pour toutes ces molécules avec parfois la
présence de résistances croisées entre antiviraux conduisant a un échec thérapeutique chez le
patient transplanté. Chez la femme enceinte, seul le valaciclovir a été évalué et semble montrer
une certaine efficacité mais a dose élevée (Leruez-Ville et al., 2016), et aucun vaccin n'est a ce jour
disponible.

Face a cette lacune thérapeutique, il est nécessaire de développer de nouveaux antiviraux.
C'est pourquoi, dans cette seconde partie, nous nous sommes intéressés a trois molécules ayant
des mécanismes d'actions différents.

Dans un 1¢" temps et dans le cadre d'une collaboration avec I'équipe du Pr. Manfred Marschall
(Institute for Clinical and Molecular Virology, University of Erlangen-Nlrnberg, Allemagne), nous
avons évalué le potentiel d'un dérivé trimérique de l'artésunate, la molécule TF27, dans nos
modeles in vitro et ex vivo. Les résultats ont fait 'objet d’'une publication dans Antiviral Research.

Dans un 28me temps, nous avons évalué l'activité de LAVR-289, molécule développée par l'unité
CNRS ICOAUMR7311, et qui fait 'objet d'un dépbt de brevet. L'équipe ICOA, s'est basée sur le mode
d'action du cidofovir pour développer cette molécule. Le but étant d'obtenir un dérivé offrant une
meilleure biodisponibilité ainsi qu'une plus faible toxicité.

En paralléle, nous avons testé dans nos modeles la capacité inhibitrice d'une HIG, le Cytotect®

CP (Biotest, France et Allemagne). Le but étant de mieux comprendre le mode d'action de cette
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préparation dimmunoglobulines ainsi que son potentiel dans le traitement ou la prévention de

l'infection congénital a CMVH.
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I. Evaluation de TF27
I.1. Introduction a I’article

L'artésunate est un dérivé semi-synthétique de l'artémisine, recommandé par voie
intraveineuse en cas de paludisme grave, chez I'adulte, chez I'enfant sans limite inférieure d'age, et
peut également étre administré chez la femme enceinte pendant les deux derniers trimestres de
grossesse. Durant le premier trimestre, la toxicité de cette molécule limite son utilisation aux cas
les plus graves, apres avis médical (HCSP, 2018; National Center for Biotechnology and Usa, 2015).

L'artesunate est aussi connu pour son activité anti-CMVH et a montré une efficacité en
traitement de sauvetage pour des patients transplantés résistants aux anti-polymérases (Germi et
al., 2014). Cependant, la courte demi-vie de ce composé ainsi que les variations d'efficacité entre
individus sont un probléme majeur de cette molécule. En regard de l'activité anti-CMVH de
l'artésunate, TF27, un dérivé trimérique de I'artésunate, a été développé et est capable d'inhiber la
réplication des souches de CMVH (Hahn et al., 2018; Hutterer et al., 2015; Shapira et al., 2008;
Sonntag et al., 2019).

TF27 interfére avec la voie NF-KB, nécessaire a l'activation du promoteur du CMVH, MIEP,
(DeMeritt et al., 2004; Hutterer et al., 2015). Dans l'article ci-aprés, nous avons évalué le potentiel
anti-CMVH de TF27 dans plusieurs types cellulaires in vitro et dans notre modele de culture de

villosités placentaires.
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1. Introduction

Human cytomegalovirus (HCMV), a beta-herpesvirus, has a worldwide prevalence of
45% to more than 95%, depending on income level. Even though infection remains
asymptomatic in most cases, HCMV can cause severe complications in immunocompromised
hosts and during pregnancy [1,2]. More so, HCMV infection is the most common viral
congenital infection with a prevalence of 0.7% [3]. 12% of infected newborns are
symptomatic at birth [4] and , 40% to 58% among them develop permanent sequelae such as
sensorineural hearing loss, mental disabilities or microcephaly [4—6]. Currently used antiviral
treatments, ganciclovir (GCV) and its prodrug valganciclovir (VGCV), foscarnet (FOS) and
cidofovir (CDV), are inhibitors of HCMV DNA synthesis by targeting viral polymerase
pULS54 [7]. But, due to their toxicity (e.g. neutropenia, nephrotoxicity), their use is proscribed
during pregnancy [8—10]. Letermovir (LMV, Prevymis®), an inhibitor of late stage viral
replication, has been recently approved by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) and
the European Medicines Agency, so far exclusively for prophylaxis of allogenic
hematopoietic stem cell HCMV-seropositive recipients [11]. However, resistant mutations
have been described for all these drugs both in vitro and in vivo [12,13]. New molecules
combining high efficacy and low cytotoxicity remain an important unmet need in congenital
and post-transplant HCMV infection.

Even though the mechanism of HCMYV infection in utero is not entirely understood,
some placental tissues such as amniotic membrane, decidua and villi, are known to support
viral replication [14,15]. Floating villi and anchoring villi seem to be a source of HCMV
transmission to the fetus. Moreover, floating villi are immersed in maternal blood, making it a
possible entry site towards the fetus [16,17]. For in utero placenta infection, viral particles

have been detected in epithelia of decidua endothelial glands but also in floating villi. This



type of infection in placenta-specific tissues can cause lesions during pregnancy through
virus-induced apoptosis or edema [18,19].

Since 2010, the World Health Organization (WHQO) recommends the use of either
artesunate (ART) or quinine to treat severe malaria in pregnancy from the first trimester [20—
22]. ART, a semisynthetic derivative of artemisinin, additionally exerts a strong anti-
herpesviral activity, particularly against various strains of HCMV [23,24]. In this context, we
previously demonstrated the capacity of artesunate (ART) to inhibit HCMYV infection in a
placental villi explant model [25]. Moreover, ART proved partial efficacy in some clinical
cases of rescue therapy against multidrug resistant HCMV infections in transplant recipients
[26-28]. However, the drug’s short half-life and high intra-individual variation of drug
pharmacokinetics is a major drawback.

Due to the promising antiviral activity of ART against HCMV, monomeric, dimeric
and trimeric derivatives of ART have been synthesized recently by our and other groups to
optimize anti-HCMYV activity and drug stability [26,29-33]. Among them, the trimeric ART-
derived compound TF27 (Fig.1) showed high in vitro efficacy against HCMV strain AD169
and in vivo against MCMV Smith strain [29-31].

The nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB ) is known
to be implicated in HCMV replication by transactivation of the major immediate early
promoter-enhancer (MIEP) and further viral control elements [34,35]. Although the validation
of the antiviral mechanism and target proteins requires further characterization , the current
knowledge about identified proteins targeted by TF27 [36] strongly suggests that ART or
functional analogs like TF27 do not directly target HCMV proteins, but interfere with the
cellular pathways of NF-kB and additional signaling modules [30].

In this study, we first evaluated TF27’ cytotoxicity in various cell types, including a

placenta cellular model considering that to date, TF27 has been mostly analyzed in primary



human foreskin fibroblasts (HFFs). We thereby tested its antiviral efficacy against HCMV in
an in vitro and an ex vivo placental model. Placental ex vivo HCMV infection model was
analyzed with cultures of 1% trimester and 3" trimester floating villi explants, aiming to
demonstrate the antiviral activity of TF27 specifically under these clinically relevant

conditions.

2. Material & methods
2.1 Cells and viruses

Cells: Human embryonic lung fibroblasts (HEF) (MRC-5 cells, BioMérieux) cells and
epithelial cells (ARPE-19, ATCC® CRL-2302) were cultured in minimum essential medium
(MEM, Eurobio) and minimal essential medium (DMEM F12, Fisher Scientific,) respectively,
both supplemented with 10% of fetal bovine serum (Gibco, Life Technology), 50ug/mL
penicillin and 10pug/mL gentamycin. Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC,
Lonza) were cultured in Endothelial Basal Medium (EBM-2, Lonza) supplemented with
Single Quote Bullet Kit (EGM-2 Single Quote kit and Growth Factor, Lonza) according to
manufacturer’s instructions.

Viruses: HCMYV laboratory strain AD169 was purchased from ATCC (VR-538) and
endotheliotropic strains TB40/E and VHL/E were kindly provided by Stephane Chavanas
(UMR 1043, CPTP, Toulouse, France). HCMV clinical isolate S* was obtained from the
urine of a congenitally infected neonate. For in vitro assays, viral HCMV strains were
cultured in cell-associated virus in 25cm? culture flasks. For placenta model, cell-free virus
stocks of AD169, TB40/E, VHL/E strains were obtained after passages on confluent
monolayer of ARPE-19 in 25cm?, then twice on 75cm? and 175c¢cm? culture flasks up to 90 -

100 % cytopathic effect. Supernatant was collected and frozen at -80°C overnight before



clarification by 10min centrifugation at 3500rpm, and stored at -80°C. The infectious viral
titer was determined on MRC-5 or ARPE-19 cells by foci forming units per mL (pfu/mL).
2.2 Antiviral compounds

ART was purchased from CliniScience (France). TF27 was designed and synthesized
in the laboratory of S.B.T [37]. ART was aliquoted in 50% DSMO in sterile water at 20mM
and TF27 was reconstituted in DSMO at ImM, both stored at -80°C. For antiviral efficacy
and cytotoxicity assays, drugs were diluted in cell medium to obtain a final concentration of
40uM for ART before making half dilutions to 0.625uM. For TF27, we first diluted the drug
in cell medium at 0.320uM and then, making one-half dilutions to 0.005uM. Considering
ART’s short half-life, it was renewed in the medium every second day, which was not
required for TF27
2.3 Antiviral assays

Confluent HEFs cultivated in 48-well plates were infected with strain AD169,
TB40/E, VHL/E or S* in cell-associated virus at three infected cells per 1000 cells to get 20
to 50 foci per well. After 45min centrifugation, 3500rpm at 37°C, culture medium was
removed from the 48-well plates, and cells were incubated at 37°C in the presence of various
drugs concentrations. ART was evaluated in a concentration range of 0.625uM to 20uM and
TF27 ranging from 5nM to 160nM. After 5 days, foci of cytopathic effects (one infected cell
surrounded by at least two infected cells) were counted using inverted microscopy and the
50% effective concentration (ECso) and 90% effective concentration (ECyy) were determined
from the dose-response analysis using GraphPad Prism software (GraphPad Software, CA).
2.4 Antiviral-associated cytotoxicity in vitro

Antiviral-associated cytotoxicity was evaluated using CyfoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay kit (Promega, France) by measuring of LDH release according to

manufacturer’s instructions. Cytotoxicity was tested on growing cells and confluent cells in



96-well plates in a range from 0.625uM to 40uM for ART and 0.005uM to 0.320uM for
TF27. Antiviral-associated cytotoxicity was calculated by subtracting spontaneous cell death
for each condition tested and results were expressed as the proportion to 100% cell death.
Concentrations with 50% and 90% of cell death due to antiviral-associated cytotoxicity, were
the 50% (CCsp) and 90% (CCyp) cytotoxic concentrations respectively.
2.5 Placenta

Placentae were collected from 1st trimester voluntary termination of pregnancy (8-14
weeks of gestation) or after 3rd trimester caesarean delivery without pregnancy
complications, with the women’s consent, in collaboration with the biological resources
center of the Mother and Child Hospital of Limoges, France (Collection Biologique HME).
Floating villi (5mm3) were washed with 0.9% saline solution and cultured in HEF cells’
medium. The explants from HCMV seropositive women were destined for cytotoxicity assays
and explants from HCMV seronegative women for efficacy assays and viral kinetic
determination. HCMV IgG status was determined by chemiluminescent enzymatic assay on
analyzer Liaison® XL (Diasorin).
2.6 Ex vivo model

The ex vivo model was adapted from Morere et al., 2015 [25]. Briefly, HEF cells were
infected with cell-free virus stock of AD169, TB40/E or VHL/E strains with a multiplicity of
infection (MOI) of 1 in HEF culture medium. Plates were centrifuged for 45min, 3500 rpm, at
37°C and then medium was changed. After seven days of incubation at 37°C (5% CO,), a
sponge (Spongostan dental™, NewPharma, Belgium) with a placental villi explant was added
in each well and incubated at 37°C (5% CO,). After seven additional days, sponges and
explants were transferred on new plates without cell monolayers for antiviral assay. Fresh
medium containing the different drugs concentrations was added to each test condition

respectively. Fresh medium without antiviral was set as control.



For determining viral replication kinetics, samples from each ex vivo condition were
collected and measured at different times post-infection (day 4, 10 and 13), explants were
removed and stored at -80°C. Supernatant was aliquoted and stored at -80°C for S-hCG
concentration measurement. Assays were performed in triplicate on each of the three
placentae used per experiment.

2.7 Viral load in explants

Total DNA extraction from villi explants: Explants were lysed in proteinase K
(Qiagen, Germany) solution with 200nM Tris and 10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) at
56°C until total degradation. Then, DNA extraction was performed using NucliSENS®
technology on EasyMag instrument (BioMérieux, France) following the protocol “specific
B”.

A duplex quantitative PCR for HCMV ULS3 and for albumin genes was optimized
from two previously published TagMan assays [38,39]. Finally, 5ul of each total DNA extract
were mixed with 1X of Perfecta Multiplex qPCR toughmix (Quanta Biosciences, USA),
250nM of each primer and 200nM of each probe and DNA/RNA free water to a final volume
of 25uL. qPCR cycling protocol was: 30s at 95°C, then 45 cycles of 45s at 60°C on the
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad laboratories). HCMV and albumin
copies were quantified using a range of plasmid with ULS3 or albumin gene using CFX
Manager Software (Bio-Rad laboratories). Primers sequences were: ULS3 (5'-
GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA-3"; 5-GGGACACAACACCGTAAAGC-3’) and albumin
(5’-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3’; 5-AAACTCATGGGAGCTGCTGGT T-3’).
Probes were: HCMV [Cyanine5]- CCCGCAACCCGCAACCCTTGATG-[BHQ3] 3’ and

albumin [6FAM]- CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC-[TAMRA] (Sigma-Aldrich).



2.8 B-hCG dosage for cytotoxicity in villi explants

S-hCG concentration released by villi explant in the supernatant was measured by
electroluminescent “sandwich” ELISA on magnetic microparticles (Cobas, Roche, France).
Results were expressed in mUI per 10° cells (using albumin coding sequence quantification as
reference). The concentration of antiviral was considered toxic when S-hCG was significantly
higher from the control placenta without antiviral.
2.9 Statistical analysis

Statistical analysis was performed in GraphPad Prism software (GraphPad Software,
CA). Comparison analysis were performed using two-way ANOVA test. Differences between
1" and 3" trimester were analyzed at different time of incubation with or without antivirals

drugs. Statistically significant differences were defined by a p value lower than 0.05.

3. Results
3.1 TF27 has a higher in vitro efficacy against HCMV replication compared to ART.

Antiviral assays were performed with TF27 and ART against AD169 strain,
endotheliotropic strains VHL/E and TB40/E, and clinical strain S*. Results are summarized in
Table 1. TF27 showed a potent efficacy against all tested viral strains with ECsy and ECy at
nanomolar range, while the efficacy of ART was in micromolar range with ECsy 100-fold to
200-fold higher than TF27 (Table 1). ART didn’t reach the ECqy, even with at the highest
concentration tested (e.g. 20uM) (S.1). TF27’s in vitro ECsy and ECyo did not vary among
strains or isolate with an ECsg close to 0.010uM, except for VHL/E (ECsp= 0.019uM). There
were no significant variations on ECsp and ECy results regarding cell type when comparing

HEEF cells and epithelial cells (ARPE-19) (Table 1).



3.2 Evaluation of TF27 cytotoxicity in various cell types.

The antiviral-associated cytotoxicity at ECspand ECgyy was determined in HEF cells, in
ARPE-19 (epithelial cells) and HUVEC (human umbilical vein endothelial cells), on growing
and on confluent cells, supposed to have a less proliferative capacity. Results are summarized
in Table 2. TF27 tended to be more toxic in confluent cells but with a cytotoxicity always
lower than 11.84 £11.90% (Table 2). CCsy and CCy for both tested drugs were not reached,
even for the highest concentrations tested (40uM for ART; 0.320uM for TF27). Accordingly,
minimal therapeutics index calculated (TL, [CCso/ECso]) are 28 for TF27 on AD169, TB40/E
and S* strains (TI, [0.320uM/0.011uM]) and concerning VHL/E, 17 (TI,
[0.320uM/0.019uM]). For ART, minimal TI was 13 ([40uM/3.12uM]) (Table 3).

3.3 Kinetics of HCMV AD169 and the two endotheliotropic strains TB40/E and VHL/E.

We first evaluated the kinetics of AD169, TB40/E and VHL/E replication in 1* and 3
trimester placental villi by measuring the HCMV viral load in order to determine the best
condition for antiviral assay in placenta explant. HCMV strains AD169, TB40/E and VHL/E
were able to infect floating villi explants (Fig.2). In the 1% trimester villi, AD169 strain
reached a peak at 2.6x10° viral copies per million cells after 10 days of incubation and was
stable at day 13 (Fig.2.A). Infectivity of AD169 strain was 4-fold lower in the 3" trimester
placenta (Fig.2.A). Both TB40/E and VHL/E strains replicated at lower levels in 3 trimester
placenta. In 1*" trimester, they both replicated with a significantly increased rate at day 13
compared to 3™ trimester (Fig.2.B and 2.C). In 3™ trimester explants, the median VHL/E viral
load was almost two-fold lower than TB40/E with less variation between placentae (Fig. 2B
and 2C). AD169 and VHL/E did not replicate efficiently in term villi explant in comparison

with viral load curves obtained in 1* trimester placenta.



Infection of explants had no impact on S-hCG levels whatever the time of placenta
collection (1*" or 3rd trimester) (Fig.2D). -hCG levels were lower in 3" trimester explants
than 1* trimester ones.

3.4 TF27 is more efficient in Ist trimester placenta.

Efficacy of TF27 and ART was evaluated against AD169, VHL/E and TB40/E strains
in 1% and 3™ trimester placenta at the peak of replication showed at day 13. ECsy and ECq for
ART and TF27 were determined by the drug concentration leading to a 50% and 90%
reduction of the HCMV copy number per million cells respectively, in comparison with the
viral load without treatment. TF27 (Fig. 3B, 3D and 3F) and ART (Fig. 3A, 3C and 3E) were
not effective against HCMV infection in term villi explants. By contrast, the viral load
decreased significantly with both drugs in 1*' trimester placenta explants. TF27 in 1*' trimester
placentae showed a potent efficacy with an ECsg at least 200-fold lower than ART ECs,. Both
ART and TF27 reached the ECyg ex vivo (Table 1). TF27 and ART had no significant impact
on AhCG release in supernatant in 1°* or 3" trimester placentae (Fig.4A and 4B).

TF27 exerts potent anti-HCMV activity with very low cytotoxicity in 1% trimester
placenta floating villi with an ECsy in a range from 0.020uM to 0.027uM and an ECy in a

range from 0.080uM to 0.131uM (Table 1) and without impact on explant viability (Fig.4A).

4. Discussion

HCMV is a major public health issue. Severe sequelae may occur in newborns with
congenital HCMV infection [3]. Unfortunately, due to their toxicity, therapeutics currently
available in transplant recipients (such as GCV, FOS, and CDV) are not available during
pregnancy. In this study, we evaluated in vitro and ex vivo efficacy of TF27, trimeric synthetic
form of artemisinin in comparison with ART, already proven safe during pregnancy and given

malaria treatment in pregnant women from the 1* trimester of gestation [22,30].



TF27 activity in vitro was previously described against GFP-AD169 laboratory strain
in HFFs [30,40]. Here, we analyzed TF27 efficacy against other HCMV strains, AD169
without GFP reporter, two endotheliotropic strains VHL/E and TB40/E, and one clinical
strain S* to evaluate the efficacy of the drug against a wider variety of HCMV strains. Such
experiments enriched the available data concerning potential efficacy in HCMV infection.
TF27 ECs of was in nanomolar range (0.011 £0.002uM for AD169) as previously described
[30] with the strain A169-GFP (ECsp: 0.04 £0.01uM). The TF27 ECs, against HCMV strains
used in our study is 4-fold lower than TF27 ECs against AD169-GFP [30]. This difference of
strains’ sensitivity to the drug can be due to the method used to determine ECsy. In this study,
ECsp was assessed by counting the numbers of foci formed by HCMV infection using
inverted microscopy whereas Hutterer et al. [30] measured ECsy by cell lysis and GFP
quantification. Finally, TF27 showed a strong efficacy in nanomolar range against laboratory
strains, such as AD169, TB40/E or VHL/E but also against urine newborn strain S* at lower
concentrations than the micromolar range of ART efficacy.

We evaluated TF27 cytotoxicity in HEF cells, endothelial cells (HUVEC) and
epithelial cells (ARPE-19). TF27 showed minor impact on cellular death at ECsy and ECq in
all cell types tested, growing or confluent, with maximum cytotoxicity at 11.84 +11.90% at
TF27 ECyy (Table 2). As demonstrated before [30], tested concentrations of TF27 up to
3.3uM showed no adverse side effects on cell proliferation, which we confirmed here for the
first time in several other cell types. This new data allowed to calculate a minimal therapeutic
index of TF27 (T, [CCs¢/ECso]) over 297 for AD169 strain (TI, [3.3uM/0.011uM]).

Furthermore, we analyzed TF27 efficacy in a more complex model ex vivo model of
floating villi explant cultures, adapted from Morere et al. [25]. We selected villi explants over
decidua, considering their pathophysiological role in HCMV transmission at the materno-fetal

interface. Concerning the behavior of our HCMV strains (AD169, TB40/E and VHL/E) we



observed a significantly higher viral load in 1% trimester villi than in 3" trimester villi at day
13. This could be explained by the difference of villi cell structure between 1% and 3™
trimester. During 1% trimester of pregnancy, trophoblasts from chorionic sac differentiate into
cytotrophoblast cells (CTB) and syncytiotrophoblasts (ST). 1** trimester villi are composed by
endothelial cells which delimit blood capillaries and CTB cells with a proliferative activity
surrounded by ST cells. At 3™ trimester of pregnancy, the villi loses the CTB layer and are
just composed by ST cells and blood capillaries [41,42]. Moreover, ST cells seem to have a
protective effect against microbial vertical transmission by multiple ways of defenses [42].
Thus, low level of AD169 or VHL/E replication in 3™ trimester explants was not due to a
weakness of villi explants because there were no significant decreases of S-hCG levels
between infected and non-infected villi. We observed a decrease of S-hCG level between 1%
and 3" trimester placentae as previously described [43] with VHL/E strain in villi culture
model. During pregnancy, S-hCG level is subjected to variations with a peak at around 9
weeks of gestation before a decrease during the rest of gestation [44].

Moreover, we observed a strong difference on drugs efficacies between 1* and 3™
trimester floating villi. TF27 and ART had a dramatic impact on viral load decrease in villi
from 1* trimester placentae. We showed that TF27 has a potent anti-HCMV activity without
impact on explant viability with no decrease of S-hCG level (Fig 3). Additionally, TF27
showed an ECs at least 100-fold lower than ART (TF27 ECs5y=0.019 +0.002uM [VHLE/E];
ART ECsy =6.49 £1.17 uM), as we and others demonstrated in vitro. The efficacy of TF27
could not be tested against clinical strains due to their inability to produce enough cell-free
viral particles to infect villi explants. Nevertheless, we proved the potent efficacy of TF27 to
decrease viral load of three different HCMV strains in 1* trimester villi with different viral

loads and with negligible effect on villi viability.



As ART is given from the 1% trimester of pregnancy and during all gestation, its
derived, TF27, is also a promising way for drug development in congenital HCMV treatment.
Another drug, VGCV, was delivered for in utero treatment of congenital infection in a phase
IT study [45] and proved some effect but for high doses (8g daily). GCV and VGCV were
given for infant during 6 week to improve audiologic outcomes for symptomatic newborns
[46,47]. But, resistance cases have already been described [48]. Moreover, TF27 showed to be
effective at nanomolar ranges and presented a very good thermal stability [30],unlike ART
which required to be renewed every two days with to compensate for the rapid degradation of
the compound.

In this study we showed that 1*' trimester villi are a good adapted model to evaluate
efficacy of new anti HCMV drugs. Low levels of S-hCG and HCMV replication in 31
trimester placenta demonstrated that term placenta is an organ less adapted to viral
replication. Therefore, TF27 had a good efficacy in various cell lines and in 1* trimester villi
explant model against several HCMV strains. TF27 can be a good candidate for further drug

development against HCMV infection.
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Table 1. Antiviral activity of artesunate and TF27 in vitro and ex vivo. Efficacy of
compounds was analyzed by plaque reduction assay for in vitro evaluation on human
embryonic fibroblast HEF and epithelial cells (ARPE-19) (n=3). The reference strains AD169
and two endotheliotropic strains TB40/E and VHL/E, plus our low range (<5) isolate S* from
urine of an infected newborn, were tested. ECsy and ECq were also determined 13 days post-
infection in 1% trimester floating villi (n=3 placentae). ECs5y and ECyy were calculated using

GraphPad
Prism software.

HEF cells
TF27 ART

Strains EC,, uM EC,, uM EC,,uM EC,, uM
AD169 0.011 +£0.002 0.032 +0.003 1.96 £1.32 Nr
TB40/E 0.010 £0.002  0.039 +0.0042 2.18+1.2 Nr
VHL/E 0.019 +0.002 0.044 +0.003 3.12 1.1 Nr

S* 0.011 +£0.001 0.020 +£0.006 1.3 £0.7 Nr
Strains ARPE-19 cells
AD169 Nt Nt Nt Nt
TB40/E 0.013 £0.003 0.039 £0.002 1.81£1.3 Nr
VHL/E 0.018 £0.001 0.043 £+ 0.002 3.5+09 Nr

S* 0.014 £0.007  0.023 +£0.003 1.9 £1.1 Nr
Strains 1st trimester placental villi
AD169 0.024 +0.003 0.082 +0.003 11.51 +1.49 35.12 +£3.01
TB40/E 0.028 +0.004 0.132 +0.002 433 +1.14 3241 £2.25
VHL/E 0.020 +£0.002 0.082 +0.002 6.49 £1.17 22.53 £2.02

Nr: Not reached; Nt: Not tested



Table 2. In vitro cytotoxicity of antivirals in HFF, endothelial (HUVEC) and

epithelial (ARPE) cells at EC5y and ECyy. Percentage of cell death after subtracting

spontaneous cell death for each condition tested was determined after 5 days of treatment by

measurement of LDH release (n=3).

TF27 in vitro (ECsg)

TF27 in vitro (ECy)

ART in vitro (ECs)

Cells

Toxicity Toxicity Toxicity Toxicity Toxicity Toxicity
Growing cells Confluent cells Growing cells Confluent cells Growing cells Confluent cells
HFF 0.24 £0.024%  2.50 £2.50% 0.03 +0.05% 11.84 £11.90% 1.20 £0.94% 2.36 +3.34%
HUVEC 0% 0% 1.41 £1.41% 9.82 +0.56% 0% 0% 7
ARPE 1.64 £1.31% 5.25 £3.31% 1.71 £0.72% 0% 0% 0%

Table 3. Minimal therapeutic index of TF27 and ART.
indexes were calculated with the highest concentration tested, as CCsy value was not reached,
under in vitro ICsg value for each virus (for TF27: 0.320uM/ICs; for ART: 40uM/ICs)

Minimal therapeutic

Virus Minimal TI on HFF Minimal TTI on ARPE N
TF27 ART TF27 ART ¢ Not

AD169 29 20 Nt Nt tested

TB40E 32 18 25 22

VHL/E 17 13 18 11

S# 29 31 23 21
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Figurel. Structures of artesunate (ART) and TF27, a trimeric derivative of ART
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Figure 2. Kinetic of HCMYV replication in 1st and 3rd trimester villi explant.
HCMV copies per 10° cells were measured by qPCR multiplex HCMV/albumin at
day 4, 10 and 13 after villi infection for (A) AD169 strain, (B) TB40/E strain and
(C)VHLY/E strain, in three different placentae with three replicates per placenta. (D)
Release of beta-hCG in villi supernatant infected or not by HCMV strains.
Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA). *: p <0.05 and ***: p< 0.001. Boxplots are designed as median
(Q2), the lower quartile (Q1) and the upper quartile (Q3). Whiskers are extended
to the extreme data points.
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Figure 3. Antiviral efficacy of TF27 and artesunate in early and term
placental explants. Viral load of AD169 was measured with (A) artesunate or
(B) TF27 treatment. Efficacy of artesunate was tested against (C) TB40/E and
(E) VHL/E strains. Efficacy of TF27 was tested against (D) TB40/E and (F)
VHLY/E strains. Viral loads were measured by qPCR after 13 days of treatment.
Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism with 2way
ANOVA test (GraphPad Software, San Diego, CA). *: p < 0.05, **: p<0.01
and ***: p<0.001. Boxplots are designed as median (Q2), the lower quartile
(Q1) and the upper quartile (Q3). Whiskers are extended to the extreme data

points.
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Figure 4. Impact of TF27 and artesunate on beta-hCG release by
villi explants. Level of beta-hCG release in supernatant of floating villi
after 13 days of treatment with (A) TF27 and (B) artesunate. Results
were expressed in mUI of beta-HCG per million cells and assays were
performed on 3 different placentae. Boxplots are designed as median
(Q2), the lower quartile (Q1) and the upper quartile (Q3). Whiskers are
extended to the extreme data points.



Highlight :
TF27, a derivate of artesunate, was evaluated in vitro and in an ex vivo model of placental

against cytomegalovirus strains.
TF27 showed efficacy against various HCMYV strains in different cell types.

TF27 decreased HCMYV load in 1% trimester floating villi explant culture without significant

impact on villi viability.

Experimental drug TF27, showed promising effects for further antiviral drug development.



I.2. Conclusions sur TF27

Atravers cet article, nous avons donc mis en évidence l'intérét de TF27 dans le développement
de nouveaux composés anti-CMVH.

Dans un premier temps, nous avons démontré que ce dérivé de l'artésunate était capable
d'inhiber l'infection a CMVH dans divers types cellulaires, contre des souches de laboratoires et un
isolat clinique. Cette activité in vitro est effective a des concentrations efficaces non cytotoxiques.

Cette évaluation nous a aussi permis de confirmer que notre modele d'infection de villosités
de 3™ trimestre n'est pas pertinent pour I'évaluation de composés a visée anti-CMVH. Toutefois,
les essais en 1°" trimestre sont concluants et encourageants pour le développement de molécules
sur le modéle de TF27. En effet, TF27 est efficace a des concentrations presque 100 fois inférieures

a l'artésunate sans cytotoxicité sur les placentas.

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 141
Licence CC BY-NC-ND 3.0 . . . . | |



Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 - . ' | l 142

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Il. Evaluation de LAVR-289

Le cidofovir a prouvé son efficacité dans le traitement de linfection a CMVH mais est
néphrotoxique. Sa prodrogue, le brincidofovir, est tout aussi efficace mais possede une meilleure
biodisponibilité et une moindre toxicité en s'affranchissant du transport transmembranaire via les
transporteurs d'anion organique OAT1 (Tippin et al., 2016). Cependant, face a l'apparition de
mutations de résistances, un consensus international met en évidence la nécessité de développer
de nouveaux antiviraux pour répondre aux besoins de traitement des patients transplantés
(Kotton et al., 2018).

LAVR-289 est un acyclonucléoside phosphonate sous sa forme prodrogue dont le
développement est basé sur la structure du cidofovir. Les groupements biolabiles de cette
prodrogue sont clivés par des voies enzymatiques cellulaires rendant ainsi la molécule active. Cette
molécule a été synthétisée par I'unité CNRS ICOA UMR7311 d'Orléans. Dans le cadre d'une
collaboration avec cette unité, nous avons donc testé le potentiel anti-CMVH de cette molécule, en

comparaison avec le cidofovir, contre plusieurs souches de CMVH in vitro et ex vivo.
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I.1.  Matériel et méthodes
I.1.1. Cultures cellulaires et virales

Deux types cellulaires ont été employés pour I'évaluation des différentes molécules
antivirales : des fibroblastes (FEH), et des cellules épithéliales (ARPE-19) d'épithélium rétinien. Les
milieux de cultures ainsi que I'entretien des cellules sont décrits dans le paragraphe 2.1 de l'article
ainsi que dans le paragraphe Il.1 de la Partie | (page 145).

La souche virale AD169 portant le géne de la green fluorescent protein ou AD169-GFP est un
don du Pr. Martin MESSERLE (Hannover Medical school, Allemagne). Les souches a tropisme
endothélial et épithélial, VHL/E et TB40/E sont décrites dans le paragraphe 2.1 de l'article ainsi que
dans le paragraphe I1.2 de la Partie | (page 94). La production de virions extracellulaires est décrite

dans le paragraphe 1.3 de la Partie | (page 94).

11.1.2. Molécules antivirales
Le cidofovir (CDV) (Heritage Pharmaceuticils Inc., USA) est remis en suspension a 100 mM dans
de l'eau ppi et conservé a -80°C. LAVR-289 est synthétisé dans le laboratoire du Dr Vincent ROY
(Institut de Chimie Organique et Analytique - ICOA UMR7311, Orléans) et remis en suspension a
10mM dans du DMSO. Aprés remise en suspension, les molécules sont conservées a -80°C durant

1 mois.

11.1.3. Essais d’efficacité de molécules in vitro.
Les essais sont réalisés sur les cellules FEH cultivées en plaques 48 puits. La souche AD169-
GFP est cultivée sur flasques de 25 cm? jusqu’a atteindre au moins 90% d’ECP sur cellules FEH. La
nappe cellulaire est alors rincée au verséne-EDTA (Verséne-EDTA 1/5000, Eurobio, France) avant
ajout de trypsine-EDTA (0,05% trypsine et 0,53 mM EDTA, Eurobio, France). Les cellules exprimant
la GFP sont diluées a 500 cellules/mL de facon a infecter les cellules a une MOI de 0,003. La MOI
est calculée pour compter entre 25 et 50 foyers d'infection par puits aprés 5 jours d'incubation

pour les conditions sans antiviraux. Pour les souches produisant dans le surnageant, la dilution a
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la MOI de 0,003 se fait a partir des aliquotes titrés de chaque souche virale (cf. paragraphe 1.3 de
la Partie |, page 94).

500pL de suspension cellulaire sont distribués par puits. La plaque est centrifugée 45 min a
3500 rpm avant de renouveler le milieu de culture par les dilutions d'antiviraux a tester. Apres 5
jours d'incubation a I'étuve a 37°C, (5% de CO2 et atmosphére humide) le nhombre de foyers
d'infection est compté par puits pour déterminer les ECso et ECyo des antiviraux testés. Chaque
condition est testée en triplicat et sur trois essais indépendants.

Les concentrations inhibitrices 50% et 90% (ECsp et ECq) sont déterminées par la
concentration de molécule nécessaire pour réduire de respectivement de 50% et 90% le nombre
de foyers d'infection. Ceci est déterminé a l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software,

San Diego, USA) par une analyse de type dose-réponse.

1.1.4. Essais de cytotoxicité

La cytotoxicité des composés est évaluée en plaque 96 puits sur cellules FEH, ou ARPE-19 par
mesure du relargage de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture cellulaire.
Les antiviraux sont dilués dans le milieu correspondant aux cellules utilisées (cf. Il.1 de la partie |,
page 93). Si le DMSO sert de solvant pour la molécule (cas pour LAVR-289), un contréle avec une
dilution de DMSO est aussi effectué. La dilution de DMSO est basée sur la plus haute concentration
de la molécule testée. Un témoin de mort cellulaire naturelle est aussi réalisé. 250 pL de chaque
dilution et des témoins sont distribués sur une plaque avec cellules et sur une plaque sans cellules.
Apreés 5 jours d'incubation dans une étuve a 37°C, la toxicité des composés est évaluée a l'aide du
kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay kit (Promega, France) en suivant les
recommandations du fournisseur.

Les concentrations cytotoxiques de 50% et 90% (CC50 et CC90), indiquant 50% ou 90% de
mort cellulaire, sont déterminées a l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software, San

Diego, CA) par une analyse type dose-réponse.
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1.1.5. Collection Biologique de placentas
La collection biologique de placentas est décrite dans le paragraphe 1.4 de la Partie | (page

96). Seules les villosités issues de placentas de 1¢" trimestre ont été utilisées dans cette évaluation.

11.1.6. Modéle d’infection des villosités
Les villosités de 1°" trimestre ont été infectées par les souches virales VHLE/E et TB40/E selon
la méthode décrite dans le paragraphe 11.5 de la partie | (page 97). Le traitement est effectué a
partir du jour O et les explants sont collectés au jour 13 post-traitement et conservés a -80°C. La
charge virale dans les explants est telle que décrite dans le paragraphe I1.6 de la Partie | (page 97).
Les surnageants sont aliquotés et conservés a -80°C avant dosage des 3-hCG (cf. Il.7 de la Partie |,

page 98). Les essais sont effectués en triplicatas sur 3 placentas différents par type d'expérience.

1.1.7. Analyses statistiques
Les analyses statistiques sont effectuées a l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad

Software, USA) en utilisant le test « two-way ANOVA ».
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I1.2. Résultats sur I’évaluation de LAVR-289

I.2.1. Efficacité in vitro de LAVR-289

Nous avons évalué l'efficacité in vitro de LAVR-289, en comparaison de celle connue du CDV,

contre trois souches de laboratoire : 'AD169-GFP, TB40 et VHL. LAVR-289, comme le CDV inhibe la

réplication des 3 souches virales avec des profils de décroissance virale similaires (Figure 36).
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Figure 36. Essais d’efficacité de LAVR-289 et du CDV sur des souches de CMVH en
fibroblastes humains. (A) Impact de LAVR-289 et (B) du CDV sur l'infection a CMVH par différentes
souches de CMVH en FEH. Le nombre de foyers est compté aprés 5 jours de traitement par
microscopie inversée a fluorescence pour ’AD169-GFP et aprés marquage immunocytochimique
des cellules infectées pour TB40 et VHL. N=3
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L'AD169-GFP semble plus sensible a LAVR-289 que TB40 avec une valeur d'ECso de 21,40

+3,36 nM et une ECqy de 48 +2,6 nM pour 'AD169-GFP et des valeurs d’ECsg et d'ECqo de 35,35 +0,2

nM et 131,2 £3,5 nM respectivement, pour TB40 (Tableau 8). Les ECso du CDV sont 30 fois plus

élevées que celles de LAVR-289 avec des valeurs entre 0,73 £+0.24 pM et 1,3 +0.2 pM pour 'AD169-

GFP et TB40 respectivement (Tableau 8).

Tableau 8. Concentrations efficaces 50% et 90% de LAVR-289 et du CDV en FEH.
Les ECso et ECgo sont déterminées a I'aide du logiciel GraphPad Prism d’aprés les

valeurs présentées en Figure 36. (N=3)

LAVR-289 cbV
Souches virales
ECso NM ECqo NM ECsp UM ECqo pM
AD169-GFP 21,40 £3.6 48 +2.6 0,73 +0,24 3,5 +1,1
TB40 35,35 +0,2 131,2 3,5 1,3 +0,2 4,8 +1,4
VHL 30,04 +1,6 124,1+7,6 0,86 +0,1 4,2 +1,.2
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A la différence du CDV qui, aux plus fortes concentration testées (10 pM), n’inhibe pas
compléetement l'apparition de foyers (entre 3 a 4 foyers par puits restants), les plus hautes
concentrations de LAVR-289 montrent une plus grande inhibition du nombre de foyers (entre O et
1). Les essais en fibroblastes montrent que LAVR-289 est capable d'inhiber la réplication du CMVH
dans une gamme de concentrations de l'ordre du nanomolaire (Figure 36). Le CDV est aussi

efficace contre ces trois souches virales mais a des concentrations de l'ordre du micromolaire.

11.2.2. Cytotoxicité in vitro de LAVR-289
La cytotoxicité de LAV-289 a été évaluée in vitro sur les cellules FEH et ARPE-19 a confluence
ou en croissance (subconfluentes). La CCso est atteinte pour LAVR-289 dans les deux types
cellulaires a une concentration de 17,14 +6,5 pM en FEH en croissance et de 12,98 5,3 pM en
ARPE-19 en croissance (Tableau 9). La différence entre les valeurs de CCsq sur cellules a confluence
et en croissance n'est pas significative (p >0,1).
Les valeurs de CCsp n'ont pas été atteintes pour le CDV, mémes aux plus fortes concentrations

testées (20 uM) (Tableau 9).

Tableau 9. Cytotoxicité de LAVR-289 et du CDV in vitro. Le pourcentage de
cytotoxicité due au composé est déterminé par mesure de la lactate déshydrogénase
libérée dans le milieu de culture apres 5 jours d’incubation. (N = 3)

LAVR-289 cbv
Cellules
CCsp UM CCqo UM CCsy UM CCqo UM
FEH 17,14 +6,5 34,6 +6,5 Na Na
croissance
FEH 28,04 +6,3 87,52 £6,3 Na Na
confluence
ARPE-19 12,98 5,3 Na Na Na
croissance
ARPE-13 26,71 +2,1 Na Na Na
confluence
Na : non atteinte
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L'index thérapeutique [IT : CCso/ECs0] de LAVR-289 est entre 485 et 1310 suivant les souches
virales utilisées et le type de cellules utilisé (Tableau 10). La CCso du CDV n'ayant pas été atteinte,
non n'avons pas calculé d'IT pour cette molécule.

LAVR-289 présente donc un index thérapeutique intéressant avec des valeurs de CCsg et CCo

(Tableau 10) supérieures aux valeurs d'ECso et d’'ECq (Tableau 8).

Tableau 10. Index thérapeutique de LAV-289. L’index thérapeutique [IT :
CCs0/ECso] est calculé a partir des valeurs obtenues in vitro.

LAVR-289

Croissance Confluentes

Souches virales

AD169-GFP 800 1310
TB40 485 793
VHL 570 933
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11.2.3. Efficacité de LAVR-289 dans le modéle ex vivo de villosité de 1°"
trimestre

Apreés avoir prouvé son efficacité in vitro, LAVR-289 a été mis en contact avec des villosités de
1¢" trimestre infectées par les souches TB40/E ou VHL/E. Les charges virales de TB40/E et VHL/E

décroissent avec 'augmentation de concentration de LAVR-289 ou du CDV (Figure 37).
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Figure 37. Efficacité de LAVR-289 dans le 1°" trimestre a J13 post-traitement. Le nombre de
copies de CMVH par million de cellules est mesuré a J13 apres traitement au CDV pour les souches
(A) TB40O/E et (C) VHL/E et aprés traitement avec LAVR-289 pour la souche (B) TB40/E et (D) VHL/E.
Les essais sont effectués en triplicat sur 2 placentas différents. Les barres horizontales représentent
les médianes.

Les profils de décroissance de la charge virale sont similaires entre les souches de CMVH avec
LAVR-289 (Figure 37.B et D). Le CDV impacte aussi les deux souches virales de la méme fagon
(Figure 37.A et C). Ces deux molécules sont donc capables de diminuer l'infection virale aprés 13
jours de traitement dans les villosités de 1°" trimestre. Les valeurs d'ECso de LAVR-289 et du CDV
sont cependant trés différentes (Tableau 11). L'ECso de LA-VR-289 est de 53,14 £3,2 nM et 'ECq de
120,5 £3,8 nM pour TB40/E. Les doses efficaces du CDV sont quant a elles nettement supérieures
avec une ECso = 1,44 +0,2 yM et une ECq0= 5,9 £1,5 uM pour la souche TB40/E (Tableau 11).
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Tableau 11. Activité antivirale de LA-VR-289 et du CDV ex vivo. Les valeurs
d’'EC50 et d’EC90 sont déterminées a J13 post-traitement a I'aide du logiciel
GraphPad Prism (GraphPad Software, USA). Les essais sont effectués en triplicat
sur 2 placentas différents.

LAVR-289 cDv
Souches

virales ECso NM ECoo NM ECso UM ECo pM
TB40/E 53,14 3,2 120,5+3,8 1,44 402 59415
VHL/E 34,65 +2,34 136,92 +3,9 0,56+0,2  4,2#1,22

1l.2.4.Cytotoxicité de LAVR-289 dans les villosités de 1°" trimestre
La concentration cytotoxique 50% in vitro étant de I'ordre du micromolaire, nous avons choisi

d'étudier l'impact de LAVR-289 dans la méme gamme de concentration que celle du CDV.
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Figure 38. Cytotoxicité de LAVR-289 sur les villosités de 1°" trimestre. Taux de 3-hCG dans les
surnageants de villosités de 1°" trimestre a J4 et J13 post-traitement au (A) CDV ou (B) LAVR-289.
Les essais sont effectués en triplicat sur 3 placentas différents. Les barres horizontales représentent
les médianes.

La cytotoxicité de la molécule ayant été évaluée au bout de quelques jours in vitro, nous avons
mesuré le taux de B-hCG dans les surnageants de villosités a J4 post-traitement et a la fin du
traitement soit a J13. Les deux composés n'impactent pas significativement le taux de B-hCG dans
les surnageants a J4 ou a J13. Pour LAVR-289, le taux de (B-hCG tend a augmenter a J13 a la
différence des villosités traitées avec du CDV.

Les concentrations cytotoxiques 50% et 90% ne sont atteintes pour aucun des deux

COmMposes.
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I1.3. Conclusion sur LAVR-289

L'analogue du cidofovir, LAVR-289, posséde donc une forte activité anti-CMVH in vitro et ex
vivo. Que ce soit contre la souche de référence AD169-GFP ou contre les souches a tropisme
épithélial VHL et TB40, LAVR-289 est capable d'inhiber l'infection a CMVH dans les fibroblastes avec
des valeurs d'ECso de l'ordre du nanomolaire soit presque 40 fois moins que le cidofovir.

De plus, LAVR-289 présente un profil intéressant avec des indexes thérapeutiques éleveés
pouvant atteindre 1310. Ce profil est aussi observé dans le modéle d'infection de villosité de 1°
trimestre avec une forte efficacité antivirale ainsi qu'un faible impact sur la cytotoxicité dans les
villosités.

Ces résultats préliminaires dans I'évaluation de LAVR-289 sont donc encourageants pour un

développement plus poussé de cette molécule.
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lll. Evaluation du Cytotect® CP

Les immunoglobulines hyperimmunes (HIG) sont aussi utilisées dans la prise en charge de
I'infection a CMVH et ont prouvé leur efficacité chez les patients receveurs de CSH (Alsuliman et al.,
2018). Elles sont plus concentrées en IgG que les immunoglobulines standard données par voie
intraveineuse (Germer et al., 2016). Méme si dans un premier temps, leur utilisation dans un
contexte d'infection congénitale n'a montré ses preuves (Revello et al., 2014), d’'autres études
démontrent que leur utilisation n'impacte pas sur le poids de naissance des nouveau-nés (Chiaie
et al., 2018).

Dans une collaboration avec Biotest AG (France), nous avons repris I'évaluation du Cytotect®
CP en commencant par les études in vitro puis ex vivo de cette HIG. Nous avons ainsi évalué cette

molécule dans deux types cellulaires, les FEH et les ARPE-19, et commencé son étude ex vivo.
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Ill.1. Matériels et méthodes
lll.1.1. Cultures cellulaires et virales

Deux types cellulaires ont été employés pour I'évaluation des différentes molécules
antivirales : des fibroblastes (FEH), et des cellules épithéliales (lignée ARPE-19) d'épithélium
rétinien. Les milieux de cultures ainsi que l'entretien des cellules sont décrits dans le paragraphe
2.1 de I'article ainsi que dans le paragraphe 1.1 de la Partie | (page 93).

Les souches a tropisme endothélial et épithélial, VHL/E et TB40/E sont décrites dans le
paragraphe 2.1 de l'article ainsi que dans le paragraphe |1.2 de la Partie | (page 94). La production

de virions extracellulaires est décrite dans le paragraphe I1.3 de la Partie | (page 94).

lll.1.2. Molécules antivirales
Le Cytotect® CP a 100 unités/mL provient de Biotest AG (Allemagne) et est conservé a +4°C,
Le Cytotect® CP est utilisé dans le mois suivant l'ouverture pour éviter les variations de

concentration en HIG anti-CMVH.

lll.1.3. Essais de neutralisation

Les essais de neutralisation sont utilisés pour I'évaluation du Cytotect CP® contre des virions

extracellulaires et nécessitent une incubation préalable du Cytotect CP® avec les virions.
e Préparation du mélange virions - Cytotect CP® :

Les surnageants viraux (titrés dans le paragraphe 11.3.2 de la partie |, page 95) sont dilués dans
le milieu correspondant aux FEH ou ARPE-19 mais sans sérum de veau feetal. 225 pL de surnageant
viral sont ajoutés a 225 pL de Cytotect CP® et incubés pendant une heure dans une étuve a 37°C
(Figure 39). Les virons libres ainsi que le Cytotect CP® sont dilués a deux fois la concentration
finale souhaitée de facon a obtenir une MOI de 0,1 pour les virions et les concentrations de 0,005

U/mL, 0,015 U/mL, 0,05 U/mL, 0,15 U/mL, 1,5 U/mL.
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¢ Infection des cellules et comptage des foyers d'infections :

Le mélange est ensuite déposé sur cellules FEH ou ARPE-19 (Figure 39). Le milieu est alors
supplémenté par 50 pL de sérum de veau feetal puis incubé 3h sur cellules dans une étuve a 37°C.
Le milieu est renouvelé par du milieu sans virions ni Cytotect CP®. Aprés 5 jours d'incubation a
37°C, les cellules sont fixées et colorés par immunocytochimie (cf. paragraphe I1.3.1 de la Partie |,
page 94). Le nombre de foyers d'infection est compté pour chaque puits de facon a déterminer les

doses neutralisantes 50% et 90% (DNsg et DNgo) de la molécule.

<%7
¢ e
= % %‘7 cells
Incubation 1H a 37°C: Incubation Changement milieu
Cytotect CP® avec 3H Incubation 24H ou
surnageant viral 5iours a37°C

Figure 39. Schéma de protocole d’essai de neutralisation du Cytotect® CP. L'immunoglobuline
est incubée une heure avec des virions libres des souches de CMVH de laboratoire. Le mélange est
ensuite déposé sur cellules pour une incubation de 3h dans une étuve a 37°C. Le milieu est ensuite
renouvelé et les plagues sont incubées 24h ou 5 jours a 37°C.

lll.1.4. Essais de cytotoxicite
La cytotoxicité des composés est évaluée en plaque 96 puits sur cellules FEH, ou ARPE-19 par
mesure du relargage de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture cellulaire
(cf. 11.11.4 de la Partie Il, page146). Le Cytotect CP® est dilué dans le milieu correspondant aux

cellules utilisées (cf. 11.1 de la Partie |, page 93).

ll.1.5. Collection Biologique de placentas
La collection biologique de placentas est décrite dans le paragraphe 1.4 de la Partie | (page

96). Seules les villosités issues de placentas de 1¢" trimestre ont été utilisées dans cette évaluation.
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Ill.1.6. Cytotoxicité du Cytotect CP® ex vivo
Les villosités de 1¢" trimestre sont cultivées selon la méthode décrite dans le paragraphe 1.5
de la partie | (page 97). Le traitement est effectué a partir du jour O et les explants sont collectés
au jour 13 post-traitement et conservés a -80°C. La charge virale dans les explants est telle que
décrite dans le paragraphe I1.6 de la Partie | (page 97). Les surnageants sont aliquotés et conservés
a -80°C avant dosage des B-hCG (cf. 1.7 de la Partie |, page 98). Les essais sont effectués en

triplicatas sur 3 placentas différents par type d'expérience.

ll.1.7. Analyses statistiques
Les analyses statistiques sont effectuées a l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad

Software, USA) en utilisant le test « two-way ANOVA ».
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lll.2. Résultats de I'évaluation du Cytotect® CP.

lll.2.1. Efficacité in vitro Cytotect CP

VHLIE TB40/E
80 80
2 [
g 60 -e- FEH ; 60
>
2 & ARPE-19 ° - FEH
g 20 g 10 - ARPE-19
e o
a s
g 20 E 20
=z 4
0 T T T 3 1 0 T T T 4 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Cytotect (U/mL) Cytotect (U/mL)

Figure 40. Efficacité in vitro du Cytotect® CP. Essais de neutralisation du Cytotect CP sur cellules
FEH et ARPE-19 contre la souche (A) VHL/E et (B) TB40/E.

Les essais de neutralisations in vitro sur cellules FEH et ARPE-19, montrent la capacité du
Cytotect® CP a inhiber I'apparition de foyers d'infection des souches VHL/E et TB40/E (Figure 40).
L'efficacité du Cytotect® CP est équivalente contre les deux souches de CMVH utilisées et sur les
deux types cellulaires employés pour ces essais (Tableau 12). Les différences de valeurs d'efficacité

entre les souches d CMVH ne sont pas significatives (p > 0,9).

Tableau 12. DNso et DNgo du Cytotect® CP in vitro. Les valeurs de DNso et DNgo sont
déterminées a partir des graphes présentés en Figure 40.

FEH ARPE-19
Souches
virales DNiso DNogo DNso DNgo
unités/mL  unités/mL unités/mL  unités/mL
VHL/E 0,014 £0,01 0,069 +0,02 0,011+0,01 0,067 +£0,02

TB40/E 0,033 £0,01 0,10 £0,01 0,032 £+0,01 0,11 0,02

La cytotoxicité du Cytotect CP a été évaluée in vitro. Sur les cellules FEH ou ARPE-19, les
pourcentages de mort cellulaire dus a la molécule (aprés soustraction de la mort cellulaire
naturelle) sont nuls méme pour la plus haute concentration testée (20 unités/mL). La CCsq et la

CCqo n'ont donc pas été atteintes.
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1ll.2.2. Evaluation ex vivo du Cytotect CP
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Figure 41. Cytotoxicité du Cytotect® CP dans les villosités de 1°" trimestre. Mesures des
B-hCG relarguées dans le milieu de culture en fonction du nombre de cellules déterminé par
gPCR albumine. La cytotoxicité a été évaluée a J4 et J13 post-traitement sur 3 placentas
différents et en triplicat. Les barres horizontales représentent les médianes.

La production de B-hCG par les villosités flottantes de 1¢" trimestre de grossesse n'est pas
impactée par la présence du Cytotect® CP. Aucune décroissance significative du taux de B-hCG

n'est observable a J4 ou a J13 post-traitement aux concentrations évaluées (Figure 41).
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lll.3. Conclusion sur le Cytotect® CP
Le Cytotect® CP a donc montré son efficacité in vitro pour neutraliser linfection par des
souches de laboratoire de CMVH. Ces essais démontrent une bonne reproductibilité des résultats
sachant que deux lots différents de Cytotect® CP ont été utilisés pour les essais in vitro.
Concernant les essais ex vivo, seul I'impact sur la viabilité des explants a pu étre effectuée par
manque de placentas issus de femmes séronégatives vis-a-vis du CMVH. Toutefois, cette HIG ne
semble pas toxique pour les villosités de 1¢" trimestre. Les essais d'efficacité sont prévus et en

cours de réalisation.
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Discussion et perspectives

L'infection a CMVH peut étre a lorigine de complications séveéres pour les patients
immunodéprimés et peut aussi entrainer des séquelles plus ou moins sévéres pour le foetus
lorsqu'elle survient chez la femme enceinte (Leruez-Ville and Ville, 2017). Le développement de
traitements puissants et moins toxiques que les anti-polymérases, utilisables chez le nouveau-né
ou le feetus nécessite des modeéles adaptés. Si le CMV murin permet d'étudier la physiopathologie
et la réponse immune au cours des infections a CMV, la spécificité d'espéce des cibles antivirales
limite le développement de modeles permettant d'évaluer I'efficacité de nouvelles thérapeutiques
anti-CMVH. Les conséquences de linfection et la sensibilité aux antiviraux peuvent également
varier selon les types cellulaires et d'un type cellulaire a 'autre au sein d'un tissu. La disponibilité
au laboratoire de nombreux types cellulaires et l'optimisation d'un modeéle dhistoculture
placentaire (Andouard, 2015; Morere et al., 2015) ainsi que son transfert in vivo sur souris
humanisées (Morére, 2016) nous a permis de développer un protocole complet d'évaluation de

nouvelles molécules.

I. Optimisation de modéles d’infection pour le traitement de I'infection a CMVH

Le CMVH est capable d'infecter de multiples types cellulaires au sein des tissus, avec des
conséquences variables sur les cellules et leur microenvironnement. Le tropisme des souches
définit les cellules cibles au sein d'un tissu. Ce tropisme est défini par la présence de deux
complexes a sa surface que sont le complexe trimérique, composé des protéines gH/gL/gO, et le
complexe pentamérique, composé des protéines gH/gL/UL128-131. Le complexe trimérique
permet 'entrée du virus dans les fibroblastes alors que le complexe pentamérique permet en plus
I'entrée du virus dans les cellules épithéliales et endothéliales (Gerna et al., 2019b). Nous avons
donc choisi de travailler avec deux types cellulaires : des fibroblastes embryonnaires humains
(FEH) et une lignée de cellules épithéliales de la rétine (ARPE-19). Ces cellules ont été infectées avec

un panel de souches virales a tropisme soit fibroblastique soit endothélial/épithélial.

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' | | 167
Licence CC BY-NC-ND 3.0



En premier lieu, nous avons constitué une collection d'isolats cliniques de CMVH issus de
patients transplantés ou d'infection congénitale 8 CMVH. Ces souches étant tout d'abord mises en
culture sur FEH par le CNR Herpesvirus lors de leur isolement en culture, nous avons évalué leur
tropisme en vérifiant leur capacité a infecter les cellules épithéliales. Parmi les 10 souches virales
isolées des urines de nouveau-nés atteints d'infection congénitale a CMVH, 3 souches n’étaient pas
capables d'infecter les cellules épithéliales (Tableau 7 : C4, C5, et C6, page 103). Les deux souches
isolées de patients transplantés (Tableau 7 : T1 et T2, page 103) n'ont également pas pu infecter
les cellules épithéliales. Cette incapacité a infecter les ARPE-19 peut s'expliquer par le nombre de
passages effectués en FEH (3 pour les deux souches) avant la mise en culture sur cellules
épithéliales. Les passages successifs de souches de CMVH, sauvages ou de laboratoire, sur
fibroblastes font perdre le tropisme épithélial de ces souches par induction de mutation dans les
geénes codant le complexe pentamérique, rendant ce dernier non fonctionnel (Dargan et al., 2010).
Méme si cela n'a pas été démontré pour les souches de CMVH sauvages, il a été démontré que
I'expression des glycocomplexes, définissant le tropisme d'une souche, varie entre les souches de
laboratoire, comme cela été mis en évidence pour 'AD169, TB40 et TR et PH (Zhou et al., 2013). De
plus, 'expression majoritaire du complexe pentamérique ou trimérique peut varier au sein d'une
méme souche (Li and Kamil, 2016).

Les essais antiviraux pouvant étre effectués avec des inoculum constitués de cellules
infectées, la préparation de stock de virions extracellulaires n'est pas une nécessité pour le modele
in vitro et seul le tropisme des souches pour les cellules étudiées intervient. Cependant, les virions
extracellulaires sont indispensables pour infecter le modele de culture ex vivo (Morere et al., 2015).
Nous avons donc cherché a produire des stocks de virions extracellulaires a partir des souches de
CMVH endothéliales, fibroblastiques ou des isolats cliniques. Ceci dans un but de pouvoir infecter
les villosités placentaires par des souches a tropisme différent et avec une multiplicité d'infection
reproductible. Malheureusement, aprés plusieurs passages en culture cellulaire (10 a 11 passages)
sur FEH ou sur ARPE-19, aucun des isolats cliniques n'a produit de virions extracellulaires en
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quantité suffisante. Les souches cliniques sont en effet le plus souvent associées aux cellules et
produisent peu de virions extracellulaires en culture, a moins d'effectuer des passages extensifs
en fibroblastes (Yamane et al., 1983). Pour ces raisons, nous avons utilisé pour les essais en
placenta les souches virales TB40/E et VHL/E qui sont cultivées sur cellules épithéliales ou
endothéliales afin de conserver leur tropisme pour ces types cellulaires, ainsi que la souche de
laboratoire AD169.

Dans un second temps, nous avons optimisé le modele ex vivo de culture et d'infection de
villosités placentaires déja existant au laboratoire (Andouard, 2015; Moreére et al., 2015). Ce modeéle
repose sur la capacité de production de virions extracellulaires par les souches de CMVH, afin
d'infecter les villosités flottantes situées sur une éponge (Figure 31, page 97). Nous avons choisi de
travailler sur les villosités pour plusieurs raisons. D'une part a cause de sa structure, il s'agit d'un
tissu facilementisolable et qui posséde un maintien suffisant pour une histoculture, en témoignent
les modeles ex vivo déja existants (Amirhessami-Aghili et al., 1987; Gabrielli et al., 2001; Lopez et
al., 2011). D'autre part, les trophoblastes, et donc les villosités, baignent dans le sang maternel et
forment une barriere vis-a-vis de l'infection par des pathogénes (Coyne and Lazear, 2016; Knéfler
et al., 2019). Lors de l'infection a CMVH, le virus doit passer cette barriére pour infecter le foetus.
L'inhibition de la réplication virale ou de linfection par le CMVH dans ces tissus pourraient
permettre de protéger le foetus de séquelles liées au CMVH. De plus, linfection seule du placenta
par le CMVH est aussi a risque pour le feetus, avec une possibilité de défaut de croissance (Pereira,
2018). La transmission du virus pouvant avoir lieu tout au long de la grossesse, nous avons évalué
la capacité d'infection de nos souches dans des villosités flottantes de 1¢" et de 3™ trimestre de
grossesse.

Les évolutions effectuées a partir du modele de (Morére et al., 2015) avaient deux objectifs :
1) augmenter I'exposition des villosités a l'infection virale, et 2) éliminer le risque de réinfection a
partir de la nappe cellulaire produisant les virions, afin que la charge virale mesurée soit celle du
virus infectant le placenta. Enfin, ces modifications permettent aussi de limiter I'impact de la
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mortalité des fibroblastes de la nappe cellulaire sur les résultats de cytotoxicité. Lors de l'infection
des cellules et des villosités, les incubations sont donc de 7 jours et non de 5 jours. De plus, une
fois les villosités infectées, ces derniéres sont transférées dans une nouvelle plaque de culture sans
fibroblastes. Par ailleurs, nous avons choisi de n'utiliser que des placentas de femme séronégative
vis-a-vis du CMVH pour les essais d'efficacité des antiviraux afin de limiter les biais liés a un virus
endogeéne. Les placentas issus de femmes séropositives ont été utilisés pour les essais de
cytotoxicité comprenant un contrdle placenta sans antiviral afin de ne rapporter que les effets liés
a la molécule étudiée.

L'infection pouvant survenir tout au long de la grossesse, nous avons comparé l'infection de
villosités de 1" et de 3™ trimestre avec les souches de référence AD169, TB40/E, VHL/E. A partir
de I'étude des cinétiques d'infection virale nous avions déterminé que J13 était la date d'infection
maximale. En comparant les charges virales des souches a J13, la permissivité des villosités de 1°
trimestre est supérieure a celle des villosités de 3™ trimestre (p<0,05 et p< 0,001) (Figure 33, page
105). Toutefois, la structure des villosités évolue au cours de la grossesse. Pendant le 1" trimestre,
les villosités se forment a partir du trophectoderme et se différencient en cytotrophoblastes
entourés par une couche de syncytiotrophoblastes. Au cceur des villosités se trouvent des
fibroblastes ainsi que les cellules endothéliales formant les capillaires sanguins. En fin de grossesse
les capillaires sanguins sont en contact étroit avec les syncytiotrophoblastes suite a
'amenuisement de la couche de cytotrophoblastes (Gude et al., 2004; Knoéfler et al., 2019). Les
syncytiotrophoblastes sont peu permissifs au CMVH et ont un rdle protecteur vis-a-vis des
pathogenes (Arora et al., 2017). Le plus faible taux d'infection mise en évidence dans les villosités
de 3®me trimestre peut donc étre d( a la moins bonne permissivité des cellules composant les
villosités de 3™ trimestre ainsi qu'a la perte de certaines cellules permissives au CMVH. Cette
variation de charge virale a aussi été observée par H. Lopez (Lopez et al., 2011) avec l'utilisation de
la souche VHL/E dans un modéle d'infection similaire. De plus, le dosage des B-hCG présentes dans
le surnageant des villosités infectées ne révele pas de différence de taux de B-hCG par
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comparaison avec les villosités non infectées (Figure 33.D, page 105). La faible charge virale dans
les villosités de 3®™m trimestre n‘est donc pas le résultat d’'une cytotoxicité présente dans ces
villosités. Cependant, une différence dans les taux de B-hCG sécrétés entre le 1¢" et le 3¥m trimestre
estvisible. Cette différence de concentration, observée aussi dans I'étude de H. Lopez (Lopez et al.,
2011) est physiologique, le taux de -hCG augmentant pendant la grossesse pour atteindre un pic
a environ 9 semaines de grossesse puis diminuant durant le reste de la grossesse (Korevaar et al.,
2015).

La permissivité des placentas peut aussi varier d'une femme a l'autre mais aussi en fonction
du terme de la grossesse, raison pour laquelle tous les essais ont été réalisés en triplicats.
L'importance de ces variations a été démontrée par I'étude de Gisela Enders (Enders et al., 2011)
qui a montré des variations de charge virale en fonction du terme en semaine d'aménorrhée avec
les placentas de 1 trimestre. Dans l'objectif d'optimiser le modéle ex vivo pour I'évaluation de
nouvelles molécules, il est préférable d'avoir un taux d'infection peu variable, pour éviter les biais
de mesure de l'efficacité de la molécule, méme si cette absence de variabilité n'est pas le reflet
d'une infection in vivo. L'infection a CMVH en début de grossesse ayant des conséquences plus
graves qu'au terme de la grossesse, il est aussi plus pertinent d'évaluer le potentiel de composés
a ce moment de la grossesse. C'est pourquoi nous avons choisi de ne conserver que le modele
d'infection des villosités de 1°" trimestre pour notre modéle ex vivo.

Cependant, ce modeéle a encore besoin d'optimisation pour pouvoir infecter les villosités avec
des souches sauvages de CMVH. L'incapacité de ces souches a produire des virions extracellulaires
pourrait étre compensée par une mise en contact direct des villosités avec la couche de
fibroblastes infectés. Ces essais ont été effectués au sein du laboratoire et montrent une plus faible
viabilité des villosités sans I'éponge comme soutien (Morére, 2016). Méme si I'utilisation de souches
de laboratoires pour I'étude de l'efficacité de nouveaux composés est classique, il faudrait étudier
leur impact sur des isolats, qui pourraient d’'avantage refléter le comportement des souches en
clinique. L'intérét de notre modeéle est également de mimer la transmission du virus in utero car

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' l | 171
Licence CC BY-NC-ND 3.0



les villosités flottantes baignent dans le sang maternel et ne sont pas en contact direct avec les
tissus maternels infectés. Notre modéle possede aussi des lacunes. En effet, nous nous sommes
restreints a une infection des villosités par des virions extracellulaires. Ce modeéle n'inclus pas les
autres acteurs qui jouent un réle dans la transmission du virus de la mére au feetus, telles que les
lgG maternelles qui pourraient permettre le transport des particules virales au travers de la couche
de syncytiotrophoblastes (Maidji et al., 2006). Ce modéle est aussi complémentaire des modéles
de culture de décidue. En effet, dans chacun des deux cas, nous n'‘étudions qu'une partie du
placenta qui est composé de cellules aux propriétés différentes (Itell et al., 2017a; Knofler et al.,
2019; Manaster and Mandelboim, 2010). Toutefois, la culture de décidue développée par
(Weisblum et al., 2011) ne se limite qu'a une faible épaisseur de tissus (250 pm) mais a pu
démontrer l'efficacité de plusieurs antiviraux. De plus, pour les essais antiviraux, la molécule est
directement mise en contact avec les villosités, ou la décidue, et ne transite pas au travers d'un
organisme ou sa biodisponibilité serait mise a I'épreuve.

Les études in vitro et ex vivo ne sont donc pas suffisantes pour évaluer le potentiel d'une
nouvelle molécule. Les modéles in vivo sur I'animal sont nécessaires pour analyser l'efficacité et la
biodisponibilité d'un antiviral. Dans le contexte de l'infection congénitale a CMVH, le cobaye est un
modeéle animal de choix car le CMV du cobaye (GPCMV) est capable de traverser le placenta et ce
dernier présente une structure similaire au placenta humain (Leiser and Kaufmann, 1994). De plus,
les Iésions retrouvées chez les cobayes nouveau-nés atteints d'infection congénitale sont similaires
a celles retrouvées chez 'homme (Schleiss and McVoy, 2010). Cependant, le GPCMV n’est pas
sensible a tous les anti-CMVH ce qui limite l'intérét du modele. C'est pourquoi nous avons poursuivi
l'optimisation du modele in vivo de souris humanisée développé au sein de l'unité UMR 1092.

Les premiers modeles ont été développés par I'équipe de Kern (Kern et al., 2001), en utilisant
une greffe microchirurgicale sous la capsule du rein. Au sein de I'équipe, il avait été testé un modele
de greffe sous les muscles dorsaux, mais nécessitant plusieurs étapes chirurgicales, qui sont donc
plus a risque d'engendrer des douleurs chez la souris, et rendant la récupération de l'implant plus
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complexe (Morére, 2016). Le modéle de greffe sous-cutanée n'était pas encore validé. Nous avons
donc souhaité revenir sur ce modeéle de greffe sous-cutanée permettant une accessibilité des
implants. En effet, les gestes chirurgicaux sont plus faciles et plus rapides a réaliser puisqu'il ne
s'agit que d’'une simple incision cutanée. La greffe sous cutanée de kératinocytes infectés, en gel
mousse (gelfoam) avait été développée pour I'étude du cidofovir (Bravo et al., 2007) mais aucun
implant tissulaire n'avait été greffé dans cette localisation. Par la suite, des fibroblastes infectés par
le CMVH ont été greffés en sous-cutané (Lischka et al., 2010) mais aucun implant placentaire.

La validation indirecte de la vascularisation de I'implant a été effectuée par administration per
os de L-norleucine. Cette méthode permet de valider l'accessibilité des tissus greffés par les
molécules injectées. Notre modele valide donc la biodisponibilité des molécules dans l'implant
avec une détection de l'acide aminé de synthése dans l'implant entre J7 et J14 post greffe. La chute
du taux de L-norleucine a J21 post-greffe suggére une dégradation des villosités. Ceci a été
confirmé macroscopiquement lors de la récupération de I'implant. La villosité présente un aspect
diffus et plus petite qu’au moment de la greffe. La viabilité des implants n'a pas pu étre évaluée ici.
Cependant, les essais ex vivo démontrent une viabilité des villosités flottantes pendant au moins
20 jours (7 jours d'infection plus 13 jours de traitement (Figure 31, page 97)). La viabilité des
implants sous-cutanés avait été évaluée précédemment par mise en évidence de la prolifération
cellulaire apres marquage de la protéine Ki67 exprimée lors des phases de prolifération du cycle
cellulaire (Morere, 2016). Un contrble direct de la mise en place de la vascularisation de lI'implant
par cette méthode permettrait de valider complétement le modéle. Il serait d'ailleurs pertinent
d'évaluer la viabilité des implants pour chaque expérimentation. Des essais préalables d'imagerie
par échographie ont été tentés mais sans succés car les vaisseaux sont trop petits pour étre
visibles. Depuis le début de la mise en place de ce modéle murin, de nouvelles techniques
dimagerie ont été développées, et permettraient de visualiser la mise en place de la

vascularisation grace a un appareil dimagerie intra-vitale par bioluminescence a l'aide d'un
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marqueur luciférase par exemple. Cependant cet appareil est situé en animalerie dite
conventionnelle et non en animalerie EOPS.

Nous avons évalué a minima la cinétique d'infection de la souche TB40/E dans les implants et
observé une charge virale similaire aux essais ex vivo. Le taux d'infection a été mesuré a J7 et 14,
jours ou la vascularisation est effective. L'objectif de ce modele étant I'évaluation de nouveaux
antiviraux, ces essais nous ont permis de définir une fenétre de traitement et d'analyse de
I'efficacité de nouvelles molécules. En effet, il est inutile de commencer a traiter si la molécule ne
peut arriver au greffon. L'administration d'antiviraux en vue de traiter I'infection a CMVH du greffon
pourrait donc débuter a J4. En effet, méme si le taux de norleucine détectée dans le greffon
n'atteint un pic qu'a J14 post-greffe, un début de vascularisation commence a se mettre en place
entre J4 et 7. Il est donc préférable de commencer I'administration des molécules antivirales dés
J4, sans indications plus précises du début de mise en place de la vascularisation. De plus, les
cinétiques virales ex vivo montrent que la charge virale augmente apres J4 post-infection (Figure
33, page 105).

Si l'on se reporte a la cinétique virale du CMVH en clinique, la durée moyenne de la virémie
est autour de 23 jours lors d'une infection primaire, pour les patient transplantés d'organes solides
et sous traitement préemptif (Martin-Gandul et al., 2014). Cependant, la charge virale du CMVH
doit diminuer dans les 15 jours suivant l'initiation du traitement avant que l'infection a CMVH ne
soit considérée comme réfractaire ou résistante (Chemaly et al., 2019). Notre fenétre de traitement
entre J4 et J14 post-infection est donc incluse dans ces délais.

Ce modeéle a déja été éprouvé pour évaluer l'activité antivirale du cidofovir. Avec une posologie
de 25 mg/kg en IP tous les deux jours, le cidofovir est capable de réduire de 120 fois la charge virale
de 'AD169 dans limplant (Morere, 2016). Afin de valider complétement le modeéle, il serait
nécessaire de renouveler les expériences de cinétiques virales et d'efficacité car ces essais n‘ont
pu étre effectués qu'une seule fois et sur un seul placenta. Les prochaines étapes sont donc des
essais antiviraux avec le cidofovir mais sur la souche TB40/E. La perspective de ce modéle étant
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I'évaluation de nouveaux composés tels que ceux évalués dans ce travail. Des essais avec le
ganciclovir sont aussi envisageables aux posologies utilisées chez 'homme soit 5 mg/kg toutes les
12 heures (Kotton et al., 2018) ou encore avec le letermovir, nouvel anti-CMVH dont la faible toxicité
laisse envisager l'usage chez la femme enceinte. De plus, ce modéle pourrait s'étendre a d'autres

virus ayant une étroite spécificité d’'hdte tel que le VZV par exemple.

II. Analyse du potentiel de nouveaux traitements antiviraux

Les traitements conventionnels de l'infection a CMVH ont tous la méme cible thérapeutique,
la polymérase virale pUL54. Ces antiviraux, inhibent la synthése d’ADN viral soit par compétition
avec les nucléosides cellulaires comme le ganciclovir et le cidofovir, soit en se fixant sur le site de
clivage du pyrophosphate comme le foscarnet (Gerna et al., 2019a). Les résistances peuvent donc
étre croisées entre plusieurs de ces molécules (Chou et al., 2016; Lurain and Chou, 2010). De plus,
ces molécules a spectre large peuvent avoir des effets toxiques hématologiques ou rénaux a plus
ou moins long terme et sont proscrits chez la femme enceinte.

L'artésunate, molécule a activité anti-palustre possédant une activité anti-CMVH et une faible
toxicité, est administré a la femme enceinte a partir de la fin du premier trimestre de grossesse
pour traiter les acces palustres graves avec une toxicité maximale entre 3 et 9 semaines de
grossesse (HCSP, 2013; National Center for Biotechnology and Usa, 2015; Raffetin et al.,, 2018). La
demi-vie courte de l'artesunate (entre 0,5 heure et 1,5 heures) est un handicap pour son utilisation
anti-CMVH, malgré quelques succes en transplantation (Germi et al., 2014; Morris et al,, 2011). A
ce jour, aucune résistance virologique n'a été décrite pour I'artesunate cependant des résistances
cliniques sont décrites, dont l'origine n'est pas élucidée.

Nous nous sommes donc intéressés au TF27, un dérivé trimérique synthétique de
l'artésunate. Cette molécule a été synthétisée dans le but de servir de modéle a de futurs
développement de thérapeutiques anti-CMVH moins toxiques et plus stables. L'efficacité de TF27

a été démontrée initialement contre la souche AD169-GFP en fibroblastes (Hutterer et al., 2015).

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' l | 175
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Nous avons complété ces données en étudiant l'efficacité de TF27 sur quatre souches virales, la
souche AD169 en référence, les deux souches a tropisme endothélial VHL/E et TB40/E ainsi qu'un
isolat clinique S* issu d'urine de nouveau-né. Ces essais ont été effectués dans divers types
cellulaires en plus de I'évaluation de la cytotoxicité de TF27 et en comparaison avec I'artésunate.
Tel que décrit précédemment, TF27 posséde une ECs de I'ordre du nanomolaire (0,011 0,002 uM
pour la souche AD169 et 0,04 +0.01 pM pour I'AD169-GFP) (Hutterer et al., 2015). La différence
observée entre les deux valeurs d'ECsp pourrait étre expliquée par la méthode de quantification de
I'infection. En effet, nous comptons le nombre de foyers infectés par puits, alors que dans les
premiers essais sur TF27, la mesure du taux d'infection se fait par quantification de la GFP totale
apres lyse cellulaire. Toutefois, nous confirmons la forte efficacité in vitro du trimére contre les
souches a tropisme fibroblastique ou épithélial, dans les cellules épithéliales et dans les
fibroblastes, et a des concentrations efficaces 100 fois inférieures a celles de l'artésunate (Table 1
de l'article).

La cytotoxicité de TF27, et de l'artésunate, a été évaluée dans plusieurs types cellulaires, en
fibroblastes FEH, en cellules épithéliales ARPE-19 et en cellules endothéliales HUVEC, sur cellules
en croissance ou confluentes. Les CCs et CCqo N'Ont pu étre atteintes. Cependant, TF27 n'a qu'un
faible impact sur la viabilité cellulaire aux concentration testées, avec un pourcentage maximal de
mort cellulaire de 11,84 +11,90% (Table 2 de larticle). Ceci confirme, dans différents types
cellulaires, les données montrant l'absence d'impact de TF27 sur la mort cellulaire, testé jusqu'a
une concentration de 3,3 pM (Hutterer et al., 2015). Ces observations nous permettent de calculer
un index thérapeutique minimal (IT) ([CCso/ECs0]) qui est au moins de 297 pour I'AD169 (IT,
[3.3uM/0.011uM]). TF27 cible la voie NF-kB en inhibant RelA/p60 (Hutterer et al., 2015). Lors de la
mise en évidence du réle du facteur NF-kB dans l'activation du promoteur MIEP du CMVH, il a été
démontré que l'inhibition de cette voie n'influait pas sur la viabilité cellulaire (DeMeritt et al., 2004,
2006). L'absence d'impact sur les cellules en croissance est également un atout important pour le
développement de traitement envisagé chez la femme enceinte.
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TF27 étant efficace et peu toxique in vitro, nous avons souhaité évaluer son potentiel dans
notre modeéle ex vivo de villosités flottantes. TF27 et l'artésunate sont capables de diminuer
fortement la charge virale dans les villosités de 1°" trimestre infectées par 'AD169, VHL/E ou
TB40/E. TF27 est donc efficace dans ce modéle d'infection et n'impacte pas la viabilité des explants
(Figures 3 et 4 de l'article). De plus, I'ECso de TF27 est au moins 100 fois inférieure a celle de
I'artésunate (TF27 : ECso = 0,019 £0, 002 uM ; ART : ECso = 6,49 +1,17 uM pour VHL/E) tel que
démontré in vitro. Nous n‘avons pu estimer l'efficacité de TF27 ex vivo contre la souche S* du fait
de son incapacité a produire des virions extracellulaires. Les essais avec TF27 et I'artésunate nous
ont aussi permis de confirmer que les villosités de 3™ trimestre ne sont pas un modéle d'étude
satisfaisant pour I'évaluation de molécules antivirales. En effet, la charge virale dans les villosités
de 3% trimestre ne décroit pas avec I'artésunate ou TF27 (Figure 3 de l'article).

Ces essais ont permis de constater qu'une molécule peut étre efficace contre le CMVH de
facon indirecte. En effet, TF27, comme l'artésunate ne cible pas directement le CMVH mais la voie
NF-kB (Hutterer et al., 2015). TF27 présente des avantages a savoir une efficacité a plus faible dose
que l'artésunate, une meilleure stabilité (il n'est pas nécessaire de renouveler la molécule tous les
deux jours dans le milieu de culture) et peu d'effet cytotoxique. TF27 est aussi efficace contre le
MCMV in vivo (Sonntag et al., 2019), et les essais chez la souris ont permis d'éclairer la
pharmacocinétique du produit. Bien qu'active, TF27 n'a pu étre détectée sous sa forme native dans
le plasma des souris traitées, ce qui suggere une modification de la molécule in vivo lors de son
transit jusqu'au site d'action (Sonntag et al., 2019). Il est donc nécessaire de définir la
biodisponibilité de la molécule ainsi que sa pharmacocinétique. Déterminer les différents
métabolites produits d'aprés la forme native de TF27 permettrait de doser ces molécules dans les
différents compartiments (sang, urine) afin d'en déterminer la pharmacocinétique. Ces parameétres
seraient utiles lors de I'évaluation in vivo sur le CMVH, dans notre modeéle de souris humanisées.
Du fait de sa cible cellulaire, TF27 pourrait avoir un effet synergique ou additif avec les antiviraux
directs. Le valaciclovir proposé comme traitement de l'infection materno-feetale a permis de
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diminuer significativement le nombre d'enfants avec des manifestations cliniques par rapport aux
séries historiques (Leruez-Ville et al., 2016). L'aciclovir est cependant 40 fois moins efficace sur le
CMVH in vitro comparé au GCV (Tyms et al., 1981). La place de dérivés de I'artesunate en traitement
associés a cette molécule pourrait étre envisagée.

Nous avons poursuivi I'évaluation de nouveaux composés anti-CMVH en examinant l'efficacité
d’'un analogue du cidofovir : le composé LAVR-289. Cette molécule est également active sur I'herpés
simplex, le VZV et l'adénovirus (données préliminaires non publiées). LAVR-289 est congu pour
obtenir une meilleure biodisponibilité et une moindre toxicité que le cidofovir ou méme que le
brincidofovir en augmentant son transfert transmembranaire. Certains analogues de base
monophosphate (tenofovir) sont largement utilisés pour le traitement de l'infection a VIH et de
I'hépatite B chez la femme enceinte et sans dommage pour le feetus. Cependant, la cytotoxicité
rénale du cidofovir, éliminé sous forme active par le rein, contre indique son usage pendant la
grossesse.

Notre premiére évaluation montre que les ECsode LAVR-289 sont au moins 30 fois inférieures
a celles du cidofovir (LAVR-289 : ECso = 35,35 +0,2 nM ; CDV : ECso = 1,3 £0,2 yM pour TB40) et ceci
dans les différents types cellulaires. Les essais de cytotoxicité montrent également une trés faible
toxicité, avec un index thérapeutique défini sur la base des données in vitro variant entre 485 et
1310 suivant la souche virale et I'état des cellules (Tableau 10, page 151) et sont donc également
trés favorables y compris sur les cellules en croissance. Toutefois, aucune cytotoxicité in vitro n'a
été relevée avec le cidofovir dont la toxicité in vivo est pourtant connue. Le cidofovir est toxique au
niveau rénal et son transport dans la cellule, ou hors de la cellule, est médié par la présence de
transporteurs d'anions (OAT). La présence ou non de ces récepteurs peut modifier le taux de
cytotoxicité du cidofovir (Zhang et al., 2015). Le faible pourcentage de mort cellulaire induite par le
cidofovir pourrait donc s’expliquer par I'absence de ses transporteurs sur les ARPE-19 et les cellules
FEH. Il serait intéressant de vérifier cette hypothése en immunohistochimie et de tester les deux
composés sur des lignées de cellules d'origine rénale.
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L'évaluation ex vivo sur villosités de 1°" trimestre infectées soit par la souche VHL/E soit par la
souche TB40/E montre des valeurs d'ECso et d'ECy similaires a celles retrouvées in vitro en
fibroblastes. La viabilité des villosités en début ou en fin d’expérimentation, n'est impactée ni par
LAVR-289 ni par le cidofovir méme aux plus fortes concentrations testées (10 uM) (Figure 38, page
153). Une concentration plus élevée de B-hCG est retrouvée aJ13. La durée de demi-vie des B-hCG
n'est pas suffisante pour expliquer cette tendance, cela pourrait étre d0 a 'augmentation de B-hCG
physiologique jusqu’a 9 semaine de grossesse. Nous n'avons pas accés aux données concernant
le terme lors de linterruption de grossesse pour ce type de prélévement afin de vérifier cette
hypotheése.

De plus, LAVR-289 pourrait étre testé en combinaison avec d'autres molécules de mécanisme
d'action différent comme le letermovir qui cible une étape plus tardive dans le cycle de réplication
du CMVH, ou le TF27. Il serait également intéressant de définir si LAVR-289 peut induire des
résistances croisées avec les autres inhibiteurs de polymérase ou s'il est capable d'inhiber la
réplication de souches résistantes aux molécules couramment utilisées en clinique.

Dans les perspectives d'études de LAVR-289, il est aussi prévu de tester cette molécule dans
notre modéle in vivo murin pour mettre en évidence d'éventuels effets secondaires chez la souris.
Si LAVR-289 répond a tous les critéeres de tolérance, son positionnement final serait le traitement
potentiel de l'infection a CMVH chez la femme enceinte ou le traitement de deuxiéme intention
lors d'échec thérapeutique pour les patients transplantés.

En paralléle des essais sur une molécule modéle a cible cellulaire et un nouvel inhibiteur direct
en cours de développement, nous avons évalué l'efficacité du Cytotect® CP. Cette HIG a forte
capacité neutralisante vis-a-vis du CMVH est étudiée dans une perspective de traitement ou de
prévention de l'infection congénitale a CMVH. L'utilisation des HIG dans le traitement de l'infection
congénitale a CMVH ayant été sujet a controverse (Chiaie et al., 2018; Revello et al., 2014), nous
avons ici repris I'étude du Cytotect® CP dans nos modeéles d'infection a CMVH. Les essais de
neutralisation ont démontré la capacité de cette HIG a inhiber l'infection a CMVH en FEH et en
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ARPE-19. Les valeurs de DNsg retrouveées in vitro, sont en dessous des concentrations plasmatiques
de 0,15 Ul/mL attendues chez le patient. La cytotoxicité du Cytotect® CP a été évaluée in vitro et
ne met en évidence aucune influence sur la mort cellulaire méme pour la plus forte concentration
de 20 Ul/mL. Cette absence de cytotoxicité est aussi retrouvée ex vivo dans les villosités de 1°
trimestre.

Le Cytotect® CP démontre donc une capacité neutralisante forte vis-vis de l'infection a CMVH
in vitro. La suite de ce travail est de mieux comprendre le mécanisme d'action dans le modéle ex
vivo. En effet le mécanisme par lequel les immunoglobulines naturelles agissent au niveau du
placenta n'est pas encore élucidé. Les anticorps anti-CMVH pourraient favoriser l'activité des
cellules NK lors d'une infection virale (Costa-Garcia et al., 2015). De plus, les IgG ont un réle
protecteur vis-a-vis de linfection a CMVH au niveau de linterface materno-foetale (Itell et al.,
2017a). Ces IgG sont capables de lier aux récepteurs FcRn exprimés a la surface des
syncytiotrophoblastes. Toutefois, leur réle est aussi a double tranchant. En effet, les particules
virales liées a ces IgG pourraient utiliser la capacité des IgG a traverser les syncytiotrophoblastes
pour infecter le foetus (Maidji et al., 2006). Le Cytotect® CP est un traitement en recherche de
positionnement vis-a-vis de linfection congénitale. Il pourrait étre utilisé soit en prévention de
I'infection du foetus lors de l'infection de la mere soit en traitement si I'infection fcetale a déja eu
lieu. Pour aider a répondre a cette problématique, nous souhaitons utiliser deux protocoles de
traitement dans notre modéle ex vivo. En effet, comme les syncytiotrophoblastes permettent le
transport des IgG vers le foetus, le modéle d'infection des villosités est un modéle pertinent pour
cette problématique. Le premier protocole envisagé reprendrait donc le protocole déja mis en
place pour les autres molécules avec un traitement apreés l'infection des villosités (Figure 31, page
97) et qui permettrait, sur coupes histologiques de documenter le mécanisme d'action intra-
tissulaire du Cytotect® CP. Le second protocole serait un traitement par le Cytotect® CP au

moment de l'infection des villosités pour essayer de prévenir l'infection de ces derniéres. La
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comparaison de ces deux méthodes pourrait permettre de mieux préciser comment peut se
positionner le Cytotect® CP dans la prise en charge de l'infection congénitale a CMVH.

Le Cytotect® CP a déja été évalué chez la femme enceinte en prophylaxie ou en traitement
de linfection a CMVH. En prophylaxie, il a démontré son utilité avec parfois I'apparition d'effets
secondaires en comparaison avec le placebo (Revello et al., 2014). Cependant ces effets
secondaires ne sont pas toujours retrouvés dans les autres études (Buxmann et al., 2012; Nigro et
al., 2015). En traitement, le Cytotect® CP a aussi montré des résultats encourageants pour la
poursuite de son utilisation (Visentin et al., 2012). Il pourrait de plus, se positionner en complément

ou en attente de l'utilisation de vaccins efficaces qui ne sont pas a ce jour présents sur le marché.
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Conclusions

Pour conclure sur la premiere partie ce travail de thése, méme si nos modeles d'infection a
CMVH ont été optimisés, d'autres améliorations sont encore nécessaires. La problématique de la
culture d'isolats cliniques de CMVH n’est pas résolue et serait nécessaire pour la poursuite de
I'évaluation de nouveaux antiviraux dans nos modeéle ex vivo et in vivo.

Le modele de culture ex vivo semble étre optimisé pour répondre a la question posée. Ce
modeéle est loin de répondre a toutes les exigences pour I'évaluation de la survenue d'effets
secondaires liés aux traitements mais permet une étude préclinique de la molécule avant les
études in vivo. Ce modeéle a donc aussi sa place dans la problématique actuelle de réduire
I'expérimentation animale a son minimum nécessaire.

Les expérimentations in vivo demeurant malgré tout indispensables, nous avons amélioré et
validé le modeéle de greffe sous-cutanée chez la souris. Ces travaux de recherche ont donc conduit
a la mise en place d'un modeéle original d'implantation de tissus placentaires chez la souris SCID.
Dans l'optique de la regle des 3R, nous avons ainsi restreint le modéle aux points pertinents a
étudier a savoir |7 et 14 post-greffe. Pour les essais antiviraux, I'analyse des résultats pourrait sans
doute étre réalisée a une seule date post-greffe.

Les collaborations avec différentes équipes de recherche et un laboratoire pharmaceutique,
nous ont permis de mettre en évidence la place que pourrait avoir de nouveaux antiviraux dans la
prise en charge de l'infection a CMVH.

Le dérivé trimérique de l'artésunate, TF27, a montré des résultats prometteurs pour le
développement de thérapies futures. En effet, tout en ne ciblant pas directement le CMVH, il
s'avere étre efficace et est bien toléré dans nos modeles in vitro et ex vivo d'infection a CMVH. Ces
travaux, en collaboration avec I'équipe du Pr. Manfred Marschall, ont permis de valider nos
modeéles et ont fait I'objet d'une publication (Jacquet et al., 2019). TF27 posséde l'avantage d'étre

plus stable que l'artésunate. De plus, cette molécule pourrait étre utilisée en combinaison avec des
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antiviraux ciblant directement le CMVH tels que le letermovir ou des inhibiteurs de l'activité de la
polymérase pUL54.

La nécessité de développer de nouvelles thérapies anti-CMVH a conduit I'équipe CNRS ICOA
UMR7311 d'Orléans, dirigée par le Pr. Luigi A. AGROFOGLIO, a synthétiser acyclonucléoside
phosphonate dont l'activité anti-CMVH est basée sur celle du cidofovir. Les résultats préliminaires
présentés dans ces travaux de thése sont encourageants pour un développement plus poussé de
LAVR-289 et devraient se poursuivre dans le cadre d'une demande d’ANR déposée en octobre
2019. En effet, cette molécule est efficace a des doses non toxiques contre plusieurs souches de
CMVH et de facon reproductible. De plus, LAVR-289 est aussi efficace contre plusieurs virus dont
le VZV et I'nerpes simplex. Un antiviral a spectre large est un atout dans la prise en charge de
I'infection chez le transplanté.

Enfin, le Cytotect® CP a aussi été évalué dans ce travail. Cette collaboration avec Biotest AG
France, est dans un objectif de pouvoir définir le champs d'action de cette HIG. Face a
I'indisponibilité de vaccins efficaces contre le CMVH, les HIG sont une option intéressante pour la
prévention du linfection a CMVH. Cependant, la poursuite de ces travaux est nécessaire pour
déterminer comment le Cytotect® pourrait étre utilisé au mieux.

Ces trois traitements potentiels s'inscrivent donc dans un objectif de traitement de I'infection
congénitale a CMVH et pourraient étre utilisés seuls, ou en combinaison avec des molécules ayant
des cibles d'actions différentes afin de maximiser l'effet antiviral et de minimiser les risques

d'apparition de mutations de résistance.

Conclusion générale
Ces travaux de recherche ont aussi permis la mise en place de la plateforme C-Lim au sein de
'unité UMR 1092 qui vise a offrir un panel de modeéles d'infection a CMVH pour I'évaluation de

nouvelles thérapeutiques anti-CMVH.
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Les collaborations mises en place durant ce travail ont permis de démontrer I'utilité de
pouvoir évaluer de nouvelles thérapies antivirales sur différents modeles d'études. Ces études
précliniques sont indispensables pour définir la place des nouveaux traitements dans la prise en
charge de l'infection a CMVH. Au travers de C-Lim, nous pouvons donc déterminer I'efficacité ainsi
gue la toxicité de ces antiviraux dans des modeles in vivo, ex vivo, et in vivo d'infection a CMVH au
sein d'une méme structure. La perspective de cette plateforme est de pouvoir étendre ce savoir-

faire a d’autres virus.
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Antiviral Research : en révison
“A highly potent trimeric derivative of artesunate shows promising profiles in experimental
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Annexe 2. Activités complémentaires

e Doctorante a charge d'enseignements (32h/an) a la faculté des Sciences et
Techniques de Limoges de septembre 2017 a juin 2019
¢ Animatrice du Scientibus (18h/an) de septembre 2017 a juin 2019
e Animatrice de I'Atelier Immunoludique, actuellement Atelier LuSci, en 2017
e Représentante des Doctorants au Conseil de I'Ecole Doctorale ED615: Science
Biologique et Santé, depuis avril 2018.
e Participation active a la mise en place de plateforme C-Lim au sein de l'unité Inserm
1092 pour I'évaluation de nouvelles molécules antivirales.
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o Thibault Horville : co-encadrement avec Déborah Andouard, stage de Master
1 (du 3 avril au 26 mai 2017)
« Impact des molécules anti CMV ou des anticorps sur la réplication virale dans différents
tissus. »

o Brice Gastineau : stage volontaire du 1¢" au 31 juillet 2019
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Evaluation du potentiel antiviral de nouvelles molécules dans des modéles
cellulaires et tissulaires d’'infection a cytomégalovirus humain

L'infection a cytomégalovirus humain (CMVH) est un probléme majeur de santé publique.
Les traitements couramment utilisés contre l'infection a CMVH sont efficaces mais le plus souvent
toxiques et donc proscrits pour la femme enceinte. Pour disposer d'outils performants et fiables
pour évaluer les nouvelles thérapeutiques en phase préclinique, et dans un contexte de l'infection
congénitale a CMVH, nous avons développé les essais antiviraux sur souches endothéliotropes et
dans différents types cellulaires. De plus, nous avons optimisé deux modeéles :1) Le modele ex vivo
d'histoculture de villosités placentaires, permettant d'évaluer les traitements au sein d'un tissu
complexe. 2) Le modele de souris humanisées par greffe d'explants placentaires pour I'étude de
I'efficacité in vivo en tenant compte de la stricte spécificité d'espéce du CMV.

En utilisant les méthodes développées in vitro et ex vivo nous avons évalué trois approches
thérapeutiques nouvelles : une molécule modéle a cible cellulaire dérivée de I'artesunate et un
nouvel analogue du cidofovir a faible toxicité, afin d'évaluer leur potentiel thérapeutique, et une
approche immunologique utilisant des hyperimmunoglobulines a forte capacité neutralisante afin
de mieux comprendre leur mécanisme d'action au niveau du placenta. Ainsi, ce travail de these
s'inscrit dans un contexte d'évaluation de nouveaux antiviraux pour améliorer la prise en charge
de l'infection a CMVH.

Mots-clés : Cytomégalovirus humain, modeéle in vitro, souris humanisées, infection congénitale,
dérivé artésunate, analogue cidofovir, hyperimmunoglobulines

Evaluation du potentiel antiviral de nouvelles molécules dans des modéles
cellulaires et tissulaires d’infection a cytomégalovirus humain

Human Cytomegalovirus (HCMV) infection is a major matter of public health concern.
Current treatments against HCMV infection are effective but frequently toxic, therefore proscribed
during pregnancy. In order to have highly performing and reliable tools to evaluate the new
treatments on the pre-clinic phase, particularly in the context of HCMV congenital infection, we
have developed antiviral models using strains with tropism towards the endothelium over different
cell types. Additionally, we optimized two models: 1) the ex vivo model of placental villi cell culture,
allowing the evaluation of treatments within a complex tissue. 2) The in vivo model in humanized
mice by transplanting human placental explants to assess the antiviral efficacy, keeping in mind
the strict species specificity of HCMV.,

Using the developed in vitro and ex vivo models, we evaluated three new therapeutic
approaches: A model molecule with a cellular target derived from artesunate and a new cidofovir
analogue of low toxicity, to assess their therapeutic potential; and an immunologic approach using
hyper-immunoglobulins with high neutralizing capacity, to better understand their mode of action
at the placental level. Therefore, this thesis work is placed within the context of the evaluation of
new antiviral molecules to improve the treatment of HCMV infection

Keywords: Human Cytomegalovirus, in vitro model, humanized mice, congenital infection,
artesunate derivate, cidofovir analogue, hyper-immunoglobulin



