N
N

N

HAL

open science

Role des protéines NS4 et NS5 du virus de la fievre
catarrhale ovine dans les mécanismes de pathogenese et
de transmission interspécifique
Aurore Fablet

» To cite this version:

Aurore Fablet. Role des protéines NS4 et NS5 du virus de la fievre catarrhale ovine dans les mécanismes
de pathogenese et de transmission interspécifique. Sciences du Vivant [g-bio]. 2022. hal-03906414

HAL Id: hal-03906414
https://ephe.hal.science/hal-03906414
Submitted on 19 Dec 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://ephe.hal.science/hal-03906414
https://hal.archives-ouvertes.fr

Ecole Pratique —_—
des Hautes Etudes PS L *

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE

ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
Sciences de la Vie et de la Terre

MEMOIRE

Présenté par

Aurore FABLET
pour I'obtention du Dipléme de ’Ecole Pratique des Hautes Etudes

Role des protéines NS4 et NS5 du virus de la fievre catarrhale ovine dans les
mécanismes de pathogeneése et de transmission interspécifique

soutenu le 1°" décembre 2022 devant le jury suivant :
Dr Sophie GAD-LAPITEAU, Maitre de conférences, EPHE — Présidente
Dr Damien VITOUR, Chargé de projet Virologie, ANSES — Tuteur scientifique
Dr Maxime RATINIER, Maitre de conférences, EPHE — Tuteur pédagogique
Dr Sandie MUNIER, Maitre de conférences, Institut Pasteur — Rapportrice
Dr Jean-Frangois ELEOUET, Directeur de recherche, INRAE — Examinateur

Dr Grégory CAIGNARD, Ingénieur de recherche, INRAE — Examinateur

Mémoire préparé sous la direction de :
Dr Damien VITOUR

Intitulé de la structure d'accueil : U.M.R.1161 Virologie — Laboratoire de Santé Animale — Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire — 14 rue Pierre et Marie Curie 94700 Maisons-Alfort
Directeur : Dr Stéphan ZIENTARA

et de
Dr Maxime RATINIER

Intitulé de la structure d'accueil EPHE-PSL : U.M.R.754 Infections Virales et Pathologie Comparée —
Equipe « Biologie des Bunyavirales » — 50 avenue Tony Garnier, 69007 Lyon
EPHE-PSL (Sciences de la Vie et de la Terre)
Groupe de Recherche et d'Enseignement Thématiques de I'EPHE-PSL :

Les cellules et leur environnement : Dynamique des interactions






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier les membres de mon jury qui me font I’honneur d’évaluer mon travail :
Je remercie chaleureusement Madame Sophie Gad-Lapiteau d’avoir accepté de présider le jury de
soutenance de mon mémoire, Madame Sandie Munier d’avoir accepté d’en étre la rapportrice, et
Monsieur Jean-Francois Eléouét d’étre examinateur.

Je remercie vivement Maxime Ratinier, mon tuteur pédagogique. Merci d’avoir accepté de me suivre
durant ces trois années. Ca a ét¢ un privilége de t’avoir comme tuteur, je ne pouvais pas réver mieux
pour un projet sur les « NS du BTV ». Un grand merci pour ta bienveillance et ta pédagogie, tes
conseils d’ordre scientifique et d’ordre plus humain m’ont été d’une grande aide tout au long de mon
parcours.

Je souhaite également remercier 1’équipe pédagogique de I’EPHE. Ce fut une formation extrémement
enrichissante et, honnétement, j’aurais bien voulu continuer pour suivre davantage d’enseignements.

Un immense merci @ Damien Vitour, mon tuteur scientifique. Merci de m’avoir cru capable de relever
le défi du diplome EPHE. Je te remercie pour ton écoute et tes encouragements, essentiels dans mes
moments de doutes. Le role de « tuteur » te sis bien, tes précieux conseils et ton coaching me font
grandir chaque jour. Cela fait déja huit ans qu’avec Greg on a rejoint ta team, mais je sais que j’ai
encore beaucoup a apprendre a tes cotés.

Merci a Grégory Caignard alias mon Monsieur Plus. Sache que je te suis trés reconnaissante d’étre 1a
au quotidien. Merci pour ta disponibilité et ton soutien sans faille, tel un frére de lab’. Merci a tous les
deux de m’accorder votre confiance, mais sans vous, il me serait impossible de relever ce défi.

Je tiens a remercier toute 1’équipe BIOR, dans laquelle il fait vraiment bon vivre :

Merci a toi Stéphan pour m’avoir, avec Damien, proposé de faire le diplome EPHE et pour avoir
défendu mon dossier pour que cela devienne possible. Un immense merci a Corinne et Manu pour tous
vos conseils d’experts, vos encouragements et votre bienveillance. Merci a vous deux d’avoir pris de
votre temps pour relire mon mémoire. Merci a Juliette, la reine des boulettes mais aussi de la
gentillesse, c’est un réel plaisir de travailler avec toi. Merci également a Mathilde T, Mathilde G et
Lydie pour votre dynamisme et votre bonne humeur. Merci aux anciennes thésardes de 1’équipe, je ne
peux vous oublier : Cindy, sans ton travail, j’aurais di choisir un autre sujet qui aurait clairement été
moins fun. Julie, avec toi j’ai découvert que les révélations de western pouvaient €tre emplies
d’émotions.

Je remercie tous les membres de 1’Unité de Virologie : de Bressou ou de Bachelard, qu’on partage un
bout de paillasse, un réactif, un café ou encore un footing, je mesure ma chance de faire partie de ce
collectif, riche par la diversité de ses individus.

Parce que la vie est faite d’interactions liées a la probabilité des rencontres, je tiens a remercier toutes
les personnes avec qui j’ai eu la chance de travailler durant ces 15 derniéres années. Les interactions
que I’on établit avec autrui nous modifient, définissent nos fonctions et déterminent notre devenir. On
agit rarement seul. Il y a les interactions qui nous forment, celles qui nous guident, nous transportent,
celles qui nous régulent ou qui nous conforment. Que nos interactions soient ou aient été fortes, faibles,
stables ou transitoires, elles ont forgé qui je suis aujourd’hui.

Enfin, merci @ ma famille et a mes amis d’étre présents et de me soutenir. Vous étes ma ressource et
sans vous, mon interactome serait loin d’étre complet.






Table des mati€res

Table des matieres

Table des MAICIES.....uueiinveiiisriniseiinierinsnecssnecsssnncsssnecsssnessssnessssnesssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnes 3
Table des aADIréVIALIONS .....ccceeeeiiieiiiieriisnicisninsinnicsssnicissnecsssnessssnssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssase 7
Table des ITUSIratiONS.....ecicieeieiseriiiseiiiseiiiinicsinicssstecsssnecsssnesssseesssseesssseesssssssssssssssssssssssssssasssssasssssnes 9
INErOAUCTION . occeeeeeiiriiiitiiciiticintecineecsteecsneecsanecssnesssnsesssstesssseessssesssssessssssssssssssssssssssasssssnsssssesssssnee 11
1. La fievre catarrhale ovine : découverte de la maladie .........c..occevvieviininiiinieniieeceee 11
2. La fievre catarrhale ovine : transmission et physiopathologie............ccccevvieviiencieeniienieenenne 11
2.1 Modes de tranSMISSION .......evueeueriertierieeieriieteeieeitesteete st et eitesbeestesatesbeesbeestesaeensesneesaeens 11
2.2 PhySiOPathOlOZIC ..c..eieuiieiiieiieeie ettt ettt et et et ns 13

3. Lafiévre catarrhale ovine : €pidémiolOZIC .......ccueeeieiieeiiiieeiieeeie e e e 14
3.1  Répartition mondiale de la FCO : avant 1998 ............ccoviieiiiieiieeeeeeeeee e 14
3.2 Emergence de la FCO dans le sud de I’Europe : de 1998 4 2005.........c.ocovvvveevvveeeveeennnn. 15
3.3 Emergence de la FCO dans le nord de I’Europe : de 2006 2 2012.........cccevvinieieneennnnnne 16
3.4  Vers un statut enzootique de la FCO en Europe : de 2012 a aujourd’hui ..........cc.ccuue.ee. 17
3.5 Découverte des SErotyPes atYPIQUES ....ccveerureereerureeiieerieeeteenreeseesseeeseesssesseessseesseessessses 18

4. Controle de 1a Maladie ..........cooueiiiiiiiiiiieeeee e 20
5. Description du virus de la fiévre catarrhale OVINe ..........ccceeviirciiiniieniieieieeeeeeee e 21
T B O P 03 1 167212 (o) § BRSSP R TS 21
5.2 SHrUCtUIe € GENOIMIE .. ..ottt ettt sttt e st e eneenaeeeanees 21
52,1 L@ ZENOIME ..ttt ettt ettt ettt et e e st e e e e 21
5.2.2  LacapSide EXIEIME ....ccuuiieiieeiiieeiiieeiieeeeteeesiteeesteeeeseaeesaeeessaeesssaeesseeessseeessseeessseeenns 22
5.2.3  LacapSide INTEINC.....cueieiiieeiiieeciieecieeeeteeesteeertteeeseeeesaeeesraeessraeesseeesssaeessseeensseeenns 23

5.3 Cycle de répliCatION .....eeuvieiieiieeieesie ettt ettt e et ete et e esbe e taesebaesaeeenbeensaeenraes 23
5.3.1  Entrée du virus par €NAOCYLOSE .....eeeruieeriieeiiieeiiieereeeereeeeiteesieeesaeeesseeesaeeesseesnns 23
5.3.2  Réplication cytoplasmique dU VITUS ........c.eeeriieeiiieeiiieeieeeeeeeee e eeveeesveeesvee e 23
5.3.3  Assemblage dans les corps d’inclusion VIrauX..........ccceeeveeereeeniueeenieeeniieenineeenneeenns 24
5.3.4 Libération du virus par bourgeonnement ou par lyse cellulaire...........c.cccoceeverencens 24

6. Protéines non structurales du virus de 1a FCO ..........ccooiiiiiiiiiiieeeeee e, 25
6.1 Les protéines NS1 et NS2 : essentielles a la réplication...........cccceeeviiniinininieninienenn 25
6.2  Laprotéine NS3 : un facteur de virulence important ...........c.ccceceeveeieneenenieeneeneeeeneenne 26
6.2.1  NS3 module la pathogenese cellulaire et la réplication virale ............cccccveeveveeennenns 26
6.2.2  NS3 inhibe la réponse immunitaire innée en amont de la synthése d’interféron....... 27
6.2.3  NS3 inhibe la réponse immunitaire innée en aval de la synthese d’interféron .......... 27
6.2.4  NS3 active la voie de signalisation MAPK/ERK ...........cccoviiiiiiiiniiiieeeeeeees 29

6.3 Laprotéine NS4 : un facteur de virulence nucléolaire .............ccoeecereeiieniieiieniieieeeeee, 29
6.3.1  Séquence codante et conservation dans le géNOMe...........ccoeeeeeieierieeiiienieeniienieenen. 29
6.3.2  Caractéristiques de 12 PrOteIne ...........ceevuieriieiiiiiriieeiieie ettt 29
6.3.3 NS4 est capable de se lier a I’ADN double brin .........ccceecieriiiiiieniiiieiieeeeee, 31
6.3.4 NS4 n’est pas essentielle a la réplication virale ...........cccceeeeiieeciiencieenie e 31
6.3.5 NS4 donne un avantage de réplication dans les cellules interféron-compétentes......31
6.3.6 NS4 antagonise la réponse immunitaire médiée par les interférons ............ccceeeuveeenn. 32
6.3.7 NS4 collabore avec NS3 pour bloquer la voie de signalisation JAK/STAT.............. 33
6.3.8 NS4 inhibe la transcription cellulaire de maniere globale ............cccccveevciieviienncnenns 33

6.4 Les protéines NS5 et NS5a : leur expression est €ncOre putative ..........cceecvveveeeeeeeneeennen. 34



Table des mati€res

6.4.1  Séquence codante et conservation dans le génome...........ccoeeeeeveierieeiiienieenieenieenen. 34
6.4.2  Caractéristiques de 1a Proteine .........ccceevvieeiiieeiiie et sree e e e sree e 35
6.4.3 NS5 inhibe la transcription Cellulaire...........cceeeeiiieiiiieiiieeieeeee e 35
6.4.4 NS5 n’est pas un antagoniste de la voie des interférons ..........c.cceeevvveercveercrieencneeens 36
6.4.5 NS5 ne module pas la pathogenese virale..........ccceevveeeeiieeiieeeieeeee e 36
CoNLEXLE AU PIOJEL covuueererirerissreesssrresssnnesssneessneesssnesssanesssanesssssesssssessssessssssssssasssssssssssasssssasssssassssanssssas 37
1. Différences entre sérotypes classiques et atyPiqUeS .....cceeeeveereeeriieriieeiieenieeieenreeveeneeeveenens 37
2. Intérét d’étudier les interactions protéines virales/protéines cellulaires ...........ccooevveereriuennnee 37
3. Interactome comparé¢ des BTV-8 et BTV-27 face a I’hdte bovin et au vecteur culicoide....... 38
4. Objectifs et Strat€gie EMPIOYEEC......ccciiiiiieiieeiieiieeieete ettt e e teesaeeebeeseaeeseennaeens 39
Matériels et MELNOUES .....cccueeiiiiueiiiiiiiiiiiiieiitiinteesnteessntecsstiesssteessssessssesesssssssssssssssssssssssssssnsssses 41
| O] 11 1 (<SPPSR 41
Y4 1 TSRS 41
R TN U5 (70 ) o 1SR URURRUS 41
4. AMOTCES €1 STRINA L....iiiiiiieiee ettt sttt ettt e bt ettt e bt et et e beentesaeens 42
5. Vecteurs PlasmidiQUeES ........cccuieriieeiieiieiie ettt ete et e et e et eeebeebeeetaeesbeessbeebeessaeenbeensseenseas 43
6.  Constructions PlasSmIdIQUES .........cccueereeriiieiiieriiierieeteesieeeteeteesreeseestaeebeessaeeseessseesseessseensees 44
6.1  Clonage par systeme Gateway® (INVILrOZEN) .......ccvveriieriierieiiieniieeieesieeieeseeeeieeseee e 44

T 0 B o v 14163 o LTRSS USRS 44
6.1.2  Transcription inverse et réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR) ................ 45
6.1.3  REACIONS BP ..ooieiiiiiece e e 45
6.1.4  Transformation bactérienne et extraction d’ADN plasmidique ...........ccccveevveeerneennns 45
0.1.5  REACHION LR ....iiiiiiiiiiieeee ettt 45

6.2 MULAENESE AITTZEE .. .eeiuviieiiie et eiieeeriee et e et e et e et e e et eeetaeestaeesnseeeesseeeesseesnnseeennneens 46
6.3 VErification Par SEQUENGAZE .......eeevuieeriieeiieeeireeeiieeesreeetteeeseeesseeessseeesseeessseeesseesssseens 46

7.  Test d’interaction des protéines en systeme de double-hybride en levure...........cccccvveenneennnee. 46
To1 PIINCIPE ettt ettt ettt et b et st s bttt e bt e sae et et sa bt ae e 46
7.2 TESt CLASSIQUE....uveueitiiiieiieteet ettt sttt et ettt 47
7.2.1  Transformation des [EVUIES .........cccuieiuiiiiiiiiiiie e 47
7.2.2  Evaluation des INtEraCtiOnS..........ecueeruierieeniiesieeiie et erieeeteesieeeteesieesseesateeseesneeeneeas 47
7.2.3  Vérification des partenaires d’interaction par SEQUENCAZE........ccueererervrerreeeeeereeennnen. 48

7.3 Test avec clonage direct en levure par la méthode « gap-repair »...........cceevcuvvevcveeennnen.. 48
5 T8 B o v 14103 | o TSP SRPPRTRR 48
7.3.2  Réamplification des produits de PCR issus du crible double-hybride....................... 48
7.3.3  Génération des s€équences codant les fragments protéiques..........ceeevveercvveerveerrneeens 49
7.3.4  Transformation des levures par gap-repair..............ccccceeceevcieeceeseeeieenieeeesee e 49

8. Test d’interaction des protéines par GST pull-down .............ccoovevviiniiiiiiiniieiieeeeeeee e 49
Bl PIINCIPE ...ttieniieeiie ettt ettt ettt et e ettt et e s et e e bt e sab e e bt e ssbeenbeesnbeenbeeenbeeseennteans 49
8.2  Ensemencement et transfection des Cellules..........cocoviiririiniininiiiniiniicccc 49
8.3 EXtraction des PrOtEINES.......ccccuiieriuiieriiieeiiieesieeeeteeesteeeseteeesaeeessseeesseesssaeessseaesssessssseenns 50
8.4  Co-purification d’affinIte...........coooiiiiiiieiiie e e 50
8.5  Analyse de I’expression prot€ique par Western bIOt ............occuveeeveeeevieeiiiieecieeecieeeieenns 50

9. Etude du réle des interacteurs cellulaires sur I’infection par BTV ......cccocoovviiiiiiiiniiieieee 51
9.1  Stratégie eXPEriMENTAlE .........coiiiiieiieiiieiie ettt ettt ettt et e et esaeeebeeseaesnseas 51



Table des mati€res

9.2 Design des siRNA et des amorces spécifiques a chaque interacteur cellulaire................. 51
9.3  Transfection des cellules par SIRNA ........ccciiiiiioiiceeeeeee e 52
9.4 Infection des cellules par BTV=8.......ccouii i 52
9.5 Extraction d’ARN €t RTQPCR .....cuviiiiiieeee e 52
9.6  Analyse de I’expression proté€ique par western blot..............cccueeeeveeecieeecieeecieeeceeeenennn 53
0.7 TIAGE VITAL c.eeeiiieiiieii ettt ettt e et e st eebeesbeeesbe e saeensaessaeenseensseenseas 53
10. Détermination de la localisation subcellulaire de I’interaction NS4/WTAP ........ccceevvienne. 53
10.1 PIINCIPE .ttt ettt ettt et e et et e e be e bt e eabeensaeenbaessaeenbeeesseensaenaaeans 53
10.2  Préparation des CelIUIES........c.oovuiiiiiiiiieiiciece e 55
10.3  Réaction de ligature de ProXimite ..........c.ceceeriieriieriieesiienieeieenreeeeesreereesveeseeseneeneeas 55
10.4 Marquage par immunofluorescence ClassiqUe ..........ecvveeeeieeeriieerieeeiee e eieeeevee e 55
10.5 Visualisation MICTOSCOPIGUE ...cuvveerrrrerrieertieesieeesteeesreeessseeessseesssaeesssseessseeessseeessseeenns 56
11. Analyses bio-InfOrmMAatiQUES .........cocouiiiiieiiieiieiie ettt ettt et 56
11.1 ALENEMENt A€ SEQUEIICES .....eeueieiiieitieeiie ettt te ettt ettt te et e st e et e e saeeeabeesseesaneesaeeeas 56
11.2 ANALYSES STATISTIQUES .o.vveevieeiieeiieeieeieeeieesteeereeteeseeeseessseeseessseenseesssesnseessseenseesssesnsens 56
RESUIEALS c.ouverirneririnieninicnsnncssnnicsssnnssssnsossansssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 57
1. Constructions plasmidiqUES ..........cccueerieeiierieiiiertieeieerteeeteereeeaeeseeeeaeesseeesbeessaessseesssessseesns 57
2. Analyse comparative des interactions entre les protéines bovines et la protéine NS4 du BTV-8
CL AU BTV =27 ettt ettt et e et e st e e b e esae et e enseentesseeseensesneeseensenneans 57
2.1 Par double-hybride €n LeVUIE..........coociiiiiiiiieiiei e 58
2.2 Pl GST PUII-AOWR ...ttt ettt et 59

3. Etude du role des interacteurs cellulaires bovins de NS4 lors de I’infection par le BTV-8....62
3.1 Impact de I'inhibition de WTAP ....cccooooiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 62
3.2 Impact de I'inhibition de AATE ......ooooiiieeee e s 62
3.3 Impact de I’inhibition de CCHCRI ........ccooiiiiiiiieiieeeeceeee e 64
3.4 Impact de I’inhibition de PAWR, BRD2 et LUCTL ......cccccciiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee e 64

4. Caractérisation de I’interaction NS4/WTAP .....coooiiiiiiiiiieee e 66
4.1  Etude du degré de conservation de 1I’Interaction .............cecevveevierienerrienieneenenieneeeeeees 66
4.1.1  Degré de conservation de I’interaction au niveau de ’hOte ........c..ccceevvevienicncenenee. 66
4.1.2  Degré de conservation de I’interaction au niveau du VIrus ........cccceeceevveervereeneennennne. 67

4.2 Identification de domaines protéiques d’interaction pour NS4 et WTAP........c.cccoceeeeeee. 70
4.2.1 Domaine minimum de NS4 ......cccooiiiiiiiiii e 70
4.2.2  Domaine minimum de WTAP BOVIN ....cccoeiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeee 72

4.3  Détermination de la localisation cellulaire de I'interaction..........c...coeceeeveeniicniieniceneene 74

5. Validation et comparaison des interactions entre les protéines bovines et les protéines NS5,
NS5a du BTV-8, NS5 du BT V=27 ...ttt 76
5.1  Par double-hybride en I€VUIE.........cccuiiiiiiriiiiiieieeieee et 76
5.2 Pal GST PUL-AOWI ..ottt ettt e eaeesees 77

6. Etude du role des interacteurs cellulaires bovins de NS5 lors de ’infection par le BTV-8....79
DiSCUSSION..ccciuiiiitiiiistreiineecsnneissneessssnesssntessssesssssesssssesssssesssssesssssesssssesssssessssasssssasssssasssssasssssassssanssssas 81
1. Validation des INEraCTIONS.......eeiuiiiuiiiiieiiie ettt ettt sttt ettt st e b e eabeeee 81
[.1  Clonage des INTETACTEULS .......eeeeieeeeiieeeiieeeieeeeieeesteeeseaeeessaeeessaeeessaeessseeessseeessseeensseesnsseens 81
1.2 Comparaison des tests d’interaction par Y2H et GST pull-down ...........cccceeveuvveecrenannenn. 81
1.2.1  Tests d’interaction par Y2H ........oooioiiiiiiiiiiiieie et 81



Table des mati€res

1.2.2  Tests d’interaction par GST pull-down ..............ccccoecvevoiiiciiniieiesieeieeeeeeee e 81

2. Etude fonctioNNEILE ........ccviiieiiieiiecee et e e eeraeeenns 83
2.1  Inhibition de I’expression des interacteurs cellulaires...........cccuveevveeeiieeecieeecieeeee e 83

2.2 Impact de leur inhibition sur I’infection par BTV-8.........cccoeeiiiiiiiiiieeeeeeeee e 83
2.2.1  Effet des interacteurs cellulaires de NS4 : AATF, CCHCR1 et WTAP .................... 84

2.2.2  Effet de I’interacteur cellulaire de NS5 : C1IQBP ...cc.ooooiiiiiiiiicieeeeeeeee e, 86

2.2.3 Bilan de I’étude fonctionnelle ...........cceevuieriieniiiniieiieeieceeee e 87

3. Caractérisation de I'interaction NS4/WTAP ......cccoooviiiiiiiiiiiiieceee e 88
3.1  Caractérisation du COtE VITAl........ceeviiiiiiiiiieiieiieeieeee ettt et 88

3.2 Caractérisation du COE NOTE ......cccveeiuiiiiieiiieiieiie ettt eae e 89

3.3 Caractérisation de la localisation d’interaction............cceeeeuveeeerieeeiiieeeiieeeiee e eevee e 90

4. Importance de la localisation nucléaire et nucléolaire des protéines NS4 et NS5 du BTV .....90
5. CoNClUSION GENETALL......c..eiuiiriiiiiiiiiieeet ettt ettt ettt et st be et e ae e 91
BIDIIOZIAPRIE «.cuveiiirinniiiniisnniicnsssnniicssssnnicsssssnresssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 93
AINICXES eevereersssrrrcssssssrecsssssnosssssssnessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 101

Annexe 1 : Article publié en janvier 2022 au journal Viruses.
Annexe 2 : Comparaison des séquences en acides aminés des formes bovine et culicoide de WTAP.



Table des abréviations

Table des abréviations

Symboles & chiffres

°C : degré Celsius

LLg : microgramme

uL : microlitre

UM : micromolaire

3-AT : 3-amino-1,2,4-triazole

A

aa : acide aminé

AATF : apoptosis antagonizing transcriptor
factor

AD : activation domain

ADN/ADNCc : acide désoxyribonucléique/
acide désoxyribonucléique complémentaire

AHSV : african horse sickness virus

ARN/ARNmM : acide ribonucléique/acide
ribonucléique messager

ASF/SF2 : alternative splicing factor/pre-
mRNA-splicing factor

B

BD : DNA binding domain
BFAE : bovine feoetal aorta endothelium
BHK : baby hamster kidney

BiFC : bimolecular fluorescence
complementation

BRD : bromodomain containing

BSA : bovine serum albumin

BSR : cellules dérivées des cellules BHK

BTV : bluetongue virus

BUCEC : bovine umbilical cord endothelial
cells

C

C1QBP : complement Clq binding protein
CCHCRI1 : coiled-coil alpha-helical rod
protein 1
CLIP : cross linking immunoprecipitation
CMV : cytomegalovirus
CPT-Tert : choroid plexus-SV40 T antigen-
human telomerase reverse transcriptase
CRISPR : clustered regularly
interspaced short palindoromic repeats
Ct : cycle threshold
C-terminale : extrémité carboxy-terminale
CTR : controle

D

DIVA : differentiation between infected and
vaccinated animals
DMEM : Dulbecco’s modified eagle’s medium

E

EC : extracellulaire

ECL : électrochimiluminescence

EDTA : éthylénediaminetétraacétique

EEV : equine encephalosis virus

EHDV : epizootic haemorrhagic disease virus
Em : émission

EMCYV : virus de I’encéphalomyocardite
ERK : extracellular signal regulated kinase
Ex : excitation

F/G

FC : forme courte

FCO : fievre catarrhale ovine
FL : forme longue

GFP : green fluorescent protein
GIV : great island virus

GRN : granuline

GST : glutathione S-transferase

H

HA : hémagglutinine

HCIl : chlorure d’hydrogene

HCV : hepatitis C virus

HEK293T : human embryonic kidney 293T

His/H : histidine

HIV : human immunodeficiency virus

hnRNPK : heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K

HPV : human papillomavirus

HRP : horseradish peroxidase

I

IC : intracellulaire

IF : immunofluorescence

IFN : interféron

I[FNAR : interféron-o/p récepteur

IKKe : inhibitor of nuclear factor kappa-B
kinase subunit epsilon

IRF : interferon regulatory factor

ISG : interferon stimulated genes

ISRE : interferon-stimulated response element



J/K/L

JAK : janus kinase

KANSL?2 : KATS regulatory NSL complex
subunit 2

KCl : chlorure de potassium

kDa : kilodalton

KEMYV : Kemerovo virus

KIF12 : kinesin family member 1

LB : Luria-Bertani

LD : late domain

Leu/L : leucine

LiAc : acétate de lithium

LUCT7L : LUCY7 like

M

MAPK : mitogen activated protein kinase

MDAS : melanoma differentiation associated
protein 5

MDBK : Madin Darby bovine kidney

MEGF®6 : multiple epidermal growth factor
like domains protein 6

MEM : minimal essential medium

METTL : méthyltransférase

mM : millimolaire

MOIL : multiplicity of infection

N

NF«B : nuclear factor-«xB

ng : nanogramme

NIH : National Institutes of Health

NLS : nuclear localization signal

nm : nanometre

NoLS : nucleolar localization signal
NP40 : nonidet-P40

NS : non structurale

NSs : non structural small

N-terminale : extrémité amino-terminale

0

OMSA : organisation mondiale de la santé
animale

OPTN : optineurine

OREF : open reading frame

ovEC : ovine aortic endothelial cell

ovFib : ovine primary fibroblast

P

PALV : Palyam virus

PAMP : pathogen associated molecular
patterns

PAWR : protein kinase C apoptosis wilms

Table des abréviations

tumor 1 regulator protein
pb : paire de bases
p-bodies : processing-bodies
PBS : phosphate buffered saline
PCV2 : porcin circovirus type 2
PFU : plaque forming units
PHSYV : peruvian horse sickness virus
PLA : proximity ligation assay
PML-NB : promyelocytic leukemia nuclear
bodies
PRR : pattern recognition receptors

R

RIG-1 : retinoic acid-inducible gene [

RISC : RNA induced silencing complex

RNA-Seq : RNA sequencing

RPB : RNA polymerase 11 subunit

RTQqPCR : real time quantitative polymerase
chain reaction

S

SBV : Schmallenberg virus

SCRYV : Saint Croix river virus

SDS PAGE : sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis

SEV : Semliki forest virus

SH2 : Src homology domain 2

STAT : signal transducers and activators of

transcription

STING : stimulator of interferon genes

SV40 : simian virus 40

SVF : sérum de veau feetal

T

TBK1 : tank binding kinase 1-binding protein
1

TCIDSO0 : median tissue culture infectious
dose

TE : tris EDTA

TM : transmembranaire

Trp/W : tryptophane

Tsgl01: tumor susceptibility gene 101 protein

VIW/Y

VLP : virus-like particles

VP : vault protein - protéine structurale
WB : western blot

WTAP : wilms tumor I associated protein
Y2H : yeast two-hybrid

YPD : yeast extract peptone dextrose
YUOV : Yunnan orbivirus



Table des illustrations

Table des illustrations

Tableau 1 : Nouveaux sérotypes décrits depuis 2008 et leurs caractéristiques. .........coceevuverreenenne. 19
Tableau 2 : Organisation génomique des 10 segments du BTV et caractéristiques des protéines codées.
.............................................................................................................................................................. 22
Tableau 3 : Bilan du nombre d’interacteurs cellulaires identifiés a la suite des cribles Y2H des
protéines du BTV-8 €t du BTV -27. ..ottt et e e e e e e e nanee s 38
Tableau 4 : Protéines bovines sélectionnées pour 1’étude de leur interaction avec NS4 du BTV-8 et
BTV o2 e ettt et h et h ettt h bttt h bt et h e e bt et e bt e be et saeen 39
Tableau 5 : Protéines bovines sélectionnées pour 1’étude de leur interaction avec NS5/NS5a du BTV-
B BT BTV =27, ettt et h et et h ettt h e bt et e bt et eatenae et enees 40
Tableau 6 : Anticorps utilisés au cours de ce projet et leurs applications. ........cccceeveevieeiiienieenieenne. 41
Tableau 7 : Amorces utilisées pour les clonages et les RTGPCR. .........cccoovviiiiieiiiiiniiiiieieeeee 42
Tableau 8 : siRNA utilisés pour inhiber I’expression des protéines cellulaires bovines. ................... 43

Tableau 9 : Vecteurs plasmidiques utilisés pour le clonage et 1’expression des protéines d’intérét. .43

Tableau 10 : Bilan comparatif des tests d’interaction réalisés par Y2H et par GST pull-down. ........ 82
Figure 1 : Moucherons hématophages du genre Culicoides. ..............coevueveuiecieeecieniieeiieiieeieeeeenen, 11
Figure 2 : Modes de transmission du virus de la FCO. .........ccccceiviiiiiiiniiniiiccecceece 12
Figure 3 : Exemples de signes cliniques évocateurs de 1a FCO.........ccccooiviiiiniiniiniiieceee 14
Figure 4 : Estimation de I’aire de répartition mondiale du virus de la FCO avant 1998. ................... 15
Figure S : Incursions de multiples souches de BTV dans le sud de I’Europe entre 1998 et 2005. .....16
Figure 6 : Zones réglementées de fievre catarrhale ovine en Europe au 28 juillet 2022. ................... 18
Figure 7 : Schéma représentant la particule virale du BTV. ..o 21
Figure 8 : Schéma du cycle de réplication du virus de la fievre catarrhale ovine. ..........ccccoeeneenne 25
Figure 9 : Représentation schématique de la protéine NS3 du BTV. ..o 26
Figure 10 : Schéma simplifié¢ de 1’activation de la voie des interférons suite a I’infection par BTV. 28
Figure 11 : Représentation schématique de la protéine NS4 du BTV. ... 31
Figure 12 : Comparaison des séquences en acides aminés des NS5 et NS5a du BTV-8 avec quelques
NS5 de BTV @tyPIQUES. ...eeueieiiieiiieiieeiie ettt ettt et te ettt et e st e et e e bt e seesateesseeenbeenseesnseessseenseessseenseas 35
Figure 13 : Représentation schématique de la protéine NS5 du BTV. ..o 35
Figure 14 : Stratégie employée pour I’étude des interactions protéines virales/protéines cellulaires.40
Figure 15 : Stratégie de clonage Gateway®. ..........cccoceeviiiiiniiiiiiinieienesceee e e 44
Figure 16 : Principe du double-hybride en levure...............coccooiiiiiiiiiiiiieeeee 47
Figure 17 : Principe du clonage direct en levure par gap-repair. ............cocoeevueeeecueeecieeeecreeeceeenieeenns 48
Figure 18 : Stratégie expérimentale pour étudier I’impact de ’inhibition des partenaires cellulaires de
NS4 et NS5 sur I’infection par 1€ BTV=8.........cooiiiiiii ettt 51
Figure 19 : Essai de la ligature de proximité (PLA). .....cccoviiiiiieiiie et 54



Table des illustrations

Figure 20 : Validation et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et les

NS4 du BTV-8 et du BTV-27 par le systéme de double-hybride en levure. ...........cccceeevveevvieeennennnee. 59
Figure 21 : Test et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et les NS4 du
BTV-8 et du BTV-27 par la méthode de GST pull-down............coooeueeoiiniieiieiiieiieeieeeeee e 61
Figure 22 : Impact de I’inhibition d’expression des interacteurs bovins WTAP et AATF sur I’infection
PAT BTV 8. ettt e ettt e ettt e ettt e s bt e e e bt e e e bt e e e bt e e et e e e nabeeennbeeeenbeeenanes 63
Figure 23 : Impact de I’inhibition d’expression des interacteurs bovins CCHCR1, PAWR, BRD2 et
LUCTL sur I’Infection BTV =8. .......oiiie ettt e et eeaae e e ta e e ssbae e savaeennneeenns 65
Figure 24 : Etude du degré de conservation de I’interaction entre les NS4 du BTV-8 et -27 et WTAP
(6721 o) 0 1 FO OO TSRS 67
Figure 25 : Etude du degré de conservation de I’interaction entre WTAP bovin et les NS4 de sérotypes
classiques et atypiques AU BT V. ..o.oi oottt ettt et ba e e e eene 69
Figure 26 : Cartographie de la région d’interaction de NS4 du BTV-8 avec WTAP bovin par systéme
Y 2H. bbbt bt b h ettt bbbt bt a et ettt nnes 71
Figure 27 : Détermination de I’importance du domaine 22-55 de BTV8-NS4 dans I’interaction avec
WTAP DOVINL .ttt ettt et e ettt e e et et e e e st e e bt esateeabeeeabeenbeesseeeaseenaeeenseenne 72
Figure 28 : Détermination du domaine de WTAP minimum a I’interaction avec NS4 du BTVS......73
Figure 29 : Etude de co-localisation de WTAP et NS4 par la méthode de Proximity Ligation Assay
(PLA). ettt ettt bbbttt ettt b a e bt ettt aenae 76
Figure 30 : Validation et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et NS5/
NS5a du BTV-8 et NS5 du BTV-27 par le systéme de double-hybride en levure. ...........cccccoeeeneee. 77
Figure 31 : Test et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et NS5/NS5a
du BTV-8 et NS5 du BTV-27 par la méthode de GST pull-down..............cccccecevceineininiinoennencnnnne. 78
Figure 32 : Impact de I'inhibition d’expression des interacteurs bovins hnRNPK et C1QBP sur
PPINFECtiON BT V=8...cneiiiii ettt st e 80
Figure 33 : Bilan de I’impact de I’inhibition d’expression des interacteurs cellulaires sur I’infection
BTV ettt ettt b bbbt h e bt b ettt 88
Figure 34 : Schéma représentant le bilan de I’étude des interactions de NS4 et NS5 du BTV. ......... 92

10



Introduction

Introduction

1. La fieévre catarrhale ovine : découverte de la maladie

La premiére description d’une fiévre catarrhale observée chez des moutons mérinos a été faite
par Hutcheon et Spreull en 1902 en Afrique du Sud. Quatre ans plus tard, 1’agent pathogeéne
responsable de la maladie a été découvert par Theiler et caractéris¢ comme un agent ultra-filtrable
suggérant une €tiologie virale. L agent causal fut dénommé virus de la fievre catarrhale ovine (FCO)
ou Bluetongue virus en anglais (BTV). Dés 1940, le BTV a pu étre cultivé sur ceufs embryonnés et sa
transmission vectorielle a été caractérisée avec 1’identification du vecteur Culicoides imicola, un
moucheron hématophage capable de transmettre la maladie. A cette période, il a également été
démontré que le BTV comprenait différents sérotypes et que la maladie €tait enzootique au continent
Africain. L’introduction de races ovines sensibles a permis la mise en évidence de la maladie alors que
les especes de ruminants autochtones, quand bien méme infectées, y résistaient [1].

2. La fiévre catarrhale ovine : transmission et physiopathologie

2.1 Modes de transmission

L’infection par le virus de la fievre catarrhale ovine est considérée non contagieuse car est liée
a une transmission essentiellement vectorielle, par morsure d’un moucheron hématophage du genre
Culicoides (Figure 1).

Figure 1 : Moucherons hématophages du genre Culicoides.
Source : Wilson et al. [2].

Apres un repas sanguin sur un animal infecté, le virus passe la paroi intestinale du vecteur et se
dissémine dans le corps de ’insecte jusqu’a atteindre les glandes salivaires ou il se multiplie. Le virus
est alors excrété dans la salive et peut étre transmis a un autre animal lors d’un nouveau repas sanguin
(Figure 2) [3].

Les culicoides sont des petits dipteres faisant 1 a 4 mm de long et appartenant a la famille des
Cératopogonides [1]. 1l existe plus de 1250 espéces de culicoides dans le monde. L espéce Culicoides
imicola a été la premiere identifiée comme impliquée dans la transmission du BTV. D’autres especes
ont depuis été décrites comme compétentes pour la transmission du virus et varient selon la région du
monde. Ainsi, C. imicola est retrouvé en Afrique et dans le bassin méditerranéen. Les vecteurs
majoritaires sont C. sonorensis en Amérique du Nord, C. insignis et pusillus en Amérique du Sud et
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C. brevitarsis en Australie. En ce qui concerne I’Europe, les vecteurs identifiés sont C. pulicaris en
Sicile, C. obsoletus et scoticus dans le centre de I’Italie et enfin, C. dewulfi dans le nord de I’Europe
[3]. L’efficacité de transmission par le vecteur est également liée a la capacité vectorielle du BTV qui
peut étre trés différente d’une souche virale a une autre. Il a récemment été montré que le segment 2
du virus jouait un role essentiel pour la réplication virale chez le vecteur culicoide [4,5].

La FCO s’avere étre une maladie saisonniére liée a 1’activité vectorielle qui est accrue en été et
a I’automne dans les régions tempérées et des le printemps pour les régions subtropicales. Durant
I’hiver, d’autres modes de transmission sont a prendre en compte pour expliquer la résurgence du virus
(Figure 2) [2]. Tout d’abord, la survie du virus chez le vecteur culicoide pendant cette période est
possible. Les culicoides adultes peuvent survivre a la température hivernale en se mettant par exemple
a I’abri dans les batiments agricoles [6]. Il est également suspecté que le virus puisse persister chez
son hote. L’espeéce bovine est celle chez qui la virémie est la plus longue. Méme si ordinairement elle
dure moins de 60 jours, elle peut parfois étre allongée et ainsi permettre au virus de persister pendant
3 a2 4 mois sans nouveau cycle d’infection [2]. D’autre part, ’infection du feetus par quelques souches
du virus de la FCO a été observée chez les bovins, démontrant une transmission transplacentaire.
Rarement décrite avant 1’apparition du sérotype BTV-8 dans le nord de I’Europe, ce mode d’infection
a pu toucher 10% des cas de gestation lors de ’épizootie de cette souche de 2006/2008 [1]. Une
transmission vénérienne est également possible, méme si elle reste rare. Les males en infection aigiie
peuvent excréter le virus dans le sperme. L’infection a BTV peut alors se faire par la saillie ou via
insémination avec la semence contaminée [1]. Enfin, la transmission horizontale entre hotes
mammiferes est une autre possibilité de survie du virus durant I’hiver [2]. La transmission par contact
direct a notamment ét¢ démontrée pour trois sérotypes atypiques (BTV-26 a 28) dont les
caractéristiques seront détaillées en section 3.5 [7-9].

Survie des vecteurs adultes

?
Incubation —
extrinséque
"'*" m — "'*'q

Morsure Marsure Transmission
vecteur/hote vecteur/hdte directe
> _ 2 = _
— —
Incubation Persistance
intrinséque ?
01 q O O

Transmission
transplacentaire

LD D 0D ¢

Figure 2 : Modes de transmission du virus de la FCO.
Réalisé d’apres Wilson et al.[10]. Les animaux/insectes infectés figurent en orange.
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2.2 Physiopathologie

Chez I’animal, apres 1’infection par une morsure de culicoide, le virus de la FCO atteint les
nceuds lymphatiques ou il se multiplie, puis se dissémine vers d’autres organes et se réplique dans les
cellules endothéliales, les macrophages et les cellules dendritiques. Le BTV est adsorbé a la surface
des érythrocytes et des plaquettes pendant la virémie et se multiplie dans les monocytes et les
lymphoblastes. La période de virémie dépend de la durée de vie des érythrocytes et est plus longue
dans I’espece bovine (jusqu’a 60 jours) que dans les espéces ovine (entre 14 et 35 jours) et caprine
(jusqu’a 31 jours) [3].

Le virus de la FCO est capable d’infecter les ruminants domestiques et sauvages avec une
période d’incubation, en moyenne de 6 a 8 jours. La pathogénie de la FCO dépend de la souche du
virus, du vecteur et de I’espéce infectée. Ainsi, 1’espece ovine est la plus sensible a la maladie alors
que les especes bovine et caprine développent davantage des formes inapparentes ou subcliniques et
sont suspectées d’étre un réservoir du virus. Cependant, I’épizootie de BTV-8 survenue en Europe en
2006 a montré que ces especes pouvaient ¢galement développer de forts signes cliniques [1,11].

Sous sa forme aigiie, la FCO se traduit tout d’abord par une forte fievre accompagnée d’un
abattement. Un cedéme de la face, la congestion des muqueuses (nasale, buccale, gingivale) et une
conjonctivite représentent les signes cliniques classiques (Figure 3). La maladie peut évoluer avec
I’apparition d’cedéme pulmonaire, d’ulcérations et d’hémorragies sur le museau et les muqueuses
orales. Une inflammation du bourrelet coronaire peut également se développer et engendrer de la
boiterie et une raideur des membres. Dans de rares cas, une cyanose de la langue peut apparaitre, ce
symptome ayant donné le nom de « bluetongue » au virus. Dans les formes les plus séveres, des Iésions
hémorragiques sont observées au niveau des muqueuses digestives, génito-urinaires et respiratoires
ainsi qu’au niveau du tissu conjonctif [1,3,12]. Lors d’infection par le BTV-8, des troubles de la
reproduction sont aussi rapportés chez les bovins. Les males peuvent présenter une infertilité. Chez la
femelle gestante, le passage transplacentaire du virus provoque différents signes cliniques chez le feetus
selon la période de gestation. Au début de celle-ci, I’infection provoque une mortalité embryonnaire
et feetale. Des anomalies congénitales et principalement des malformations cérébrales (cécité,
hydranencéphalie) surviennent si I’infection a lieu au deuxiéme tiers de la gestation (Figure 3) [13].

La morbidité (nombre d’animaux malades sur nombre d’animaux total d’un cheptel) et la
mortalité (nombre d’animaux morts sur nombre d’animaux total du cheptel) dues a la FCO varient
beaucoup en fonction de 1’espéce touchée, de la souche virale, ainsi que de 1’état de I’individu atteint
(age, ¢état de santé, statut immunitaire de 1’hote). Par exemple, en 2006, I’épizootie de BTV-8 a
engendré en moyenne une morbidité et une mortalité dans 1’espece ovine, respectivement de 20% et
5% et dans I’espece bovine, de 6,8% et 0,3% [1].
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Figure 3 : Exemples de signes cliniques évocateurs de la FCO.

a : ;edéme de la face, b : inflammation du bourrelet coronaire, c : ulcére et signes hémorragiques, d : hydranencéphalie
Sources : (a, b) Plateforme ESA, (c) Guy Czaplicki, ARSIA, (d) Guillaume Belbis, ENVA.

3. La fievre catarrhale ovine : épidémiologie

3.1 Répartition mondiale de la FCO : avant 1998

Considérée comme exclusivement liée au continent africain au début du XXeéme siecle, des
premiers cas de fievre catarrhale ovine ont été rapportés hors du continent comme aux Etats-Unis
(1952), en Inde (1954) ou encore en Australie (1975). A partir de cette époque et jusqu’au début des
années 2000, la répartition géographique de la FCO s’est ainsi étendue en Amérique, en Asie et en
Australie. L’impact de la FCO sur I’espeéce ovine entrainera des pertes économiques mondiales
évaluées en 1996 a 3 milliards de dollars par an [12]. A la fin des années 1990, la FCO était cependant
encore limitée aux régions subtropicale et tropicale, entre 40 et 50° de latitude nord et 20-30° de
latitude sud correspondant a la répartition des especes de culicoides reconnues comme vectrices du
virus de la FCO (Figure 4) [10].

Avant les années 2000, les incursions sur le continent européen étaient de courte durée et
cantonnées au sud de I’Europe, dans le pourtour méditerranéen. Des foyers de FCO ont ainsi été décrits
a Chypre (1943), en Espagne et au Portugal (entre 1956 et 1960), ainsi qu’en Gréce (1979) [14].
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Figure 4 : Estimation de I’aire de répartition mondiale du virus de la FCO avant 1998.
Source : Natural Earth, réalisé avec Graticule. D’aprés Wilson et al. [10].

3.2 Emergence de la FCO dans le sud de I’Europe : de 1998 a 2005

La fin des années 1990 et le début des années 2000 a vu progressivement s’étendre 1’aire de
répartition géographique de la FCO. Ceci s’expliquerait d’une part par le réchauffement climatique
induisant le changement des écosystemes. Le vecteur Culicoides imicola originellement présent en
Afrique et en Asie a pu ainsi s’étendre dans de nouvelles régions devenues aptes a I’héberger. D’autre
part, le virus s’est adapté a de nouvelles espéces du vecteur culicoide présentes au-dela des régions
jusqu’alors infectées. Le commerce mondial impliquant des mouvements d’animaux est, certainement,
également une des causes de I’expansion de la maladie en Europe et dans le monde.

Entre 1998 et 2005, 7 souches distinctes du virus de la FCO issues de 5 sérotypes différents se
sont introduites dans le sud de I’Europe [15]. Deux voies d’incursions se distinguent et sont a I’origine
de ces nouveaux foyers d’infection dans le bassin méditerranéen (Figure 5).

Par la voie dite « orientale », plusieurs souches de BTV sont arrivées par la Turquie et la Grece ;
une souche de BTV-4 en 1999 et une de BTV-16 en 2000 ont fait leur apparition en Grece, ainsi qu’une
souche de BTV-1 sur I’ile Grecque de Lesbos en 2001. Contrairement a ces souches qui n’ont pas été
capables de réémerger apres I’hiver, la souche orientale de BTV-9 détectée des la fin des années 1990
dans les iles grecques s’est propagée en Turquie, dans les pays Balkans et en Italie entre 2000 et 2002
[16]. Sa persistance durant plusieurs années montre la capacité du virus a se maintenir sur le continent
Européen pendant les périodes hivernales.

Par la voie dite « occidentale », des souches de BTV en provenance d’ Afrique du Nord ont tout
d’abord infecté les 1les méditerranéennes puis, pour certaines, ont atteint les pays du sud de 1I’Europe.
C’est ainsi qu’une souche de BTV-2 circulant en Tunisie deés 1999 atteindra les iles Baléares, la Sicile,
la Sardaigne et la Corse en 2000. Cette souche réémergera en 2001 en Corse apres la période hivernale.
Par ailleurs, une souche de BTV-4 a été détectée en 2003 en Sardaigne, en Corse et a Minorque avant
de se répandre en Espagne et au Portugal en 2004.
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En Corse, la mise en ceuvre de deux campagnes de vaccination successives employant des
vaccins vivants atténués contre le BTV-2 et le BTV-4 aura permis I’éradication de ces deux souches,
qui depuis, n’ont plus été¢ détectées en Corse. Cependant, 1’utilisation de vaccins atténués pour lutter
contre la FCO sera rapidement arrétée en Europe. En effet, une souche de BTV-16 correspondante a
une souche vaccinale atténuée produite en Afrique du sud et utilisée en Italie a été isolée en Corse en
2004. 11 s’est avéré que le virus atténué était capable d’engendrer une virémie chez les animaux
vaccinés voir des signes cliniques et tre transmis a des animaux sains par le vecteur culicoide [15].
De¢s lors en Europe, seuls les vaccins inactivés seront utilisés dans la stratégie prophylactique anti-
FCO.
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Figure S : Incursions de multiples souches de BTV dans le sud de I’Europe entre 1998 et 2005.
Source : Natural Earth, réalisé avec Graticule. D’aprés : Kundlacz et al. [15].

3.3 Emergence de la FCO dans le nord de I’Europe : de 2006 a 2012

En 2006, c’est a une latitude encore jamais atteinte par le virus de la FCO qu’a émergé le BTV-
8 dans le nord de I’Europe. Des premiers foyers de FCO ont été observés au mois d’aotit aux Pays-Bas
avant une propagation rapide du virus en Belgique, en Allemagne et en France. Le vecteur C. imicola
n’étant pas présent dans cette région du globe, c’est I’adaptation du BTV-8 aux espéces autochtones
de culicoides (C. obsoletus, dewulfi, scoticus, chiopterus) qui lui a permis de se maintenir et de
réapparaitre I’année suivante dés la reprise de 1’activité vectorielle [17]. En plus des pays déja touchés
en 2006, le BTV-8 a atteint le Luxembourg, le Danemark, le Royaume-Uni, la Suisse, la République
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Tcheéque et la Sueéde causant ainsi une épizootie sans précédent. L origine et le mode d’introduction
du BTV-8 dans le nord de I’Europe sont toujours indéterminés [18]. Cependant, le séquencage de la
souche suggere qu’elle aurait une origine africaine [19]. Cette souche s’est montrée particuliére a bien
des égards et principalement par sa pathogénicité. En effet, en plus de la virulence habituellement
observée chez I’espeéce ovine, le BTV-8 a provoqué des signes cliniques dans 1’espéce bovine,
ordinairement non sensible a la FCO [20]. En outre, ce sérotype possede la capacité a passer la barricre
transplacentaire et ainsi infecter le feetus de femelles gestantes [13]. Des mesures de restriction des
mouvements d’animaux ainsi que des campagnes de vaccination avec 1’utilisation de vaccins inactivés
ont été appliquées en Europe afin de contenir la propagation du virus. C’est ainsi que les pays
Européens ont retrouvé un statut indemne de BTV-8 entre 2010 et 2012. Néanmoins, cette épizootie
aurait occasionné des pertes économiques supé€rieures a toutes les précédentes épizooties cumulées [1].

En parall¢le de cette émergence, a I’ét¢ 2007, une souche de BTV-1 provenant du nord de
I’Afrique atteindra la Sardaigne et la péninsule Ibérique puis les régions de 1’ouest de la France. En
France, cette période est ainsi marquée par la double circulation du BTV-1 et du BTV-8 avec des cas
de co-infections et la genése de virus réassortants [21]. Il est a noter qu’en 2008, d’autres sérotypes
ont également émergé et circulé a bas bruit dans le nord de I’Europe avant de disparaitre naturellement
(BTV-6 en Allemagne et aux Pays-Bas et BTV-11 en Belgique) [14].

3.4 Vers un statut enzootique de la FCO en Europe : de 2012 a aujourd’hui

De 2012 a2 2015, des souches des sérotypes BTV-1 et BTV-4 ont circulé dans le sud de I’Europe.
En 2012, une nouvelle incursion de BTV-1 venant de Tunisie a atteint la Sicile, la Sardaigne, 1’Italie
et la Corse avant de provoquer en 2013 une épidémie massive en Italie. La vaccination des cheptels en
Corse a permis d’éradiquer ce sérotype apres 2014. L’année 2012 a également été marquée par la
détection d’une souche de BTV-4 en Sardaigne sans se propager au-dela. Cette souche s’est avérée
génétiquement proche des souches occidentales tout en possédant le segment 5 d’un BTV-1. Elle est
issue d’un réassortiment entre deux souches co-circulantes dans le bassin méditerranéen entre 1999 et
2005 [22]. Enfin, en 2014, une souche de BTV-4 d’origine orientale a été détectée en Grece puis en
Hongrie et dans les Balkans [14].

En septembre 2015, le BTV-8 a réémergé en France ou il a été détecté chez un bélier du
département de 1’Allier présentant des signes cliniques évocateurs de la FCO. En 1’absence de
campagne de vaccination obligatoire, le virus s’est propagé dans toute la France, puis a atteint
I’ Allemagne, la Suisse et la Belgique en 2019. Bien que la souche soit identique a celle responsable de
1I’épizootie de 2006-2008, le BTV-8 a provoqué peu de signes cliniques en comparaison a la précédente
épizootie [23]. Une immunité partielle des animaux due a une ancienne infection ou a une vaccination
pourrait expliquer cette différence dans la physiopathologie. Il n’est cependant pas a exclure une
possible modification de la virulence du virus [24]. L’origine de la réémergence de BTV-8 n’est pas
clairement élucidée. Cependant, en tenant compte de la trés faible variabilité génétique observée entre
la souche de 2006 et celle de 2015, I’hypothése d’une réémergence via une intervention humaine est
privilégiée. Le BTV-8 étant capable de se transmettre par voie vénérienne, il est possible que
’utilisation de semence contaminée par le virus soit a I’origine de cette réémergence. La conservation
de semences de taureaux puis 1I’ins€émination les saisons suivantes dans les troupeaux d’origines est
autorisée sans que ces semences soient soumises a controle sanitaire [25].
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En fin d’année 2016, une souche de BTV-4 provenant de Hongrie a été identifiée en Corse puis
a atteint la France continentale dans le département de la Haute-Savoie en 2017 [26]. Malgré la mise
en place d’une campagne de vaccination dans cette région, des cas de BTV-4 ont été rapportés dans
d’autres départements du pays.

C’est ainsi que la circulation des souches de BTV-4 et de BTV-8 est aujourd’hui enzootique en
France. Actuellement, une souche de BTV-1 circule également sur le continent Européen (Figure 6).
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3.5 Découverte des sérotypes atypiques

Afin de suivre la circulation des souches et d’anticiper 1’émergence d’épizootie en Europe, des
programmes de surveillance ont réguliérement été mis en place durant les 20 derniéres années. Au-
dela de ces objectifs, la surveillance de la circulation de FCO par détection du génome viral alliée au
séquencage des souches par des méthodes de nouvelle génération a permis d’identifier de nouveaux
sérotypes de BTV [14].

La détermination du sérotype est basée sur le segment 2 du virus qui code pour I’antigéne viral
VP2. Ces souches nouvellement découvertes n’ont pas pu é&tre typées par la méthode de
séroneutralisation classique car celle-ci nécessite d’avoir un sérum de référence contre ces souches.
Cependant, il a été démontré qu’il existait une grande corrélation entre la séquence compléte du
segment 2 et ’appartenance a un sérotype [27]. Aussi, des seuils d’identités des nucléotides et des
acides aminés ont été proposés pour déterminer I’appartenance de souches a un méme sérotype ou a
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un sérotype différent : deux souches de méme sérotype doivent avoir au minimum une homologie de
séquence nucléotidique de 68,4% et protéique de 72,6%, deux souches de sérotypes différents peuvent
avoir une homologie de séquence nucléotidique allant jusqu’a 71,5% et protéique jusqu’a 77,8% [28].
L’analyse phylogénétique du segment 2 des souches nouvellement identifiées a montré des séquences
virales suffisamment distinctes des 24 sérotypes précédemment déterminés [28,29]. C’est ainsi que 12
nouveaux sérotypes nommes de BTV-25 a BTV-36 ont été décrits entre 2008 et 2019 (Tableau 1) [7—
9,28-41].

Ils sont dits « atypiques » car ils divergent des souches classiques (BTV-1 a -24) par plusieurs
caractéristiques. Tout d’abord, ils ont été retrouvés exclusivement chez des petits ruminants et, plus
particulierement, dans I’espéce caprine. De plus, ces animaux infectés étaient asymptomatiques ou
présentaient trés peu de signes cliniques [7,41]. Par ailleurs, des infections expérimentales ont montré
la capacité pour les sérotypes 26 et 27 a pouvoir se transmettre directement d’une chévre a une autre,
indépendamment de la présence de culicoides. Le BTV-28 a également ét¢ montré comme pouvant se
transmettre par contact direct chez le mouton [9]. Cette derniere particularité pourrait corréler avec
une capacité a se répliquer dans des cellules de mammifeéres mais pas dans des cellules du vecteur
culicoide (cellules KC) [7,8]. Par ces caractéristiques biologiques, les sérotypes atypiques se classent
vraiment a part des 24 sérotypes classiques qui eux, posseédent une transmission vectorisée et une
virulence certaine [28].

Tableau 1 : Nouveaux sérotypes décrits depuis 2008 et leurs caractéristiques.
ni=non indiqué

Réplication en

Sérotype Pays d’origine Annee.de Héte cellule Tran.smlssmn
collection e horizontale
mammifére/vecteur
BTV-25 Suisse 2008 Chévre non/oui non
BTV-25 Italie 2017 Chévre ni ni
BTV-25 Allemagne 2020 Chevre oui/ni non
BTV-26 Koweit 2010 Mouton oui/non oui
BTV-27 France (Corse) 2014 Chevre oui/non oul
BTV_.28 Israél 2014 Mouton oui/ni oui
(vaccin)
BTV_.ZQ Israél 2014 Mouton ni ni
(vaccin)
BTV-30 Chine 2014 Chévre/mouton oui/ni non
BTV-30 Mongolie 2016 Chevre/mouton oui/ni ni
BTV-31 Chine 2014 Chévre/mouton oui/oui ni
BTV-32 Italie 2015 Chévre non/non ni
BTV-33 Mongolie 2016 Chévre/mouton oui/ni non
BTV-.34 Tunisie 2017 Mouton non/ni ni
(vaccin)
BTV-35 Mongolie 2018 Chévre/mouton oui/non ni
BTV-36 Suisse 2019 Chévre oui/ni non
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4. Controle de la maladie

La détection de I’infection du bétail par une souche de BTV de sérotype classique (1 a 24) est
soumise a déclaration obligatoire auprés de 1’organisation mondiale de la santé animale (OMSA).
Selon la situation épidémique du moment, une restriction des mouvements d’animaux peut étre mise
en place afin de limiter la propagation de la maladie [42]. Cependant, la fieévre catarrhale ovine se
transmettant principalement par le biais du vecteur culicoide, la dissémination de la maladie est
difficile a contrdler.

La vaccination des animaux représente a ce jour le moyen de lutte le plus efficace [43]. Du fait
du role clé de la protéine virale VP2 dans I’'immunogénicité, 1’activité protectrice des vaccins anti-
BTV est spécifique au sérotype. Actuellement, deux types de vaccins sont commercialisés dans le
monde et présentent chacun des avantages et des inconvénients [12]. Les vaccins a virus vivant atténué
produits par Onderstepoort Biological Products (Afrique du Sud) sont utilisés depuis longtemps chez
les ovins en Afrique australe, et ont été utilisés au début des années 2000 dans le sud de 1’Europe. Ce
type de vaccin permet d’obtenir une forte réponse immunitaire et une protection relativement longue
aprés une seule injection. De plus, leur colt de production est modéré. Cependant, ces vaccins, en
raison d’une sous-atténuation, peuvent entrainer des signes cliniques légers et provoquer une longue
virémie chez I’animal vacciné. Il engendre alors un risque de propagation via le vecteur ainsi qu’un
retour a la virulence et a des événements de réassortiment avec le virus sauvage circulant [12]. En
raison de ces risques, ce type de vaccin est interdit d’utilisation en Europe depuis 2006 [15]. Les
vaccins a virus inactivé ne peuvent €tre transmis d’un animal a un autre mais cotitent relativement cher
et nécessitent souvent deux injections pour obtenir une réponse immunitaire protectrice. Ils constituent
actuellement le meilleur compromis entre sécurité et efficacité. Le désavantage de ces deux types de
vaccins est qu’ils ne permettent pas de distinguer sérologiquement les animaux malades des animaux
vaccinés (Differentiation between Infected and Vaccinated Animals, DIVA) afin de faciliter les
échanges d’animaux. Aussi, le vaccin anti-BTV idéal n’a, a ce jour, pas encore été développé et devrait
posséder les caractéristiques suivantes : étre efficace et ne pas constituer un danger sanitaire, étre a
prix abordable, induire rapidement une protection multi-sérotypes a vie chez toutes les espéces de
ruminants sensibles a la FCO et permettre la distinction entre animaux infectés et vaccinés [12].

Aussi, le développement de nouveaux types de vaccins est toujours a 1’étude. Des vaccins
protéiques mimant la particule virale (type Virus-Like Particles, VLP) ou encore des vaccins a vecteurs
viraux ont un potentiel DIVA selon les antigenes viraux sélectionnés mais sont plus coliteux et pour
certains moins efficaces que les vaccins utilisés actuellement [44]. Plus récemment, d’autres candidats
vaccins DIVA ont été¢ développés par génétique inverse. Par exemple, un de ces vaccins est basé sur
un virus atténué de la FCO par blocage de I’expression des protéines virales NS3/NS3a et possédant
un segment 2 (codant pour VP2) du sérotype ciblé. Ce prototype de vaccin a montré son innocuité et
son efficacité chez I’espece ovine et bovine, il peut également présenter I’avantage d’étre multivalent.
Bien qu’il ne soit pas encore autorisé sur le marché, la souplesse de production de ce type de vaccin le
rend prometteur pour la lutte anti-BTV [45].
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5. Description du virus de la fievre catarrhale ovine

5.1 Classification

Le virus de la fiévre catarrhale ovine appartient a 1’ordre des Reovirales, a la famille des
Sedoreoviridae et au genre Orbivirus [46]. Le genre Orbivirus comporte 22 especes virales qui
provoquent principalement des maladies chez I’animal. Il s’agit d’arbovirus transmissibles a I’hote par
des vecteurs arthropodes comme les tiques, phlébotomes, moustiques et moucherons hématophages.
Le panel d’espéces de vertébrés infectés est large et comprend notamment les bovins, caprins, ovins,
ruminants sauvages, équidés et camélidés. Trois orbivirus ont un impact important sur I’économie des
filieres animales. Il s’agit du virus de la maladie hémorragique épizootique (Epizootic haemorrhagic
disease virus, EHDV), du virus de la peste équine (African horse sickness virus, AHSV) et du virus de
la fievre catarrhale ovine (Bluetongue virus, BTV). Ce dernier est ’orbivirus le plus étudié et est
considéré comme 1’espece prototype pour caractériser les autres especes du genre.

5.2 Structure et génome

Le BTV est un virus non enveloppé possédant une capside a symétrie icosaédrique d’environ
88 nm de diamétre. La particule virale a une masse molaire d’environ 120.10° Daltons (Da). Elle est
constituée d’une capside externe, d’une capside interne et d’un génome composé de 10 segments
d’ARN double brin (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma représentant la particule virale du BTV.
Source : Schwartz-Cornil ef al.[12].

5.2.1 Legénome

Le génome possede au total 19 200 paires de bases (pb) et est composé de 10 segments d’ARN
double brin. Les segments sont numérotés de 1 a 10, du plus grand (3944 pb) au plus petit (822 pb) et
sont présents en copie unique [47]. Ils codent pour 7 protéines structurales ; VP1 a VP7 et 5 voire 7
protéines non structurales, NS1 a NS3/NS3a, NS4 et NS5/NS5a (Tableau 2). Les segments 1 a 8
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codent pour une unique protéine alors que les segments 9 et 10 peuvent coder pour deux protéines par
un mécanisme de fuite d’initiation ou « leaky scanning » en anglais [48].

Les séquences des extrémités 5° et 3’ des segments sont conservées, ces séquences sont
respectivement 5'-GUUAAA-3' et 5'-ACUUAC-3". L'ensemble des extrémités 5' des ARN double brin
ainsi que celles de l'ensemble des transcrits viraux posseédent une coiffe méthylée, tandis que
'extrémité 3' n'est pas polyadénylée [14].

Tableau 2 : Organisation génomique des 10 segments du BTV et caractéristiques des protéines codées.
aa : acides aminés / kDa : kiloDaltons

Nombre Protéine  Taille protéine
Segment paire de . I;(D Caractéristique Fonctions connues de la protéine
bases codée (aa/kDa)
1 3944 VPI 1302/150 ~ Frowmemineurede by srase ARN dépendante
la capside interne
Protéine de la Ligand du récepteur cellulaire,
2 2939 VP2 9502962/111 . antigéne protecteur, entrée du virus,
capside externe Y e s
spécificité de type
Protéine maieure de Interaction avec complexe de
3 2772 VP3 901/103 ma réplication, avec ARN génomique
la capside interne
et avec VP7
Enzyme de coiffe :
Protéine mineure de  guanylyltransferase, guanine-N7-
4 1981 vPd 644/75 la capside interne méthyltransferase, ARN 5’
triphosphatase, NTPase
5 1776 NS 552/64 Protéine non Formef des tubules',. favor.lse la
structurale synthése des protéines virales
6 1637 VP5 526/59 Pro‘Felne dela Permeal?ll.lse -le’s membranes,
capside externe spécificité de type
Protéine maieure de Forme la surface de la capside
7 1156 VP7 349/38 ma] interne, entrée du virus dans les
la capside interne .
cellules du culicoide
Protéine non Protéine phosphorylée, recrute les
8 1125 NS2 354/40 ARN viraux, forme les corps
structurale e . .
d’inclusion viraux, NTPase
VP6 33035 Protéine mineure de Hélicase, ATPase
la capside interne
9 1049 Protéine non Antagoniste de la voie IFN, inhibe
NS4 77a79/9.5 la transcription cellulaire, interagit
structurale
avec STATI
Permet la sortie du virus,
NS3- Protéine non antagoniste de la voie IFN, active la
229-216/24 voie MAPK/ERK, interagit avec
NS3a structurale .
10 822 VP2 et VPS5, Tsgl01, calpactine,
BRAF, STAT1/2, OPTN
. Localisation nucléolaire et
NS5- Protéine non S .
NS5a 59-50/7.5 structurale putative inhibition de la transcription

5.2.2 La capside externe

cellulaire

La capside externe est composée des protéines structurales VP2 et VPS. Les protéines VP2
(111 kilodaltons, kDa) et VP5 (59 kDa) se trimérisent et s’organisent respectivement en « triskelion »
et en motifs globulaires. Soixante trimeres de VP2 s’assemblent a 120 triméres de VPS5 pour former la
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capside externe. VP2 et VP5 sont les protéines du BTV possédant les séquences les plus variables.
VP2 est celle qui induit la production d’anticorps neutralisants chez I’hote, elle est donc soumise a une
pression de sélection ce qui induit une plus forte variabilité [47]. Bien qu’elle soit plus conservée, la
séquence de VPS5 refléte I’origine géographique de la souche virale [12].

5.2.3 La capside interne

La capside interne donne la structure icosaédrique a la particule virale et est structurée en deux
couches. La couche intermédiaire est composée de VP7 (38 kDa) organisée en 260 triméres. La couche
inférieure est composée de la protéine structurale VP3 (100 kDa) organisée en 12 décameres [49].
Cette couche inférieure abrite les 10 segments du génome viral ainsi que 3 protéines structurales
minoritaires, VP1, VP4 et VP6. Ensemble, ces 3 protéines forment le complexe de transcription et de
réplication. VP1 (149 kDa) possede la fonction d’ARN polymérase-ARN dépendante, VP4 (74 kDa)
est ’enzyme de coiffe des ARN et VP6 (36 kDa) est I’hélicase des ARN double brin.

5.3 Cycle de réplication

Le cycle de réplication du BTV se déroule de maniere classique en 4 phases : I’entrée du virus
dans la cellule, la réplication, I’assemblage et enfin la sortie de la cellule (Figure 8). Ce cycle est rapide
dans les cellules de mammifeéres et, des particules formées de novo sont détectables 8 a 10 heures aprés
inoculation [1].

5.3.1 Entrée du virus par endocytose

La protéine structurale VP2 permet I’attachement du virus a la cellule hote par liaison aux
glycoprotéines de surface. Cette liaison induit I’entrée du virus par une endocytose clathrine-
dépendante. L’acidification de I’endosome induit un changement conformationnel de la capside
externe. Tout d’abord, VP2 se dissocie de la particule virale puis VP5 fusionne avec la membrane
endosomale. Le cceur de la particule virale est alors libéré dans le cytoplasme et devient
transcriptionnellement actif [49].

Dans la cellule du vecteur culicoide, 1’attachement du virus a la surface cellulaire serait
directement médié par la protéine de la capside interne VP7 [1].

5.3.2 Réplication cytoplasmique du virus

Le cceur libéré dans le cytoplasme est composé de la capside interne (VP7 et VP3), du complexe
de réplication (VP1, VP4 et VP6) et des 10 segments d’ARN double brin génomiques.

Laréplication du BTV est assurée par le complexe de réplication. La protéine VP6 possede une
fonction hélicase qui permet de dérouler les ARN double brin du génome viral. Ceux-ci peuvent alors
étre transcrits en ARN viraux simple brin par la protéine VP1 qui est ’ARN polymérase-ARN
dépendante. Les ARN messagers viraux sont alors coiffés a ’extrémité 5’ par la protéine VP4 qui
possede une activité guanylyltransférase et guanine-N7-méthyltransférase [50]. Dans le cceur, chaque
segment est transcrit et modifi¢ a plusieurs reprises par le complexe de réplication. Les ARN simple
brin ainsi générés et coiffés sont libérés dans le cytosol. Ces transcrits serviront plus tard de matrice
pour générer de nouveau le génome viral d’ARN double brin. Cependant, dans un premier temps, ils
servent d’ARN messagers (ARNm) pour leur traduction par la machinerie cellulaire de 1’hote
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aboutissant a 1’expression des 7 protéines structurales, VP1 a VP7 et de 5 voire 7 protéines non
structurales, NS1 a NS3/NS3a et NS4-NS5/NS5a (Tableau 2) [49].

Parmi ces protéines non structurales, NS1 (64 kDa) est synthétisée précocement dans le
cytoplasme des cellules infectées ou elle forme des tubules. Elle agit comme un régulateur positif de
I'expression des genes viraux en favorisant leur traduction de maniére préférentielle par rapport aux
genes cellulaires grace a son interaction avec la séquence conservée ACUUAC des extrémités 3’ non
polyadénylée des ARNm viraux [51].

5.3.3 Assemblage dans les corps d’inclusion viraux

La formation de corps d’inclusion viraux dans le cytosol est caractéristique de 1’assemblage
des nouvelles particules de BTV. Cette formation est médiée par NS2, protéine phosphorylée de 42
kDa, qui en est le composant principal [52]. Elle permet le recrutement des ARN viraux simple brin et
des protéines VP1, VP4 et VP6 nouvellement synthétisées. VP3 vient ensuite s’auto-assembler avec
VP1, VP4 et VP6. VP7 s’ajoute ensuite aux particules néo-formées par 1’intermédiaire de VP3 et
permet leur stabilisation.

NS2 recruterait spécifiquement chacun des 10 transcrits d’ARN viral en se liant a des structures
secondaires spécifiques a chaque segment [53]. Au vu de la petite taille de NS2, il est également
possible qu’elle ne recrute que certains segments, qui eux formeraient des liaisons ARN-ARN avec les
autres segments [50]. Par son activitt ARN polymérase, VP1 synthétise alors les brins
complémentaires, assurant a la nouvelle particule de contenir le génome viral complet.

La phosphorylation de NS2 semble réguler la libération des particules néo-formées dans le
cytoplasme. C’est alors que VP2 et VPS5 situées a proximité des corps d’inclusion vont s’attacher a la
particule par liaison avec VP7. La formation de cette capside externe rend les particules
transcriptionnellement inactives mais matures pour leur sortie de la cellule [49].

5.3.4 Libération du virus par bourgeonnement ou par lyse cellulaire

La libération des nouvelles particules de BTV se produit par lyse cellulaire ou par
bourgeonnement et implique trois protéines du BTV : VP2, VP5 et NS3.

VP2 interagit avec la protéine cellulaire vimentine qui est un des composants majeurs des
filaments intermédiaires du cytosquelette. De plus, la protéine NS3 (24 kDa) est capable d’interagir
simultanément avec VP2 et une protéine du complexe calpactine. Ce complexe est impliqué dans
I’adressage des protéines a la membrane plasmique. VP2 et NS3 permettent ainsi le trafic de la
particule virale du cytoplasme vers la membrane plasmique [50]. En outre, ce trafic des particules
virales est renforcé par la capacité des VP2, VP5 et NS3 a interagir avec les domaines lipidiques des
membranes vésiculaires et plasmiques [50]. Au niveau de la membrane plasmique, NS3 facilite la
libération du virus par bourgeonnement en interagissant avec une protéine de la voie ESCRT, Tsgl101
[54].

Par ailleurs, NS3 serait également capable d’agir comme une viroporine pour moduler la
libération du virus par la voie de bourgeonnement ou par la voie de lyse cellulaire [12]. Les
mécanismes de sortie du virus par lyse cellulaire ne sont pas encore bien décrits mais sembleraient étre
liés au taux d’expression de NS3. Cette voie de sortie n’a pas lieu dans le cycle de réplication viral
chez le vecteur culicoide [50].
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Figure 8 : Schéma du cycle de réplication du virus de la fiévre catarrhale ovine.
Réalisé avec Biorender (https://app.biorender.com/) d’aprés Patel et Roy [50].

6. Protéines non structurales du virus de la FCO

Au-dela de leur role dans le cycle de réplication, les protéines non structurales d’un virus sont
souvent impliquées dans les mécanismes d’échappement a la réponse antivirale de 1’hote. Dans cette
partie, les fonctions et les caractéristiques connues des protéines non structurales du virus de la FCO
sont décrites.

6.1 Les protéines NS1 et NS2 : essentielles a la réplication

Comme décrit dans la section 5.3, les protéines NS1 et NS2 sont essentielles a la réplication du
virus de la fievre catarrhale ovine.

Dans la cellule infectée par le BTV, NS1 existe sous deux formes : tubulaire et non tubulaire.
C’est la forme non tubulaire de NS1 qui régule positivement la traduction des ARNm du virus et qui
est nécessaire a la réplication virale [55]. La protéine NS1 est composée de 552 acides aminés (aa). Sa
structure est constituée d’hélices alpha et de feuillets beta. L étude de sa structure tertiaire par cryo-
microscopie ¢électronique montre que chaque monomeére de NS1 se compose d’un pied, d’un corps,
d’une téte et d’un bras. La partie N-terminale correspond au pied et la partie C-terminale au bras qui
lui, possede deux motifs en doigt de zinc [55]. La capacité a former des tubules est portée par la partie
C-terminale de la protéine [55]. Bien que sous cette forme NS1 ne soit pas nécessaire pour favoriser
la synthése des protéines virales, la formation des tubules permet de réduire I’effet cytopathique
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engendré par I'infection BTV. Sous sa forme tubulaire, NS1 jouerait donc, en plus, un role dans la
pathogenese cellulaire [56].

NS2 est composée de 354 aa et possede deux sites de phosphorylation dans sa partie C-
terminale (Ser 249 et 259) [52]. Les domaines protéiques des résidus 2 a 11 et de 153 a 166 assurent
la liaison aux ARN viraux [57,58]. NS2 permet I’assemblage des nouvelles particules virales et a été
décrite dans la section 5.3.3.

6.2 La protéine NS3 : un facteur de virulence important

Les protéines NS3 et NS3a codées par le segment 10 du virus ont été déterminées comme non
essentielles a la réplication. Cependant, elles contribuent fortement au relargage du virus hors de la
cellule infectée et il existe une pression de sélection pour qu’elles soient exprimées au cours de
I’infection. Leur présence hautement conservée chez les virus du genre Orbivirus transmis par les
culicoides prouve leur importance dans le processus de réplication [59].

La protéine NS3 est composée de 229 acides aminés et la protéine NS3a correspond a la forme
raccourcie de NS3 délétée des 13 premiers aa du coté amino-terminal [60]. NS3 possede deux
domaines transmembranaires, un domaine extracellulaire, deux domaines de glycosylation, ainsi que
deux motifs appelés « Late domain » [59]. Ces derniers correspondent a des courtes séquences de type
PXXP, PPXY qui sont retrouvées dans diverses protéines virales impliquées dans la libération des
particules virales en fin de cycle, d’ou le nom de domaine tardif [61]. C’est cette structure qui permet
a NS3 d’interagir avec les différents composants cellulaires ou viraux pour faciliter la libération du
virus par bourgeonnement ou par lyse cellulaire (section 5.3.4). NS3 est la seule protéine membranaire
du BTV, elle se localise au niveau de la membrane cytoplasmique, de 1’appareil de Golgi et du
réticulum endoplasmique [60] (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique de la protéine NS3 du BTV.

NS3 posséde différents domaines : un late domain (LD, rouge) dont la séquence en acides aminés est 5’-PPRYAPSAP-3’
et est responsable de I’interaction avec TsglOl, des domaines intracytoplasmiques (IC, gris), deux domaines
transmembranaires (TM1 et TM2, jaune) et un domaine extracellulaire (EC, violet). La NS3 se lie au complexe calpactine
grace a son domaine N-terminal (vert) et a la protéine VP2 du BTV par son domaine C-terminal (bleu). NS3 posséde deux
sites prédits de glycosylation, un en position 63 et I’autre en position 150. Les chiffres correspondent a la position des
acides aminés.

6.2.1 NS3 module la pathogenése cellulaire et la réplication virale

La cinétique de réplication du BTV chez I’h6te mammifere peut étre modifiée en fonction du
taux d’expression de la protéine NS3 dans la cellule. Ce taux d’expression varie selon la séquence de
la protéine NS3 et plus exactement en fonction de I’acide aminé situé en position 24. Il a ét¢ démontré
que la présence d’une proline a cette position engendrait une plus forte dégradation de NS3 par le
protéasome dans les cellules ovines CPT-Tert (Choroide Plexus-antigene T du SV40-Human
Telomerase Reverse Transcriptase) par rapport a une NS3 possédant une leucine. Cette différence de
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dégradation n’a pas été observée en cellules de culicoides KC (dérivées de cellules de C. sonorensis).
Dans des cellules infectées par les virus BTV-1 et BTV-16 dont la NS3 posseéde une leucine en position
24, le taux d’expression de cette protéine virale était plus élevé que dans des cellules infectées par le
BTV-2 dont la NS3 possede une proline. Une expression plus forte de NS3 a eu pour conséquence
d’augmenter 1’effet cytopathique et le titre viral. Dans un mode¢le murin, le remplacement de la leucine
par une proline en position 24 de la NS3 dans le virus BTV-1 a engendré une atténuation du virus [62].
Ces données montrent que la variabilité génétique de NS3 module la cinétique de réplication du BTV
chez I’hote mammifere.

6.2.2 NS3 inhibe la réponse immunitaire innée en amont de la syntheése d’interféron

Suite a ’entrée du virus, la réponse immunitaire de la cellule est basée sur la reconnaissance
de motifs viraux comme du non-soi (pathogen associated molecular patterns, PAMP) par des
récepteurs cellulaires (pattern recognition receptors, PRR) [63].

Le BTV n’échappe pas a la régle et induit une réponse immunitaire de la cellule infectée. Les ARN
viraux libérés dans le cytoplasme au cours de I’infection sont reconnus par les PRR cytosoliques RIG-
I et MDAS (Retinoic acid-Inducible Gene I et Melanoma Differentiation Associated Protein 5). La
reconnaissance de ces ¢léments induit I’activation de la voie de signalisation des interférons de type 1.
Cette activation passe notamment par la poly-ubiquitination des protéines kinases IKKe et TBK1
(Inhibitor of nuclear factor Kappa-B Kinase subunit Epsilon et Tank Binding Kinase 1-binding protein
1) qui vont induire la phosphorylation des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 (Interferon
Regulatory Factor). Ces facteurs vont alors se transloquer au noyau ou ils activent la transcription des
genes codant pour les interférons de type I ou IFN-a et IFN-f. Ceci correspond a la premiere ligne de
défense mise en place par la cellule hdte contre I’infection par BTV (Figure 10) [64].

Pour contrecarrer cette réponse antivirale, le BTV met en place des mécanismes
d’échappement. La protéine NS3 a été identifiée comme le facteur principal de la modulation de cette
réponse immunitaire innée [64]. En effet, NS3 interfere avec la voie de synthese des IFN en aval de la
reconnaissance des PAMPs par I’ARN-hélicase RIG-I et en amont de I’activation des protéines
IKKe/TBK1 de la voie IRF. Il a ét¢ montré que dans des cellules ou la voie IRF était stimulée par une
forme constitutivement active de RIG-I, ’expression de NS3 bloquait la phosphorylation d’IRF3 et
par conséquent la synthése d’IFN. A D’inverse, la stimulation de la voie au niveau de IKKe ne
permettait pas ce blocage par NS3 [65]. En complément, il a été démontré que NS3 pouvait inhiber
I’activation de TBK1 en s’associant, au niveau de ’appareil de Golgi, avec sa protéine activatrice,
I’optineurine (OPTN). Cette interaction entre NS3 et OPTN concurrencerait I’interaction entre I’OPTN
et TBK1. Cette derniere serait alors moins activée, entrainant 1’inhibition de la phosphorylation d’IRF3
et par conséquent sa translocation au noyau et I’inhibition de la transcription du géne codant pour
I’IFN-B [66].

6.2.3 NS3 inhibe la réponse immunitaire innée en aval de la synthése d’interféron

Les interférons de type I synthétisés et sécrétés par les cellules infectées vont permettre la mise
en place d’une seconde ligne de défense contre 1’infection virale. Les IFN de type I vont se fixer sur
leur récepteurs spécifiques IFNAR situés a la surface des cellules (infectées et non-infectées). Ceci
active la voie de signalisation JAK/STAT par phosphorylation des protéines JAK (Janus Kinase) puis
des protéines STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription). Les protéines STAT]1 et
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STAT2 phosphorylées se dimérisent et transloquent au noyau ou elles induisent la transcription des
genes de réponse a I'IFN, les ISG (Interferon stimulated genes) (Figure 10). L’expression de ces ISG
permet alors la lutte antivirale au sein de la cellule par différentes actions. Par exemple, ces cytokines
inflammatoires peuvent induire la dégradation des ARNm, 1’apoptose ou moduler la réponse
immunitaire adaptative [67].

En plus d’inhiber la synthése des IFN de type I, NS3 antagonise la réponse immunitaire de
I’hote en agissant également en aval de I’induction par les interférons. Tout d’abord, NS3 est capable
de bloquer la phosphorylation de STAT1 inhibant ainsi sa translocation au noyau et I’expression des
cytokines inflammatoires [68]. Ce blocage s’expliquerait par la capacité de NS3 a interagir avec le
domaine SH2 de STAT1, phénoméne qui serait favorisé en présence de la protéine virale NS4 (section
6.3.7) [69]. D’autre part, NS3 est capable d’interagir avec STAT2 pour induire sa dégradation par un
mécanisme dépendant de 1’autophagie et de la poly-ubiquitination de NS3 en position K63 par une E3-
Ub-ligase [70].

Recepteurs

BTV . IFMART/2

Miley

extracellulaire
Elm‘ Cytosal
%pl ication

ARNdb vira

RIG | é_‘gnbﬁgjj- MDAS

L J

|
(=)

Novau

e

sTaT2 ()
ISRE
Induction de I'expression des IFN-a/f3 Voie de réponse aux IFN-a/p

Figure 10 : Schéma simplifié de ’activation de la voie des interférons suite a I’infection par BTV.
Réalisé avec Biorender (https://app.biorender.com/)
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6.2.4 NS3 active la voie de signalisation MAPK/ERK

En plus de son role antagoniste sur la voie des interférons de type 1, il a ét¢ démontré que NS3
¢tait capable d’activer la voie de signalisation MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein
Kinase/Extracellular signal-Regulated Kinase) dans des cellules humaines HEK293T préalablement
cultivées sans facteur de croissance. L’ activation de cette voie serait médiée par I’interaction entre NS3
et la protéine cellulaire BRAF, une des protéines de la cascade de signalisation. Cette activation
permettrait d’augmenter 1’efficacité de réplication du BTV [71]. Chez les mammiféres, la voie de
signalisation MAPK/ERK est impliquée dans de nombreux processus comme la prolifération, la
différenciation mais également la mort cellulaire [72]. Elle est aussi une des voies de la réponse
immunitaire activant la synthése de cytokines pro-inflammatoires [73]. Contre-intuitivement, son
activation pourrait engendrer une trop forte réponse inflammatoire et provoquer des Iésions cellulaires
contribuant a la pathogenése du BTV [71].

En résumé, les multiples fonctions portées par la protéine NS3 en font un facteur de virulence
important pour le BTV. Elles montrent également la diversité des mécanismes d’échappement mis en
place par le virus pour contrer la réponse immunitaire innée de I’hote.

6.3 La protéine NS4 : un facteur de virulence nucléolaire

6.3.1 Séquence codante et conservation dans le génome

La premiére description du cadre de lecture putatif codant (Open Reading frame ou ORF) pour
NS4 a été faite par Firth en 2008 [74]. Par analyse bio-informatique, le cadre de lecture chevauchant
celui codant pour la VP6 a été mis en évidence sur le segment 9 des orbivirus BTV, EHDV, AHSV,
PHSV (Peruvian horse sickness virus), YUOV (Yunnan orbivirus), PALV (Palyam virus) et GIV
(Great Island virus). Cet ORF n’est cependant pas conservé chez le virus Saint Croix River (SCRV)
[74,75].

La traduction de ce cadre de lecture alternatif serait possible grace a une fuite d’initiation (leaky
scanning) lors de la traduction de I’ORF situé en amont et grace a la présence d’un contexte Kozak
fort autour de son codon initiateur [74,76]. Chez le virus de la FCO, ce cadre de lecture code, selon les
souches, pour une protéine d’une taille comprise entre 77 et 79 aa faisant environ 10 kDa. Sa séquence
est présente chez tous les sérotypes et est hautement conservée entre les souches [77].

6.3.2 Caractéristiques de la protéine

Les analyses bio-informatiques ont également permis de prédire des domaines structuraux et
fonctionnels de NS4. Celle-ci présente une séquence composée de résidus principalement basiques
dans sa partie amino-terminale (résidus 3 a 20) lui prédisant une localisation nucléaire. Deux hélices
alpha et un motif leucine zipper composent la structure secondaire de la protéine [77]. NS4 possede
un domaine coiled-coil entre les résidus 27 et 77 et enfin, un motif de liaison a ’ADN est prédit entre
les positions 14 et 54 [75] (Figure 11).

L’expression de NS4 au cours de I’infection a été prouvée expérimentalement. Elle a été pour
la premiére fois détectée par western blot a I’aide d’un anticorps spécifique dans des lysats de cellules
de hamster BSR (cellules dérivées des cellules BHK) infectées par le BTV-1 et le BTV-8 [77]. Elle a
aussi été détectée dans des cellules BHK-21 (Baby hamster kidney) et des cellules KC infectées par le
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BTV-8 [75]. En revanche, la protéine n’a pas été détectée dans la fraction virale suggérant que NS4
est absente du virion [77].

D’autre part, dans des cellules bovines Bovine feetal aorta endothelium (BFAE) infectées par le
BTV-1, NS4 a été détectée précocement au cours de 1’infection, et au méme moment que les protéines
NS2 et NS3 [77]. L’étude de sa cinétique d’expression par microscopie confocale a permis de mettre
en évidence la localisation nucléaire et principalement nucléolaire de NS4 des 2 heures post-infection
et ceci au moins durant 24 heures. Cette localisation nucléolaire a également été mise en évidence 24
heures apres 1’infection de cellules BSR par le BTV-1 et le BTV-8 [77], mais aussi dans des cellules
BHK-21 infectées par le BTV-8 ou NS4 a été montrée colocalisant avec la fibrillarine [75]. Dans les
cellules de moustiques C6/36, NS4 a présenté une localisation nucléaire mais pas nucléolaire 48 h
apres infection par BTV-1 et BTV-8 [77]. Par transfection de cellules ovines CPT-Tert avec un
plasmide codant pour la NS4 du BTV-8 sauvage ou pour différents mutants de NS4 fusionnés a la
GFP, la partie N-ter et plus précisément les résidus 7 a 12 ont été montrés comme essentiels pour la
localisation nucléaire et nucléolaire de NS4 (Figure 11) [77]. Le nucléole est considéré comme un
compartiment dynamique au sein du noyau ou les sous-unités des ribosomes sont synthétisées avant
d’étre transportées vers le cytoplasme [78]. De plus, le nucléole contient des protéines associces a la
réparation et a la réplication de I’ADN, ainsi qu’au contrdle du cycle cellulaire. Des micro ARN sont
également présents dans le nucléole et pourraient bloquer la sortie des ARNm du noyau pour leur
traduction [79].

Dans une autre étude, une évolution de la localisation de NS4 dans des cellules BHK-21
infectées par le BTV-8 a été évaluée par microscopie confocale. Quatre heures apres 1’infection, NS4
¢tait présente dans le cytoplasme ou elle colocalisait avec les gouttelettes lipidiques. A 24 heures post-
infection, NS4 ¢était présente de maniere ponctiforme au cytoplasme et au noyau. Enfin, 72 heures
apres 'infection, NS4 a ¢été¢ visualisée au niveau de la membrane plasmique [75]. Ces résultats
suggerent que NS4 posséde une localisation majoritairement nucléaire et surtout nucléolaire mais
qu’elle pourrait, selon les conditions expérimentales et du temps d’infection, se retrouver dans d’autres
compartiments cellulaires.

Chez I’orbivirus AHSV, il existe deux isoformes de la protéine NS4, appelées NS4-I et NS4-11
respectivement de 144 et de 154 aa. Il a été¢ démontré que ces deux isoformes avaient une localisation
cytoplasmique et nucléaire. Dans le noyau, ces NS4 ne sont pas présentes au nucléole mais se localisent
plus spécifiquement au niveau des PML-NB (promyelocytic leukemia-nuclear bodies) [80]. Ces corps
nucléaires sont d’une part impliqués dans la maintenance du génome de la cellule et d’autre part,
pourraient jouer un role dans la réponse immunitaire antivirale [81,82].

La capacité de NS4 a se localiser dans le compartiment nucléaire alors que le BTV est un virus
aréplication cytoplasmique ne semble pas fortuite sachant que le compartiment nucléaire peut €tre une
cible dans la stratégie d’échappement mis en place par les virus pour contrer la réponse cellulaire
antivirale [83].
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Figure 11 : Représentation schématique de la protéine NS4 du BTV.

NS4 posséde un domaine riche en résidus basiques (carré a pointillés) lui prédisant une localisation nucléaire. Au sein de
ce domaine, les résidus 7 a 12 (bleu) sont essentiels pour sa localisation nucléolaire (NoLS). Un large domaine de type
coiled-coil est prédit entre les résidus 27 a 77 (hachuré) et comporte un motif leucine zipper (rouge). La liaison de NS4
avec I’ADN double brin se ferait via la région comprise entre les aa 14 et 54. Les chiffres correspondent a la position des
acides aminés.

6.3.3 NS4 est capable de se lier a ’ADN double brin

La séquence comprise entre les acides aminés 14 et 54 est prédite pour donner a la protéine
NS4 la capacité a interagir avec les acides nucléiques. Afin de vérifier expérimentalement cette
hypothése, des essais de protection d’ARN double brin et d’ADN double brin ont été réalisés. Le
principe de cette méthode réside sur le fait que la liaison d’une protéine a I’acide nucléique le protége
de la dégradation par une nucléase. Par cette approche, il a été mis en évidence qu’en présence de NS4,
les ADN double brin étaient protégés de la dégradation par la DNase I alors que les ARN étaient
dégradés par la RNase Dicer. La protéine NS4 du BTV est donc capable de se lier aux ADN double
brin mais pas aux ARN double brin [75].

En ce qui concerne les autres orbivirus, la NS4 de GIV est capable de lier a la fois les ARN et
les ADN double brin [75] tandis que la NS4 d’AHSV peut se lier uniquement aux ADN double brin
[84].

6.3.4 NS4 n’est pas essentielle a la réplication virale

Des souches de BTV-1 et BTV-8 délétées de I’ORF codant pour la NS4 ont été obtenus par
génétique inverse. Leur cinétique de réplication a été évaluée en comparaison avec les virus sauvages
parentaux en cellules BSR, BFAE, CPT-Tert, C6/36 et KC. Dans ces cellules, les virus parentaux et
delétés de I’ORF NS4 montrent la méme courbe de réplication. Ces résultats suggerent donc que, in
vitro, NS4 n’est pas essentielle a la réplication du BTV. En outre, les souches BTV-1 et BTV-8
sauvages ou dépourvues de NS4 (BTVANS4) ont engendré la méme mortalité chez deux lignées
murines immunodéficientes, des souris [IFNAR -/- (déficientes en récepteur a I’interféron de type I), et
des souriceaux NIH-Swiss. Ces résultats suggeérent que NS4 ne participerait pas, dans ces modeles in
vivo, a la pathogénicité du virus [77].

6.3.5 NS4 donne un avantage de réplication dans les cellules interféron-compétentes

Les cellules BSR et CPT-Tert ne possedent pas un systéme de réponse innée intacte. Elles sont
déficientes pour la production d’interféron cependant elles peuvent répondre a leur signal. Aussi,
I’impact de NS4 dans des cellules interféron-compétentes infectées par le BTV a été étudié.

Dans un premier temps, des cellules ovines CPT-Tert ont été traitées a I’interféron avant d’étre
infectées par les BTV-1 et BTV-8 sauvages ou délétés de la NS4. Dans ces cellules pré-traitées a I’'IFN,
les souches BTVANS4 ont engendré un effet cytopathique moins important par rapport aux virus
sauvages. La cinétique de réplication met en évidence un titre viral diminué dans les cellules infectées
avec le BTV-8ANS4 par rapport au BTV-8 sauvage. Aucune différence n’a cependant été observée
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pour le BTV-1. Pour comprendre pourquoi I’absence de NS4 n’avait un impact que pour le BTV-§, un
virus recombinant BTV-8 comportant le segment 9 du BTV-1 (BTV-8/1S9) et un virus recombinant
BTV-1 comportant le segment 9 du BTV-8 (BTV-1/8S9) ont été obtenus par génétique inverse. Le
titre viral était augmenté dans les cellules infectées avec le BTV-8/1S9 par rapport au BTV-8 sauvage
et aucune différence n’a été observée entre le BTV-1 sauvage et le BTV-1/8S9. La NS4 du BTV-1 et
du BTV-8 dont les séquences ne différent qu’au niveau du résidu 6, donnent toutes les deux un
avantage de réplication dans les cellules CPT-Tert pré-traitées a I’interféron dans le contexte du BTV-
8 entier. Cela suggere que NS4 confererait un avantage a la réplication virale dans ces cellules mais
qu’il existerait d’autres facteurs viraux ¢galement impliqués dans cet effet [77].

En complément, la cinétique de réplication du BTV-8 délété de la NS4 a été étudiée dans des
cellules ovines et humaines interféron-compétentes. Ainsi I’infection de cellules primaires ovines
ovEC (Ovine aortic endothelial [85]) et de cellules humaines A549 a confirmé I’avantage de
réplication donné par I’expression de NS4. En outre, cet avantage de réplication fourni au BTV-8 a été
observé chez I’un des hotes naturels du virus, le mouton. En effet, les animaux infectés par un BTV-
8ANS4 n’ont pas présenté de fievre contrairement a ceux infectés avec le virus parental et ont présenté
une virémie retardée et significativement plus faible. La protéine NS4 s’avere étre un facteur de
virulence pour le BTV-8 chez son hote naturel [86].

6.3.6 NS4 antagonise la réponse immunitaire médiée par les interférons

L’avantage de réplication donné au BTV par NS4 dans des cellules interférons-compétentes
suggere que la protéine virale pourrait moduler cette voie de I’'immunité innée.

C’est pourquoi la capacité de NS4 a inhiber la syntheése d’IFN a été étudiée par un essai de
protection a I’IFN. Des cellules interféron-compétentes ovEC ont été infectées avec un BTV-8 sauvage
ou un BTV8ANSA4. Seize heures apres 1’infection, les surnageants de culture ont été récoltés et traités
aux UV afin d’inactiver les virus. Ces surnageants ont ensuite été déposés sur des cellules CPT-Tert
qui sont capables de répondre a la synthése d’IFN mais pas d’en produire. Aprés 24 h d’incubation
avec ces surnageants, les cellules CPT-Tert sont infectées par le virus de l'encéphalomyocardite
(EMCV). En I’absence d’IFN dans le surnageant, ’EMCV est capable de tuer les cellules CPT-Tert.
En présence d’IFN, les cellules sont protégées de I’infection a ’EMCV. Aussi, le taux d’IFN présent
dans les surnageants initiaux a été calculé par rapport au pourcentage de cellules mortes de I’infection
a PEMCYV et ceci 48 h apres infection. Les cellules ovEC infectées par le BTV-8 sauvage ont produit
significativement moins d’IFN par rapport aux cellules infectées avec le virus délété de la NS4. La
protéine NS4 pourrait donc inhiber soit la reconnaissance du virus par 1’héte, soit la transcription ou
alors la syntheése d’interférons. Cependant, au cours de I’infection de cellules humaines interféron-
compétentes A549 avec le BTV-8 sauvage ou le BTV8ANS4, les facteurs de régulation IRF3 et NF-
kB ont montré un taux de translocation au noyau comparable. Aussi, NS4 ne semble pas empécher
I’activation de cette cascade de signalisation [86].

Par une approche de séquencage aléatoire du transcriptome entier (RNA sequencing, RNA-seq),
les profils de transcription des ARN de cellules A549 infectées avec le BTV-8 sauvage ou le BTV-
8ANS4 ont été comparés. Une modulation de la transcription a été observée avec une centaine de genes
qui s’est avérée régulée négativement et environ 400 génes positivement dans les cellules infectées par
le BTV-8 sauvage par rapport aux cellules infectées par le BTV-8ANS4. Parmi la centaine de genes
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dont la transcription cellulaire est inhibée en présence de NS4, les génes de la réponse immunitaire
innée sont rationnellement les plus impactés [86].

En aval de la reconnaissance du virus par la cellule hote, NS4 du BTV antagonise la voie de
réponse médiée par les interférons en inhibant la transcription de ses genes.

6.3.7 NS4 collabore avec NS3 pour bloquer la voie de signalisation JAK/STAT

Comme déja évoqué dans la section 6.2.3, NS4 favorise le blocage de la voie de signalisation
JAK/STAT médié par la protéine NS3 [69].

Par une approche de co-immunoprécipitation a partir de lysats de cellules humaines HEK293
surexprimant la NS4 fusionnée a une étiquette HA et STAT1 fusionné a une étiquette Flag, il a été
montré que NS4 était capable d’interagir avec STAT1. Une interaction directe entre ces deux protéines
a ét¢ mise en évidence par GST pull-down, ainsi qu’entre NS3 et STAT1 [69].

En outre, des formes tronquées de STAT1 ont été testées en interaction avec NS3 et NS4 par
co-immunoprécipitation et par une méthode de ligature de proximité (Proximity Ligation Assay, PLA).
Les formes qui ne possédaient plus la partie C-terminale de STAT-1, correspondant a un domaine SH2,
n’étaient plus capable d’interagir avec les deux protéines virales. Ce domaine pourrait ainsi étre
responsable de I’interaction qui semble avoir lieu dans le cytoplasme. Le domaine SH2 est important
pour la phosphorylation de STATI1 ainsi que pour son hétérodimérisation avec STAT2. La
phosphorylation de STAT1 a été étudiée dans des cellules pré-traitées aux IFN et surexprimant NS3
et/ou NS4. Ainsi, NS3 seule s’est révélée capable d’inhiber la phosphorylation alors que NS4 exprimée
seule en a été incapable. En revanche, en co-expression des deux protéines virales, NS4 accentue
I’action de NS3 [69]. De plus, il a été démontré que la co-expression de NS3 et NS4 dans ces cellules
pré-traitées inhibait ’interaction entre STAT1 et STAT2 ainsi que la transcription des genes ISG54 et
56 normalement exprimées en réponse a ’activation de la voie JAK/STAT [69].

NS3 et NS4 collaboreraient donc pour cibler le domaine SH2 de STAT1. Ceci aurait pour
conséquence d’inhiber la phosphorylation de STATI et sa dimérisation avec STAT2. Sa translocation
au noyau €tant ainsi perturbée, la transcription des genes ISG se retrouverait inhibée. En collaboration
avec la protéine NS3, NS4 du BTV s’avére donc étre un antagoniste de la voie de signalisation
JAK/STAT.

Cette capacité a bloquer la phosphorylation de STAT1 est partagée par la NS4 de ’AHSV. En
effet, dans des cellules pré-traitées aux IFN et infectées par une souche AHSV-5 sauvage, la
phosphorylation de STAT-1 est inhibée et sa translocation nucléaire est bloquée. Cette inhibition n’a
pas €té observée lorsque les cellules ont été infectées par I’AHSV-5 délété de la protéine NS4. NS4
d’AHSV parait ainsi essentielle pour le blocage de la réponse immunitaire médiée par la voie
JAK/STAT [87].

6.3.8 NS4 inhibe la transcription cellulaire de maniére globale

Afin de déterminer si I’inhibition de la transcription était spécifique aux geénes de I’immunité
innée ou plus globale, un essai de géne rapporteur luciférase en cellules CPT-Tert a été réalisé. La co-
transfection d’un plasmide codant pour la NS4 et un plasmide codant pour la firefly luciferase sous
controle des promoteurs CMV, ISRE ou IFN-f a montré que NS4 réduisait I’expression de la luciférase
de maniere indépendante du promoteur. NS4 étant aussi capable d’inhiber 1’expression de gene sous
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le contrdle du promoteur CMV, ce blocage transcriptionnel ne semble donc pas spécifique de la voie
des interférons mais serait plutot global. Ensuite, la méme approche a été utilisée avec un mutant de
NS4 ne se localisant plus au nucléole. Son expression en cellules CPT-Tert n’a pas permis d’inhiber
I’expression de la luciférase sous contrdle du promoteur CMV. La capacit¢ de NS4 a inhiber la
transcription cellulaire semble donc liée a sa localisation nucléolaire [86].

Par ailleurs, le marquage des protéines nouvellement synthétisées dans des cellules ovEC non
infectées ou infectées avec le BTV-8 sauvage ou délété de NS4 a montré que, dans les deux conditions
d’infection, la synthése protéique était largement diminuée. Bien qu’elle y contribue, NS4 n’est pas le
seul facteur viral responsable de I’inhibition de la synthése protéique [86].

En outre, aucune inhibition de I’expression de la firefly luciferase n’a été observée dans des
cellules CPT-Tert co-transfectées avec un ARN codant la firefly luciferase et un plasmide codant NS4.
Ceci suggere donc que NS4 ne bloque pas la traduction protéique et que sa capacité d’inhibition n’a
lieu qu’au niveau transcriptionnel. Enfin, les données de RNA-seq n’ont pas montré de modifications
de I’épissage des ARN entre les cellules infectées par le BTV-8 sauvage ou dépourvu de NS4. Celle-
ci ne semblerait donc pas moduler 1I’expression des génes a cette étape [86].

NS4 module donc la transcription cellulaire en étant capable de moduler négativement les
niveaux des ARN messagers sans affecter leur épissage ni leur traduction.

6.4 Les protéines NS5 et NS5a : leur expression est encore putative

6.4.1 Séquence codante et conservation dans le génome

Comme le segment 9 codant pour les protéines VP6 et NS4, le segment 10 du génome du BTV
est bicistronique. Un cadre de lecture chevauchant celui codant la protéine NS3 a été décrit et coderait
une petite protéine de 50 a 59 aa [88].

Ce second cadre de lecture a été retrouvé dans plus de 300 souches de BTV correspondant aux
27 premiers sérotypes du virus. Il est également maintenu chez d’autres orbivirus transmis par des
tiques ou des moucherons comme les virus AHSV, GIV ou le virus Kemerovo (KEMV). En revanche,
il n’a pas été retrouvé chez I’EHDV ni chez le virus de I’encéphalose équine (Equine encephalosis
virus, EEV). Chez les sérotypes classiques de BTV (BTV-1 a -24), ce cadre de lecture appelé
initialement S70-ORF?2 coderait pour deux isoformes différentes, une de 59 aa nommée NS5 et une
isoforme de 50 aa nommée NS5a. Cette derniére isoforme serait dépourvue des neufs premiers acides
aminés situés du coté amino-terminal [88]. Chez les sérotypes atypiques BTV-25 a -36, seule
I’isoforme de 50 aa serait codée (Figure 12).

L’expression de ces protéines au cours de 1’infection est encore putative, cependant il existerait
une pression de sélection positive de cet ORF [88]. En effet, I’étude de la fréquence des mutations
synonymes et non synonymes au niveau du S/0-ORF2 montre un taux ¢levé de changements non-
synonymes des codons indiquant une évolution de ce gene. Cette sélection positive serait plus élevée
dans les souches isolées chez I’espéce bovine par rapport aux especes ovine et caprine [89]. Ces
données suggerent donc que la pression de sélection est spécifique a I’hdte infecté et que NS5 pourrait
jouer un role dans la pathogenese de la FCO.
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BTV8-NS5 MTPSLNHQGMLRVHQCHHLCQRLPLKYWTKRCQTQLVQRKHKRRRRLHSHRTRKRFVMM 59
BTVB-IS0a @ — === = mmm i it ssnsennsanssrasssassssssssssssssssnsnsnsssssssssnns 50
BTV25-N55  ————-——— ..P..ILHRRR..A...R5.T....T........ Kiooon TeeeQuewenns 50
BTV26-N55 @ ————-——- +..L.R.RRRR.EL..5.F..... ... ] 50
BTV27-N55 @ ———————- ..P..PHRRR. .M. ..R5.T... ..., RK..... TeeeQuwenns 50
BTV36-N55 @ ———---—- ..P..LHRRR. .A...R5.I....1........ Kooon T.ooQuuwenns 50

Figure 12 : Comparaison des séquences en acides aminés des NS5 et NS5a du BTV-8 avec quelques NS5
de BTV atypiques.

L’alignement des séquences a ¢été réalis€é a 1’aide du programme informatique Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

6.4.2 Caractéristiques de la protéine

L’analyse de la séquence protéique de NS5 et NS5a a montré la conservation des quatre
derniers aa (FVMM) au sein de toutes les séquences codantes, ainsi que de deux résidus cystéine en
position 20 et 32. NS5 possederait un domaine intracellulaire en N-terminal, suivi d’un domaine
transmembranaire et d’'un domaine extracellulaire en C-terminal. Une séquence de signal d’adressage
au nucléole (Nucleolar Localization Signal, NoLS) est ¢galement prédite en position 41 a 45 (Figure
13) [89].

Malgré le manque de preuve de son expression au cours de 1’infection, la description de NS5 a
pu étre faite de maniére expérimentale. Son expression en cellules ovines CPT-Tert a été réalisée par
transfection d’un plasmide contenant sa séquence codante. Ainsi, I’expression de NS5 fusionnée a une
étiquette GFP (Green Fluorescent Protein) mais également a une étiquette HA (Hémagglutinine) a
permis de mettre en évidence sa localisation nucléaire et nucléolaire par microscopie a fluorescence
[88].

Cz0 c32

N-ter FYMM| C-ter

1 9 41 45 56 59

Figure 13 : Représentation schématique de la protéine NS5 du BTV.

NS5 possede 59 résidus ou 50 résidus sous sa forme la plus courte tronquée des 9 premiers aa (pointillés). La séquence des
4 derniers résidus est conservée entre tous les sérotypes du BTV (FVMM, jaune) ainsi que les deux cystéines en position
20 et 32. Un signal de localisation au nucléole est prédit entre les résidus 41 et 45 (NoLS, bleu). Les chiffres correspondent
a la position des aa.

6.4.3 NS5 inhibe la transcription cellulaire

La localisation de NS5 et de NS4 étant identique, ceci suggere que leur fonction pourrait étre
synergique au niveau du compartiment nucléaire et nucléolaire.

Aussi, la capacité de NS5 a inhiber la transcription cellulaire a été étudiée a 1’aide d’un systéme
de géne rapporteur luciférase. Des cellules ovines CPT-Tert ont été co-transfectées avec un plasmide
codant pour NS5 et un plasmide codant pour la firefly luciferase sous contréle d’un promoteur CMV,
SV40 ou IFN-B. Les résultats montrent que 1’expression de la firefly luciferase est largement inhibée
en présence de NS5 et ceci de maniere comparative entre les différents promoteurs. Cette fonction a
été corrélée a la localisation nucléolaire de NS5. En effet, NS5 délétée de son domaine NoLS n’était
plus capable d’inhiber la transcription du geéne rapporteur de la firefly luciferase sous controle du
promoteur CMV [88].
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D’autre part, la co-transfection de cellules CPT-Tert avec un plasmide codant pour la NS5 et
I’ARN codant la Renilla luciferase a permis de mettre en évidence que NS5 n’inhibait pas la traduction
de la protéine [88]. Tout comme NS4, NS5 semble donc capable d’inhiber de manicre globale la
transcription cellulaire sans toutefois bloquer la traduction.

6.4.4 NS5 n’est pas un antagoniste de la voie des interférons

La protéine NS4 ayant été décrite comme un antagoniste de la voie d’activation des interférons,
un essai de protection a I’interféron a été réalisée pour vérifier si NS5 pouvait jouer le méme rdle.

Pour cela, des cellules primaires ovines ovEC ont été¢ infectées avec soit un BTV-8 sauvage
soit un BTV-8 délété du S710-ORF?2. Le méme protocole que celui décrit en section 6.3.5 a été suivi
afin de déterminer le taux d’IFN produit par les cellules infectées par le virus sauvage ou par le virus
n’exprimant pas la NS5. Ce taux s’est révélé équivalent entre les deux conditions et sous-tend que NS5
ne modulerait pas la réponse immunitaire innée [88].

6.4.5 NS5 ne module pas la pathogenése virale

L’impact de NS5 du BTV sur I’effet cytopathique et la cinétique de réplication a été étudié
dans différentes lignées cellulaires. Ainsi des cellules ovines CPT-Tert, ovEC, ovFib (ovine primary
fibroblast), des cellules humaines A549 et des cellules de culicoide KC ont été infectées avec le BTV-
8 sauvage ou le BTV-8 délété de SI0-ORF2. Dans tous les modéeles cellulaires utilisés, aucune
différence d’effet cytopathique ni de taux de réplication n’a été observée entre les deux virus. Ces
résultats ont été confortés par une étude in vivo ou une mortalité similaire a été observée chez des
souris infectées par les deux virus, et ceci dans deux modeles murins distincts (NIH-Swiss et IFNAR
-/-). NS5 ne fournirait donc pas d’avantage au BTV pour sa réplication ni modifier sa pathogenese.

NS5 semble porter moins de fonctions que NS3 et NS4 et la preuve de son expression au cours
de I'infection n’a pour le moment pas été faite. Cependant, son rdle pourrait étre plus important que
celui décrit jusqu’a maintenant.
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Contexte du projet

1. Différences entre sérotypes classiques et atypiques

Comme décrit précédemment, des différences de pathogénicité mais également de mode de
transmission existent entre certaines souches et sérotypes de BTV. Ces différences sont observées
notamment avec le sérotype classique BTV-8 et I’un des sérotypes atypiques comme le BTV-27. Ces
deux virus se distinguent I’un de 1’autre par :

- Leur virulence et leur spectre d’hote :

o Le BTV-8 circulant de 2006 a 2008 a engendré une morbidité et une mortalité
importantes au sein des troupeaux. Son spectre d’hote est large puisqu’il peut infecter
de nombreux ruminants domestiques et sauvages. En plus d’engendrer des signes
cliniques chez les ovins, il se distingue particuliérement par sa capacité a déclencher
des signes cliniques chez les bovins, espéce habituellement peu sensible au virus.

o Le BTV-27 quant a lui, n’a été isolé que chez des chévres asymptomatiques.
- Leur mode de transmission :

o La premiére épizootie de BTV-8 a démarré dans le nord de I’Europe, puis s’est
répandue sur une large zone géographique grace a sa capacité a se transmettre via les
vecteurs culicoides autochtones. De plus, le BTV-8 peut se transmettre verticalement
par la voie transplacentaire, cette voie de contamination étant rarement constatée avec
les autres souches de BTV.

o Le BTV-27 lui, peut se transmettre de maniere horizontale, par contact direct entre un
animal infecté et un animal sain. Ce mode de transmission semble assez exceptionnel
pour le BTV normalement décrit comme un virus non contagieux.

Les mécanismes moléculaires expliquant la virulence et le mode de transmission des souches
de BTV ne sont que partiellement compris. Ils impliquent des facteurs viraux mais €galement des
facteurs cellulaires de 1’hote. Aussi, la comparaison de souches possédant des caractéristiques
différentes de virulence et de transmission nous parait intéressante pour ¢tudier ces mécanismes. Elle
permettrait d’identifier des déterminants viraux et cellulaires impliqués dans la virulence du BTV,
pouvant expliquer les différences phénotypiques observées entre ces sérotypes.

2. Intérét d’étudier les interactions protéines virales/protéines cellulaires

Au cours de I’infection, le virus doit s’adapter a la cellule qu’il infecte afin de survivre et de se
répliquer. Pour cela, il ¢labore des stratégies de détournement de la machinerie cellulaire dont les
mécanismes sont régis par les interactions établies entre ses protéines et les protéines de 1’hote.
Différents travaux étudiant les interactions entre protéines virales et protéines humaines ont permis de
mettre en évidence des processus largement impliqués dans les infections virales comme la régulation
du cycle cellulaire, le transport nucléaire ou la réponse immunitaire [90].

Aussi, I’établissement de I’interactome complet d’un virus est intéressant pour comprendre les
mécanismes responsables de sa pathogenese et de sa transmission. Deux techniques principales sont
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utilisées pour rechercher a grande échelle et sans a priori les interactions entre protéines virales et
protéines cellulaires : la co-purification d’affinité associée a la spectrométrie de masse et le double-
hybride en levure. Ces deux approches sont complémentaires, la premiére permettant d’identifier des
interactions au sein de complexes protéiques alors que la seconde permet d’identifier des interactions
directes. De multiples interactomes complets ont ainsi été réalisés pour des virus d’intérét en santé
humaine, comme le virus de 1’hépatite C (HCV) ou encore le virus de la dengue [91], mais pas pour
des virus ayant un impact uniquement en santé vétérinaire. En ce qui concerne le virus de la FCO, de
nombreuses fonctions portées par ses protéines ont déja été¢ décrites mais peu d’interactions ont été
mises en évidence avec des partenaires cellulaires. Aussi, 1’identification et la caractérisation
d’interactions entre les protéines du BTV et les protéines cellulaires pourraient permettre de déterminer
leurs réles dans la pathogenése et la transmission interspécifique.

3. Interactome comparé des BTV-8 et BTV-27 face a I’hote bovin et au vecteur
culicoide

C’est dans ce contexte que des travaux de thése menés par Cindy Kundlacz au sein de notre
équipe de recherche ont visé a établir I’interactome complet du BTV. Celui-ci a été réalisé de manicre
comparative entre 1’ensemble des protéines codées par deux sérotypes du BTV : le BTV-8 et le BTV-
27, ainsi qu’entre les protéines cellulaires de 1’hdte bovin et du vecteur culicoide [92]. Pour ce faire,
une méthode de criblage des interactions par double-hybride en levure (yeast two-hybrid system, Y2H)
a été choisie. Son principe est basé sur la reconstitution d’un facteur de transcription par interaction
protéique, donnant a la levure la capacité d’exprimer un géne rapporteur, servant de géne de sélection.
Chaque protéine virale, appelée appat, a été testée en interaction avec un ensemble de protéines ou
peptides, nommés proies, codé par une banque d’ADN complémentaires issue d’une culture de cellules
bovines MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) ou de cellules de culicoides KC. Apres sélection des
levures exprimant le géne rapporteur, les proies cellulaires péchées avec les appats viraux ont été
identifiées par séquencage. Par cette approche, 276 protéines cellulaires ont été identifiées au moins
deux fois pour interagir avec des protéines du BTV. Coté viral, 72,5 % des interactions impliquent les
protéines non structurales du BTV, tandis que 80 % d’entre elles impliquent des protéines de 1’hote
bovin. Ainsi, la majorité des interactions identifiées sont établies entre les protéines non structurales
du BTV et les protéines cellulaires de 1’hote bovin. Les résultats de I’interactome du BTV ont permis
I’identification de 92 protéines bovines interagissant avec les protéines NS du BTV-8 et 79 avec les
protéines NS du BTV-27. Certaines d’entre elles peuvent étre communes et d’autres spécifiques au
sérotype (Tableau 3).

Tableau 3 : Bilan du nombre d’interacteurs cellulaires identifiés a la suite des cribles Y2H des protéines
du BTV-8 et du BTV-27.

VP : structurale, NS : non structurale, nb : nombre

Protéines VP Protéines NS Total
BTV-8 BTV-27 BTV-8 BTV-27 nb %
KC 24 3 17 12 56 20
Cellules

MDBK 34 15 92 79 220 80

nb 76 200

Total
% 27.5 72.5
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4. Objectifs et stratégie employée

Représentant 171 interactions, soit 62% de la totalité des interactions identifiées a 1’issue de
cette recherche sans a priori, I’étude des interactions entre les protéines non structurales et les protéines
bovines nous a paru évidente a prioriser (Tableau 3).

Parmi les protéines virales, NS4 et NS5 ont une description plus récente par rapport aux autres
protéines et leurs fonctions ont ét¢ moins étudiées. A ce jour, les données scientifiques ont tout de
méme permis de mettre en évidence des caractéristiques communes, comme leur localisation au
nucléole et leur capacité a inhiber la transcription cellulaire. Par I’étude des interactions qu’elles
établissent avec les protéines de I’hdte bovin, nous souhaitons déterminer les mécanismes cellulaires
expliquant leurs fonctions déja connues et identifier d’autres roles qu’elles pourraient jouer. En
réalisant notre ¢tude de maniére comparative entre les protéines du BTV-8 et du BTV-27, nous
souhaitons également identifier des facteurs cellulaires de restriction ou de dépendance impliqués dans
I’infection par le virus de la FCO.

Afin de se concentrer sur les interacteurs majoritaires, les interacteurs bovins identifiés au
moins trois fois lors du criblage par double-hybride en levure ont été sélectionnés. C’est ainsi que 14
protéines bovines ont été retenues pour cette étude :

- Neuf déterminées comme interacteurs de NS4 (Tableau 4) :

Tableau 4 : Protéines bovines sélectionnées pour I’étude de leur interaction avec NS4 du BTV-8 et BTV-
27.

Le nombre de hits (nb hits) correspond au nombre de fois ou la protéine bovine a été identifiée lors des cribles double-
hybride en levure. Le code d’identité UniprotKB [93] a été déterminé aprés séquengage des proies et comparaison de leurs
séquences avec une base de données.

Nom BTV-8 BTV-27 Total Identité

protéine nb hits nb hits nb hits UniprotKB Description
PAWR 17 22 39 FIMMF4 PRKC apoptosis WTI regulator protein
WTAP 34 0 34 FIMNB&0 Wilms tumor 1 associated protein
KANSL2 18 8 26 Q2NL14 KATS regulatory NSL complex subunit 2
AATF 23 0 23 E1BDLY Apoptosis antagonizing transcription factor
KIF12 18 0 18 EIBBY6 Kinesin family member 1
MAPK?7 0 14 14 A5PKJ4 Mitogen-activated protein kinase 7
BRD2 7 0 7 Q328526 Bromodomain containing 2
LUC7L 6 0 6 FIMMH3 LUC?7 like
CCHCRI1 5 0 5 FIN2Z6 Coiled-coil alpha-helical rod proteinl
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- Cinq déterminées comme interacteurs de NS5/NS5a (Tableau 5) :

Tableau 5 : Protéines bovines sélectionnées pour I’étude de leur interaction avec NS5/NS5a du BTV-8 et
BTV-27.

Le nombre de hits (nb hits) correspond au nombre de fois ou la protéine bovine a été identifiée lors des cribles double-
hybride en levure. Pour le BTV-8 : nb hits avec NS5/ nb hits avec NS5a. Le code d’identité UniprotKB [93] a été déterminé
aprés séquencage des proies et comparaison de leurs séquences avec une base de données.

Nom BTV-8 BTV-27 Total Identité
protéine nb hits nb hits nb hits UniprotKB
C1QBP 0/2 25 27 Q3TOB6 Complement Clq binding protein

Description

Multiple epidermal growth factor-like

MEGF6 1/0 13 14 E1BGEO domains protein 6
hnRNPK  5/8 0 13 Q3TODO  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein k
MATN2  3/0 1 4 A5D7D5 Matrilin 2 protein

GRN 3/0 0 3 Q2HIJI6 Granulin

La stratégie employée pour 1’étude des interactions sélectionnées pour ce projet est basée sur 3 grands
objectifs et est schématisée en Figure 14 :

Identification des interactions

Protéines bovines / N34 et N35
BTV-B et BTV-27

# D& maniére comparative entre les protéines du BTV-8 et du
BTV-27

# Par une méethode en systéme levure : test binaire par ¥2H

# Par une méthode biochimique : G5T puli-down

Chjectf1:
Validation

|

* |[mpact de l'inhibition d'expression des interacteurs cellulaires
sur l'infection par BTV

ote

* Domaine protéigue minimum d'interaction
* Degré de conservation entre sérotypes de BTV et entre hites
ruminants

Etude comparative des interactions
virus/h

|

Identifier des déterminants viraux et
cellulaires

Pathogenése et transmission
interspecifique

Figure 14 : Stratégie employée pour I’étude des interactions protéines virales/protéines cellulaires.
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Matériels et méthodes

1. Cellules

Les cellules HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) et BSR (cellules dérivées des Baby
Hamster Kidney, BHK-21) ont été cultivées en milieu Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Thermofisher) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF, Eurobio) et 1% de pénicilline-
streptomycine (Thermofisher). Les cellules BUCEC (Bovine Umbilical Cord Endothelial Cells) ont été
cultivées en milieu Minimal Essential Medium (OptiMEM, Thermofisher) supplémenté avec 5% de
SVF et 40 pg/ml de gentamicine (Thermofisher). Les cellules BUCEC sont des cellules endothéliales
microvasculaires d’origine bovine qui ont ét¢ immortalisées. Cette lignée récemment établie par
Lagrée et al. [94] est un modele cellulaire sensible a I’infection par BTV et approprié pour étudier les
mécanismes d’infection par ce virus se répliquant majoritairement dans les cellules endothéliales.
Toutes les cellules ont été cultivées a 37°C en atmosphere humide contenant 5% de CO».

2. Virus

La souche du sérotype 8 du BTV utilisée pour le clonage des séquences codantes NS4 et NS5 et
pour les essais d’infection a été isolée en France en 2006, amplifiée et titrée sur cellules BSR [95]. La
souche BTV-27v02 isolée en Corse en 2014 a été utilisée pour le clonage des séquences codantes NS4
et NS5 du BTV-27 [38]. Pour le clonage des autres séquences codantes NS4, les souches suivantes ont
été utilisées : BTV-4 (Corse, 2016) [96], BTV-25 (Allemagne, 2018) [35] et BTV-30 (Mongolie, 2016)
[28].

3. Anticorps

Tous les anticorps utilisés dans les méthodes décrites plus bas sont listés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Anticorps utilisés au cours de ce projet et leurs applications.
(WB : western blot, IF : immunofluorescence, PLA : essai de ligature de proximité, HRP : horseradish peroxidase, GST :
glutathion-S-transferase, Ac : anticorps)

Anticorps anti- Espéce Fournisseur Référence Dilution Application
Flag couplé¢ HRP Souris  Sigma-Aldrich A8592 1/10000 WB
GST Lapin Sigma-Aldrich G7781 1/2500 WB
WTAP Souris Santa Cruz sc374280 1/500 IF/PLA
METTL3 Lapin Abcam ab195352 1/1000 IF/PLA
NS4-BTVS Lapin UMRI161 / 1/250 PLA
VP5-AHSV Souris Ingenasa ml4ahsilOael2  1/2000 WB
NS3-BTV1 Lapin Dr F. Arnaud / 1/1000 WB
Actine Souris  Sigma-Aldrich A3853 1/2000 WB
Ac de lapin couplé HRP  Cheévre  Thermofisher 10392324 1/5000 WB
Ac de ous couplé  pevre  Thermofisher 10330974  1/5000 WB
Ac de lapin- .
AlexaFluor®488 Chévre  Thermofisher A11034 1/5000 IF
Ac de souris- .
AlexaFluor®555 Chévre  Thermofisher A21422 1/5000 IF

41



Matériels et méthodes

4. Amorces et sSiRNA

Toutes les amorces utilisées dans les méthodes décrites plus bas sont listées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Amorces utilisées pour les clonages et les RTqPCR.
Les amorces sont indiquées dans le sens 5° vers 3.

Géne cible Séquence spécifique sens Séquence spécifique anti-sens
Amorces pour clonage Gateway®
WTAP atgaccaacgaagaacctctt ttacaaaactgaaccctgtac
AATF atggcgggaccgceagtcectggce ttaggcccegtggetgtcatcacg
KANSL2 atgaacaggattcggattcacgtc ttaactaacagaagtgggttccg
KIF12 atggaggaacgcgggtcgecc ttagcgagggggtggctggct
PAWR atgtgtggcggccatgtggaaca ttaccttgttagctgcccaacaa
CCHCR1 atgtttcgaccttcaggttccac ttagaggcagactgaagaggagg
hnRNPK atggaaactgaacagccagag ttagaatccttcaacatctge
C1QBP atgttccagctgetgegetgegtge ttacttgcttttgacaaaacctttg
GRN atgtggactttggtgagctgggteg ttacagcagctgtctcggtgteg
BTV8-NS4 atggtgaggggocgcag ttagaactacccatcttcctccatte
BTV27-NS4 atggtgaggagacacaatcgac ttacccatcctctactgetcg
BTV1-NS4 atggtgaggggacgcaatcgg tacccatcttcctccattcge
BTV4-NS4 atggtgaggggocgcagtcgg tacccatcttcctecattcge
BTV25-NS4 atggtgaagagacggaatcgc tacccatctcceccccatctge
BTV30-NS4 atggtaaggaggcacaatcge ttaacaccacccatcttccc
BTV8-NS5 atgacaccatctctcaaccacc ttacatcatcacgaaacgcttccgeg
BTV8-NS5a atgctccgagtgcaccgatgee ttacatcatcacgaaacgcttccgeg
BTV27-NS5 atgctcccagtgcaccegeac ttacatcatcacgaaacgcttctg
Amorces pour mutagenése dirigée
WTAP g331a tgcacaactgagatcaacaatggtggacccage gctgggtccaccattgttgatctcagttgtgea
WTAP g739c¢ gcagtctcaagccccaggeccgagtac gtactcgggcctggggcttgagactge
WTAP a754¢g caggcccgagtaccggcaggactacatct agatgtagtcctgecggtactcgggcectg
WTAP t913c ccgaagatgactttcctecttctccagggaatggeg  cccattcectggagaaggaggaaagtceateticgg
WTAP c1099t cccgeaagaggagaaatetgtgagtgggaaag ctttcccactcacagatttcteetettgeggg

WTAP all69g  gaatggcttggactcaagtgtaagtgtacagggttc  gaaccctgtacacttacacttgagtccaagcecattc
Amorces pour fragmentome WTAP

WTAP-1 atgaccaacgaagaacct /
WTAP-396 / ttacaaaactgaaccctgtac
WTAP-50 gatgtaactggcttaaggga ttaattagagttgagatctgt
WTAP-100 cagcagcctagegttgca ttagacttgcttgaggtactg
WTAP-150 agccaaacaggcaaaaag ttaatcaggcgtaaacttcca

WTAP-200 agccaaacaggcaaaaagt ttaactgcttttaagctccte
WTAP-250 accagcaggactacatct ttaactcgggcctgeggcttg
WTAP-300 gatgactttccttcttct ttattcggctgtgtceccecte
WTAP-350 caccactcaaatgacaca ttatgtgagagagttttcact
Amorces pour fragmentome NS4-BTV8

NS4-1 atggtgaggggocgcagtcg /

NS4-22 atgtggatagacgcataca /

NS4-44 cgaacgagaatgtcgacaga /

NS4-66 ttggaactactggagcgaa /

NS4-77 / ttactacccatcttcctccattc

NS4-55 / ttacgacagaggagatggaaagg
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NS4-33 / ttaatcccactgcagtatgtatg
NS4-11 / ttatctggctgctctccgactge
Amorces pour RTqPCR
WTAP ctactcagatccagtacctcaagcaa cattttgggcttgttccagttt
CCHCR1 gctgcaccaagaacagctctc gacctccgggtttccagatt
AATF gggaatggacgaccttggta ggcecttgtettcctcactcg
PAWR gcagaaagagcggaaacgag tcttcttcagaggeggtggt
BRD2 cctectgaggtgtccaatee cagtttgacggcatccacag
KANSL2 gcagaagaagtggccctgat tcatgttccactttgcgattg
LUC7L tcgtcttgcagaccacttcg tctctectetcgectectea
MAPK?7 cattaaggaggccattgtgg cagggtcagatcgatggtgt
hnRNPK gcagttgccatcacccact cgcagtcaaagtcgcttcct
GRN gttcccagaggctgtgtcat ggggocagcagtgtatettgt
C1QBP tcaacacagactccctggattg gctgagcetecaccaattcate
GAPDH ggtcggagtgaacggattcg actccaccacatactcagca
BTV8-Segl gttccgegctaaaaacgaga ccetggtggaatggtgaate

Les séquences des siRNA (small interfering RNA) utilisés pour inhiber 1’expression des genes
cellulaires d’intérét dans les cellules bovines sont listées dans le Tableau 8.

Tableau 8 : siRNA utilisés pour inhiber I’expression des protéines cellulaires bovines.

ARNm ciblé Séquences siRNA sens / anti-sens

WTAP ccagcgaucaacuuguuautt / auaacaaguugaucgcuggtt
CCHCRI1 ccuggagaagucucugaautt / auucagagacuucuccaggtt
AATF ggaggagagugguauggaatt / uuccauaccacucuccucctt
PAWR gcgauuacacaacagaacatt / uguucuguuguguaaucgctt
BRD2 gguuaccaaccaguugcaatt / uugcaacugguugguaacctt
KANSL2 cccugauuaugcgugagaatt / uucucacgcauaaucagggtt
LUC7L gcaaguuacacuugggauutt / aaucccaaguguaacuugctt
MAPK?7 gcauuaaggaggccauugutt / acaauggccuccuuaaugctt
hnRNPK gcuguggaaugcuuaaauutt / aauuuaagcauuccacagett
GRN gcugugaagacaagauacatt / uguaucuugucuucacagctt
C1QBP ggagcaccaggaguacauutt / aauguacuccuggugceucctt
Controle uucuccgaacgugucacgutt / acgugacacguucggagaatt

5. Vecteurs plasmidiques

Les plasmides utilisés pour le clonage et I’expression des protéines d’intérét sont listés dans le Tableau

9.
Tableau 9 : Vecteurs plasmidiques utilisés pour le clonage et I’expression des protéines d’intérét.
Nom Etiquette de fusion = Résistance antibiotique Application
pDONR207 / Gentamicine Clonage gateway®
pCI-Neo 3x-Flag Ampicilline GST pull-down
pDEST27 GST Ampicilline GST pull-down
pPC86 Gal4-AD Ampicilline Double-hybride en levure
pPC97 Gal4-BD Ampicilline Double-hybride en levure
peGFP-C1 GFP Kanamycine Microscopie a fluorescence
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6. Constructions plasmidiques

6.1 Clonage par systéme Gateway® (Invitrogen)

6.1.1 Principe

Le systéme de clonage Gateway® permet de transférer des fragments d’ADN issus de produits
de PCR, ou de plasmides, dans des plasmides en utilisant des séquences recombinantes. Une premiere
réaction de recombinaison homologue appelée « réaction BP » » permet d'insérer la séquence d'intérét
dans un vecteur donneur. L.’enzyme BP clonase catalyse cette recombinaison et I'insertion des produits
de PCR contenant les séquences attB dans les sites de recombinaison attP du vecteur donneur. Une
fois que la cassette est intégrée au plasmide cible, il est nommé vecteur d’entrée et les séquences de
recombinaison sont nommées attL (Figure 15a). Une deuxiéme réaction de recombinaison, appelée
«réaction LR » permet de transférer les séquences d’intérét du vecteur d’entrée vers un vecteur
d’expression. L’enzyme LR clonase catalyse la recombinaison et l'insertion de la séquence d’intérét
contenant les séquences attL dans les sites de recombinaison attR du vecteur de destination. Une fois
que la cassette est intégrée au plasmide cible, celui-ci est nommé vecteur d’expression et les s€quences
de recombinaison sont nommées attB (Figure 15b).

a
attR1 attR2

| TN, |

attB1 attB2 Sous-produit

‘ Geéne 1 L ]

Fragment PCR
flanqué des sites attB

BP clonase
Vecteur donneur

Vecteur entrée

Sous-produit
toxique

LR clonase

Vecteur de
destination

Vecteur entrée

Vecteur

d’expression

Figure 15 : Stratégie de clonage Gateway®.

(a) Réaction BP permettant le clonage du géne d’intérét dans un plasmide appelé vecteur entrée par recombinaison
homologue entre les sites attB et attP. (b) Réaction LR permettant 1’insertion du géne d’intérét du vecteur entrée dans un
vecteur d’expression par recombinaison entre les sites attL et attR.
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6.1.2 Transcription inverse et réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR)

Les cadres ouverts de lecture (open reading frame, ORF) viraux (BTV-4, -8, -25, -27, -30) ont
été amplifiés par RT-PCR a partir d’ARN extraits de cellules infectées. La transcription inverse a été
réalisée avec le kit Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis (Roche) selon les recommandations du
fabricant en utilisant 2 pL de matrice ARN (moins de 4 pg) et 2 uL d’amorces aléatoires (60 uM de
random hexamer primer). L’ORF codant NS4 du BTV-1 a été cloné a partir d’un plasmide contenant
le segment 9 fourni par Dr. Piet A. van Rijn [97]. Les ORFs bovins ont été¢ amplifiés par PCR a partir
de la banque d’ADN complémentaires d’origine bovine utilisée pour les cribles double-hybride en
levure (section contexte 3).

Pour tous les ORFs bovins et viraux, des amorces spécifiques flanquées des séquences de
recombinaison Gateway® (5’-ggggacaactttgtacaaaaaagttgge-3’ / 5’-ggggacaactttgtacaagaaagttgg-3”)
ont été utilisées et sont listées dans le Tableau 7. Les PCR ont été réalisées avec un mélange
réactionnel final de 50 pL contenant 1X de HotStarTaq MasterMix (Qiagen), 0,2 uM d’amorces sens
et anti-sens et 50 ng de matrice ADN. Les ADN ont été dénaturés 15 minutes a 95°C puis 35 cycles
d’amplification de la cible ont été réalisés avec une dénaturation de 30 secondes a 94°C, une
hybridation de 30 secondes a 60°C et une élongation d’1 minute par kilobase a 72°C. Une ¢longation
finale de 10 minutes a 72°C a été réalisée. Les produits de PCR ont ensuite été déposés sur gel
d’agarose afin de vérifier I’amplification des séquences d’intérét.

6.1.3 Réactions BP

Les produits d’amplification obtenus ont été intégrés au vecteur donneur pDONR par réaction
BP. Pour cela 2 pL de produit de PCR ont été ajoutés a 250 ng du vecteur plasmidique pDONR207 et
2 uL d’enzyme BP clonase, le tout dans un volume réactionnel de 10 pL. La réaction a été incubée
durant 1 nuit a 25°C.

6.1.4 Transformation bactérienne et extraction d’ADN plasmidique

Cinquante microlitres de bactéries thermocompétentes DHSa Library Efficiency
(Thermofisher) ont été transformées avec 3 pL de produit issu de la réaction de clonage BP. Apres 30
minutes d’incubation sur glace, les bactéries ont subi un choc thermique de 45 secondes a 42°C puis
ont été remises 2 minutes dans la glace. Les bactéries transformées ont été diluées au 1/10 dans un
milieu liquide riche (SOC, Thermofisher) avant une incubation sous agitation d’1 heure a 37°C. La
suspension bactérienne a ensuite été étalée sur une gélose de milieu riche LB (Euromedex) contenant
I’antibiotique correspondant a la résistance apportée par le vecteur plasmidique (Tableau 9) et incubée
durant 1 nuit a 37°C.

Un clone par transformation a été sélectionné et a été mis en culture dans 4 ml de milieu LB
liquide (Euromedex) durant 1 nuit. Le lendemain, la suspension bactérienne a €té centrifugée durant 1
minute a 12 000 rpm et 1’extraction d’ADN plasmidique a été réalisée a partir du culot bactérien avec
le kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabricant. L’ADN
plasmidique purifi¢ a été élué dans 50 pL d’eau ultrapure.

6.1.5 Réaction LR

Les constructions plasmidiques obtenues en pDONR ont ensuite servi de matrice pour
transférer les ORFs d’intérét dans différents vecteurs d’expression par réaction LR en mixant 250 ng
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du vecteur « entrée » et 250 ng de vecteur de destination avec 2 pL d’enzyme LR clonase dans un
volume total de 10 pL. La réaction a été incubée durant 1 heure a 25°C avant transformation de 30 uL
de bactéries DH5a Library Efficiency avec 2 pL de produit LR et extraction de I’ADN plasmidique
comme décrit en section 6.1.4.

6.2 Mutagenese dirigée

L’ORF codant pour WTAP caprin a été obtenu a partir de la construction pDONR-WTAP-
bovin par mutagenese dirigée. Les mutageneses dirigées ont été réalisées avec le kit QuikChange 11
Site-Directed mutagenesis (Agilent) en utilisant des amorces intégrant les mutations souhaitées
(Tableau 7). Les amorces ont ét¢ congues avec 1’outil informatique QuikChange Primer Design
(Agilent) et synthétisées par Eurofins. Les PCR ont été réalisées en mélangeant le tampon de réaction
1X avec 50 ng d’ADN matrice, 1 pL de dNTP, 125 ng d’amorces sens et anti-sens et 1 pL de
polymerase Pfu Ultra. Apres une dénaturation de 30 secondes a 95°C, 16 cycles d’amplification de 30
secondes a 95°C, 1 minute a 55°C et 5 minutes a 68°C ont été réalisés. Le produit de PCR a ensuite
été digéré durant 1 heure avec 1 pL. d’enzyme de restriction Dpn I, éliminant ainsi les brins parentaux
non mutés. La transformation bactérienne a été réalisée avec 50 puL de bactéries thermocompétentes
XL1 Blue (Agilent) et 1 pL de produit digéré, dans les mémes conditions que décrites en section 6.1.4.

6.3 Vérification par séquencage

Toutes les constructions plasmidiques obtenues ont été vérifiées par séquencage Sanger
(Eurofins) a I’aide d’amorces spécifiques a chaque vecteur. Les séquences ont été analysées a 1’aide
du logiciel SerialCloner.

7. Test d’interaction des protéines en systeme de double-hybride en levure

L’ensemble des protocoles décrits dans cette partie ainsi que les méthodes de préparation des milieux
de culture ont été largement inspirés de la publication de Vidalain et collaborateurs [98].

7.1 Principe

Le test binaire d’interaction en systéme levure est basé sur la reconstitution du facteur de
transcription Gal4 lorsqu’une protéine fusionnée a son domaine de liaison a ’ADN (Gal4-BD)
interagit avec la protéine partenaire fusionnée au domaine d’activation (Gal4-AD). La reconstitution
du facteur de transcription entraine la transactivation du géne rapporteur 153 dont I’expression permet
la croissance des levures sur un milieu dépourvu d’histidine (-H). Les tests d’interaction entre les
protéines, dont les séquences ont été clonées au préalable dans les vecteurs d’expression en levure
pPC86 et pPC97, ont été réalisés en transformant successivement les levures avec 1’un et ’autre de ces
plasmides. Le vecteur pPC97 code pour la protéine appat fusionnée au domaine Gal4-BD et permet la
croissance de levures sur un milieu dépourvu de leucine (-L). Le plasmide pPC86 code pour la protéine
proie fusionnée au domaine Gal4-AD et permet a la levure de croitre sur un milieu dépourvu de
tryptophane (-W) (Figure 16).
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Figure 16 : Principe du double-hybride en levure.

La levure est co-transformée avec le plasmide pPC97 codant pour 1’appat viral et le plasmide pPC86 codant pour la proie
cellulaire. Les levures exprimant ces deux plasmides sont sélectionnées sur milieu sélectif dépourvu de leucine et de
tryptophane (-L /-W). L’interaction entre la protéine virale et la protéine cellulaire permet la reconstitution du facteur de
transcription Gal4 et ainsi la transactivation du géne rapporteur HIS3 permettant a la levure de croitre sur un milieu
dépourvu d’histidine (-H).

7.2 Test classique

7.2.1 Transformation des levures

Classiquement, une transformation de levure est réalisée afin d’exprimer une protéine d’intérét
dont la séquence codante a été auparavant clonée (ici, par méthode Gateway®) dans I’un des vecteurs
d’expression en levure, pPC86-Gal4-AD ou pPC97-Gal4-BD. Pour cela, la souche de levure Y2H Gold
a été mise en culture liquide (milieu Yeast Extract Peptone Dextrose, BD) durant une nuit a 30°C. Le
lendemain, la culture a été lavée a 1’eau, puis avec une solution tampon TE/LiAc contenant 10 mM de
Tris-HCI (Thermofisher), ImM d’EDTA (Sigma-Aldrich) et 100 mM d’acétate de lithium (Sigma-
Aldrich). Les levures ont ensuite été reprises dans 20 pL de solution TE/LiAc, 2 uL d’ADN de sperme
de saumon dénaturé (Sigma-Aldricht) et 250 ng du plasmide a incorporer avant que soit ajouté 120 uL
contenant deux volumes de TE/LiAc et huit volumes de polyéthyléne glycol (PEG, Sigma-Aldrich).
Les levures ont alors été incubées 45 minutes a 30°C avant de subir un choc thermique de 15 minutes
a 42°C permettant 1’intégration du plasmide dans la levure. Enfin, les levures ont été lavées et
resuspendues dans 20 pL d’eau puis la totalité a été déposée sur un milieu de culture solide et sélectif
dépourvu de tryptophane (7RPI étant le géne de prototrophie porté par le plasmide pPC86) ou de
leucine (LEU?2 étant le géne de prototrophie porté par le plasmide pPC97) et cultivée durant 3-4 jours
a 30°C.

7.2.2 Evaluation des interactions

Les levures transformées successivement avec un plasmide pPC97-Gal4-BD et un plasmide
pPC86-Gal4-AD ont été sélectionnées sur un milieu dépourvu de leucine et de tryptophane. Ces
levures ont été resuspendues dans 300 pL d’eau puis 20 pL ont été déposés sur un milieu sélectif
dépourvu de leucine et de tryptophane (-L/-W) et sur un milieu sélectif pour I’interaction dépourvu de
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leucine, de tryptophane et d’histidine (-L/-W/-H) et supplémenté avec 5 mM de 3-amino-1,2,4-triazole
(3-AT, Sigma-Aldrich), un inhibiteur compétitif de I’enzyme codée par le géne HIS3 permettant de
titrer I’expression basale du géne rapporteur.

7.2.3 Vérification des partenaires d’interaction par séquencage

Les levures transformées et s’étant développées sur le milieu sélectif -L/-W/-H + 5SmM de 3-
AT ont été lysées avec 125 ng de Zymolyase (Euromedex) durant 5 minutes a 37°C puis 5 minutes a
95°C. Une PCR ciblant I’ORF cellulaire fusionné au domaine Gal4-AD et une PCR ciblant I’ORF viral
fusionné au domaine Gal4-BD ont été réalisées dans un mélange réactionnel de 50 pL contenant du
tampon a 1X, 1 pL d’enzyme Terra (Takara), 0,3 uM d’amorce sens et anti-sens et 4 uL de levure
lysée. Apres une dénaturation de 2 minutes a 98°C, 35 cycles d’amplification ont été réalisés avec 10
secondes a 98°C suivis de 15 secondes a 62°C et 5 minutes a 68°C. Les produits d’amplification ont
ensuite été purifiés et séquencés en utilisant des amorces spécifiques aux vecteurs pPC86 et pPC97
(séquencage Sanger, Eurofins). Les séquences obtenues ont été analysées a 1’aide du logiciel
SerialCloner.

7.3 Test avec clonage direct en levure par la méthode « gap-repair »

7.3.1 Principe

La méthode de clonage direct par recombinaison homologue en levure, appelée gap-repair, a
été utilisée pour tester en interaction les partenaires cellulaires identifiés lors de la recherche sans a
priori par double-hybride en levure, ainsi que pour rechercher des domaines protéiques minimum
responsables d’interaction. Un produit d’amplification composé de séquences de recombinaison et de
la séquence codant pour le partenaire identifié ou pour un domaine protéique est transformé en levure
avec le vecteur d’expression (pPC86 ou 97) linéarisé et possédant les séquences de recombinaison
complémentaires. Une fois transformée, la levure permet 1’intégration et la re-circularisation du
plasmide permettant alors I’expression de la séquence d’intérét (Figure 17).

; _  Transformation b R o~
o N e 7ZZ NN

ORF

Vecteur
reconstitué

Levure Levure

v/

Vecteur linéarisé

Figure 17 : Principe du clonage direct en levure par gap-repair.

La méthode de gap-repair permet de cloner directement en levure une séquence d’intérét obtenue par PCR et a laquelle
des séquences de recombinaison ont été flanquées dans son vecteur d’expression pPC97 ou pPC86 préalablement linéarisé
et possédant les séquences de recombinaison complémentaires. La recombinaison homologue induisant la reconstitution
du vecteur se fait directement au sein de la levure, laquelle peut alors exprimer la séquence d’intérét.

7.3.2 Réamplification des produits de PCR issus du crible double-hybride

Les ADNc correspondants aux partenaires cellulaires identifiés lors des cribles par double-
hybride en levure ont été réamplifiés par PCR. Le mix réactionnel comprenait 1 pL de produit de PCR
ayant servi a I’identification initiale mélangé a 2 pL d’enzyme Terra (Takara), 50 uL de tampon, 0,3
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uM d’amorce sens et anti-sens spécifiques du domaine Gal4-AD dans un volume final de 100 pL. Les
produits ont ét¢ dénaturés 2 minutes a 95°C puis ont subi 15 cycles d’amplification avec une étape de
dénaturation de 10 secondes a 98°C suivie d’une étape d’hybridation de 15 secondes a 62°C et une
¢longation de 5 minutes a 68°C.

En paralléle de cette ré-amplification, le vecteur plasmidique pPC86 a été linéarisé durant 1
heure a 25°C avec I’enzyme de restriction Smal a raison d’une unité d’enzyme pour 1 pg de plasmide.
La concentration du plasmide linéarisé a ensuite été ajustée a 10 ng/uL.

7.3.3 Génération des séquences codant les fragments protéiques

Pour effectuer la cartographie des domaines protéiques d’interaction entre appat viral et proie
cellulaire, des amorces sens et anti-sens ont été congues afin de fragmenter les séquences d’intérét
(Tableau 7). Ces amorces ont été fusionnées a des séquences spécifiques permettant la recombinaison
dans le vecteur pPC97-Gal4-BD (5’-gaagagagtagtaacaaaggtcaaagacagttgactgtatcgtcgagg-3> / 5°-
ccgeggtggeggecgttacttacttagagetcgacgtcttactta-3’) ou dans le vecteur pPC86-Gal4-AD (5°-
gatgaagataccccaccaaacccaaaaaaagagggtgggtcgaatcaa-3’ / 5’-ccgeggtggeggcecgttacttacttacttagagetegac
gtcttactta-3”) linéarisés par restriction avec I’enzyme Smal. A partir de 50 ng de matrice ADN, chaque
séquence codant pour un fragment a été obtenue par PCR selon le protocole utilisant la HotStarTaq
(Qiagen) et décrit dans la section 6.1.2.

7.3.4 Transformation des levures par gap-repair

Les levures ayant intégré un premier plasmide pPC97 ou pPC86 ont été mises en culture liquide
durant une nuit, puis co-transformées en ajoutant 3 pL de produits d’amplification générés en sections
7.3.2 & 7.3.3 et 10 ng de plasmide pPC86 ou 97 préalablement linéarisé. Les ORFs ont ainsi été
directement clonés par recombinaison homologue (gap-repair) dans la levure et ont été exprimés en
fusion avec la séquence Gal4-AD ou Gal4-BD. Les levures ont été mises en culture sur un milieu
sélectif dépourvu de leucine et de tryptophane durant 3 a 4 jours a 30°C. La détermination et la
vérification des interactions ont ensuite €té réalisées comme décrit en sections 7.2.2 & 7.2.3.

8. Test d’interaction des protéines par GST pull-down

8.1 Principe

La méthode de GST pull-down permet de tester une interaction entre deux protéines par co-
précipitation d’affinité, I’un des partenaires protéiques étant exprimé en fusion avec une étiquette GST.
A partir d’un lysat total de protéines, la construction GST et les partenaires associés sont co-purifiés a
’aide de billes de glutathion sépharose qui permettent la liaison par affinité de la GST avec son substrat
glutathion. Les protéines virales NS4 ou NS5, couplées a I’étiquette GST, et les protéines cellulaires
bovines, étiquetées 3x-Flag, ont été co-exprimées en cellules HEK293T afin de tester leur interaction.

8.2 Ensemencement et transfection des cellules

Des cellules HEK293T ont été ensemencées a 2.10° cellules par puits dans une plaque 6 puits.
Le lendemain, les cellules ont été co-transfectées avec 500 ng de plasmide pDEST27-GST codant pour
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la protéine virale et 500 ng de plasmide pCI-Neo-3xFlag codant pour la protéine cellulaire, mélangés
a4 uL d’agent de transfection JetPrime et 300 uL de tampon (JetPrime, PolyPlus).

8.3 Extraction des protéines

Trente-six heures apres la transfection, les cellules ont été récupérées dans du phosphate-
buffered saline (PBS, Thermofisher) puis culottées par 5 minutes de centrifugation a 1500 rpm. Le
surnageant a été ¢liminé et les cellules ont ensuite été lysées durant 30 minutes a 4°C avec ’ajout de
310 pL de tampon de lyse a pH 7,4 contenant 120 mM de KCI (Sigma-Aldrich), 0,4% de NP40
(Euromedex), 2 mM de B-mercapto-éthanol (Sigma-Aldrich) et 1X d’anti-protéases (Complete,
Roche). Les cellules lysées ont ensuite été centrifugées 20 minutes a 12 000 rpm, 280 uL de lysat total
ont été récupérés dont 260 pL utilisés pour la purification d’affinit¢é et 20 pL pour contrdler
I’expression des deux protéines d’intérét aprés ajout de 20 puL de bleu de charge (Life technologies).

8.4 Co-purification d’affinité

Les 260 pL de lysat total ont été ajoutés a 35 puL de billes de glutathion sépharose (Sigma-
Aldrich) et 500 pL de tampon de lyse puis incubés durant 2 heures sous agitation douce. Les billes ont
ensuite été centrifugées 1 minute a 12 000 rpm et lavées a trois reprises durant 5 minutes avec 900 pL
de tampon de lyse. Aprés une derniére centrifugation d’1 minute a 12 000 rpm, le surnageant a été
¢liminé et les billes contenant les complexes protéiques associés aux protéines fusionnées a la GST
ont été reprises dans 35 uL de bleu de charge.

8.5 Analyse de I’expression protéique par western blot

Apres 5 minutes de dénaturation a 95°C, 30 pL de lysat total et 30 uL de complexe protéique
précipité ont ét¢ migrés sur gel de poly-acrylamide en condition dénaturante (SDS-PAGE, Life
technologies) durant 1 heure a 160 volts. Les protéines ainsi séparées ont été transférées sur membrane
de nitrocellulose (Life technologies) durant 1 heure a 30 volts. Les membranes ont ensuite été saturées
durant 1 heure avec un tampon comprenant du PBS-1X (Euromedex), 0,1% Tween20 (Sigma-Aldrich)
et 5% de protéines de lait (Regilait). Les membranes ont alors été incubées durant 1 nuit a 4°C avec
I’anticorps anti-Flag conjugué a la horseradish peroxidase (HRP, Sigma-Aldrich) dilué au 1/10 000.
Le lendemain, la présence des protéines fusionnées au 3x-Flag a été révélée par chimiluminescence
avec le substrat Clarity-ECL (Bio-Rad) et visualisée sur I’imageur ChemiDoc (Bio-Rad). La détection
des protéines fusionnées a la GST a été réalisée dans un second temps a partir des mémes membranes.
Les membranes ont été nettoyées durant 1 heure a 1’aide d’un tampon comprenant 1X de PBS et 10
mM d’azide de sodium (Sigma-Aldrich) puis incubées 2 heures a température ambiante avec
I’anticorps anti-GST (Sigma-Aldrich) dilué au 1/2500, lavées a trois reprises et incubées 45 minutes
avec I’anticorps secondaire conjugué¢ HRP et dilu¢ au 1/5000 (Thermofisher). La révélation a été
réalisée de la méme maniére que pour les protéines fusionnées 3x-Flag.
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9. Etude du role des interacteurs cellulaires sur I’infection par BTV

9.1 Stratégie expérimentale

Afin d’étudier I’importance de I’interaction entre les protéines virales NS4 ou NS5 et les
protéines bovines au cours de I’infection, I’expression de ces derniéres a été¢ inhibée par la transfection
de petits ARN double brin interférents (small interfering RNA, siRNA). Des siRNA ont été congus
spécifiquement pour étre complémentaires de chaque ARN messager codant pour 1’un des partenaires
cellulaires de NS4 et de NS5. La transfection de siRNA permet la reconnaissance du transcrit cible par
le complexe RNA-Induced Silencing Complex (RISC) qui induit sa coupure et sa dégradation
subséquente empéchant son expression dans la cellule. Une fois I’expression du partenaire cellulaire
inhibée, les cellules sont infectées par le BTV-8 puis la réplication et la production virale sont évaluées
par RTqPCR, western blot et titrage viral (Figure 18).

# Amplification

Fluorescence

/' Noamglificaticn

BUCEC siRNA BTV-8 - Coples per reaction (CT)

Titrage viral

Figure 18 : Stratégie expérimentale pour étudier 'impact de I’inhibition des partenaires cellulaires de
NS4 et NS5 sur Pinfection par le BTV-8.

9.2 Design des siRNA et des amorces spécifiques a chaque interacteur cellulaire

Le design et la synthése des siRNA ont été réalisé€s par la société Genecust. La séquence des
siRNA (Tableau 8) posséde une longueur comprise entre 21 et 24 paires de bases et est
complémentaire d’une région de la séquence du transcrit ciblé. Un siRNA contrdle ne ciblant aucun
gene spécifique a également été congu.

L’inhibition de I’expression des ARN messagers de chaque gene cible a été vérifiée par
RTgPCR par quantification relative et déterminée, arbitrairement, efficace si elle était supérieure a
60%. Pour cela, des amorces spécifiques ont été congues a 1’aide de 1’outil informatique Primer3Plus
et synthétisées par la société¢ Eurofins (Tableau 7). Ces amorces encadrant la région ciblée par le
siRNA ont une longueur comprise entre 18 et 22 nucléotides et une température d’hybridation de 62,5
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°C + 1°C. Leur composition en bases GC est comprise entre 40 et 60% et la longueur de ’amplicon
est comprise entre 70 et 150 paires de bases.

9.3 Transfection des cellules par siRNA

Des cellules bovines BUCEC ont été ensemencées a 3.10* cellules par puits dans une plaque 48
puits. Vingt-quatre heures apres leur ensemencement, les cellules ont été transfectées en mélangeant 1
uL d’agent de transfection et 20 pL de tampon (JetPrime, PolyPlus) avec 25 nM de siRNA contrdle
(siCTR) ou 25 nM de siRNA cible.

9.4 Infection des cellules par BTV-8

Apres 24 heures d’inhibition de 1’expression des geénes cellulaires ciblés, les cellules ont été
infectées avec le BTV-8 a une MOI (multiplicity of infection) de 0,02 (1.10° cellules considérées). Pour
cela, le milieu de culture des cellules a été retiré puis les cellules ont été rincées avec du milieu
optiMEM dépourvu de sérum. Le milieu de rincage a été retiré puis 100 pL d’inoculum comprenant
1400 TCID50 (median tissue culture infectious dose) de BTV-8, correspondant a 2000 PFU (Plaque
forming units), ont été ajoutés dans chaque puits. L’adsorption du virus par les cellules a été réalisée
avec une incubation d’une heure a température ambiante. L’inoculum a ensuite été retiré et les cellules
rincées avec du milieu sans sérum. Par puits, 300 pL. de milieu optiMEM complet ont été ajoutés et
les cellules ont été remises en culture a 37°C avec 5% de COx. Des cellules non infectées dites contrdles
ont été traitées de la méme maniére mais avec 1’ajout de 100 pL de milieu sans sérum a la place de
100 puL d’inoculum.

9.5 Extraction d’ARN et RTqPCR

Vingt-quatre heures post-infection, les ARN totaux ont été extraits avec le kit RNeasy Plus
(Qiagen). Les cellules ont été récupérées dans 350 pL de tampon RLT contenant 1% de B-mercapto-
¢thanol puis I’extraction a été réalisée selon les recommandations du fabricant. Les ARN ont été €lués
dans 30 pL d’eau ultrapure. A partir des ARN extraits, 1’efficacité¢ des siRNA et la réplication virale
ont été évaluées par RTqPCR (kit QuantiFast RT-PCR Sybrgreen, Qiagen). La quantit¢ d’ARN
cellulaire et viral a été calculée de manicre relative par rapport a la quantité d’ARN du géne de ménage
GAPDH. Le mélange réactionnel de 20 uL. comprend 1X de QuantiFast SYBR Green Master mix, 10
uM d’amorce sens et 10 pM d’amorce anti-sens, 0,2 uL de QuantiFast RT Mix, 1,5 uL de matrice
ARN et de ’'H20 gsp 20 pL. La quantification des ARN messagers correspondant aux cibles des
siRNA a été réalisée en utilisant les amorces listées dans le Tableau 7. La quantification de ’ARN
viral a été réalisée en ciblant une région du segment 1 du BTV-8. Le cycle de la RTqPCR comprend
une ¢€tape de transcription inverse avec 10 minutes a 50°C suivie de 5 minutes a 95°C, une étape
d’amplification avec 40 cycles de 10 secondes a 95°C et 30 secondes a 60°C suivie de I’établissement
d’une courbe de fusion avec un segment de dénaturation de 10 secondes a 95°C, un segment
d’hybridation d’1 minute a 65°C et d’un segment de fusion de 1 seconde par 0,1°C jusqu’a 97°C. Les
réactions ont été lancées sur le thermocycleur LightCycler® 96 (Roche) et les valeurs de Ct (Cycle
threshold) ont été obtenues a I’aide du logiciel LightCycler®96 SW1.1.
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9.6 Analyse de ’expression protéique par western blot

Vingt-quatre heures post-infection BTV-8, les protéines ont été extraites en lysant les cellules
durant 30 minutes avec 150 pL de tampon de lyse a pH 7.4 contenant 120 mM de KCl, 0,4% de NP40,
2 mM de B-mercapto-éthanol et 1X d’anti-protéases. Les lysats ont ensuite été centrifugés 20 minutes
a 4°C a 12 000 rpm afin de culotter les débris cellulaires, 130 uL du lysat ont alors été récupérés et
supplémentés avec 70 pL de bleu de charge. Apres 5 minutes de dénaturation a 95°C, 30 pL de lysat
ont été migrés sur gel SDS-PAGE durant 1 heure & 160 volts. Les protéines ainsi séparées ont été
transférées sur membrane de nitrocellulose durant 1 heure a 30 volts puis la membrane a été incubée
1 heure avec un tampon de saturation. La membrane a été incubée 1 nuit a 4°C avec I’anticorps anti-
actine au 1/2000 (Sigma-Aldrich), I’anticorps anti-VP5 d’AHSV/BTV au 1/2000 (Ingenasa) et
I’anticorps anti-NS3 de BTV au 1/1000 (Don de F. Arnaud). Les membranes ont été lavées a trois
reprises avant d’étre incubées 45 minutes avec les anticorps secondaires conjugués HRP et dilués au
1/5000 (Thermofisher). Trois lavages ont été effectués puis la présence des protéines actine (42
kDaltons), VP5 (59 kD) et NS3 (25,5 kD) a été révélée avec le substrat Clarity-ECL et visualisée sur
I’imageur ChemiDoc (Bio-Rad). L’intensité des bandes observées a été quantifiée a 1’aide du logiciel
imageJ. Le taux d’expression des protéines virales VP5 et NS3 a ét¢ normalisé par rapport a
I’expression de ’actine et calculé de manicre relative par rapport a celui obtenu pour les cellules
transfectées avec le siCTR.

9.7 Titrage viral

Les surnageants des cellules BUCEC infectées ont été dilués de 10 en 10 dans du milieu DMEM
sans sérum jusqu’a la dilution 10®. Chaque dilution a été distribuée par 100 pL dans 6 puits d’une
plaque de 96 puits. Ensuite, 20 000 cellules BSR ont été distribuées par puits dans un volume de 100
pL de milieu DMEM contenant 2% de pyruvate de sodium (Thermofisher), 2% de
penicilline/streptomycine (Thermofisher) et 10% de sérum de veau feetal (Eurobio). Les plaques ont
¢été incubées a 37°C sous 5% de CO; durant 4 a 6 jours jusqu’a observation d’un effet cytopathique.
Le pourcentage de lyse cellulaire de chaque puits a été déterminé apres fixation et coloration des
cellules. Le milieu de culture a été retiré et 75 uL d’éthanol a 80% (Carlo Erba) ont été ajoutés par
puits. Apres une incubation de 30 minutes a température ambiante, 1’éthanol a été éliminé et 75 puL de
bleu de méthylene a 1% (Euromedex) ont été ajoutés par puits et incubés 30 minutes a température
ambiante. Le bleu de méthyléne a été retiré puis les cellules ont été rincées avec 200 pL d’eau. La
coloration des puits a ensuite ét¢ observée et le nombre de puits infectés pour chacune des dilutions du
surnageant comptabilisé. Les puits ont été considérés infectés s’ils ont présenté au moins 50% de leur
tapis cellulaire lysé. Le titre viral de chaque surnageant a alors été calculé selon la formule de Reed-
Muench [99] et exprimé en TCID50/ml.

10. Détermination de la localisation subcellulaire de I’interaction NS4/WTAP

10.1 Principe

La localisation cellulaire d’interaction entre protéine cellulaire et protéine virale a été étudiée
par une méthode de ligature de proximité (Proximity Ligation Assay, PLA) a I’aide du kit commercial
Duolink® in situ orange mouse/rabbit (Sigma-Aldrich). Aprés un marquage primaire des deux

53



Matériels et méthodes

partenaires par des anticorps spécifiques produits chez des especes différentes, le principe de cette
approche réside sur la ligature de deux oligonucléotides complémentaires couplés chacun a un des
anticorps secondaires anti-anticorps de lapin ou de souris. Les anticorps secondaires couplés a ces
oligonucléotides sont appelés sondes PLA. La ligature des oligonucléotides n’est possible que si les
sondes PLA sont situées a moins de 40 nm 1’une de I’autre. C’est uniquement dans ce cas et aprés une
étape d’amplification qu’un signal fluorescent est généré au point de localisation de 1’interaction et est
détectable par microscopie a fluorescence (Figure 19).

En paralléle de cette méthode, 1’expression et la localisation cellulaire des protéines d’intérét
ont été contrdlées par immunofluorescence classique.

a
BUCEC peGFP-ORF viral Immunomarquage ou PLA
- )
JO
TR
. >
Observation
b

Nucléotides
marques fluo +
polymérase
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complémentaires
des sondes + Ligase
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secondaires couplés
aux sondes PLA

Anticorps primaires
d'espéces différentes q p q

Marquage primaire Marquage secondaire Ligation Amplification

Figure 19 : Essai de la ligature de proximité (PLA).

(a) Des cellules BUCEC sont ensemencées a JO puis transfectées a J1 avec le plasmide peGFP afin d’exprimer la protéine
virale d’intérét fusionnée a la GFP. Apres 24 h d’expression, les cellules sont fixées avec 4% de PFA. Le marquage des
protéines cellulaires d’intérét est ensuite réalisé par immunofluorescence classique et le test de ligature de proximité avec
la protéine virale est effectué en paralléle. (b) L essai de ligature de proximité est composé de 4 étapes principales : 1-le
marquage des deux protéines d’intérét avec des anticorps spécifiques produits chez des espéces différentes (lapin et souris),
2-le marquage secondaire utilisant des anticorps anti-espéce couplés a des oligonucléotides appelés « sondes PLA ». 3-La
ligature ou la formation d’un ADN circulaire entre les sondes PLA est catalysée par une ligase. 4-L’amplification de I’ADN
circulaire est catalysée par une polymérase permettant I’incorporation de nucléotides marqués d’un fluorophore. La
ligature, et par conséquent 1’émission d’un signal fluorescent, n’est possible que si ces sondes se situent a proximité (moins
de 40 nm) I’'une de ’autre.

54



Matériels et méthodes

10.2 Préparation des cellules

Des cellules BUCEC ont été ensemencées a 2.10* cellules par puits d une plaque 96 puits (ibidi)
adaptée pour la visualisation au microscope a fluorescence. Le lendemain, les cellules ont été
transfectées avec 500 ng du vecteur peGFP codant pour la NS4 du BTV-8 préalablement ajoutés a 50
uL de tampon et 1 pL d’agent de transfection (JetPrime, PolyPlus). Aprés 24 heures, les cellules ont
été lavées a trois reprises avec un tampon PBS-1X (Thermofisher) puis incubées durant 20 minutes
avec 100 pL de solution de fixation contenant 4% de paraformaldéhyde (Electron microscopy sciences,
Euromedex). Apres fixation, les cellules ont été rincées puis traitées 5 minutes avec 200 pL. de tampon
PBS 1X contenant 0,1 M de glycine (Sigma-Aldrich) afin d’inhiber I’auto-fluorescence des cellules.
Les membranes cellulaires ont ensuite été perméabilisées par une incubation de 5 minutes avec 200
uL de tampon PBS-1X contenant 0,5% de Triton X100 (VWR) (Figure 19a).

10.3 Réaction de ligature de proximité

Les cellules ont été bloquées avec une goutte de la solution « Duolink Blocking » et une
incubation de 30 minutes & 37°C en chambre humide. Le co-marquage primaire des deux protéines
d’intérét METTL3/WTAP et NS4/WTAP a été réalisée avec une incubation de 2 heures a température
ambiante, en chambre humide, en présence de 60 pL des anticorps primaires d’espece lapin anti-
METTL3 ou anti-NS4 et d’espece souris anti-WTAP dilués dans la solution « Duolink Antibody
diluent » (Tableau 6). Les cellules ont ensuite été lavées deux fois 5 minutes avec 200 pL de tampon
de lavage « Wash Buffer A a 1X » puis incubées 1 heure a 37°C en chambre humide avec 60 pL des
sondes PLA anti-anticorps de lapin et anti-anticorps de souris préalablement diluées au 1/5 dans la
solution « Duolink Antibody Diluent ». Apres deux lavages de 5 minutes avec la solution « Wash Buffer
A », la ligature des sondes a été réalisée durant 30 minutes a 37°C en chambre humide avec 60 pL de
ligase diluée au 1/40 dans la solution de ligature. Le signal a ensuite été amplifi¢ par une incubation
d’1 heure et 40 minutes a 37°C en chambre humide avec 60 pL de polymerase diluée au 1/80 dans la
solution d’amplification. Les cellules ont ensuite été lavées 10 minutes avec la solution « Wash Buffer
B » a 1X contenant le Hoechst au 1/10 000, 10 minutes avec la solution « Wash Buffer B » a 1X puis
1 minute avec la solution « Wash Buffer B » a 0,01X. Les cellules ont été conservées en présence de
200 pL de tampon PBS-1X (Figure 19b).

10.4 Marquage par immunofluorescence classique

Le co-marquage des protéines cellulaires endogénes WTAP et METTL3 a été réalisé a I’aide
d’anticorps spécifiques. Un marquage de la protéine endogene WTAP a été réalisé dans les cellules
transfectées avec peGFP-NS4-BTVS8. Une étape de blocage a tout d’abord été effectuée en ajoutant
200 puL de tampon PBS-1X contenant 1% d’albumine de sérum bovin (BSA, Euromedex) par puits.
Apres 1 heure d’incubation a température ambiante, le tampon de blocage a été enlevé. Les anticorps
primaires anti-METTL3 et anti-WTAP (Tableau 6) dilués respectivement au 1/1000 et 1/500 dans le
tampon de blocage ont alors été ajoutés dans un volume de 60 puL par puits et incubés 2 heures a
température ambiante. Apres trois lavages de 5 minutes avec du tampon PBS-1X, les anticorps
secondaires anti-anticorps de lapin, anti-anticorps de souris couplés respectivement a un fluorophore
488 et 555 (Tableau 6) dilués au 1/5000 et le Hoechst (Life Technologies) dilué¢ au 1/10000 ont été
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ajoutés dans un volume de 60 pL par puits et incubés 1 heure a température ambiante. Les cellules ont
ensuite ¢té rincées a deux reprises et conservées dans 200 pLL de tampon PBS-1X.

10.5 Visualisation microscopique

Les cellules marquées par la méthode PLA ou par immunofluorescence classique ont été
visualisées au microscope a €pifluorescence Zeiss Axio Observer.Z1 avec les filtres FITC (longueur
d’onde d’excitation (Ex) : 455-495 nm/longueur d’onde d’émission (Em) : 505-555 nm), AF546 (Ex :
533-558 nm / Em : 570-640 nm) et DAPI (Ex : 335-383 nm / Em : 420-470 nm). Les images ont été
traitées a 1’aide du logiciel Zeiss ZEN 2012.

11.Analyses bio-informatiques

11.1 Alignement de séquences

Les différentes séquences de NS4 du BTV ou de WTAP ont été comparées par alignement a
I’aide du programme informatique Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

11.2 Analyses statistiques

Les tests statistiques de significativité ont été réalisés a ’aide du logiciel GraphPad Prism 9
avec un test de Student non apparié. Les résultats comparés ont été considérés non significativement
différents (ns) si la valeur-p>0,05, significativement différent * si 0,01<valeur-p<0,05; ** si
0.001<valeur-p<0.01 ; *** si 0.0001<valeur-p<0.001 et **** si la valeur-p<0.0001.
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Résultats

Résultats

La premicre partie de ce travail a porté sur la validation et la comparaison des interactions
identifiées entre la protéine NS4 du BTV et les protéines cellulaires bovines (Tableau 4). Le role de
chaque interacteur cellulaire dans I’infection par le BTV a ensuite été¢ étudié¢ par inhibition de son
expression. Par la suite, les travaux ont visé plus spécifiquement a caractériser I’interaction entre la
protéine NS4 du BTV-8 et la protéine bovine WTAP. Enfin, une seconde partie de ce projet a consisté
a étudier les interactions identifiées avec la NS5 du BTV (Tableau 5). Les mémes approches que pour
NS4 ont été utilisées en vue de la validation des interactions de NS5 et pour comprendre leurs roles
dans ’infection virale.

1. Constructions plasmidiques

Afin de réaliser I’ensemble des expériences présentées dans ce chapitre consacré aux résultats,
le clonage des séquences codantes pour les protéines d’intérét a été effectué¢ dans les vecteurs
d’expression appropriés.

Les ORFs codant les protéines bovines et virales d’intérét ont tout d’abord été amplifiés par
PCR et clonés dans le vecteur donneur par clonage Gateway® et la réaction BP (section M&M 6).
Ainsi, les ORFs bovins WTAP, AATF, KANSL2, KIF12, PAWR, CCHCR1, hnRNPK, C1QBP et
GRN ont été obtenus dans le pPDONR207 comme les ORFs viraux NS4, NS5, NS5a du BTV-8, NS4
et NS5 du BTV-27, NS4 des BTV-1, -4, -25 et -30. Cependant, les séquences codantes pour les
protéines bovines BRD2, LUC7L, MAPK7, MEGF6 et MATN2 n’ont pu étre obtenues par cette
méthode de clonage. L’ORF codant pour WTAP caprin a été obtenu a partir de la construction
pDONR207-WTAP-bovin apres six mutageneses dirigées (section M&M 6.2) pour muter les résidus
Al11, A247, S252, S305, P367 et N390. La séquence chimére BTV27-NS42235BTVENSA 5 &¢ insérée
dans le plasmide pDONR207 par synthese de géne (GeneCust).

Le sous clonage dans les différents vecteurs d’expression a ensuite été réalisé grace a la réaction
LR du systeme Gateway® a partir des vecteurs « entrée ». Pour les tests d’interaction par la méthode
de GST pull-down, les séquences codant WTAP, AATF, KANSL2, KIF12, PAWR, CCHCRI,
hnRNPK, C1QBP et GRN ont été sous-clonées dans le vecteur pCI-Neo-3xFlag. Les ORFs viraux
NS4, NS5, NS5a du BTV-8, NS4 et NS5 du BTV-27, ainsi que la séquence chimére BTV27-NS4?*
SSBTVE-NSA ot les NS4 des BTV-1, BTV-4, BTV-25 et BTV-30 ont été sous-clonées dans le vecteur
pDEST27-GST. Afin de réaliser les tests d’interaction en systéme levure, ’ORF codant pour WTAP
bovin a été cloné dans le vecteur pPC86-Gal4-AD et les séquences NS4, NS5, NS5a du BTV-8, NS4
et NS5 du BTV-27 et la séquence BTV27-NS422-35BTVENS4 qang le vecteur pPC97-Gal4-BD. La
séquence codant NS4 du BTV-8 a en plus été insérée dans le vecteur d’expression peGFP pour la
visualisation de la protéine par microscopie a fluorescence.

2. Analyse comparative des interactions entre les protéines bovines et la protéine
NS4 du BTV-8 et du BTV-27

La recherche sans a priori de partenaires cellulaires des protéines NS4 du BTV-8 et du BTV-
27 par crible double-hybride en levure (Y2H) a permis I’identification de plusieurs interacteurs issus
d’une banque d’ADNCc d’origine bovine. Les proies cellulaires identifiées trois fois ou plus ont été
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sélectionnées et leur interaction a été vérifiée de mani¢re comparative avec les deux variants de NS4
par deux approches, le double-hybride en levure et le GST pull-down.

2.1 Par double-hybride en levure

La séquence minimale et la séquence la plus longue de chaque proie cellulaire sélectionnée ont
été re-testées dans le systeéme levure (Tableau 4). Les protéines bovines WTAP, AATF, KANSL?2,
KIF12, PAWR, BRD2, LUC7L, CCHCR1 et MAPK7 ont ainsi été testées en interaction avec la
protéine NS4 du BTV-8 et celle du BTV-27 (Figure 20).

Pour cela, une souche de levure Y2H Gold a tout d’abord été transformée pour exprimer soit la
NS4 du BTV-8 soit la NS4 du BTV-27 fusionnées au domaine de liaison a I’ADN de Gal4 (Gal4-BD)
ou transformée avec le plasmide pPC97-Gal4-BD vide pour contrdle. Les levures obtenues ont ensuite
été co-transformées avec, d’une part les produits de PCR codant la forme la plus courte (FC) et la
forme la plus longue (FL) de chaque interacteur bovin et, d’autre part avec le vecteur pPC86 linéarisé
dans lequel se recombinent les amplicons en fusion avec le domaine d’activation de Gal4 (Gal4-AD).
Les levures co-transformées ont été sélectionnées sur milieu de culture sélectif dépourvu de leucine et
de tryptophane (-L/-W), les génes de prototrophie étant apportés respectivement par le pPC97 et le
pPC86. Ces levures ont alors été resuspendues et déposées, de nouveau sur milieu -L/-W (Figure 20a,
panel haut), et d’autre part sur milieu avec la triple sélection -L/-W/-H + 5SmM 3-AT pour tester
I’interaction entre appat et proie via la transactivation du géne HIS3 (Figure 20a, panel bas).

Toutes les levures ont été capables de croitre sur le milieu dépourvu de leucine et de
tryptophane prouvant que la co-transformation avec les constructions en pPC97 et en pPC86 a été
efficace (Figure 20a, panel haut).

Les levures co-exprimant la NS4 du BTV-8 avec les formes courtes et longues des protéines
bovines WTAP, AATF, KANSL2, KIF12, PAWR, BRD2, LUC7L et CCHCR1 ont été capables de
croitre sur milieu (-L/-W/-H), ainsi que les levures co-exprimant la NS4 du BTV-27 avec les formes
courtes et longues des protéines bovines PAWR, KANSL2 et MAPK7 (Figure 20a, panel bas). Ces
résultats confirment les données obtenues précédemment lors des cribles sans a priori (Tableau 4).

Afin d’évaluer la spécificité de ces interactions, les proies cellulaires ont également été testées
en interaction avec la forme de NS4 qui n’a pas permis leur identification. Ainsi, et alors que ces
interactions n’avaient pas été identifiées initialement, la protéine NS4 du BTV-27 est également
capable d’interagir avec les protéines bovines LUC7L et CCHCRI1. A I’inverse, aucune interaction
entre la NS4 du BTV-27 et WTAP, AATF, KIF12, BRD2 n’a été mise en évidence. Quant a la NS4
du BTV-8, celle-ci ne semble pas capable d’interagir avec la protéine bovine MAPK7 (Figure 20a).

Cette ¢tude comparative des interactions entre les NS4 du sérotype 8 et 27 du BTV dans le
systeme double-hybride nous a permis d’identifier (Figure 20b) :

- des interacteurs cellulaires bovins communs pour les NS4 du BTV-8 et du BTV-27 : PAWR,
KANSL2, LUC7L et CCHCR1

- des interacteurs cellulaires spécifiques a la NS4 du BTV-8 : WTAP, AATF, KIF12 et BRD2

- un interacteur spécifique a la NS4 du BTV-27 : MAPK7
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Figure 20 : Validation et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et les NS4
du BTV-8 et du BTV-27 par le systéme de double-hybride en levure.
(a) Des levures exprimant NS4 de BTV-8 ou -27 fusionnées au domaine Gal4-BD ont été co-transformées avec des produits

de PCR codant la forme la plus courte (FC) et la forme la plus longue (FL) de chaque proie cellulaire comme indiquée en
présence du plasmide pPC86 pour permettre leur recombinaison et expression en fusion avec le domaine Gal4-AD
directement dans la levure. Les levures ont été étalées respectivement sur milieux -L/-W comme contréle de co-
transformation et -L/-W/-H comprenant SmM de 3-AT pour tester I’interaction entre appat et proie par transactivation du
geéne HIS3. (b) Les interactions de NS4 BTV-8/27 avec leurs proies cellulaires respectives ont été représentées sous forme
de cartes a I’aide du logiciel Cytoscape (version 3.9.0). Les interactions obtenues lors des cribles apparaissent sous forme
de traits pleins. Les traits pointillés représentent les interactions nouvellement identifiées lors du test illustré en (a).

2.2 Par GST pull-down

Afin de valider par une approche biochimique les interactions mises en évidence
précédemment, celles-ci, a ’exception des protéines BRD2, LUC7L et MAPKY7, ont été testées par
une méthode de co-purification par affinité, le GST pull-down (Figure 21).

Pour cela, des cellules HEK293T ont été co-transfectées avec les constructions exprimant la
GST seule ou fusionnée avec BTV8-NS4 ou BTV27-NS4 et les constructions exprimant I’étiquette
3xFlag fusionnée a WTAP, AATF, KANSL2, KIF12, PAWR ou CCHCRI. Les cellules ont été lysées
36 heures apres la transfection. Les lysats totaux et les complexes protéiques purifiés a I’aide de billes
de glutathion sépharose ont été analysés apres migration sur gel SDS-PAGE par western blot avec des
anticorps anti-GST ou anti-Flag.

L’ensemble des constructions 3xFlag a ét¢ correctement détecté dans les lysats totaux (Figure
21, panel bas). Les protéines BTV8-NS4, BTV27-NS4 fusionnées a la GST et la GST seule ont bien
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été purifiées par précipitation avec les billes de glutathion sépharose (Figure 21, panel milieu). Les
protéines AATF, KIF12, PAWR et CCHCRI1 ont été co-purifiées avec les protéines NS4 du BTV-8 et
du BTV-27 de maniére identique. La protéine WTAP a également été co-précipitée avec BTV8-NS4.
En comparaison, sa détection avec la NS4 du BTV-27 est beaucoup plus faible suggérant une tres
faible interaction entre ces deux protéines. La protéine KANSL2 ne semble pas interagir
spécifiquement avec NS4, les bandes observées révélant une liaison aspécifique avec 1’étiquette GST
ou avec les billes de glutathion sépharose (Figure 21, panel haut). La protéine PAWR a également été
détectée en purifiant la GST seule, cependant la bande observée est nettement moins intense que celles
visualisées avec les deux variants de NS4.

Les interactions entre la NS4 du BTV-8 et les protéines bovines WTAP, AATF, KIF12, PAWR
et CCHCRI1 sont confirmées par I’approche biochimique utilisée ici. Les protéines PAWR et CCHCR1
montrent aussi une interaction avec la NS4 du BTV-27, comme ce qui a ét€ observé en systéme levure.
Alors que I’interaction entre les protéines cellulaires KIF12 et AATF avec la NS4 du BTV-8 semblait
spécifique en levure, ici ces partenaires cellulaires ont aussi été capables d’interagir avec BTV27-NS4.
La spécificité d’interaction entre WTAP et NS4 du BTV-8 mise en évidence en systéme levure est
confirmée par la méthode de GST pull-down. L’interaction entre NS4 et KANSL2 n’est, par contre,
pas confirmée par cette approche.

Ainsi, les résultats obtenus par cette deuxiéme approche montrent :

- des interacteurs cellulaires bovins communs aux NS4 du BTV-8 et du BTV-27 : AATF, KIF12,
PAWR et CCHCRI1
- un interacteur spécifique a la NS4 du BTV-8 : WTAP
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Figure 21 : Test et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et les NS4 du BTV-
8 et du BTV-27 par la méthode de GST pull-down.

Des cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec 500 ng de vecteur exprimant la GST seule (contréle négatif) ou
fusionnée avec la protéine virale NS4 du BTV-8 ou du BTV- 27 et 500 ng de vecteur exprimant I’une des protéines bovines
sous sa forme entiére et fusionnée a une étiquette 3xFlag. Les cellules ont été lysées 36 heures aprés transfection et les
complexes protéiques purifiés a 1’aide de billes de glutathion sépharose. L’expression dans les lysats totaux des protéines
fusionnées au 3xFlag (panel du bas), la co-purification des protéines fusionnées a la GST (panel du milieu) et des protéines
fusionnées au 3xFlag (panel du haut) ont été analysées par western blot. Les protéines fusionnées a la GST et au 3xFlag
ont été détectées respectivement a 1’aide d’un anticorps anti-GST et anti-Flag. Les marqueurs de poids moléculaire sont
indiqués en kiloDalton (kDa).
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3. Etude du role des interacteurs cellulaires bovins de NS4 lors de I’infection par
le BTV-8

Un screening de I’ensemble des interacteurs de NS4 a été réalisé afin de comprendre le role de
chaque interaction établie entre la NS4 du BTV et les protéines cellulaires bovines identifi¢es. Pour
cela, des cellules bovines BUCEC ont été transfectées avec des siRNA ciblant spécifiquement chacun
des geénes codant pour les protéines d’intérét afin de bloquer leur expression ou en controle avec un
siRNA ne ciblant aucun de ces génes (siCTR). Les cellules ont ensuite été infectées avec une souche
de BTV-8 puis I’'impact de I’inhibition de chaque interacteur cellulaire sur I’infection virale a été
étudié.

L’inhibition de I’expression des interacteurs cellulaires et la réplication virale ont été évaluée
par RTqPCR. Le taux d’expression de VP5 et de NS3 du BTV a été étudié¢ par western blot et les
surnageants ont été titrés pour évaluer la production virale. L’efficacit¢ des siRNA a bloquer
I’expression des geénes cibles avait été évaluée au préalable. Tous les siRNA désignés spécifiquement
pour les genes bovins ont été testés et seuls les siRNA ciblant le gene codant pour KIF12 n’ont pas été
validés du fait d’une inhibition trop faible (section M&M 9.2). L’impact de 1’inhibition d’expression
de WTAP, AATF, CCHCRI1, PAWR, BRD2, LUC7L, MAPK7 et KANSL2 a donc été étudié.
Cependant, les résultats obtenus pour MAPK7 et KANSL2 ne sont pas montrés ici, seuls les résultats
ayant été confirmés par deux expériences menées indépendamment sont présentés ci-dessous. Enfin,
le titre viral n’a pour le moment été évalué que dans les expériences concernant WTAP et AATF.

3.1 Impact de ’inhibition de WTAP

Concernant la protéine WTAP, les cellules bovines BUCEC transfectées avec les siRNA ciblant
WTAP (siWTAP) ont présenté une quantité d’ARN codant pour WTAP diminuée d’environ 70% par
rapport aux cellules transfectées avec les siRNA contrdles (siCTR). Aucune différence significative
n’a été observée entre les cellules non infectées et infectées par le BTV-8, suggérant que I’infection ne
module pas I’expression de la protéine cellulaire (Figure 22a, graphique gauche).

Dans les cellules infectées et transfectées avec les sSiWTAP, la quantité d’ARN correspondant
au segment 1 du BTV est tres 1égerement diminuée par rapport aux cellules contrdles mais pas de
manicre significative (Figure 22a, graphique droit). Dans les cellules infectées ou I’expression de
WTAP est bloquée, le taux d’expression de VP5 et NS3 est environ deux fois plus faible que dans les
cellules contrdles (Figure 22b). De plus, le titre viral des surnageants correspondants aux cellules
transfectées avec le siWTAP est deux fois moins élevé que celui observé dans les surnageants des
cellules transfectées avec le siCTR (Figure 22¢). L’inhibition de I’expression de WTAP dans les
cellules bovines diminue donc le taux d’expression des protéines virales ainsi que la production virale,
suggérant un effet défavorable pour le BTV.

3.2 Impact de ’inhibition de AATF

La transfection des cellules bovines avec les siRNA ciblant AATF (siAATF) a permis de
diminuer la quantité¢ d’ARN codant pour AATF d’environ 85%. Par ailleurs, la transcription du géne
AATF n’est pas modulée par I’infection au BTV-8 (Figure 22d, graphique gauche). Dans les cellules
infectées et ou AATF n’est plus exprimée, la quantité d’ARN viral est deux a trois fois plus élevée par
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rapport aux cellules transfectées avec le siCTR (Figure 22d, graphique droit). Les protéines virales
VP5 et NS3 sont aussi deux a trois fois plus exprimées dans les cellules ou AATF est inhibée par
rapport aux cellules controles (Figure 22e). Le titre viral quant a lui est environ deux fois plus fort
lorsque 1’expression d’AATF est bloquée (Figure 22f). A I’inverse de WTAP, lorsque 1’expression
d’AATF est inhibée, le BTV-8 voit sa réplication et sa production augmentée.
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Figure 22 : Impact de P’inhibition d’expression des interacteurs bovins WTAP et AATF sur P’infection
par BTV-8.

Des cellules BUCEC ont été transfectées avec 25nM de siRNA ciblant les génes WTAP et AATF ou des siRNA non
spécifiques comme contrdle (siCTR). Vingt-quatre heures aprés, les cellules ont été infectées par le BTV-8 a la MOI de
0,02. Apres 24h d’infection, les surnageants des cellules ont été récoltés, les ARN totaux et les protéines totales ont été
extraits. Les graphiques ont été obtenus a I’aide du logiciel GraphPad Prism (version 9.3.1) a partir des résultats d’une
expérience comprenant des triplicats biologiques et étant représentative d’au moins deux expériences indépendantes. Un
test statistique de Student non apparié a été appliqué : les résultats ont été considérés non significativement différents si
p>0,05 (ns), significativement différent si p<0,05 avec *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 et **** p<0,0001. Les barres
d'erreur représentent les écarts types. L’effet de 1’inhibition de WTAP (a, b, ¢) et de AATF (d, e, f) sur I’infection par
BTV-8 a été évalué : (a et d) L’expression de I’ARNm codant pour WTAP ou AATF et celui correspondant au segment 1
du BTV a été évaluée par RTqPCR. La quantité relative a été calculée en fonction de la condition contréle (siCTR) et
normalisée avec le géne GAPDH. (b et e) L’expression des protéines VP5 et NS3 du BTV a été évaluée par western blot.
L’intensité des bandes observées a été quantifiée a 1’aide du logiciel imageJ. A partir de I’analyse d’image des triplicats
biologiques, le taux d’expression a été calculé de maniére relative par rapport a la condition contrdle (siCTR) et normalisée
avec ’expression de I’actine. (c et f) Les surnageants ont été titrés sur cellules BSR par la méthode de dilution limite et le
titre viral est exprimé en TCID50/ml.
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3.3 Impact de I’inhibition de CCHCR1

Les cellules bovines ayant été transfectées avec les siRNA ciblant CCHCR1 (siCCHCRI1) voient
leur quantité d’ARN codant pour cette protéine diminuée d’environ 75%. D’autre part, I’infection des
cellules par le BTV-8 n’a pas modul¢ la transcription de ce géne (Figure 23a, graphique gauche).
L’inhibition de I’expression de CCHCRI1 n’a pas d’effet sur la quantité d’ARN viral qui est identique
entre les cellules transfectées avec les siCCHCRI1 et les siCTR (Figure 23a, graphique droit). Dans
les cellules transfectées avec les siCCHCRI1, I’expression des protéines virales VP5 et NS3 est
largement diminuée par rapport aux cellules contrdles avec, environ, cinq fois moins de VPS5 et quatre
fois moins de NS3 détectées (Figure 23b). Bien que I’inhibition de CCHCR1 ne semble pas moduler
la réplication virale, la diminution de I’expression des protéines virales montre un impact défavorable
a la production virale.

3.4 Impact de I’inhibition de PAWR, BRD2 et LUC7L

La quantité d’ARN codant pour PAWR a été diminuée d’environ 80% dans les cellules bovines
transfectées avec les siPAWR. Cette quantité est similaire dans les cellules non infectées et infectées
par le BTV-8 (Figure 23¢, graphique gauche). L’inhibition de I’expression de PAWR dans les cellules
infectées entraine une augmentation de I’ARN viral, bien que cette augmentation ne soit pas
significative par rapport aux cellules transfectées avec les siCTR (Figure 23¢, graphique droit). Le
taux d’expression des protéines virales est similaire entre les cellules transfectées avec les siCTR et
les siPAWR (Figure 23d).

L’inhibition de I’expression de BRD2 dans les cellules bovines transfectées avec les siBRD2
est d’environ 65% et son expression n’a pas ét¢ modulée dans les cellules infectées (Figure 23e,
graphique gauche). La quantit¢ d’ARN viral est trés légerement augmentée dans les cellules
n’exprimant plus BRD2, cependant cette tendance n’est pas significative par rapport aux cellules
controles (Figure 23e, graphique droit). L’observation de I’expression des protéines virales VPS5 et
NS3 ne met pas en évidence d’effet significatif de 1’inhibition de I’expression de BRD2 dans les
cellules bovines (Figure 23f).

Dans les cellules transfectées avec les siLUC7L, la quantit¢ d’ARN de ce géne est diminuée
d’environ 75%. Aucune différence n’a été observée entre les cellules non infectées et les cellules
infectées par le BTV-8 (Figure 23g, graphique gauche). L’inhibition de I’expression de LUC7L dans
les cellules n’a pas modifié la quantité d’ARN viral détectée dans les cellules infectées (Figure 23g,
graphique droit), ni le taux d’expression des protéines virales (Figure 23h).

L’inhibition de I’expression des protéines PAWR, BRD2 et LUC7L dans les cellules bovines
n’a pas eu d’effet significatif sur la réplication virale ni sur I’expression des protéines du BTV. Aucun
role potentiel de ces interacteurs sur I’infection par BTV n’est mis en évidence par cette approche.
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Figure 23 : Impact de I’inhibition d’expression des interacteurs bovins CCHCR1, PAWR, BRD2 et
LUCT7L sur Pinfection BTV-8.
Des cellules BUCEC ont été transfectées avec 25nM de siRNA ciblant les génes CCHCR1, PAWR, BRD2 et LUC7L ou des
siRNA non spécifiques comme controle (siCTR). Vingt-quatre heures aprés, les cellules ont été infectées par le BTV-8 a
la MOI de 0,02. Aprés 24h d’infection, les surnageants des cellules ont été récoltés, les ARN totaux et les protéines totales
ont été extraits. Les graphiques ont été obtenus a I’aide du logiciel GraphPad Prism (version 9.3.1) a partir des résultats
d’une expérience comprenant des triplicats biologiques et étant représentative d’au moins deux expériences indépendantes.
Un test statistique de Student non apparié a été appliqué : les résultats ont été considérés non significativement différents
si p>0,05 (ns), significativement différents si p<0,05 avec *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 et **** p<0,0001. Les barres
d'erreur représentent les écarts types. L’effet de 1’inhibition de CCHCRI1 (a, b), de PAWR (¢, d), de BRD2 (e, f) et de
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LUCT7L (g, h) sur I’infection par BTV-8 a été évalué : (a, c, e, g) L’expression de ’ARNm codant pour chaque géne cible
et celui correspondant au segment 1 du BTV a été évaluée par RTqPCR. La quantité relative a été calculée en fonction de
la condition contrdle (siCTR) et normalisée avec le géne GAPDH. (b, d, f, h) L’expression de VP5 et NS3 du BTV a été
évaluée par western blot. L’intensité des bandes observées a été¢ quantifiée a I’aide du logiciel imagelJ. A partir de ’analyse
d’image des triplicats biologiques, le taux d’expression a été calculé de maniére relative par rapport a la condition contréle
(siCTR) et normalisée avec I’expression de 1’actine.

4. Caractérisation de Pinteraction NS4/WTAP

Comme montré précédemment, ’interaction entre NS4 et WTAP est la seule interaction
identifiée comme spécifique au sérotype 8 du BTV. En outre, I’inhibition d’expression de WTAP dans
les cellules bovines infectées par le BTV-8 entraine une diminution de la production virale ainsi que
de I’expression des antigénes viraux NS3 et VP5. La protéine WTAP semble donc jouer un role
proviral pour I’infection a BTV-8. Son absence d’interaction avec la NS4 du BTV-27 pourrait
expliquer en partie la différence de pathogénicité observée entre le sérotype 8 et le sérotype 27. C’est
pourquoi, nous avons cherché a caractériser plus finement cette interaction.

4.1 Etude du degré de conservation de I’interaction

4.1.1 Degré de conservation de l’interaction au niveau de ’héte

La capacité d’interaction observée entre la protéine bovine WTAP et la NS4 du BTV-8 mais
pas avec celle du BTV-27 pourrait étre liée a une spécificité d’hote sachant que le BTV-27 a été isolé
uniquement chez I’espéce caprine. La NS4 de BTV-27 serait alors susceptible d’interagir avec la forme
caprine de WTAP alors que la NS4 du BTV-8 c¢lle, le serait davantage avec la forme bovine. La
comparaison des séquences protéiques de WTAP bovin et caprin montre une grande conservation entre
les deux espéces, les deux formes ne différant que par 6 acides aminés (Figure 24a).

Aussi, la forme caprine de WTAP a été testée en interaction par GST pull-down avec les NS4
du BTV-8 et du BTV-27 (Figure 24b). La protéine WTAP caprine fusionnée a 1’étiquette 3xFlag a
bien été exprimée et détectée dans les lysats cellulaires (Figure 24b, panel bas). Les protéines virales
ont été précipitées grace a leur étiquette GST (Figure 24b, panel du milieu). WTAP caprin a été co-
précipitée avec la NS4 du BTV-8 mais trés peu avec celle du BTV-27 (Figure 24b, panel haut).

La NS4 du BTV-27 n’est donc pas davantage capable d’interagir avec la forme caprine de
WTAP par rapport a la forme bovine. Il n’y a pas de spécificité d’hote expliquant la différence
d’interaction de WTAP avec la NS4 du BTV-8 et celle du BTV-27.
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Figure 24 : Etude du degré de conservation de ’interaction entre les NS4 du BTV-8 et -27 et WTAP
caprin.

(a) Comparaison des séquences en aa des formes bovine et caprine de la protéine cellulaire WTAP. L’alignement des
séquences a été réalisé a I’aide du programme informatique Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
(b) Test d’interaction entre WTAP et NS4 par GST pull-down. Des cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec 500
ng de vecteur exprimant la GST seule (contrdle négatif) ou fusionnée avec la NS4 du BTV-8 ou -27 et 500 ng de vecteur
exprimant la protéine caprine WTAP fusionnée a une étiquette 3xFlag. Les lysats cellulaires sont récupérés 36 h aprées
transfection et les complexes protéiques sont purifiés a I’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées a
la GST et au 3xFlag sont détectées par western blot respectivement a 1’aide d’un anticorps anti-GST et anti-Flag.

4.1.2 Degré de conservation de l’interaction au niveau du virus

L’interaction entre WTAP et NS4 ne semblant pas spécifique a un type d’hodte, la capacité
d’interaction avec la NS4 du BTV-8 ou du BTV-27 pourrait s’expliquer par une spécificité liée au
sérotype pathogene BTV-8. Aussi, I’étude du degré de conservation de cette interaction avec d’autres
sérotypes classiques (pathogénes) et atypiques (non-pathogeénes) a été faite en choisissant les NS4 du
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BTV-1 et du BTV-4 pour les sérotypes classiques et les NS4 du BTV-25 et BTV-30 pour les sérotypes
atypiques.

L’alignement des séquences en acides aminés des NS4 montre une grande conservation entre
les trois sérotypes classiques. NS4 du BTV-1 présente deux mutations non synonymes par rapport a la
séquence du BTV-8, N6S et P34L alors que la NS4 du BTV-4 ne difféere que d’un aa, K8R. En
revanche, les trois séquences de NS4 des sérotypes atypiques BTV-27, -25 et -30 divergent davantage
entre elles avec 8 a 11 résidus différents, la NS4 du BTV-30 possédant méme deux aa supplémentaires
en C-terminal. Les NS4 des sérotypes atypiques sont par ailleurs assez éloignées de la séquence NS4
de BTV-8 avec 17 a 21 résidus différents (Figure 25a). Les séquences des NS4 des sérotypes -27, -25
et -30 de BTV se distinguent bien du groupe des NS4 de sérotypes classiques BTV-§, -1 et -4.

Afin de déterminer s’il existe une spécificité d’interaction liée au sérotype de BTV, la protéine
bovine WTAP a ensuite été testée en interaction avec I’ensemble de ces NS4. Pour ce faire, la méthode
biochimique de GST pull-down a été choisie (Figure 25b). Les huit NS4 fusionnées a I’étiquette GST
ont été efficacement exprimées et co-précipitées par affinité (Figure 25b, panel milieu). WTAP
fusionnée a I’étiquette 3x-Flag s’est également bien exprimée (Figure 25b, panel bas). Elle a été co-
purifiée avec les NS4 du BTV-8, -1, -25 et plus faiblement avec la NS4 du BTV-4. WTAP n’a été que
trés peu co-purifiée avec NS4 du BTV-27 et pas du tout avec NS4 du BTV-30 (Figure 25b, panel
haut). Ceci montre donc la capacit¢ de WTAP bovin a interagir préférentiellement avec des NS4 de
sérotypes classiques, BTV-8, -1 et -4 mais aussi avec la NS4 d’un sérotype atypique, le BTV-25.

Ces résultats suggeérent donc que I’interaction entre WTAP et NS4 n’est pas spécifique au
sérotype 8 du BTV ni méme aux sérotypes classiques.
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Figure 25 : Etude du degré de conservation de I’interaction entre WTAP bovin et les NS4 de sérotypes

classiques et atypiques du BTV.

(a) Comparaison des séquences en acides aminés des protéines NS4 des sérotypes classiques 8, 1, 4 et des sérotypes
atypiques 27, 25 et 30 du BTV. L’alignement des séquences a été réalisé a 1’aide du programme informatique Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (b) Test de I’interaction entre WTAP et NS4 par GST pull-down. Des
cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec 500 ng de vecteur exprimant la GST seule (contrdle négatif) ou fusionnée
avec la NS4 du BTV-8, -1, -4, -27, -25 ou -30 et 500 ng de vecteur exprimant la protéine bovine WTAP fusionnée a une
étiquette 3xFlag. Les lysats cellulaires ont été récupérés 36 h apres transfection et les complexes protéiques purifiés a I’aide
de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées a la GST et au 3xFlag ont été détectées respectivement par
western blot a 1’aide d’un anticorps anti-GST et anti-Flag. Les marqueurs de poids moléculaire sont indiqués en kiloDalton

(kDa).
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4.2 Identification de domaines protéiques d’interaction pour NS4 et WTAP

L’interaction entre WTAP et NS4 ne montrant pas de spécificité d’hote ni de sérotype, la
détermination des domaines protéiques essentiels a 1’interaction pourrait permettre de comprendre les
différences d’interaction de WTAP observées avec les NS4 du BTV-8 et du BTV-27.

4.2.1 Domaine minimum de NS4

Dans un premier temps et afin d’identifier aisément un domaine de NS4 du BTV-8 capable
d’interagir avec WTAP-bovin, un test d’interaction en systéme levure avec une recombinaison par
gap-repair a été réalisé. La séquence protéique de NS4 étant constituée de 77 acides aminés, un
fragmentome a été généré tous les 22 résidus en tronquant la protéine du c6té amino ou carboxy-
terminal. Pour cela, des amorces sens et anti-sens ont été congues tous les 66 nucléotides le long de la
séquence de BTV8-NS4. Ces amorces ont été fusionnées a des séquences spécifiques permettant la
recombinaison dans le vecteur pPC97-Gal4-BD (Tableau 7) linéarisé par restriction avec I’enzyme
Smal. A partir de 50 ng de matrice ADN (pDONR-NS4-BTVS), chaque fragment a été obtenu par PCR
selon le protocole utilisant la HotStarTaq (Qiagen) et décrit en section M&M 6.1.2.

Une souche de levure préalablement transformée avec le plasmide pPC86-Gal4-AD-WTAP, a
été mise en culture puis, transformée avec chaque produit de PCR généré et codant pour un fragment
de NS4 avec le vecteur pPC97 linéarisé. Aprés sélection des levures co-transformées sur un milieu
sélectif -L/-W, celles-ci ont été resuspendues et redéposées en parallele sur un milieu contrdle -L/-W
et sur un milieu sélectif des interactions -L/-W/-H + 5mM 3-AT (Figure 26a).

La croissance de chaque levure co-transformée est bien observée sur le milieu controle -L/-W,
montrant ainsi la co-expression de WTAP fusionnée a Gal4-AD et chaque domaine de NS4 fusionné
a Gal4-BD. Sur le milieu sélectif -L/-W/-H + 5 mM 3-AT, seules les levures exprimant WTAP et NS4
entiere (1-77) ou les domaines 1-55 et 22-55 ont été capables de croitre. A I’inverse, les domaines de
NS4 plus restreints 1-33, 1-11, 22-55, 22-33, 44-77, 44-55 et 66-77 n’ont pas permis la croissance des
levures.

Bien qu’a lui seul il ne soit pas capable d’interagir avec WTAP, le domaine 22-55, commun
aux domaines 1-55 et 22-77 qui interagissent avec WTAP, semble important a 1’établissement de
I’interaction (Figure 26b).
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Figure 26 : Cartographie de la région d’interaction de NS4 du BTV-8 avec WTAP bovin par systéme
Y2H.

(a) Différents fragments de NS4 du BTV-8 tronqués de séquences amino ou carboxy-terminales ont été obtenus par PCR
et recombinés avec le vecteur pPC97-Gal4-BD dans des levures exprimant WTAP bovin entiére fusionnée au domaine
Gal4-AD. L’axe vertical représente le premier aa et ’axe horizontal le dernier aa de chaque fragment de NS4 testé. Les
levures co-transformées sont ensuite étalées sur milieux -L/-W et -L/-W/-H supplémenté avec SmM de 3-AT pour tester
I’interaction, comme dans la Figure 20. (b) Représentation schématique du domaine minimum de NS4 identifi¢ comme
essentiel a I’interaction avec WTAP.

Afin de confirmer ’importance du domaine protéique 22-55 de NS4 du BTV-8 pour son
interaction avec WTAP bovin, une protéine chimérique a été générée en remplacant la séquence 22-
55 de NS4 du BTV-27 par celle de NS4 du BTV-8 (section 1). Cette chimére nommée BTV27-NS42*
SSBTVE-NSA 5 ¢été testée en interaction avec WTAP en comparaison avec les formes sauvages de BTVS-
NS4 et BTV27-NS4.

Un premier test par double-hybride en levure a été réalisé (Figure 27a). Des levures ont ainsi
¢été successivement transformées avec le pPC86-Gal4-AD vide ou codant pour WTAP-bovin puis avec
le pPC97-Gal4-BD vide ou codant pour la BTV8-NS4, BTV27-NS4, BTV27-NS422-35BTVE-NS4 gelon le
protocole décrit en section M&M 7.2.1. L’efficacité de co-transformation des levures a été vérifiée sur
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milieu de culture -L/-W (Figure 27a, panel haut) et I’interaction testée sur milieu -L/-W/-H + 3-AT
(Figure 27a, panel bas). Comme attendu, I’interaction entre WTAP et NS4 du BTV-8 est observée
alors qu’elle ne I’est pas avec NS4 du BTV-27. Le test avec la protéine chimére NS422-39BTV8-Ns4
en évidence une interaction avec WTAP.

a mis

Cette interaction a été vérifiée par GST pull-down (Figure 27b). La protéine chimeére BTV27-
NS42355BTVENSA fiysionnée a la GST a été purifiée a ’aide de billes de glutathion sépharose et détectée
de maniére comparable aux NS4 du BTV-8 et du BTV-27 (Figure 27b, panel milieu). WTAP
fusionnée a 1’étiquette 3xFlag a été co-précipitée avec la forme sauvage de NS4 du BTV-8 ainsi
qu’avec la protéine chimére BTV27-NS422-55BTVE-NS4 (Rjgure 27b, panel haut).

Les résultats de ces deux approches confirment I’importance du domaine 22-55 de BTV8-NS4
dans 1’établissement de 1’interaction avec WTAP. Cette séquence est donc essentielle pour établir
I’interaction dans un contexte ou la protéine NS4 est sous sa forme entiere.
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Figure 27 : Détermination de ’importance du domaine 22-55 de BTV8-NS4 dans I’interaction avec
WTAP bovin.

(a) Test d’interaction entre la protéine chimére BTV27-NS422-53BTVENS4 ot WTAP bovin en systéme Y2H. Des levures ont
été co-transformées avec le vecteur pPC86-Gal4-AD vide ou intégrant WTAP et le vecteur pPC97-Gal4-BD intégrant la
séquence BTV8-NS4, BTV27-NS4 ou BTV27-NS422-55BTV8-NS4 T eg levures ont été ensemencées sur milieu sélectif de co-
transformation -L/-W (panel haut) et sur milieu sélectif de I’interaction -L/-W/-H + SmM de 3-AT (panel bas). (b) Test
d’interaction entre la protéine chimérique BTV27-NS422-55BTVENS4 of WTAP par la méthode de GST pull-down en
comparaison avec les NS4 sauvages du BTV-8 et BTV-27.

4.2.2 Domaine minimum de WTAP bovin

Comme pour la détermination du domaine minimum de NS4 essentiel a I’interaction, un
fragmentome de WTAP bovin a été réalisé en systéme levure. WTAP étant composée de 396 acides
aminés, des domaines tronqués tous les 50 résidus ont été générés. Des amorces sens et anti-sens ont
ainsi été congues tous les 150 nucléotides le long de la séquence bovine de WTAP et fusionnées aux
séquences permettant la recombinaison dans le vecteur pPC86-Gal4-AD linéaris¢ par restriction avec
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I’enzyme Smal (Tableau 7). A partir de 50 ng de matrice ADN (pDONR-WTAP), chaque séquence
codant un fragment a été obtenue par PCR.

Une souche de levure transformée avec le plasmide pPC97-Gal4-BD-BTV8-NS4 a été
préalablement sélectionnée sur un milieu dépourvu de leucine et remise en culture pour étre co-
transformée avec chaque produit de PCR codant pour un domaine de WTAP et le vecteur pPC86-Gal4-
AD linéarisé. Les levures co-transformées ont été étalées sur milieux sélectifs comme décrit
précédemment (Figure 28a). La croissance de toutes les levures est observée sur le milieu sélectif -L/-
W, montrant ainsi la co-expression de BTV8-NS4 fusionnée a Gal4-BD et chaque domaine de WTAP
fusionné a Gal4-AD (Figure 28a, panel gauche). Sur le milieu -L/-W/-H + 5 mM 3-AT (Figure 28a,
panel droit), les levures exprimant les domaines de WTAP 1-396 a 1-250, 51-396 a 51-250, 101-396
a 101-250, 151-396 a 151-250 ont été capables de se développer. Celles exprimant les domaines plus
petits et délétés davantage du coté amino comme carboxy-terminal n’ont pas été capables de croitre.

Ces résultats permettent de définir le domaine 151-250 de WTAP comme le domaine minimal
d’interaction avec la NS4 du BTV-8 (Figure 28b).
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Figure 28 : Détermination du domaine de WTAP minimum a I’interaction avec NS4 du BTVS.

(a) Cartographie de la région d’interaction de la protéine bovine WTAP avec NS4 du BTV-8 par systtme Y2H. Les
différents fragments de WTAP ont été obtenus par PCR et recombinés avec le vecteur pPC86-Gal4-AD par gap-repair en
levure exprimant déja NS4 entiere fusionnée au domaine Gal4-BD. L’axe vertical représente le premier aa et I’axe
horizontal le dernier aa de chaque fragment de WTAP testé. Les levures co-transformées avec les vecteurs pPC86-Gal4-
AD et pPC97-Gal4-BD ont la capacité de croitre sur milieu -L/-W. La reconstitution du domaine complet Gal4 par
interaction des protéines fusionnées au domaine AD et BD permet la croissance des levures sur milieu -L/-W/-H
supplémenté avec SmM de 3-AT. (b) Représentation schématique du domaine minimum de WTAP essentiel a I’interaction
avec NS4.
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4.3 Détermination de la localisation cellulaire de I’interaction

WTAP est décrite comme une protéine nucléaire qui forme un complexe protéique avec
notamment la protéine METTL3 [100]. NS4 du BTV est connue pour avoir une localisation nucléaire
et nucléolaire [77]. Cependant dans certaines conditions expérimentales elle a également été observée
dans le cytoplasme [75].

L’interaction entre NS4 du BTV-8 et WTAP bovin a été mise en évidence par double-hybride
en levure et par GST pull-down. Ces approches ne permettent cependant pas de déterminer la
localisation subcellulaire de cette interaction. Aussi, la localisation de I’interaction de NS4 du BTV-8
avec la forme endogéne de WTAP a ¢été étudiée par un essai de ligature de proximité (Proximity
Ligation Assay, PLA) dans les cellules bovines BUCEC transfectées avec un plasmide codant pour la
NS4 fusionnée a la GFP. Cette technique permet de mettre en évidence une localisation a moins de 40
nm des deux partenaires protéiques par I’émission d’un signal au point de colocalisation et visible au
microscope a fluorescence. L’interaction directe entre WTAP et METTL3 ayant été décrite [100],
celle-ci a été choisie comme controle positif de PLA.

Dans un premier temps, I’expression des protéines ¢étudiées et leur détection par
immunofluorescence classique (IF) a été vérifiée. Ainsi, dans des cellules BUCEC non transfectées, le
co-marquage de WTAP et METTL3 endogenes a été réalisé¢ a I’aide d’anticorps spécifiques anti-
WTAP et anti-METTL3 et d’anticorps secondaires couplés a des fluorophores (Figure 29a, panel
haut). Dans les cellules transfectées avec peGFP-NS4-BTV8, un marquage de WTAP endogene a été
réalisé (Figure 29b, panel haut).

Par IF, METTL3 et WTAP ont bien ét¢ détectées, confirmant leur expression dans les cellules
BUCEC et D’efficacité des anticorps utilisés. Comme attendu, ces deux protéines présentent une
localisation nucléaire et ne semblent pas présentes au nucléole (Figure 29a, panel haut). Dans les
cellules exprimant NS4 fusionnée a la GFP, WTAP présente la méme localisation que celle observée
dans les cellules BUCEC non transfectées. NS4 fusionnée a la GFP présente elle, une localisation
nucléaire et surtout nucléolaire (Figure 29b, panel haut).

Dans un second temps, pour le test PLA, le méme co-marquage primaire METTL3/WTAP que
pour I’IF a été réalisé puis le marquage secondaire a été fait avec des anticorps secondaires anti-
anticorps de lapin et anti-anticorps de souris couplés aux sondes PLA (Figure 29a, panels milieu et
bas). Apres les étapes de ligature et d’amplification, les noyaux des cellules ont été marqués au Hoechst
et les cellules observées au microscope a épi-fluorescence. Des points de fluorescence correspondant
a un test PLA positif sont observés au niveau des noyaux. L’interaction METTL3/WTAP nous servant
ici de controle positif est bien mise en évidence par cette approche. L’observation a plus fort
grossissement (Figure 29a, panel bas) montre bien que cette interaction a lieu dans le noyau mais en
dehors des nucléoles, ceci correspondant a la localisation des deux protéines observées par IF.

Pour le test de colocalisation entre NS4 et WTAP, un marquage primaire utilisant des anticorps
anti-WTAP et anti-NS4 a été réalisé avant le marquage secondaire avec les anticorps couplés aux
sondes PLA puis la ligature des sondes et I’amplification du signal (Figure 29b, panel milieu et bas).
La visualisation du test met en évidence des points rouges au niveau du noyau mais en dehors des
nucléoles. WTAP et NS4 se situent donc a moins de 40 nm 1’'une de 1’autre dans le compartiment
nucléaire ou elles pourraient donc interagir.
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Figure 29 : Etude de co-localisation de WTAP et NS4 par la méthode de Proximity Ligation Assay (PLA).
(a) Des cellules BUCEC ont été ensemencées puis fixées a la PFA 48 h aprés. La détection et la localisation des protéines

METTL3 et WTAP a été vérifiée par une méthode d’immunofluorescence classique (panel haut) avec un anticorps lapin
anti-METTL3, un anticorps souris anti-WTAP et les anticorps secondaires anti-anticorps de lapin conjugué Alexa Fluor™
488 et anti-anticorps de souris conjugué Alexa Fluor™ 555. Les noyaux des cellules ont été marqués au Hoechst. La barre
d’échelle correspond a 50 um. Le test de PLA entre METTL3 et WTAP a été réalisé a I’aide du kit Duolink® in Situ (panel
milieu et bas). L’immunomarquage primaire des deux protéines a été réalisé dans les mémes conditions que pour I’IF
classique. Le marquage secondaire a ensuite été réalisé avec deux anticorps secondaires anti-anticorps de lapin et anti-
anticorps de souris, chacun couplé a un oligonucléotide et formant les sondes PLA lapin PLUS et souris MINUS. Apres
une étape de ligature et d’amplification, les noyaux ont ét¢ marqués au Hoechst et les cellules ont été visualisées au
microscope a épifluorescence.

(b) Des cellules BUCEC ont été ensemencées et, 24 h apres, transfectées avec peGFP-BTV8-NS4. Les cellules ont été
fixées a la PFA aprés 24 h d’incubation supplémentaires. La détection de WTAP dans les cellules exprimant la NS4
fusionnée a la GFP a été vérifiée par immunofluorescence (panel haut) avec I’anticorps souris anti-WTAP et 1’anticorps
secondaire anti-anticorps de souris conjugué Alexa Fluor™ 555. Les noyaux des cellules ont été marqués au Hoechst. La
barre d’échelle correspond a 50 um. Le test PLA entre NS4 et WTAP a été réalisé selon la méme méthode qu’en (a) avec
le marquage primaire de GFP-NS4 avec un anticorps lapin anti-NS4 dans les cellules BUCEC transfectées et fixées comme
dans le panel haut. (a et b) L’émission d’un signal PLA met en évidence la proximité a moins de 40 nm des deux protéines
d’intérét immunomarquées. Les barres d’échelle de la ligne centrale correspondent a 50 pm et de la ligne basse a 10 um.

5. Validation et comparaison des interactions entre les protéines bovines et les
protéines NS5, NS5a du BTV-8, NS5 du BTV-27

A D'instar des interactions impliquant NS4, celles impliquant NS5/NS5a du BTV-8 et NS5 du
BTV-27, identifiées au moins trois fois lors du crible par double-hybride en levure, ont également été
¢tudiées (Tableau 5). Dans un premier temps, 1’ensemble de ces interactions a été retesté en systéme
levure ainsi que par une méthode biochimique, et cela de maniére comparative entre BTV8-NSS,
BTV8-NS5a et BTV27-NS5. Dans un second temps, I’étude du rdle de ces interactions dans I’infection
par le BTV-8 a été réalisée par inhibition de I’expression des interacteurs cellulaires de NS5 et NS5a.

5.1 Par double-hybride en levure

Suite au crible Y2H ayant permis 1’identification sans a priori des interacteurs de NS5/NS5a
du BTV-8 et de NS5 du BTV-27 (Tableau S), et comme pour les interacteurs cellulaires de NS4, la
séquence minimale et la séquence la plus longue des proies cellulaires identifiées trois fois ou plus ont
¢été sélectionnées. C’est ainsi que les protéines bovines C1QBP, MEGF6, GRN, hnRNPK et MATN2
ont été testées en interaction avec NS5 et NS5a du BTV-8 et NS5 du BTV-27 (Figure 30).

Afin de réaliser ces tests d’interaction, la méme approche que pour les interacteurs de NS4 a
été utilisée (section 2.1). Les levures co-transformées avec les constructions en pPC97/pPC86 ont été
sélectionnées sur milieu (-L/-W) (Figure 30a, panel haut), et d’autre part sur milieu (-L/-W/-H + 5
mM 3-AT) pour tester 1’interaction entre appat et proie via la transactivation du géne HIS3 (Figure
30a, panel bas). Comme attendu d’aprés les résultats de la recherche effectuée sans a priori, les
interactions entre NS5 du BTV-8 et les protéines bovines MEGF6, GRN, hnRNPK et MATN?2 sont ici
confirmées avec leurs formes courtes et longues. C’est également le cas pour I’interaction de NS5a du
BTV-8 avec C1QBP, hnRNPK et MATN?2, ainsi que pour I’interaction de NS5 du BTV-27 avec
C1QBP, MEGF6 et MATN2 (Figure 30a). L’¢tude comparative met en évidence des interactions
supplémentaires entre NS5 du BTV-8 et C1QBP, ainsi qu’entre NS5 du BTV-27 et GRN, et enfin entre
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la NS5a du BTV-8 et MEGF6 et GRN. Seule I’interaction entre hnRNPK et NS5/NS5a du BTV-8
semble spécifique de ce sérotype, les autres interactions étant partagées avec NS5 du BTV-27 (Figure
30b).

Ainsi, pour NS5/NS5a du BTV-8 et NS5 du BTV-27 ont été identifié :

- des interacteurs cellulaires bovins communs pour les trois variants de NS5 : CIQBP, MEGF6,
GRN et MATN2
- un interacteur cellulaire spécifique au sérotype 8 : hnRNPK

a
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Figure 30 : Validation et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et NS5/ NS5a
du BTV-8 et NS5 du BTV-27 par le systéme de double-hybride en levure.

(a) Des levures exprimant NS5 ou NS5a de BTV-8 ou NS5 du BTV-27 fusionnées au domaine Gal4-BD ont été co-
transformées avec des produits de PCR codant la forme la plus courte (FC) et la forme la plus longue (FL) de chaque proie
cellulaire, comme indiquée en présence du plasmide pPC86, pour permettre leur recombinaison et expression en fusion
avec le domaine Gal4-AD directement dans la levure. Les levures ont été étalées respectivement sur milieux -L/-W comme
contréle de co-transformation et -L/-W/-H comprenant SmM de 3-AT pour tester I’interaction entre appat et proie par
transactivation du géne HIS3. (b) Les interactions de NS5/NS5a des BTV-8/27 avec leurs proies cellulaires respectives ont
été représentées sous forme de cartes a 1’aide du logiciel Cytoscape (version 3.9.0). Les interactions obtenues lors des
cribles apparaissent sous forme de traits pleins. Les traits pointillés représentent les interactions nouvellement identifiées
lors du test illustré en (a).

BTV8-NS5 %

5.2 Par GST pull-down

Les protéines bovines hnRNPK, C1QBP et GRN fusionnées a I’étiquette 3xFlag ont été testées
de maniere comparative en interaction avec NS5/NS5a du BTV-8 et NS5 du BTV-27 fusionnées elles,
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a I’¢étiquette GST par la méthode de GST pull-down. Des cellules HEK293T co-transfectées avec les
constructions exprimant 1’étiquette 3xFlag fusionnée a hnRNPK, CIQBP ou GRN et les constructions
exprimant la GST seule ou fusionnée avec BTV8-NS5, BTV8-NS5a ou BTV27-NS5 ont été lysées 36
heures apres. Les lysats totaux et les complexes protéiques purifiés sur billes de glutathion sépharose

ont été migrés sur gel SDS-PAGE puis analysés par western blot avec des anticorps anti-GST ou anti-
Flag (Figure 31).

Les protéines hnRNPK, CIQBP et GRN ont été correctement exprimées et détectées dans les
lysats totaux (Figure 31, panel bas). Les protéines GST seules et fusionnées a la NS5, NS5a du BTV-
8 et NS5 du BTV-27 ont été correctement précipitées (Figure 31, panel milieu). L analyse par western
blot des complexes protéiques montre que les protéines hnRNPK et GRN ont été co-purifiées de
manicre aspécifique avec la GST seule ou avec les billes de glutathion sépharose. Aussi, il n’est pas
possible de conclure quant a leur interaction ou non avec BTV8-NS5, BTV8-NS5a et BTV27-NS5. La
protéine C1QBP a été co-purifiée avec NS5 et NS5a du BTV-8 mais également avec la NS5 du BTV-
27.

La méthode de GST pull-down permet donc de valider I’interaction entre C1QBP et NS5 du
BTV. En accord avec les résultats obtenus en systéme levure, cette interaction est conservée avec la
forme plus courte de NS5 du BTV-8, NS5a et avec NS5 du BTV-27.

3xFlag : hnRNPK bovin C1QBP bovin GRN bovin
© Tp) © ©
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2 2 2 22 2 22z
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Figure 31 : Test et comparaison des interactions entre les protéines cellulaires bovines et NS5/NS5a du
BTV-8 et NS5 du BTV-27 par la méthode de GST pull-down.
Des cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec 500 ng de vecteur exprimant la GST seule (contréle négatif) ou

fusionnée avec NS5 ou NS5a du BTV-8 ou NS5 du BTV- 27 et 500 ng de vecteur exprimant 1’une des protéines bovines
sous sa forme entiére et fusionnée a une étiquette 3xFlag. Les cellules ont été lysées 36 heures apres transfection et les
complexes protéiques ont été purifiés a 1’aide de billes de glutathion sépharose. L’expression dans les lysats totaux des
protéines fusionnées au 3xFlag (panel du bas), la co-purification des protéines fusionnées a la GST (panel du milieu) et des
protéines fusionnées au 3xFlag (panel du haut) a été analysée par western blot. Les protéines fusionnées a la GST et au
3xFlag ont été détectées respectivement a 1’aide d’un anticorps anti-GST et anti-Flag. Les marqueurs de poids moléculaire
sont indiqués en kiloDalton (kDa).
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6. Etude du role des interacteurs cellulaires bovins de NS5 lors de ’infection par
le BTV-8

Afin de déterminer le role des interactions établies entre NS5 du BTV et les protéines cellulaires
bovines identifiées précédemment, I’impact de I’inhibition de ces protéines cellulaires sur 1’infection
par BTV a été évalué. La méme approche que pour les interacteurs de NS4 a été suivie en inhibant
I’expression des protéines d’intérét par transfection des cellules BUCEC avec des siRNA spécifiques
avant leur infection par le BTV-8 (section 3).

En amont de 1’étude présentée ici, I’efficacité de 1’inhibition de I’expression des geénes par les
siRNA a ¢été évaluée. L’inhibition de MATN2 et MEGF6 par transfection des siRNA ne s’est pas
révélée assez efficace, le role de ces interacteurs n’a donc pas pu €tre évalué. L’impact de I’inhibition
d’expression des protéines hnRNPK, C1QBP et GRN a été ¢étudié. Seuls les résultats ayant été
confirmés par deux expériences menées indépendamment sont présentés ci-dessous, ce qui a amené a
¢carter les résultats obtenus pour GRN.

La transfection des cellules bovines avec les siRNA hnRNPK a permis de diminuer la quantité
d’ARN codant pour hnRNPK de plus de 90%. D’autre part, I’infection des cellules par BTV-8 n’a pas
induit de modulation significative de I’expression de hnRNPK (Figure 32a-graphique gauche). Dans
les cellules dont I’expression de hnRNPK est bloquée, la quantit¢ d’ARN viral détectée suite a
I’infection par le BTV-8 est treés 1égérement augmentée par rapport aux cellules transfectées avec les
siCTR, mais cette tendance n’est pas significative (Figure 32a-graphique droite). Dans les cellules
n’exprimant plus hnRNPK, le taux d’expression de VP5 et NS3 est également légerement augmenté
sans que cela soit statistiquement significatif (Figure 32b). Bien qu’une tendance a 1’augmentation de
la réplication virale et de I’expression des protéines du BTV soit observée, 1’inhibition de 1’expression
de hnRNPK dans les cellules bovines ne montre pas d’effet net sur I’infection par le BTV-8.

La quantité¢ d’ARN codant pour C1QBP a été diminuée d’environ 85% dans les cellules bovines
transfectées avec les siC1QBP. Aucune différence de taux d’ARN messager codant C1QBP n’est mise
en évidence entre les cellules non infectées et infectées (Figure 32¢c-graphique gauche). Bien que la
quantit¢ d’ARN viral semble supérieure dans les cellules transfectées par les siC1QBP par rapport a
celles transfectées avec les siCTR, cette différence n’est pas significative (Figure 32¢-graphique droit).
En revanche, I’expression des protéines virales est plus importante dans les cellules dont I’expression
de C1QBP est bloquée, surtout celle de VP5 qui est trois fois plus exprimée (Figure 32d). L’inhibition
de C1QBP augmentant I’expression des protéines virales semble donc favoriser I’infection par BTV.
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Figure 32 : Impact de I’inhibition d’expression des interacteurs bovins hnRNPK et C1QBP sur I’infection
BTV-8.

Des cellules BUCEC ont été transfectées avec 25nM de siRNA ciblant les génes AnRNPK et C1QBP ou des siRNA non
spécifiques comme contrdle (siCTR). Vingt-quatre heures aprés, les cellules ont été infectées par le BTV-8 a la MOI de
0,02. Apres 24 h d’infection, les surnageants des cellules ont été récoltés, les ARN totaux et les protéines totales ont été
extraits. Les graphiques ont été obtenus a 1’aide du logiciel GraphPad Prism (version 9.3.1) a partir des résultats d’une
expérience comprenant des triplicats biologiques et étant représentative d’au moins deux expériences indépendantes. Un
test statistique de Student non apparié a été appliqué : les résultats ont été considérés non significativement différents si
p>0,05 (ns), significativement différents si p<0,05 avec *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 et **** p<0,0001. Les barres
d'erreur représentent les écarts types. L’effet de I’inhibition de hnRNPK (a,b) et de C1QBP (¢, d) sur I’infection par BTV-
8 a été évalué : (a, ¢) L’expression de I’ARNm codant pour chaque géne cible et celui correspondant au segment 1 du BTV
a été évaluée par RTqPCR. La quantité relative a été calculée en fonction de la condition contréle (siCTR) et normalisée
avec le géne GAPDH. (b, d) L’expression de VP5 et NS3 du BTV a été évaluée par western blot. Le taux d’expression a
été calculé de maniére relative par rapport a la condition contrdle (siCTR) et normalisée avec I’expression de ’actine.
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Discussion

A travers ce projet, nous avons pu identifier des partenaires cellulaires bovins interagissant
avec les protéines NS4 et NS5 du virus de la fiévre catarrhale ovine. Nous avons également pu mettre
en évidence que certains d’entre eux modulaient 1I’infection virale et, enfin nous avons caractérisé plus
finement I’interaction de la protéine virale NS4 avec la protéine bovine WTAP.

1. Validation des interactions

1.1 Clonage des interacteurs

Les séquences codantes pour les protéines cellulaires BRD2, LUC7L, MAPK7, MEGF6 et
MATN?2, partenaires de NS4 ou NS5 identifiés par double-hybride en levure, n’ont pas pu étre
amplifiées a partir de la banque d’ADN complémentaires issue des cellules bovines MDBK. Ceci
pourrait étre di a une trop faible représentation de ces séquences dans la banque. Nous n’avons pas
d’informations concernant la diversité de cette banque, aussi son analyse par séquencage a haut débit
permettrait de connaitre la représentation des ORFs d’intérét. Nous envisageons d’insérer ces ORFs
dans le vecteur plasmidique pDONR par synthése de géne auprés d’un prestataire. Nous pourrions
alors les sous-cloner dans les vecteurs de destination adéquats et ainsi étudier leur interaction avec

NS4 ou NS5.

1.2 Comparaison des tests d’interaction par Y2H et GST pull-down

1.2.1 Tests d’interaction par Y2H

Toutes les interactions identifiées lors des cribles par systeme de double-hybride en levure
(Y2H) ont été confirmées par le test binaire en Y2H. Pour chaque protéine cellulaire, son interaction
avec NS4 ou NS5/NS5a a été validée avec sa forme courte et sa forme longue.

Le test binaire des interactions mené de maniére comparative entre les protéines du BTV-8 et
du BTV-27 a montré ’intérét de pouvoir mettre en évidence des interactions non retrouvées dans les
cribles. Ainsi, bien que ces interactions n’aient pas ét¢ identifiées initialement, 4 interacteurs sur les 9
ont été trouvés communs aux deux variants de NS4 ; les protéines PAWR, KANSL2, LUCTL et
CCHCRI. Quatre interacteurs se révelent spécifiques au sérotype 8 du BTV ; WTAP, AATF, KIF12
et BRD2 et un spécifique du BTV-27 ; MAPK7. En ce qui concerne les interactions étudiées avec les
protéines NS5 et NS5a du BTV, seule I’interaction avec la protéine cellulaire hnRNPK s’est révélée
spécifique du sérotype 8, les autres €tant partagées entre le BTV-8 et le BTV-27 a savoir C1QBP,
GRN, MEGF6 et MATN2 (Tableau 10). NS5a du BTV-8 a une séquence plus courte que NS5 du
BTV-8 correspondant & une forme tronquée des 9 premiers acides aminés. Toutes les interactions étant
conservées avec NS5a, la partie N-terminale de NS5 ne serait probablement pas impliquée dans
I’établissement des interactions.

1.2.2  Tests d’interaction par GST pull-down

Six des 9 protéines cellulaires sélectionnées pour NS4 ont été testées en interaction avec les
protéines NS4 du BTV-8 et BTV-27 par la méthode de GST pull-down : WTAP, AATF, KANSL2,
KIF12, PAWR et CCHCRI. Les interacteurs PAWR et CCHCR1 déterminés comme communs aux
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deux NS4 par le test binaire Y2H ont aussi été confirmés par GST pull-down. Parmi les interacteurs
déterminés spécifiques au BTV-8 apres le test Y2H, AATF et KIF12 ont montré qu’ils étaient capables
d’interagir également avec BTV27-NS4 en GST pull-down. Seule I’interaction entre NS4 et WTAP
s’est révélée spécifique a la souche BTV-8 par cette approche biochimique. Trois des 5 protéines
bovines identifiées ont pu étre testées en interaction avec NS5/NS5a du BTV-8 et NS5 du BTV-27 ;
hnRNPK, GRN et C1QBP. L’interaction entre C1QBP et les trois variants de NS5 a ainsi été confirmée
(Tableau 10).

Par la méthode de GST pull-down, les interactions NS4/KANSL2, NS5/GRN et NS5/hnRNPK
n’ont pas été validées du fait d’une liaison aspécifique des protéines cellulaires avec 1’étiquette GST
ou les billes de glutathion sépharose. La spécificité d’interaction entre hnRNPK et NS5/NS5a du
sérotype 8 du BTV n’a, par conséquent, pas pu étre confirmée par cette approche. Afin de palier a ce
probléme, un GST pull-down pourrait €tre réalisé en inversant les étiquettes fusionnées aux protéines
d’intérét, c’est-a-dire avec les protéines bovines fusionnées a la GST et NS4 ou NS5 a I’étiquette
3xFlag.

Tableau 10 : Bilan comparatif des tests d’interaction réalisés par Y2H et par GST pull-down.
nt : non testé / nd : non déterminé

Test binaire

Protéine Protéine GST pull-down
. . Y2H
virale cellulaire Interaction Spécificité Interaction Spécificité
WTAP Oui BTV-8 Oui BTV-8
AATF Oui BTV-8 Oui Commun
KIF12 Oui BTV-8 Oui Commun
BRD2 Oui BTV-8 nt
NS4 MAPK7 Oui BTV-27 nt
KANSL2 Oui Commun nd
PAWR Oui Commun Oui Commun
LUC7L Oui Commun nt
CCHCRI1 Oui Commun Oui Commun
hnRNPK Oui BTV-8 nd
GRN Oui Commun nd
NS5/NS5a C1QBP Oui Commun Oui Commun
MEGF6 Oui Commun nt
MATN2 Oui Commun nt

Les différences observées entre les résultats obtenus en Y2H et par la méthode biochimique
peuvent s’expliquer par le fait que ce sont les formes enticres des protéines cellulaires qui ont été
testées en GST pull-down. Ceci suggere que pour établir et maintenir 1’interaction entre les deux
protéines, la forme native assurant la bonne conformation des protéines est nécessaire. Les méthodes
de validation des interactions utilisées dans ce projet se sont révélées complémentaires. Le test binaire
en levure a permis de valider rapidement et sans difficult¢ de clonage les résultats obtenus lors du
crible initial. Le GST pull-down a permis, d’abord de confirmer les interactions et, ensuite de mieux
identifier celles qui sont réellement spécifiques a un sérotype du BTV. La GST faisant 25 kDa, cette
approche utilise une étiquette de fusion de taille importante qui pourrait toutefois géner 1’établissement
ou la stabilité de certaines interactions. Aussi, le recours a une troisiéme méthode de test d’interaction
est envisagé notamment pour les interactions n’ayant pas été confirmées par I’approche biochimique.
L’essai de ligature de proximité (PLA) pourrait étre utilisée et présente I’avantage de pouvoir visualiser
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au sein méme de la cellule le lieu de la colocalisation ainsi que de pouvoir étudier les interactions sans
surexpression des protéines d’intérét. Cependant, la technologie est assez onéreuse et est contrainte
par D'utilisation d’anticorps spécifiques qui doivent étre d’especes différentes et permettre la
reconnaissance des deux partenaires protéiques par immunofluorescence [101]. Dans 1’idée de
visualiser une interaction directement dans la cellule et méme de pouvoir mettre en lumicre d’éventuels
phénoménes de relocalisation des partenaires protéiques, ['utilisation de petites molécules
fluorescentes bipartites est envisagée. L’étude des interactions par la méthode Bimolecular
Sfluorescence complementation (BiFC) est basée sur la reformation d’une molécule fluorescente lorsque
ses deux fragments, fusionnés a des protéines d’intérét, sont réunis par 1’interaction entre les deux
protéines [102].

De manicre globale, moins de spécificités d’interaction liées aux sérotypes du BTV ont été
mises en évidence que celle supposées d’apres les résultats des cribles. Ceci montre 1’intérét d’étudier
les interactions protéine/protéine par différentes méthodes afin d’établir et d’affiner les cartographies
d’interaction comparée entre protéines virales.

2. Etude fonctionnelle

2.1 Inhibition de ’expression des interacteurs cellulaires

Afin de déterminer si les interacteurs cellulaires identifiés jouaient un réle important dans
I’infection par BTV, nous avons choisi d’inhiber leur expression et d’évaluer I’impact sur la réplication
et la production virale. L’utilisation de siRNA a été choisie car elle présente 1’intérét de pouvoir étudier
un nombre important de cibles cellulaires. La synthese a facon des siRNA pour inhiber I’expression
des protéines bovines étudiées et 1’utilisation des cellules endothéliales BUCEC nous a permis de
travailler dans un modele proche de I’hdte naturel bovin du BTV. Il est cependant a noter que les
couples de siRNA ciblant KIF12, MEGF6 et MATN2 ont été évalués trop peu efficaces. Aussi, le
design d’autres siRNA ou I’utilisation d’un mélange plus important de siRNA, voire de la technique
de CRISPR/Cas9, sont envisagés afin d’étudier la fonction de ces interacteurs.

2.2 Impact de leur inhibition sur ’infection par BTV-8

Bien que I’inhibition de I’expression de MAPK7, KANSL2 et GRN ait été efficace dans les
cellules bovines, les résultats obtenus a 1’issue de deux expériences indépendantes ne permettent pas
de conclure quant a leur impact sur I’infection par BTV. Des expériences supplémentaires seront a
réaliser afin de déterminer si I’inhibition de leur expression a un impact sur I’infection virale. A ’heure
actuelle, avec un taux d’inhibition compris entre 65 et 95%, I’impact de six interacteurs de NS4 et
deux interacteurs de NS5 sur I’infection par BTV-8 a pu étre évalué. La quantité¢ de ’ARN viral
correspondant au segment 1, ’expression de VP5 et NS3 et le titre viral ont été les parameétres étudiés
pour évaluer la modulation de I’infection virale. Par ’analyse de ces parameétres, aucun effet
significatif sur I’infection virale n’a été¢ observé avec 1’inhibition des interacteurs de NS4, BRD2,
PAWR, LUCT7L ni avec I’interacteur de NS5, hnRNPK. L’effet des autres interacteurs cellulaires
étudiés est décrit ci-dessous.
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2.2.1 Effet des interacteurs cellulaires de NS4 : AATF, CCHCRI et WTAP

L’¢tude fonctionnelle par inhibition de leur expression suggére un role antiviral de AATF et un
role proviral de CCHCR1 et WTAP.

- AATF:

L’inhibition de I’expression de la protéine bovine AATF a engendré une augmentation de la
quantité¢ d’ARN viral ainsi que I’augmentation de I’expression protéique VPS5 et NS3 et du titre viral.
Par corrélation, lorsqu’elle est présente dans la cellule infectée par le BTV-8, AATF jouerait un role
antiviral (Figure 33).

Plusieurs fonctions de cette protéine cellulaire ont été décrites. AATF est en premier lieu
identifiée comme un facteur de transcription antagoniste de 1’apoptose. En effet, elle serait capable
d’inhiber directement les fonctions de la protéine pro-apoptotique PAWR et aussi de réguler
négativement les génes pro-apoptotiques et positivement les génes anti-apoptotiques [103]. Le virus
de la FCO est connu pour engendrer 1’apoptose des cellules [104]. En s’associant a AATF, NS4
pourrait contrer son action anti-apoptotique, ce qui pourrait expliquer 1’effet cytopathique plus
important observé par Ratinier et collaborateurs dans des cellules ovines infectées par le BTV-8
sauvage en comparaison du virus n’exprimant pas NS4 [77]. Dans le cas de nos études fonctionnelles,
nous pourrions analyser par western blot I’activation des caspases, marqueurs de 1’activation de la voie
d’apoptose en réponse a la surexpression de NS4 ou a I’infection par le BTV sauvage en comparaison
avec le virus délété de la NS4. Cela nous permettrait de comprendre, suite a 1’infection par BTV-8,
comment AATF et NS4 modulent 1’apoptose.

Parmi ces autres propriétés, AATF posseéde une localisation principalement décrite comme
nucléolaire et son interaction avec I’ARN polymérase I et la sous unité hRPB11 de I’ARN polymérase
IT a été mise en évidence. AATF participe ainsi a la maturation des ARN ribosomaux et a la biogenése
des ribosomes [105,106]. AATF pourrait également jouer un role dans I’immunité en interagissant
avec la protéine STING (Stimulator of Interferon Genes) au niveau de la membrane nucléaire [107].
AATF a ¢té identifice a la fois comme facteur de restriction a I’infection par le virus de
I’immunodéficience humaine de type I (HIV-1) et comme la cible d’un microARN codé par le virus
[108]. L’interaction d’AATF avec NS4 pourrait se localiser dans le compartiment nucléolaire. Des
expériences de PLA ou de BiFC pourraient étre réalisées afin de déterminer cette localisation
d’interaction et d’apporter des pistes quant aux fonctions d’AATF et I’impact de NS4 sur ses fonctions.

- CCHCRI:

L’inhibition de I’expression de CCHCR1 dans les cellules bovines a eu pour conséquence de
diminuer ’expression de VP5 et NS3, mais n’a cependant pas eu d’effet sur la quantité d’ARN viral.
Ces résultats suggerent que lorsque CCHCRI est présente dans la cellule, elle jouerait un réle proviral
pour le BTV-8 au cours de I’infection (Figure 33).

La protéine CCHCRI1 est associée dans le cytoplasme aux processing bodies (p-bodies) qui
sont composés d’ARNm réprimés et de protéines de dégradation des ARN dont EDC4 avec qui
CCHCRI interagit [109,110]. Ces granules sont le si¢ge d’une restriction traductionnelle des ARNm
[111]. De plus, CCHCRI1 est capable d’interagir avec la sous-unité 3 de I’ARN polymérase II (RPB3)
et ainsi de la séquestrer au cytoplasme, ce qui a pour conséquence d’inhiber la transcription des ARN
médiée par I’ARN polymérase II [112]. Par ailleurs, CCHCRI1 a été identifiée comme interagissant
avec la protéine virale E2 du papillomavirus humain de type 16 (HPV16). E2 qui est normalement
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localisée au noyau et de maniére diffuse au cytoplasme, est relocalisée par CCHCR1 sous forme de
point dans le cytoplasme. Cette interaction rentre en compétition avec 1’interaction établie entre E2 et
BRD4 qui confére a la protéine virale des propriétés transcriptionnelles pour le génome viral et pour
les genes cellulaires. Son interaction avec CCHCR1 module donc ses propriétés et pourrait favoriser
le risque de développement de cancer suite a 1’infection virale [113]. Le fait que NS4 soit capable
d’inhiber la transcription cellulaire pourrait s’expliquer par sa capacité a interagir avec CCHCRI. 1l
est envisageable que par sa localisation nucléaire et nucléolaire, NS4 puisse délocaliser CCHCR1 dans
ce compartiment cellulaire ot CCHCR1 pourrait alors plus facilement recruter RPB3 pour ensuite
I’amener et la séquestrer au cytoplasme. NS4 pourrait ainsi inhiber la transcription cellulaire médiée
par ’ARN polymérase II. 1l serait donc intéressant de préciser la localisation de CCHCRI1 et de NS4
au cours de I’infection ou en surexpression de NS4 pour déterminer un potentiel phénomene de
relocalisation de 1I’un ou de 1’autre des partenaires. La localisation de RPB3 pourrait ¢galement étre
¢tudiée dans des cellules surexprimant ou non la protéine NS4 du BTV.

- WTAP:

L’inhibition de I’expression de WTAP n’a pas entrainé de modification de la quantité¢ d’ARN
viral, cependant une diminution du titre viral ainsi qu’une diminution de I’expression de VPS5 et de
NS3 ont été observées. Aussi, I’expression de WTAP dans les cellules bovines favoriserait 1’infection
par le BTV-8 (Figure 33).

WTAP appartient & un complexe protéique catalysant la m6A méthylation des ARN dans lequel
elle interagit notamment avec les méthyltransférases METTL3 et METTL14 [114]. WTAP assure la
localisation de ce complexe au niveau des speckles nucléaires ou sont présents des facteurs d’épissage
des ARNm [115]. La m6A méthylation est 'une des modifications les plus abondantes des ARN
cellulaires et se traduit par I’ajout d’un groupement méthyle sur le carbone 6 de 1’adénosine [116]. Elle
joue un réle important dans les étapes de maturation, d’épissage, d’exportation, de traduction et de
dégradation des ARN [117]. C’est une modification dynamique et réversible, elle module 1’expression
de nombreux genes impliqués dans beaucoup de processus cellulaires dont la réponse immunitaire
innée [118,119]. Cette modification est également retrouvée dans les ARN viraux issus d’un large
éventail de virus, 8 ARN comme a ADN et peut avoir des réles opposés dans la réplication de différents
virus [117,120]. Par exemple, il a ét¢ montré que la m6A méthylation des ARN des virus de I’hépatite
B et C donnait un avantage au virus car elle empécherait leur reconnaissance par RIG-I et MDAS et
par conséquent I’induction de la réponse immunitaire innée [121]. De plus, la m6A méthylation
pourrait réguler négativement la réponse a Dlinterféron de type I en augmentant le taux de
renouvellement de ’ARNm codant I’'ITFN-f [122]. Il a également ét¢ montré que le taux d’expression
de WTAP pouvait étre diminu¢ dans des cellules infectées par le virus Sendai ou encore par le virus
de la stomatite vésiculaire. Ceci ayant pour conséquence de diminuer la modification m6A, et donc la
traduction, des ARNm codant pour IRF3 et pour la sous-unité 1 du récepteur IFNAR1, ce qui entraine
une inhibition de la réponse antivirale médiée par ’IFN-o/p [123].

NS4 ayant été décrite comme modulant négativement la transcription des génes de I’immunité
innée, et notamment le géne de I’'IFN-B, il est imaginable que cette fonction soit médiée par son
interaction avec WTAP. Dans notre étude, I’expression de WTAP ne semble pas étre diminuée par
I’infection a BTV, nous pouvons donc supposer que NS4 inhibe directement la fonction de WTAP en
interagissant avec elle. Aussi, en se basant sur les résultats de RNA-seq obtenus par Ratinier et
collaborateurs [86], il serait intéressant de regarder les niveaux de méthylation m6A des ARN dont la
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transcription est décrite comme modulée suite a I'infection par BTV et pour lesquels il y a une
différence entre I’infection par le BTV sauvage et celui délété de sa NS4 [86]. La méthylation des
ARN du BTV exprimant ou non NS4 pourrait également étre évaluée. Pour cela, il serait possible
d’analyser les ARN par une approche de cross-linking immunoprecipitation sequencing (CLIP-Seq)
utilisant un anticorps dirigé contre la m6A. Le principe de cette méthode consiste a sélectionner les
ARN d’intérét par immunoprécipitation, ici ceux qui sont méthylés et sur lesquels 1’anticorps anti-
mo6A peut se fixer, pour ensuite les séquencer et les identifier par RNA-Seq [124,125]. En complément,
I’étude de la phosphorylation des protéines WTAP, METTL3 et METTL14 pourrait également étre
réalisée. En effet, il a récemment été montré que I’expression de la kinase US3 des alphaherpesvirus
provoquait la phosphorylation de plusieurs protéines du complexe de m6A méthyltransférase dont
METTL3, METTL14 et WTAP. Cette phosphorylation s’est avérée corrélée a une inhibition de la
modification m6A des ARNm [126].

2.2.2 Effet de linteracteur cellulaire de NS5 : CIQBP

L’inhibition de C1QBP a modulé positivement I’infection virale en augmentant fortement
I’expression de VPS5 et NS3. C1QBP jouerait ainsi un role antiviral lorsqu’elle est exprimée dans la
cellule bovine (Figure 33).

Cette protéine a une localisation multi-compartimentale et module de nombreux processus
cellulaires liés a la réponse inflammatoire et immunitaire, ainsi qu’au cancer [127,128]. C1QBP est
considérée comme un facteur de régulation de I’expression des génes cellulaires. En effet, il a été
montré qu’elle est capable de réguler négativement 1’épissage des ARN cellulaires en interagissant
avec le facteur d’épissage ASF/SF2 aboutissant a sa séquestration [129]. C1QBP a déja ét¢ identifiée
comme interacteur de protéines virales. Elle a notamment été décrite pour interagir avec la protéine
Cap du circovirus porcin de type 2 (PCV2). Le site d’interaction entre les deux protéines implique le
domaine NLS (nuclear localization signal) de Cap et ainsi, C1QBP bloque la localisation au noyau de
la protéine virale. Dans ce cas, il a ét¢ déterminé que la surexpression de C1QBP diminuait la
réplication virale en augmentant la réponse inflammatoire, identifiant ainsi C1QBP comme un facteur
de restriction viral [130]. C1QBP a également été montrée interagissant avec la protéine V de
I’adénovirus. C1QBP peut présenter une localisation au niveau des mitochondries, mais également au
noyau, permettant I’importation de protéines dans le noyau. L’adénovirus détournerait cette fonction
via sa protéine V pour amener son génome au noyau [131].

La protéine NS5 de BTV ayant été démontrée comme se localisant au noyau et au nucléole,
C1QBP pourrait cibler NS5 pour inhiber son transport au noyau. Mais, a I’inverse, comme NS5 est
capable d’inhiber la transcription cellulaire in vitro et que C1QBP est associé¢e a la régulation de
I’expression génique, NS5 pourrait cibler CIQBP et I’amener au noyau pour inhiber la transcription
cellulaire au profit de la réplication virale. Pour déterminer si I’interaction NS5/C1QBP inhibe I’action
antivirale de C1QBP ou au contraire, si CIQBP utilise NS5 pour inhiber I’infection virale, des
expériences complémentaires seront a réaliser. L’étude de I’impact de la surexpression de C1QBP dans
les cellules bovines infectées par le BTV pourrait apporter des données complémentaires a notre étude,
ainsi que la comparaison avec un virus muté ne pouvant exprimer NS5 ou bien invalidé pour sa liaison
a C1QBP.
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2.2.3 Bilan de I’étude fonctionnelle

Dans I’ensemble des résultats obtenus, peu d’effet sur la quantité d’ARN viral a été observé
suggérant que I’inhibition des protéines cellulaires d’intérét n’a pas ou peu d’effet sur la réplication du
génome viral. Dans cette étude, la quantification a été réalisée a partir des ARN extraits 24 heures
apres I’infection. Il se pourrait que les protéines cellulaires modulent la réplication virale a des temps
plus précoces de I’infection. Aussi, il serait intéressant de quantifier ’ARN viral a différents temps
d’une cinétique allant par exemple de 2 a 24 heures post-infection. L’effet de I’inhibition de WTAP,
AATF, CCHCRI et C1QBP est clairement plus visible sur I’expression des protéines virales. Les
protéines VP5 et NS3 ont été choisies car elles sont codées par deux segments différents du BTV et
constituent un exemple de protéine structurale et non structurale du virus. Nous supposons que leur
inhibition conjointe corr¢le avec une inhibition globale de 1’expression des protéines du BTV (Figure
33). L’¢évaluation des titres viraux reste a réaliser pour la majorité des interacteurs étudiés. Cependant,
pour WTAP et AATF nous avons déja pu mettre en évidence un effet de leur inhibition sur la
production virale. Les différences observées par rapport a la condition contréle ne sont pas tres
importantes, avec une modulation d’un facteur 2 a 3. Ceci peut s’expliquer par I’inhibition des
interacteurs, qui est partielle. En utilisant un systéeme d’inhibition comme du CRISPR/Cas9 ou, au
contraire une surexpression des protéines d’intérét, peut-étre que des différences plus importantes
seraient observées. D’autre part, NS4 et NS5 ne sont pas essentielles a la réplication virale. On peut
des lors supposer que les interactions qu’elles établissent avec les protéines cellulaires n’ont qu’un
impact partiel sur I’infection virale. Ceci a notamment été observé pour la protéine nsP2 du virus
Chikungunya ou seulement deux de ses partenaires cellulaires sur une vingtaine ont montré un impact
sur la production virale lorsqu’ils étaient inhibés par siRNA [132]. II est aussi possible que I’action
conjointe des différents partenaires de NS4 ou de NS5 ait un effet synergique. Une inhibition croisée
de ces partenaires pourrait alors permettre de mieux visualiser un effet sur I’infection par le BTV. Nous
pouvons relever que AATF est un antagoniste direct de la protéine PAWR et que d’autre part son
expression peut €tre réprimée par un micro ARN, nommé miRNA-221-3p, dont I’expression est
modulée par la m6A méthylation de son ARN pré messager [133]. Cet exemple pourrait révéler un
lien entre trois interacteurs directs de NS4.

L’étude fonctionnelle ayant été menée jusque-la de maniere systématique pour I’ensemble des
interacteurs, nous nous intéresserons par la suite, plus spécifiquement aux protéines cellulaires ayant
montré un effet sur I’infection : WTAP/AATF/CCHCRI et C1QBP. Afin de déterminer si leur impact
sur ’infection est li¢ a leur interaction avec NS4 ou NS5, de nouvelles expériences pourront étre faites
en ¢tudiant leur effet dans des cellules infectées par le BTV-8 sauvage et par le BTV-8 déléte soit de
la NS4 soit de la NSS. Les protéines NS4 et NS5 étant décrites comme inhibant la transcription
cellulaire, et leurs interacteurs possédant des fonctions liées a I’expression des genes, il serait
intéressant d’évaluer I’impact de ces protéines virales et cellulaires sur la transcription des ARN. La
technologie Click-it® pourrait étre utilisée a cet effet. Cette technique ne nécessitant ni anticorps ni
radioactivité permet de détecter par fluorescence les ARN nouvellement synthétisés au cours du temps
dans les cellules. Le principe réside dans 1’incorporation d’un nucléoside modifié¢ par I’alcyne appelé
5-éthynyl uridine (EU) dans les ARN naissant. La détection des ARN nouvellement synthétisés se fait
grace a une réaction chimique médiée par la ligature d’un colorant contenant I’azoture, capable de se
liguer a ’alcyne [134].
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Par I’approche des siRNA, nous avons pu mettre en évidence des facteurs cellulaires jouant un
probable rdle antiviral ou proviral (Figure 33). L’¢étude de leur fonction au cours de I’infection par le
BTV est a poursuivre afin de déterminer les mécanismes associés et le role de NS4 et NS5 dans I’effet
de ces protéines cellulaires. En effet, les protéines virales pourraient contrecarrer 1’action des facteurs
de restriction ou au contraire en étre la cible.
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Figure 33 : Bilan de I’'impact de I’inhibition d’expression des interacteurs cellulaires sur I’infection BTV.
L’effet de I’inhibition de I’expression de chaque interacteur de NS4 et de NS5 sur la quantité d’ARN viral (triangle) et sur
I’expression des protéines virales VP5 (rond) et NS3 (carré) a été représenté sur 1’axe des abscisses avec la valeur 0
correspondant a la condition contrdle (siCTR). Les valeurs inférieures a 0 correspondent a une diminution de la réplication
ou de I’expression protéique du virus, les valeurs supérieures a 0 & une augmentation.

La significativité statistique de 1’effet observé a été représentée en ordonnée avec la valeur-p exprimée ici en logarithme.
La valeur seuil de significativité est représentée par la ligne en pointillés. Les valeurs situées en dessous démontrent un
résultat non significativement différent de la condition contrédle, et les valeurs situées au-dessus de la ligne, un résultat

significativement différent. L’ effet proviral d’un interacteur est représenté avec la couleur verte et un effet antiviral est
représenté en rouge. Les paramétres non significativement modulés sont représentés en gris.

3. Caractérisation de I’interaction NS4/ WTAP

La protéine bovine WTAP se montrant étre un facteur proviral potentiel pour I’infection a BTV-
8 et son interaction avec NS4 s’étant révélée spécifique a ce sé€rotype par rapport au sérotype 27,
I’interaction NS4/WTAP a ét¢ davantage caractérisée durant ce projet et a fait I’objet d’une publication
au journal Viruses par notre équipe en janvier 2022 (Annexe 1).

3.1 Caractérisation du co6té viral

Afin de déterminer le degré de conservation de I’interaction du c6té viral, un test par GST pull-
down a été réalisé entre WTAP bovin et les NS4 des sérotypes classiques BTV-8§, -1, -4 et des sérotypes
atypiques BTV-27, -25 et -30. La protéine cellulaire a montré une interaction conservée avec les
sérotypes classiques BTV-1 et BTV-4 et, plus étonnamment, avec NS4 du sérotype atypique BTV-25.
En revanche, tout comme avec NS4 du BTV-27, aucune interaction n’a été mise en évidence avec NS4
du BTV-30. Aussi, aucune spécificité d’interaction associée aux sérotypes classiques du BTV n’est
mise en évidence. Par ailleurs, grace au clonage par gap-repair et le test d’interaction en systéme
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levure, nous avons pu rapidement établir un premier fragmentome de NS4 du BTV-8 afin de
déterminer des domaines protéiques restreints responsables de I’interaction avec WTAP. Par cette
approche, les domaines 1-55 et 22-77 de NS4 du BTV-8 ont ét¢é montrés capables d’interagir avec
WTAP bovin. La région commune 22-55 semble donc essentielle a 1’établissement de 1’interaction
mais a condition d’étre exprimée avec la partie N-terminale ou C-terminale de NS4. L’¢laboration de
la protéine chimérique BTV27-NS422-35BTVE-NS4 4 permis de confirmer le role essentiel de ce domaine.
Alors que BTV27-NS4 sauvage n’en était pas capable, la chimére BTV27-NS422-35BTVENS et
montrée capable d’interagir avec WTAP en test binaire Y2H et par GST pull-down.

Il existe une grande conservation de la séquence NS4 chez les sérotypes classiques expliquant
la conservation de I’interaction avec WTAP. En revanche la séquence de NS4 du BTV-25 est plus
proche de celles des autres sérotypes atypiques. Dans le domaine 22-55 établi comme essentiel pour
I’interaction, seul le résidu N35 de NS4 du BTV-25 différe de la séquence des NS4 du sérotype BTV-
27 et -30. Comme NS4 du BTV-25 est capable d’interagir avec WTAP, il serait donc tentant de muter
ce résidu dans la séquence de NS4 du BTV-27 et du BTV-30 pour essayer de restaurer 1’interaction
avec WTAP. Cependant ce résidu est aussi différent chez NS4 des sérotypes classiques. Aussi nous
supposons que I’établissement de D’interaction entre NS4 et WTAP dépend davantage de la
conformation tridimensionnelle de la protéine virale plutot que d’un ou quelques résidus en particulier.

3.2 Caractérisation du coté hote

Pour étudier le degré de conservation du coté de 1’hote, les NS4 du BTV-8 et du BTV-27 ont
¢été testées en interaction avec la forme caprine de WTAP. Cette dernicre ne différe que de 6 résidus
par rapport a la forme bovine, partageant ainsi une homologie de séquence de 98,5%. Les résultats de
ce test montrent la conservation de I’interaction entre WTAP caprin et NS4 du BTV-8 ainsi que
I’absence d’interaction avec NS4 du BTV-27. Ceci suggere une conservation de I’interaction
WTAP/NS4 au niveau de 1’hote mammifére du virus. Concernant le domaine minimum de WTAP,
I’étude de son fragmentome par Y2H a permis de déterminer son domaine 151-250 comme essentiel a
I’interaction avec la NS4 du BTV-8.

Aucune spécificité de I’interaction WTAP/NS4 n’a donc été établie que ce soit du coté hote
comme du c6té viral. L’interaction ne serait probablement pas liée a une différence de pathogénicité
mais pourrait tout de méme étre importante pour la réplication virale. Aussi, I’établissement de cette
interaction pourrait étre corrélée avec une capacité du virus a se répliquer plus facilement ou non dans
les cellules de I’hdte mammifere ou du vecteur culicoide. En outre, le BTV-27 semble incapable de se
répliquer dans les cellules KC, contrairement au BTV-25 [7,33]. Il est a noter qu’il existe un
homologue de WTAP qui a été identifié chez C. sonorensis avec une conservation de séquence
d’environ 83% avec la séquence bovine (Annexe 2) [135]. Aussi, il serait intéressant d’étudier la
capacité des différentes NS4 a interagir avec la forme culicoide de WTAP.

Comme décrit précédemment, WTAP forme un complexe protéique avec les
méthyltransférases 3 et 14. Dans ce complexe, METTL3 catalyse la m6A méthylation et interagit avec
METTLI14 par sa partie C-terminale pour former un hétérodimere. Son interaction avec WTAP
s’établie entre sa partie N-terminale et le domaine 1-150 de WTAP [100]. Les domaines d’interaction
de WTAP avec METTL3 et NS4 sont donc différents. Afin de déterminer si D’interaction
WTAP/METTL3 est perturbée en présence de NS4 ou si NS4 peut aussi interagir directement avec
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METTLS3, des analyses par co-immunoprécipitation avec un anticorps anti-METTL3 dans des cellules
bovines surexprimant ou non NS4 du BTV-8 pourraient étre réalisées. Une expérience préliminaire de
GST pull-down avec la surexpression des protéines WTAP bovin et NS4 fusionnée a la GST nous a
permis de mettre en évidence une co-purification d’affinité des protéines endogénes METTL3 et
METTLI14 avec la protéine NS4 (résultats non montrés). Nous supposons que par son interaction avec
WTAP, NS4 pourrait interagir avec I’ensemble du complexe de m6A méthylation. L’interaction entre
NS4 et WTAP pourrait ainsi moduler I’efficacit¢ du complexe dans la modification des ARN
cellulaires.

3.3 Caractérisation de la localisation d’interaction

Par un essai de ligature de proximité (PLA), nous avons mis en évidence que WTAP et NS4
colocalisaient dans le compartiment nucléaire. Le lieu de cette colocalisation ressemble étroitement a
celui observé entre WTAP et METTL3. La protéine WTAP étant responsable de la localisation du
complexe de m6A méthylation au niveau des speckles nucléaires, la présence des points « PLA » situés
dans le noyau suggere que NS4 pourrait colocaliser avec WTAP au niveau de ces structures. Un co-
marquage par immunofluorescence de NS4 avec le facteur d’épissage SC-35 connu pour s’y localiser,
couplé a une analyse par microscopie confocale, pourrait ainsi étre réalisé [136].

De plus, il serait intéressant de déterminer la dynamique d’interaction entre WTAP et NS4 au
cours de I’infection des cellules bovines BUCEC par le BTV-8. En se basant sur les travaux de Ratinier
et collaborateurs étudiant I’expression et la localisation de NS4 au cours de I’infection BTV en cellules
bovines BFAE [77], la technique de PLA pourrait étre employée a différents points d’une cinétique
allant de 2 a 24 heures post infection. De la méme facon, 1’étude de la dynamique du complexe
WTAP/METTL3 au cours de I’infection par le BTV-8 sauvage ou en comparaison par le virus délété
de sa protéine NS4 pourrait étre utile afin de déterminer si les interactions WTAP/NS4 et
WTAP/METTL3 rentrent en compétition ou si NS4 pourrait interagir avec I’ensemble du complexe
de m6A méthylation. A cet effet, une optimisation de nos conditions de PLA (dilution d’anticorps,
confluence des cellules) serait nécessaire pour obtenir des images permettant de quantifier le nombre
de points de colocalisation.

4. Importance de la localisation nucléaire et nucléolaire des protéines NS4 et NS5
du BTV

Les protéines NS4 et NS5 du BTV présentent toutes les deux une localisation nucléaire et
nucléolaire. Comme décrit précédemment, la localisation nucléolaire est essentielle a NS4 et NS5 dans
leur capacité a inhiber la transcription cellulaire. Par ailleurs, les protéines cellulaires ayant été
démontrées ici comme interagissant avec elles et modulant ’infection virale, ont été décrites comme
des protéines a localisation nucléaire (WTAP) ou nucléolaire (AATF) ou alors capables de relocaliser
des protéines virales nucléaires dans d’autres compartiments cellulaires (CCHCR1, C1QBP). De plus,
la fonction de ces interacteurs est principalement associée a I’expression des génes cellulaires.

Comme le BTV, d’autres virus a réplication cytoplasmique codent pour des protéines non
structurales capables de se localiser au nucléole [137]. Bien que les mécanismes précis ne soient pas
toujours connus, le compartiment nucléolaire est la cible de certains virus pour augmenter leur
réplication virale [83]. Ainsi, des protéines virales ont été décrites comme nucléolaires ou circulantes
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entre le nucléole et les autres compartiments cellulaires, et au cours de 1’infection, elles interagissent
avec des facteurs cellulaires. Des protéines cellulaires nucléolaires peuvent ainsi étre redistribuées dans
d’autres compartiments et a I’inverse, certaines protéines cellulaires peuvent étre délocalisées dans le
nucléole [138]. Par exemple, le HCV code pour la protéine NS5B qui serait capable d’interagir avec
I’un des constituants majeurs des nucléoles, la nucléoline. Cette interaction engendre la relocalisation
de la nucléoline dans le cytoplasme, ce qui favoriserait la réplication du virus [139]. La protéine nsP2
codée par I’alphavirus de la forét Semliki (Semliki Forest Virus, SFV) est décrite comme un facteur de
virulence multifonctionnel. Sa localisation nucléaire et nucléolaire serait responsable en partie de
I’effet cytopathique engendré par I’infection virale [140]. NSs de 1’orthobunyavirus Schmallenberg
(SBV) est un autre exemple d’une protéine virale nucléolaire capable d’inhiber la transcription
cellulaire. Sa localisation nucléolaire est essentielle a cette fonction. NSs induit la désorganisation du
nucléole qui précede la dégradation de la sous-unit¢ RPB1 de I’ARN polymérase II entrainant
I’inhibition de la transcription cellulaire [141,142]. Ces protéines ne sont pas forcément essentielles
pour la réplication virale, cependant elles donnent un avantage au virus pour sa réplication et peuvent
moduler sa pathogenése. Ceci souligne I’'importance d’étudier ces protéines virales nucléaires ou
nucléolaires afin de mieux comprendre leur implication dans I’infection virale et les mécanismes
cellulaires associés.

5. Conclusion générale

La stratégie que nous avons employée pour étudier les interactions impliquant les protéines
NS4 et NS5 du BTV nous a permis d’identifier neuf protéines cellulaires bovines interagissant avec
NS4 et cinq avec NS5. Parmi ces interacteurs cellulaires, nous avons pu identifier WTAP et CCHCR1
comme probable facteur de dépendance et, AATF et CIQBP comme probable facteur de restriction du
virus de la FCO (Figure 34). Bien que les mécanismes d’action liés a ces interactions restent a élucider,
notre travail apporte des pistes de compréhension des fonctions de NS4 et NS5 mais aussi de la réponse
cellulaire a I'infection par le BTV. Seules les interactions WTAP/NS4 et hnRNPK/NSS5 ont montré
une différence entre les protéines des sérotypes 8 et 27 du BTV. Ces résultats ne nous permettent pas
a ce jour d’expliquer la différence phénotypique observée apres I’infection par le BTV-8 et le BTV-
27. Cependant ils laissent a penser que les protéines non structurales du BTV-8 sont capables d’établir
davantage d’interactions, ce qui pourrait refléter une plus grande adaptation de ce sérotype pour
infecter un plus large panel d’hotes mammiféres et arthropodes.

Dans la continuité du travail déja réalisé, nous viserons a mieux caractériser les interactions
entre NS4 et les protéines bovines AATF et CCHCRI1 ainsi qu’entre NS5 et C1QBP. Nous chercherons
¢galement a comprendre quels sont les mécanismes cellulaires associés a ces interactions. Par la suite,
la méme stratégie d’étude des interactions protéine/protéine sera suivie pour les autres protéines non
structurales du BTV, mais aussi pour les interactions établies avec les protéines du vecteur culicoide.
Dans un cadre plus large, cette stratégie sera appliquée a d’autres orbivirus ayant un impact important
en santé animale, les virus AHSV et EHDV.
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Interactions identifiées entre protéines Interactions identifiées entre protéines
Contexte cellulaires bovines et la protéine NS4 du cellulaires bovines et la protéine NS5 du
BTV-8 et du BTV-27 BTV-8 et du BTV-27

Validation

Etude

fonctionnelle

Caractérisation

1- Validation biochimique BRD2, LUCTL 1- Validation biochimigue MEGF& et
B R i et MAPKT MATMNZ
2-Caractérisation des interactions 2-Caractérisation de l'interaction
NSA/AATF et NS4/CCHCR1 MNS5/C10BP

Figure 34 : Schéma représentant le bilan de I’étude des interactions de NS4 et NS5 du BTV.

Validation : sont notés les protéines cellulaires pour lesquelles I’interaction avec la protéine virale a été confirmée. Les
interacteurs en gras ont été confirmés par les deux méthodes utilisées.

Etude fonctionnelle : sont notés les interacteurs dont 1’inhibition a impacté I’infection par le BTV.

Caractérisation : WTAP est la protéine pour laquelle I’étude de son interaction avec NS4 a été la plus compleéte.
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Abstract: Bluetongue virus (BTV) is the etiologic agent of a non-contagious arthropod-borne disease

transmitted to wild and domestic ruminants. BTV induces a large panel of clinical manifestations

ranging from asymptomatic infection to lethal hemorrhagic fever. Despite the fact that BTV has been

studied extensively, we still have little understanding of the molecular determinants of BTV virulence.

In our report, we have performed a comparative yeast two-hybrid (Y2H) screening approach to

search direct cellular targets of the N54 virulence factor encoded by two different serotypes of BTV:

check for BTVS and BTV27. This led to identifying Wilms” tumor 1-associated protein (WTAD) as a new
updates interactor of the BI'V-N54, In contrast to BI'VS, 1, 4 and 25, N54 proteins from BTV27 and BTV30
Citation: Fablet, A; Kundlacz, C; are unable to interact with WTAP. This interaction with WTAP is carried by a peptide of 34 amino
Dupré, J.; Hirchaud, E; Postic, L.; acids (N$422-5%) within its putative coil-coiled structure. Most importantly, we showed that binding
Sailleau, € Bréard, F. Zientara, Sy WTAP is restored with a chimeric protein where BTV27-NS4 is substituted by BTVS-NS4 in the
:tﬁ;li“mni::::::ﬁ:; region encompassing residue 22 to 55. We also demonstrated that WTAP silencing reduces viral titers
Bluctongue Virus NS4 Virulence and the expression of viral proteins, suggesting that BI'V-NS4 targets a cellular function of WTAP to
Factor. Viruses 2022, 14, 182. hitps:// increase its viral replication.

doi.ong,/ 10,3390/ w14020182
Keywords: Bluetongue virus; NS4; WTAP; protein-protein interaction

Annexe 1 : Article publié en janvier 2022 au journal Viruses.
L’article porte sur I’interactome établi de la protéine NS4 du BTV ainsi que sur la caractérisation de son interaction avec
la protéine bovine WTAP (https://doi.org/10.3390/v14020182)
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Annexe 2 : Comparaison des séquences en acides aminés des formes bovine et culicoide de WTAP.
L’alignement des séquences a ¢té réalisé a l'aide du programme informatique Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
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Role des protéines NS4 et NS5 du virus de la fievre catarrhale ovine dans les
mécanismes de pathogeneése et de transmission interspécifique

Aurore FABLET

Soutenu le 1er décembre 2022
RESUME

La fiévre catarrhale ovine (FCO) est une maladie non zoonotique touchant les ruminants domestiques
et sauvages. La maladie est causée par le virus de la fievre catarrhale ovine, autrement appelé
Bluetongue virus (BTV), et est transmis par un moucheron hématophage du genre Culicoides. Le BTV
est un virus non enveloppé appartenant a la famille des Sedoreoviridae et au genre Orbivirus. 1l posseéde
un génome composé de 10 segments d’ARN double brin codant pour 7 protéines structurales (VP1-7)
et sept protéines non structurales (NS1-3/3a-4-5/5a). Aujourd’hui, 36 sérotypes de BTV ont été
identifiés dans le monde : 24 sérotypes dits classiques et 12 sérotypes « atypiques » de découverte plus
récente. Les sérotypes classiques et atypiques se distinguent par leur différence de pathogénicité, de
spectre d’hote et de mode de transmission. En Europe, le sérotype classique BTV-8 a notamment été
responsable d’épizootie provoquant une forte mortalit¢ dans les élevages d’ovins, espéce
particulierement sensible a la FCO, mais également dans les cheptels bovins. A 1’inverse, des sérotypes
atypiques comme le BTV-27 en Corse, n’ont été retrouvés que chez des petits ruminants
asymptotiques. Afin d’identifier des déterminants viraux ou cellulaires expliquant cette différence de
pathogénicité et de transmission interspécifique, une recherche sans a priori d’interactions entre les
protéines du BTV-8 et -27 et les protéines cellulaires de I’hdte bovin a été réalisée par le systeme de
double-hybride en levure. Dans ce projet, nous avons étudié les interactions établies par les protéines
virales NS4 et NS5 qui ont été plus récemment décrites et qui possédent certaines caractéristiques
communes comme leur capacité a inhiber la transcription cellulaire. La protéine NS4 est aussi décrite
comme facteur de virulence par sa capacité a inhiber la réponse immunitaire innée de 1’hdte. Par des
tests d’interaction, utilisant le double-hybride en levure ou une approche biochimique, nous avons
identifié¢ 9 protéines cellulaires interagissant avec NS4 ; PAWR, WTAP, KANSL2, AATF, KIF12,
MAPK7, BRD2, LUC7L, CCHCRI, ainsi que 5 protéines cellulaires interagissant avec NS5 ; C1QBP,
MEGF6, hnRNPK, MATN2 et GRN. Parmi ces interacteurs cellulaires, en étudiant I’impact de leur
inhibition sur I’infection de cellules bovines par le BTV, nous avons mis en évidence 2 protéines ayant
probablement une fonction antivirale (AATF et C1QBP) et 2 protéines jouant potentiellement un role
proviral (WTAP et CCHCR1). D’autre part, ’interaction entre NS4 et WTAP s’est révélée spécifique
au sérotype 8 du BTV et nous avons pu caractériser les domaines protéiques 22-55 de NS4 et 151-250
de WTAP comme essentiels a 1’établissement de 1’interaction. Bien que les mécanismes d’action liés
a ces interactions restent a élucider, notre travail apporte des pistes de compréhension des fonctions de
NS4 et NS5 mais aussi de la réponse cellulaire a I’infection par le BTV.

MOTS-CLES : Virus de la fievre catarrhale ovine, bluetongue, NS4, NS5, interaction protéine-
protéine, facteur de virulence, pathogénicité, transmission



