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ADN : Acide Désoxyribonucléique.
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ARNmM : ARN messager.

ArRNA (Anglais, Royaume-Unis): Armored
RNA. ARN encapsidé.
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CP (Anglais, Royaume-Unis) : Coat Protein.
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ds (Anglais, Royaume-Unis) : double strand.
Double brin.
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ELISA (Anglais, Royaume-Unis) Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay. Dosage immuno-
enzymatique.
EQA (Anglais,
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Royaume-Unis) : External

EVA-G (Anglais, Royaume-Unis): European
Virus Archive — Global. Archives européennes
des virus — global.
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Major Coat Protein. Protéine majeure de capside,

Royaume-Unis) :  Fluorescence

taille compléte.
HBV (Anglais, Royaume-Unis) : Hepatitis B
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Term : Terminateur de transcription.
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quantitative RT-PCR. RT-PCR quantitative.
RUO (Anglais, Royaume-Unis) : Research
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SARS-CoV-2 (Anglais, Royaume-Unis) :
Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2. Coronavirus 2 du Syndrome
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SDS-PAGE (Anglais, Royaume-Unis) :
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Electrophoresis. Electrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS.



HIS-Tag : étiquette poly-histidine.

IC (Anglais, Royaume-Unis) : Internal Control.

Contréle Interne.
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IVT (Anglais, Royaume-Unis) : In Vitro
Transcript. Produit de Transcription In Vitro.
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Sida : Syndrome de I’'immunodéficience
acquise.
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SNP (Anglais, Royaume-Unis) : Single
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TEV (Anglais, Royaume-Unis) : Tobbaco
etch virus. Virus de la gravure du tabac.
T7prom : Promoteur de transcription a la T7
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T7Term : Terminateur de transcription T7.
UVE : Unité des virus Emergents.
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VLP (Anglais, Royaume-Unis) : Virus Like
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WT (Anglais, Royaume-Unis) : wild-type.
Littéralement : « type-sauvage ».
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1. Introduction générale

1.1. Qu’est-ce qu’un Virus ?

1.1.1. Présentation générale

D’origine latine, le mot virus signifie littéralement « venin » ou « poison ». L’existence des
virus a été découverte a la fin du XIXe siécle, lorsqu’une maladie a dévasté des cultures de
tabac au Pays-Bas : le virus de la mosaique du tabac. Plusieurs expériences ont démontré que
cette maladie était induite par un agent pathogene dont 1’existence était encore inconnue (1).
L’extrait de feuille malade conserve ses propriétés infectieuses apres filtration dans un filtre de
Chamberland, filtre ayant la propriété de retenir les bactéries. Cet agent pathogene sera nommé
pour la premiere fois « virus » par Martinus Beijerinck. Le premier virus ayant été découvert
chez I’homme est le virus de la Fiévre Jaune, en 1901. Au cours des siecles, les virus ont été a
l'origine de nombreuses maladies infectieuses et sont considérés par 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) comme I'une des principales causes de morbidité et de mortalité a travers le
monde. Aujourd’hui, 219 espéces de virus pathogénes pour I’Homme sont recensées (2). La
grippe, la varicelle ou le Sida (Syndrome de I’immunodéficience acquise) sont des exemples de

maladies causées par des infections virales.

Un virus est un agent infectieux de taille comprise entre dix et plusieurs centaines de
nanometres. Ces micro-organismes sont capables d’infecter tout type d’étres vivants : humains,
animaux, plantes, bactéries... Certains virus peuvent méme infecter d’autres virus (3). Ce sont
des parasites qui ne peuvent pas se multiplier sans utiliser la machinerie cellulaire d’un hote.
Ils se propagent selon différents modes de transmission : la transmission aérienne, parentérale
ou encore de contact. Le mode de transmission d’un virus dépend notamment de son mécanisme

d’entrée dans la cellule hote, et donc de sa structure.

1.1.2. Cycle infectieux

La réplication virale est le processus par lequel les virus dupliquent leur matériel génétique. Le
cycle infectieux est un mécanisme complexe et propre a chaque virus, mais comporte des étapes

universelles, qui peuvent étre synthétisées de la maniére suivante (Figure 1) :

1- Attachement : Des protéines présentent a la surface du virus reconnaissent et se lient
spécifiqguement a des récepteurs de la cellule héte.
2- Fusion : une fois attachés, les virus fusionnent leur membrane externe avec la

membrane cellulaire, permettant aux génomes viraux d’entrer dans la cellule.



3- Décapsidation : le virus est décapsidé afin de libérer le génome viral a I’intérieur de
la cellule. La capside virale est dégradee afin de rendre le matériel génétique du virus
accessible.

4- Réplication du génome viral et synthése des protéines: Le virus détourne la
machinerie cellulaire pour la réplication et 1’expression du génome viral. Virus a
génome ADN : le génome viral est répliqué et transcrit en ARN messagers, et les
protéines virales sont synthétisées a partir de ces ARN. Virus a génome ARN : Le
génome viral est répliqué, et les protéines virales sont synthétisées directement a
partir des ARN viraux.

5- Assemblage des particules virales : les protéines synthétisees et les génomes viraux
sont assemblés afin de former des particules virales complétes.

6- Libération : les particules virales néo-formées sont libérées de la cellule et peuvent

infecter d’autres cellules.

Synthése des
protéines

\/% N o °
e ﬁ% L j — % — %

~ Assemblage
Attachement e Réplication du " et maturation
et pénétration . génome viral -

Libération

Cytoplasme | s Noyau

Figure 1 : Schéma généralisé d'un cycle infectieux viral
Ce schéma illustre les étapes « typiques » de la réplication d'un virus infectant des cellules eucaryotes. Les

numéros correspondent aux étapes du cycle infectieux détaillées dans le texte ci-dessus. Schéma généré avec

BioRender.

En bref, la réplication virale est un processus complexe qui permet aux virus de se multiplier et
de se maintenir dans une population. La compréhension des principes généraux de la réplication

virale est essentielle a la prévention et a la lutte contre les infections virales.



1.1.3. Nomenclatures

Depuis la découverte des virus, de nombreuses initiatives ont eu pour objectif de classer ces
organismes. Ces classifications ont pu se faire sur la base structurale des virus : la présence ou
non de bicouche lipidique, une organisation hélicoidale ou icosaédrique, le type de mutation
génétique, la séquence du matériel génétique, le cycle de réplication... A ce jour, deux
classifications sont les plus communément utilisées : 1’organisation taxonomique ICTV

(International Committee on Taxonomy of Viruses) et la classification de Baltimore.
1.1.3.1.  Laclassification ICTV

La classification ICTV est le modele majoritairement utilisé dans le monde pour classer les
virus. Propose en 1962, cette classification est basée sur la comparaison de diverses
caractéristiques qui décrivent le virus et peuvent ensuite étre utilisés pour distinguer un virus
d'un autre. Ces caracteres comprennent la composition moléculaire du génome, la structure de
la capside du virus et le fait gu'il soit enveloppé ou non, le programme d'expression génétique
utilisé pour produire les protéines du virus, la gamme d'hétes, la pathogénicité et la similarité
de séquence (4). Sur la base de cette évaluation des caractéres, une relation hiérarchique qui
regroupe les virus ayant des propriétés similaires a pu étre établie. Les propriétés qui définissent
les taxons de niveau supérieur sont partagées par tous les taxons de niveau inférieur auxquels

ils appartiennent. Les virus sont classés selon huit sous catégories (Figure 2):

- Régne (Realm) : suffixe —viria

- Royaume (Kingdom) : suffixe —virae
Y - -

- Embranchement (phylum) : suffixe —viricota \ / Kingdom

Orthornavirae

- Classe (class) : suffixe —viricites
- Ordre (order) : suffixe —virales

- Famille (family) : suffixe —viridae

Morbillivirus

Species

easles morbillivirus

- Genre (genus) : suffixe —virus v

- Especes (species)

Figure 2: Classification ICTV
Diagramme de la classification de Baltimore et les suffixes associés. Diagramme récupéré du site

ICTV.global
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En 2021, le Comité International de Taxonomie des virus recense 10434 especes de virus
capables d’infecter les animaux, les plantes, les champignons, les bactéries et les archées, méme

si a ce jour >99% du virome terrestre n’est pas clairement identifié.

Depuis 2020, I'ICTV a commence a utiliser une nouvelle classification des virus basée sur la
phylogénie, plutdt que sur des caractéristiques physiques et biologiques. Cette nouvelle
classification est basée sur l'analyse de séquences genomiques compléte des virus. Cette
approche permet une meilleure résolution et précision dans la classification des virus, et permet
également une classification plus flexible pour les virus émergents et les virus a génomes

complexes.
1.1.3.2.  Laclassification de Baltimore

Un virus est composé d’un génome, constitué dun ou plusieurs brins d’Acides
Désoxyribonucléiques (ADN) ou d’Acides Ribonucléiques (ARN). On distingue un virus ADN
d’un virus ARN, simple brin ou double brin, de polarité positive ou négative, enveloppé ou non.
C’est selon ce modele que la classification de Baltimore est établie (5). Selon cette
classification, tous les virus existants sont séparés en sept groupes, répartis dans trois grandes

catégories : les virus ADN, les virus ARN et les rétrovirus (6) (Figure 3).

Baltimore Classification

Group | Group |l Group Il Group IV Group V Group VI Group VII
Non Non enveloped enveloped enveloped
1.
enveloped enveloped ,;""r {’5—.- q““w’”’
e ol WY orne, B,
. i Bunyavirus Lhe S
Non - Non %, '-.__,,a:\@p
enveloped . ) enveloped (e
enveloped Parvovirus Rotavirus  enveloped

P Hepatitis B
{w;iy @ epatit
Pl Y i
\$§4«"€' i

Rhinovirus ~ Coronavirus

Adenovirius  Herpesvirus

Figure 3 : Classification de Baltimore ]
Schéma de la classification de Baltimore, illustré par des virus appartenant & chaque groupe. Echelle

des particules virales non respectée. Figure générée avec BioRender. ds : double strand ; double brin.

ss : simple strand, simple brin. RT : Retro-transcribing.
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Groupe 1 : groupe des virus a ADN double brin. Leur génome est généralement linéaire et non
segmenté, d’une taille comprise entre 5 et 2,500 Kilobases. Les virus de ce groupe se répliquent
a I’intérieur du noyau de la cellule hote (a I’exception des poxvirus). Ces virus ont besoin de

I’ADN polymérase de la cellule hote pour se répliquer.

Groupe Il : comprend les virus @8 ADN simple brin, qui encapsident de I’ADN simple brin, qui

sera par la suite répliqué et exprimé par I’intermédiaire d’un ADN double brin.

Groupe 111 : il s’agit du groupe des virus a ARN double brin. Comme la majorité des virus a
ARN, ils se répliquent dans le cytoplasme. L'ARNmM de ces virus représente une transcription
asymétrique du génome. Les virus connus de ce type ont plusieurs morceaux d'ARN double
brin —on parle de génome segmenté- chacun d'entre eux contenant une information pour la

synthése d'une seule protéine ou présentent des cadres de lectures alternatifs.

Groupe 1V : cette classe comprend des virus a ARN simple brin de polarité positive, donc
I’ARNm est identique a I’ARN viral (en nucléotide). Ces virus doivent dans un premier temps
produire un brin d’ARN de polarité négative pour pouvoir le re-transcrire en brin positif, qui

servira soit de génome soit d’ARNm.

Groupe V : ce groupe est constitué de virus dont le génome est constitué d'un ARN simple brin
de polarité négative, dont la séquence de base est complémentaire de celle de I'ARN messager.
La synthése de leur ARNm implique donc la transcription d’un ARN simple brin de polarité

positive, le génome ne pouvant pas coder directement les protéines virales.

Groupe VI : comprend les virus ARN a transcription inverse (rétrovirus). La présence d’une

transcriptase inverse permet la conversion de I’ARN de polarité positive en ADN.

Groupe VII : virus qui contiennent un génome a ADN double brin (bien que I'un des brins soit
généralement incomplet) et qui utilisent une transcriptase inverse pour se répliquer par

I'intermédiaire d'un ARN intermédiaire (ex : virus de 1’hépatite B).
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1.2. Notions et causes d’une émergence ou ré-émergence virale

La notion d'émergence et de réémergence virale est un concept important en santé publique.
Nous pouvons utiliser le terme de « virus émergents » pour déesigner des virus qui sont soit
récemment apparus dans une population, soit étendent rapidement leur propagation, entrainant
une augmentation correspondante de cas d’infection (7). Ces phénomenes d'émergence et de
réémergence virale sont une préoccupation majeure pour les autorités de santé publique et
nécessitent une surveillance continue pour prévenir leur propagation et leur impact sur la santé
humaine et animale. La société civile est de plus en plus fréquemment confrontée aux dangers
de I’émergence de nouveaux agents pathogeénes. Les mécanismes de ces émergences sont

multiples et certaines sont déja bien identifiées :

Le changement des écosystémes : les changements globaux de facteurs environnementaux

(précipitations, températures, vent, humidité...) ont un impact conséquent sur I’émergence et
la réémergence d’agents pathogeénes. Les modifications écologiques, en particulier la
déforestation et 1’urbanisation, le changement climatique, sont également directement liées aux
mécanismes d’émergences. Ces modifications a 1’échelle mondiale ont conduit par exemple, en
conjonction avec 1’augmentation des transports internationaux, a I’apparition de nouvelles
especes de moustiques telles que celles du type Aedes en Europe, la ou elles ne circulaient
auparavant essentiellement que dans des régions au climat tropical (8). Ces moustiques sont
vecteurs de nombreux virus, notamment du virus du Chikungunya, du Zika et de la Dengue.
Leur présence conduit a des cas autochtones réguliers d’infections par ces virus en Europe
(Figure 4) (8-10).
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Figure 4 : Impact des changement d’écosystémes sur I’émergence virale
A) Distribution des Aedes albopictus en Europe (Mars 2021 (10)). B) Nombre de cas autochtones de
Dengue, Chikungunya et Zika recensé en France métropolitaine (9). La Figure A) a été rognée. La

figure compléte est disponible en Annexe 1.

La mobilité mondiale : les arrivées internationales (immigration) ont été multipliées par 56 entre

1950 et 2018 pour atteindre aujourd'hui 1,4 milliards de voyages internationaux par an. Les
voyages internationaux et le commerce mondial sont des moteurs importants de 1’émergence
de nouveaux agents pathogénes exotiques. La récente pandémie de SARS-CoV-2 illustre
parfaitement I’importance de la mobilité mondiale dans 1’émergence et la propagation virale
(11). Le premier cas a été détecté le 8 décembre 2019 a Wuhan en Chine. A peine plus d’un
Mois apres, le premier cas positif est reporté a 1’extérieur de la Chine, en Thailande. Le 11 mars

2020, I’OMS déclare le COVID-19 comme pandémie (Figure 5).
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Dec 8,2019 Jan 9,2020 Jan 20,2020 Feb 2,2020 Mar 11, 2020 August 16, 2020

Cases with pneumonia First death caused by
like symptoms and with SARS-CoV-2 reported in
unknown etiology China

reported in Wuhan

282 laboratory-confirmed
cases and 6 deaths
reported by WHO in its
SITUATION REPORT-1

First death reported WHO announced COVID- Globally 21,294,845
outside China in 19 as a PANDEMIC confirmed cases
Philippines and 761,779 deaths
were reported in
WHO'’s SITUATION
REPORT-209

P —
90 —9)
Jan 7,2020 Jan 13,2020 Jan 30,2020 Feb 11,2020 Mar 19, 2020
Chinese Center for First positive case WHO declares SARS-CoV-2 Disease caused by WHO released its SITUATION
Disease Control and reported outside China outbreak as Public Health SARS-CoV-2is REPORT-59 stating that the
Prevention identified in Thailand Emergency of named as COVID- number of confirmed cases
novel coronavirus from International Concern 19 surpassed 200,000. It also
© admitted persons (PHEIC) ) mentioned that it took 3

months of time period to
reach 100,000 and just 12
days to reach the next
100,000

Figure 5 : Chronologie des principaux evénements du début de la pandémie de COVID-
19

Frise chronologique des événements marquant de la pandémie de COVID-19, de décembre 2019 a ao(t
2020. Figure extraite de l’article (11)

Le bioterrorisme : le risque de diffusion délibérée d’agents pathogeénes existe. Les attaques

bioterroristes peuvent concerner des pathogénes humains, vétérinaires ou végétaux, causer des
pertes économiques, endiguer les systemes de transports mondiaux et déséquilibrer le
commerce international. Le bioterrorisme n’étant a ce jour pas ou trés occasionnellement une
des causes de I’émergence, il reste un sujet d’attention pour les agences nationales et
internationales ; un exemple : aprés les attaques terroristes du World Trade Center en 2001, des
enveloppes contenant des spores de Bacillus anthracis ont été envoyées a des entreprises de
presse et a des fonctionnaires, faisant treize malades et trois décés (méme si dans ce cas précis

il s’agissait d’une bactérie et non pas d’un virus) (12, 13).

Face a ces différents mécanismes d’émergence et de ré-€émergence, la mise en place d’un
systeme « Preparedness and Response » (littéralement, Préparation et Réponse) est essentiel
pour lutter efficacement contre la propagation des différentes infections virales et limiter leur
gravité/mortalité. Les actions mises en ccuvre peuvent prendre différentes formes, et couvrent,
entre autres, la prévention, la détection et les traitements. Par exemple, le port du masque pour
des infections virales respiratoires est un moyen efficace de préparation et réponse a
I’émergence, pour éviter de se contaminer ou de contaminer les autres (14). En complément du
port du masque, d’autres mesures sont recommandées, comme une distanciation physique, un
lavage régulier des mains ainsi qu’une aération suffisante des lieux communs (15). Pour limiter
les contaminations virales dans les cas ou le vecteur est le moustique, I’utilisation de protections

physiques, comme des vétements longs ou des moustiquaires, ou encore des répulsifs, sont des
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moyens efficaces de protection individuelle. La démoustication ainsi que la réduction de gites

larvaires (lieux de ponte des moustiques) permettent une lutte-anti vectorielle efficace (16).

En plus des moyens de protection physique cités plus haut, des moyens scientifiques peuvent
étre mis en place, comme ['utilisation d’un traitement ou la vaccination. La vaccination peut
étre utilisée de maniére préventive, pour éviter la ré-émergence de certains pathogénes, comme

pour la rougeole (https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/measles (17)), ou pour

lutter contre une épidémie en cours, comme pour la pandémie de SARS-CoV-2.

La liste des moyens de préparation et de réponse a I’émergence citée ci-dessus n’est
évidemment pas exhaustive, car ces moyens sont en grande partie spécifiques a chaque
¢pidémie et a chaque virus. Cependant, dans tous les cas, il est primordial d’identifier
précisément quel virus est responsable d’une épidémie, afin d’appréhender au mieux sa
dynamique et d’adapter la réponse a 1’émergence. Pour cela, le développement et le
déploiement de tests de détection directe, moléculaire ou antigénique, est une des actions

prioritaires de la réponse a I’émergence.
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1.3. Détection de virus et diagnostic moléculaire

Le diagnostic est crucial dans le cas des virus émergents pour plusieurs raisons. Tout d'abord,
un diagnostic rapide et précis peut aider a identifier les cas de virus émergents et a mettre en
place des mesures de prévention et de contrdle pour éviter la propagation de la maladie. Cela
est particuliérement important dans le cas de virus qui se propagent rapidement, tels que les
virus respiratoires émergents comme le SARS-CoV-2 par exemple. De plus, le diagnostic
permet de réaliser des enquétes de prévalence et d’incidence, et peut aider a comprendre la
dynamique de I'émergence d'un virus en fournissant des informations sur les modes de
transmission, les symptomes et les facteurs de risques. Cette compréhension est essentielle pour
guider la mise en place de mesures de prévention efficaces, comme la mise en quarantaine, la

vaccination ou la mise en place de mesures d'hygiene appropriées.

Plusieurs approches permettent de détecter directement ou indirectement la présence d’un agent
pathogene viral. L approche indirecte consiste a détecter une réponse de défense de I’hdte. 11
peut s’agir par exemple de la présence d’anticorps spécifiques, témoins d’une infection passée
ou en cours. La détection directe consiste quant a elle & détecter des éléments de la particule

virale, comme des antigenes, des protéines virales ou du matériel génétique.

La Figure 6 présente un exemple de la

Incubation

period

Fever cinétique d’une infection virale — un flavivirus

Risk of severe
disease

Development of
adaptive immunity

(comme le virus de la dengue) dans ce cas -,

- ainsi que la production d’anticorps, illustrée

& par une infection type d’un arbovirus (virus

transmis par piqare d'arthropode, Dictionnaire
Larousse) (18). La protéine NS1 (antigene)

Viraemia
-
AV
&g |
&

N\

o»l—>» 6—p8—P»12 —-rtt——Pp 90

Onset of
symptoms

Viral clearance

Figure 6 : Représentation graphique de la
cinétique d’une infection virale et de la
réponse humorale associée.

Figure extraite de I’article (18)

apparait en premier au cours de l’infection
virale. Il s’agit d’un marqueur viral précoce de
I’infection aigiie (la présence de cet antigéne
est spécifique aux infections aux flavivirus). La
période de virémie correspond a la période
durant laquelle le virus est détectable dans le

sang ; la virémie correspond a la quantité de

virus infectieux mesuré dans le sang de 1’héte infecté. Pour les infections virales ne présentant
pas de virémie (c’est-a-dire pas de présence de virus infectieux dans le sang), nous parlerons de
charge virale. Les Immunoglobulines M (IgM) sont les anticorps qui apparaissent en premier.
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Ce sont des marqueurs d’une infection en cours ou récente. Les Immunoglobulines G (IgG)
apparaissent dans un second temps et sont des marqueurs d’une infection passée. Il est
important de connaitre cette cinétique avant de réaliser un test de détection : il faut adapter le
test en fonction de ce que 1’on veut détecter, et 1’adapter en fonction de la date a laquelle

I’échantillon a été récolté.

Les techniques de détection peuvent donc étre divisées en deux groupes : la détection indirecte
et la détection directe. La détection indirecte permet d’identifier des éléments résultants d’une
infection virale induisant une réaction immunitaire chez 1’h6te. Les techniques permettant de
réaliser ce type de détection ne seront pas détaillées ici, car elles n’ont pas été 1’objet d’étude
dans le cadre de mon dipléme. Néanmoins, on peut citer : i) certains types de tests ELISA,
permettant la détection d’une réaction antigéne-anticorps (Annexe 2) ; ii) la séroneutralisation,
permettant de quantifier le taux d’anticorps neutralisants d’un virus donné ; ainsi que iii) la
technologie Luminex™ (19) : s’appuyant sur le principe de la cytométrie en flux, elle allie
I’utilisation de microspheres fluorescentes et une double lecture aprés excitation par deux
lasers, permettant la détection d’anticorps. La détection directe permet quant a elle d’identifier
la présence d’un élément de I’agent infectieux. Elle peut reposer sur la détection du matériel
génétique de I’agent infectieux, ou de 1’un de ses antigénes. Parmi les tests de détection directe,
NouUs pouvons citer les tests immunochromatographiques, permettant la détection d’un antigéne
viral, ou la technigue de Réaction en Chaine par Polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR)
couplée ou non a une étape de transcription inverse selon le type de matériel génétique a
détecter. Dans la suite de ce rapport, seuls les tests moléculaires ayant fait I’objet de mon
diplébme seront traités. La Figure 7 représente le déroulé du processus d’une analyse

diagnostique par Real Time-PCR.
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Processus de diagnostic par PCR
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Figure 7 : Processus de diagnostic d’une analyse par PCR en temps réel

Représentation schématique du processus d’analyse par PCR d’un génome viral ARN ou ADN, avec les
controles positifs permettant de contréler chaque étape du processus diagnostic. La nature ainsi que le
fonctionnement de ces contrdles sont détaillés dans la section 2 de ce mémoire. ArRNA : Armored RNA.
IVT : Transcrit in vitro. ADNc : ADN complémentaire. Figure générée avec BioRender.

Comme nous I’avons vu précédemment avec la classification de Baltimore, un virus est
composé d’un génome, ADN ou ARN, contenu dans une capside. La technique de PCR sera
utilisee pour détecter un génome viral qui a été purifié¢ a partir de 1’échantillon biologique ou
remis en culture, et qui est réalisée aprés une étape d’extraction, pour laquelle il existe
différentes techniques (colonnes, billes de silices, etc.). La PCR repose sur I’utilisation d’une
paire d’amorces complémentaires a la séquence virale de part et d’autre d’une séquence cible

et de I'utilisation d’une polymérase. Il est ainsi possible d’obtenir un nombre conséquent de
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copies d’une séquence cible donnée. La PCR est composée de trois étapes, qui sont la
dénaturation des brins d’acides nucléiques, 1’appariement des amorces sur ces brins et la
polymérisation a partir des amorces par la polymérase. Ce processus peut étre répété jusqu’a
quarante-cing fois, jusqu’a I’obtention de millions de copies identiques d’un méme géne (20).
Cette méthode est adaptable pour I’amplification d’une séquence d’ARN en ajoutant une étape
préalable de transcription inverse : la Reverse Transcriptase-PCR (PCR aprés Transcription
Inverse, RT-PCR). Durant cette étape, le simple brin ARN est converti en simple brin ADN
complémentaire par une transcriptase inverse de rétrovirus. L’ADN complémentaire produit
peut ensuite étre amplifié par une PCR classique (21). Cette méthode est largement utilisée en
virologie en combinaison avec des techniques utilisant une méthode de détection/quantification
par fluorescence, telles que les technologies TagMan ou SybrGreen, qui permettent de
quantifier le nombre de copies d’ARN présent dans 1’échantillon biologique (RT-PCR
quantitative, RT-qPCR).

Dans des conditions définies, le nombre de copies d’ARN peut étre proportionnel a la quantité
de fluorescence induite par la PCR. La valeur de seuil correspondant au nombre de cycles de
PCR nécessaires a I’apparition du signal de fluorescence est nommée CT (pour Cycle Threshold
en anglais). En comparant une gamme étalon et le moment ou 1’augmentation exponentielle
commence, il est alors possible de quantifier précisément la quantité initiale d’acides nucléiques
présents dans 1I’échantillon (20), on parle alors de quantification absolue. Habituellement, des

transcrits in vitro sont utilisés pour réaliser cette gamme d’étalonnage.

Les technologies utilisant un signal de fluorescence permettant de détecter ou quantifier

I’amplification principalement utilisées sont donc :

La technologie SybrGreen: le SybrGreen est une molécule se fixant au petit sillon de I’ADN

double brin. Libre, le SybrGreen n’émet pas de fluorescence, mais une fois apparié¢ a I’ADN et
excité, il émet une fluorescence pouvant étre détectée par I’appareil d’enregistrement de la PCR.
A chaque cycle PCR, les molécules de SybrGreen se fixent a chaque double brin d’ADN
néoformes et émettent une fluorescence, qui est mesurée a chaque cycle (Annexe 3). Cette
technique permet donc de réaliser une PCR quantitative en s’affranchissant de I’'usage d’une

sonde spécifique a la région cible.

La technologie TagMan: cette technologie s’appuie sur une réaction qui utilise la Taq

polymérase et une sonde spécifique de la cible marquée par un fluorophore et un quencher, qui

émettent & deux longueurs d’ondes différentes. La sonde est construite pour s hybrider
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spécifiqguement sur la région ADN cible entre les deux amorces de PCR (22) (Annexe 3). Dans
le cadre de la détection de virus, la technologie TagMan va permettre d’amplifier une région du
génome viral afin de la détecter par fluorescence. Lorsque la réaction de PCR est en cours, la
Taq polymérase copie I’ADN cible. Lorsqu’elle atteint la sonde TaqMan, elle la dégrade,
séparant ainsi le fluorophore du quencher et libérant un signal de fluorescence. Au cours des
cycles de PCR, le signal de fluorescence augmente et est proportionnel a la quantité de produits
PCR polymérisés, permettant de réaliser une analyse quantitative. En mesurant la fluorescence
a chaque cycle d’amplification, il est ainsi possible de déterminer la quantité initiale d’ADN ou
d’ARN dans 1’échantillon.
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1.4. Obijectifs du projet de recherche

L’Unité des Virus Emergents (UVE) travaille depuis 1995 dans le domaine du diagnostic, de la
préparation et des réponses aux virus émergents et ré-emergents d'importance médicale
représentant des enjeux de santé publiques majeurs. Au sein de PREPMedVet (Projet ANR,
Préparation et intervention d'urgence lors d'émergences de pathogénes d’intérét médical et/ou
vétérinaire (23)), ’'UVE doit prendre en charge le volet de diagnostic moléculaire rapide des
pathogenes viraux par la technologie d’amplification génique quantitative en temps réeel. En
particulier, ’Unité a pour mission de développer une filiere de produits de référence pour le
diagnostic moléculaire, incluant des témoins positifs synthétiques de nouvelle génération. Ces
témoins positifs sont un élément crucial dans la stratégie de réponse mise en place et il existe
une tres forte demande de matériel certifié pour de nombreux pathogénes dits « négligés » et
zoonotiques, et également pour le développement et la mise a disposition rapide de matériel de
référence en cas d’émergence d’un nouvel agent. Ces témoins permettent de s’assurer du bon
fonctionnement des manipulations (extraction et (RT) PCR) et doivent pouvoir étre distingués
des génomes des agents pathogénes proprement dits afin de permettre la détection d’éventuelles
contaminations et de prévenir des résultats faussement positifs. L’UVE a massivement investi
dans le développement de technologies et dans une plateforme permettant de préparer a fagon,
et par des techniques de synthese in vitro, des témoins positifs quantifiés de nouvelle génération

adaptés aux exigences diagnostiques.

L’enjeu principal de mon projet de diplome EPHE est d’améliorer notre préparation a une
émergence ou reémergence de certains virus, afin de permettre leur diagnostic de masse dans
les meilleures conditions. Pour cela, mon projet de recherche et développement a consisté dans
un premier temps a mettre en place et développer une plateforme de production de témoins
positifs pour le développement des tests diagnostiques, en améliorant les procédés de design et
de production pour permettre une production rapide a facon en cas d’émergence d’un nouvel
agent. Dans un second temps, j’ai élaboré de nouveaux tests diagnostiques permettant le

contrble de I’émergence de nouveaux variants d’un pathogéne donné.

Ce manuscrit se composera de deux parties : la premiere abordera le développement des
contr6les diagnostiques, et la deuxiéme les techniques de génotypage développées au cours de

ce projet. Il se conclura par un chapitre de discussion générale et perspectives.
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2. Développement, validation et production de controles pour le

diagnostic moléculaire

Il est avéré qu’au moins 80% des directives visant a établir un diagnostic ou & gérer une maladie
chez un patient résultent d’un résultat de tests de laboratoire (24). Il est donc primordial que les
résultats du test diagnostique et son interprétation soient fiables. Ainsi, il convient de controler
chaque étape du procédé qui conduit a la détection de la présence d’un agent pathogéne afin

d’éviter le rendu de résultats faussement positifs ou faussement négatifs.

Les tests diagnostiques se basant sur la détection du génome viral sont aujourd’hui largement
utilisés. Comme tout autre test diagnostique, sa robustesse doit étre évaluée : une erreur de
manipulation, le taux d’efficacité de ’enzyme utilisée ou encore la présence de substances
inhibitrices dans I’échantillon qui peuvent induire des résultats erronés. Certains réactifs utilisés
pour I’extraction du génome viral peuvent par exemple inhiber des réactions enzymatiques, ou
certaines substances naturellement présentes dans les échantillons peuvent altérer les protocoles
d’amplification (25). L’utilisation de contrdle est donc primordiale pour valider ou invalider le

résultat d’un test diagnostic.

2.1.  Qu’est-ce qu’un contrdle?

Un contrble est destiné a valider ou non le bon fonctionnement d’un test. Avant de valider une
expérience quelle qu’elle soit, il convient dans un premier temps de Vérifier la réponse du
controle utilisé face a ce test, et s’assurer qu’elle soit cohérente. En effet, il est d’usage d’utiliser
deux types de contréles : les contrbles positifs et les contrbles négatifs. Un contréle positif devra
alors donner une réponse positive au test auquel il est soumis, la ou le contréle négatif ne doit
pas en donner. L’utilisation de contrdle dans chacun des tests de laboratoire est obligatoire pour
s’affranchir de I’obtention de résultats faussement positifs ou faussement négatifs. Il est donc
nécessaire d’introduire a la fois un contrdle positif et un contrdle négatif dans chaque
expérience. Dans ce travail, nous allons nous focaliser uniquement sur les contrdles destinés a

une analyse par PCR.

Un contrdle négatif est un contrdle ne contenant pas 1’analyte d’intérét. Dans notre cas,
n’importe quelle matrice peut servir de contrdle négatif, tant qu’elle ne contient pas la séquence
a amplifier par PCR (par exemple de 1’eau, un autre virus que celui ciblé, etc.). Un contrdle
positif doit quant a lui contenir une séquence en acides nucléiques pertinente pour le systéeme

d’amplification PCR utilisé.
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Les contrbles peuvent aussi étre divisés en deux sous catégories : les contréles internes et les
controles externes. Un contrdle externe est un contrdle qui n’est pas mélangé a 1’échantillon a
analyser, il est ajouté¢ a I’analyse de maniére indépendante, alors que le contrGle interne est

ajouté a I’échantillon (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique de la localisation de chaque contrdle dans une
Figure générée avec BioRender.

Dans notre cas, les contrdles positifs internes sont ajoutés dans tous les échantillons avant
analyse et ne contiennent pas la méme séquence en acides nucléique que celle recherché dans
I’analyse. Ces contrdles seront donc amplifiés avec un systeme PCR différent de 1’analyse
principale. Ils sont nécessaires pour contrdler les étapes d’extraction de I’ADN ou de I’ARN
viral, de transcription inverse et d’amplification afin de détecter les résultats faussement
négatifs résultants d’une inhibition de la PCR ou d’un blocage de I’amplification (26). Un
contrdle externe permet quant a lui seulement de s’assurer du bon déroulement de I’étape de
I’analyse dans lequel il est utilisé. Ces contrbles peuvent avoir différents niveaux de
caractérisation : ils peuvent étre seulement qualitatifs, ou peuvent étre a la fois qualitatifs et
quantitatifs. Lorsqu’un contrdle est suffisamment pur et homogene, il peut étre utilisé comme
étalon afin de quantifier le titre viral des échantillons analysés. Si un contréle est correctement
produit, qualifié, quantifié, reproductible et stocké, il peut étre utilisé comme élément de
comparaison de performance intra et inter-laboratoire : on parle alors de matériel de référence
(27).

Il existe un autre type de contrbles, appelés « controles externes de qualité » (en anglais,
External Quality Assesment (EQA)), qui sont des matériels de référence permettant de
comparer les tests d'un laboratoire a une source extérieure au laboratoire. C’est un systeme
permettant de vérifier objectivement les performances des tests du laboratoire, fournissent des
éléments de qualité et une alerte pour les erreurs de diagnostic en faisant appel a un organisme
ou a une installation externe (28).
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2.2.  Nature des controbles

Les controles utilisés en tant que matériels de références peuvent étre de deux natures
différentes : biologiques ou synthétiques. lls présentent tous deux certains avantages et

inconvénients, et doivent étre choisit suivant 1’analyse a réaliser.

2.2.1. Matériel biologique

Du matériel biologique peut étre utilisé en tant que contrdle. Cela peut étre un prélevement de
patient (sang, sérum, prélévement nasopharyngé, etc.), des souches bactériennes ou virales

produites en culture.

Avantages :

. Ce sont les contréles les plus approchants de 1’échantillon a tester. En effet, pour des
tests virologiques notamment, ils peuvent représenter la souche virale qui circule
réellement dans la population.

. Ils contiennent le génome complet d’un virus.

Inconvénients :

Leur quantité peut étre limitée ; il faut avoir a disposition suffisamment de patients positifs a

un pathogéne donné, ou pouvoir cultiver I’agent pathogene, ce qui n’est pas toujours le cas.

« lls sont limités en variabilité : si un nouveau variant émerge, il faut trouver un patient
infecté par ce variant pour en isoler la souche.

« Ces contrbles peuvent potentiellement étre infectieux, et doivent étre produits dans des
environnements de haute sécurité, comme des laboratoires de biosécurité de niveau 3
ou 4 (BLS3, BSL4), pour la production de contréles respectivement pour le virus de la

fievre jaune ou Ebola par exemple.

Au laboratoire, des bactériophages sont utilisés en tant que contrbles internes de nature
biologique. Le bactériophage MS2 est utilisé comme contréle interne a génome ARN, et le
bactériophage T4 comme contréle interne a génome ADN. Ces virus sont introduits dans

I’échantillon a analyser avant extraction virale, constituant ainsi des contrdles positifs

d’extraction.
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2.2.2. Matériel synthétique

I1 est également possible d’utiliser des contrdles produits artificiellement en laboratoire pour
constituer un matériel de référence.

Avantages :

« Les quantités sont quasiment illimitées au regard des besoins.

« lIs peuvent étre produits a facon selon les besoins diagnostiques. Différents témoins
peuvent étre construits en fonction de la région génomique a analyser, et peuvent étre
modifiés si de nouveaux variant viraux apparaissent.

» IIs permettent d’étre rapidement opérationnel. En effet, il faut compter environs un a
sept jours de production selon le témoin.

Inconvénient :

« lls ne contiennent qu’une partie du génome et non pas le génome complet, contrairement
au matériel biologique.

« Les contrbles synthétiques sont en général des acides nucléiques nus, ce qui ne reflete
pas nécessairement le matériel génétique viral encapsidé. Il existe des technologies
permettant d’encapsider du matériel génétique, mais la capside reste néanmoins
différente de la capside virale.

Il est possible de classer les contrdles synthétiques en trois groupes : i) les produits PCR, ii) les
transcrits produits in vitro (In Vitro Transcrits, IVT) ainsi que iii) du matériel génétique
encapsidé (Armored RNA (ArRNA) ou Armored DNA (ArDNA)).

2.2.2.1.  Matériels synthétiques nus.

Le produit PCR est le controle positif le plus simple a développer et produire. 1l s’agit de
I’amplicon obtenu a la fin d’une réaction par PCR. C’est une séquence en acides nucléiques
d’une taille définie par la distance entre les deux amorces utilisées pour réaliser I’amplification.
Le produit PCR ne permet cependant de ne contrbler que la derniére étape du processus

diagnostic, c’est-a-dire I’étape de PCR.

Afin de contrdler I’étape d’amplification mais également celle de transcription inverse, il est
possible d’utiliser des ARN synthétiques, spécifiques du pathogene a détecter. La technique la
plus simple pour produire des ARN synthétiques est celle de la transcription in vitro. Cette

technique consiste en la réalisation d’une PCR sur un plasmide contenant la séquence d’intérét,
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encadrée par un promoteur et d’un terminateur de transcription (Figure 9). Le produit PCR
ainsi généré sera ensuite transcrit a I’aide d’une ARN polymeérase, la matrice ADN est ensuite
dégradée par une DNase, générant ainsi une matrice ARN utilisable en tant que contrdle positif.
La transcription est réalisée grace a des sequence promotrices et terminatrices : le promoteur
est une séquence nucléotidique placée en amont de la séquence a transcrire, a laquelle la
polymérase va se fixer afin d’initier la transcription ; le terminateur est une sequence riche en
G-C située en aval de la séquence transcrite, ralentissant le fonctionnement de la polymérase et
formant une «tige-boucle » bloquant I’enzyme. En général, I’ARN polymérase du phage T7

est utilisée car elle permet d’obtenir de bons rendements sans limite majeur de type de séquence.

Les produits PCR ainsi que les IVT peuvent tous deux servir de contréles quantificatifs : un
dosage par spectrophotométrie apres leur synthése permet de connaitre leur nombre de copies
d’acide nucléique, et peuvent donc par la suite étre utilises comme gamme d’étalon pour

déterminer le nombre de copies d’un échantillon.

T7term
T7prom
—
_— Séquence Cible
Amorce sens Amorce rev

Figure 9 : Matrice permettant la synthése d’un Transcrit In Vitro.
Représentation schématique et simplifiée d’une matrice permettant la synthese d’un IVT. T7prom -

Promoteur T7 T7term ; Promoteur T7. Figure générée avec BioRender.
2.2.2.2. Matériels synthétiques encapsidés

Les contrdles d’extraction doivent correspondre a du matériel génétique encapsidé infectieux
ou non, mimant une particule virale. Afin de disposer de contrbles permettant de tester et de
controler toutes les étapes d’un processus diagnostic, ¢’est-a-dire de ’extraction virale a la
réalisation de la PCR, la technologie « Armored » permet d’encapsider des séquences d’ADN
ou d’ARN viraux non infectieux produits en laboratoire. Ces contrdles reproduisent la structure
des phages MS2 ou T4 mentionnés plus haut, mais peuvent contenir n’importe quelle séquence

cible afin de détecter n’importe quel pathogene.
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Les ARN encapsidés :

Un Armored RNA (ArRNA, ARN encapsidé par plusieurs protéines hétérologues) est un
complexe de protéine de capside de bactériophage MS2 et d’ARN produit dans Escherichia
coli par I’induction de I’expression d’un géne codant pour des protéines de capside et une
séquence d’ARN (29). La technologie des ArRNA a été développée dans les années 90 par la
société Ambion. Cette technique consiste a enfermer I’ARN cible dans une capside protéique.
Cette technologie a pour but de constituer des contrdles positifs d’extraction, les rendant ainsi
capables de controler 1’entiéreté du processus diagnostic par PCR (Figure 7). De plus, la
capside protéique rend ce contrdle plus stable quun ARN nu, permettant ainsi de s’affranchir
des problémes de transport et de stockage dans le temps que 1’on rencontre notamment avec les
IVT. En effet, les ArRNA ainsi produits, protégés des RNases et de I’environnement extérieur,
sont plus stables dans le temps qu’un ARN nu (30), et peuvent étre conservés a 4°C, 25°C ou

37°C pendant plus de 30 jours sans perte significative de leur nombre de copies (31).

Le phage MS2 est composé d’un génome ARN simple brin de polarité positive. Il code pour
quatre protéines : une protéine de maturation (Maturation Protein, MP), une protéine de lyse,
une protéine de capside (Coat Protein, CP) et une réplicase (32). La CP est I‘élément principal
de son enveloppe protéique : la capside icosaédrique est constituée de 90 dimeres de CP et
d’une unique copie de la MP exposée a la surface (33). Les virus se lient d'abord aux c6tés du
pilus bactérien par I'intermédiaire de la MP (Figure 10 A). Contrairement a d’autres phages,
seul le complexe ARN-MP péneétre dans la cellule. Les MP se lient a des structures dites
d’emballage, appelées séquences PAC situées a chaque extrémité du génome MS2 (34). Ces
séquences PAC jouent un réle crucial dans la réplication et l'assemblage du phage. Elles
forment des éléments de structure secondaire définis, qui sont spécifiguement reconnus par les
CP virales (Figure 10 B). Ces séquences sont des opérateurs de traduction pour la réplicase, et
des sites d’initiation de I’assemblage des CP. En d’autres termes, elles agissent comme des
signaux pour guider le processus d'emballage de I'ARN génomique dans les nouvelles particules
virales. Lorsque le génome ARN est dans la cellule, il est utilisé comme matrice pour la
traduction des protéines virales. Le gene de la CP, qui est la proteine la plus abondante dans
cette structure, peut étre traduit directement. Une fois internalisée, la MP est clivée en deux
fragments distincts par une protéase, ce qui permet a la traduction et a la réplication de

commencer. Le contréle temporel de l'expression des génes du phage régule ensuite la
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production de génomes descendants et de proteines structurelles qui s'assemblent avant I'action

de la protéine de lyse du phage.
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Figure 10 : Composants du virion MS2 et son cycle de vie
A) Cycle de vie du bactériophage MS2. Les éléments en jaune correspondent aux séquences PAC ; les

triangles correspondent aux protéines de capside. B) Représentation de la fixation des séquences PAC

aux protéines de capside. Figure extraite de [’article (35)

Fusionnée a une séquence PAC, il a été démontré qu’une séquence d’ARN recombinant peut
étre spécifiquement empaquetée dans une capside recombinante de MS2 (36). . Pour la
production de VLPs (Virus like Particles, particules semblables a celles d’un virus), trois
éléments sont indispensables :la capside et la maturase pour permettre la formation de la
pseudo-particule, et la séquence PAC pour la fusion de I’ARN avec la capside virale. Une
unique copie de la maturase assemblée avec 90 dimeres de protéines de capside permet la
formation de la capside d’une particule virale La plus longue séquence a avoir été encapsidée
en utilisant un unique site PAC est de 1200 bases (37), mais 1’ajout d un second site PAC permet
une liaison coopérative du dimére de protéines de capside a I’ARN, résultant en une plus haute
affinité vis-a-vis d’un unique site PAC (38). De fait, en intégrant plusieurs sites PAC, I’ARN

le plus long encapsidé a ce jour est de prés de 5000 nucléotides (39).
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Les ADN encapsidés :

Les types de contrbles ou d'étalons couramment utilisés pour les essais sur les virus a génome
ADN peuvent étre de I'ADN plasmidique nu, des échantillons de patients positifs au virus
étudié, des lignées cellulaires spécifiques et de I'ADN encapsidé (Armored DNA, ADN
encapsidés par une ou des protéines hétérologues) Les contrbles dérivés de plasmides sont
faciles a produire, non infectieux pour I'nomme, mais sont susceptibles d’étre dégradés par des
DNases du fait que I’ADN ne soit pas protége. De plus, 'ADN plasmidique ne peut servir de
contrble pour l'ensemble du processus de PCR en temps réel, car I'extraction des acides
nucléiques n'est pas effectuée sur ce type de controle. Les échantillons de patients peuvent quant
a eux constituer un contréle pour 1’ensemble du processus, mais peuvent étre infectieux et
rendent la manipulation et les transports complexes. Afin de générer des contréles synthétiques
capables de controler ’entiereté du processus de diagnostic par PCR, plusieurs techniques de
production d’Armored DNA ont été publiées. Les phages a génome ADN sont principalement
utilisés pour encapsider des ADN, mais des capsides de baculovirus ont également été utilisées
pour construire un ArDNA (40). Quatre types de phages ont déja éte utilisés pour construire un
ArDNA : le bactériophage T7, les phages filamenteux, le bactériophage MS2 et le phage
lambda (41-44). Le phage T7 n’est en général pas choisi pour synthétiser des ArDNA, du fait
de sa faible efficacité d’emballage (41). Le phage lambda permet quant a lui de synthétiser
simplement des ArDNA doubles brins, avec une meilleure efficacit¢ d’empaquetage que le
bactériophage T7 (43). Pour cela, le vecteur d’expression Lambda GT11 est utilisé : il peut
tolérer des insertions d'une longueur maximale de 7200 bases dans un site de restriction EcoRl
unique situé pres de I'extrémité C-terminale de la région codante du gene lacZ.

Etonnamment, la production d’ArDNA dérivée de la technologie ArRNA est possible avec la
capside du phage MS2. Le processus nécessite cependant de dissocier la capside recombinante
du phage MS2 en dimére de CP in vitro, puis de les rassembler en VLPs en présence d’un site
ADN-ARN chimérique avec une sequence PAC modifiée (mélange covalent de PAC ADN et
PAC ARN, optimis¢ par les auteurs de 1’article) (44). Cette technique permet d’encapsider de
longues séquences, allant jusqu’a 6500 paires de bases (44), mais nécessite de passer par une
étape de dénaturation/renaturation des capsides recombinantes laborieuse. Les ArDNA obtenus
via un phage filamenteux sont simples brins, et ne sont donc pas idéaux pour mimer les
propriétés des virus a ADN double brin. Néanmoins le phage filamenteux M13 posséde un
certain nombre d’avantages. Couramment utilisé en biotechnologie, notamment pour la

technique du phage display (45), il permet 1’encapsidation de génome phagique recombinant
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ou I’encapsidation d’un phagémide, qui est une molécule d’ADN réplicative possédant une
origine d’encapsidation. Afin d’utiliser la machinerie du phage M13 pour générer un ADN
simple brin encapsidé, il est nécessaire d’utiliser un phage auxiliaire du phage M13. Ce phage
auxiliaire possede les protéines d'enveloppe completes et un génome complet du phage M13,
cependant il posséde une origine de réplication différente de celle du phage M13 et un géne de
résistance a un antibiotique, tous deux insérés a la place de l'origine de réplication de M13 (ori
f1). En présence d'un phagémide portant une origine M13 ou f1, le phagémide simple brin est
emballé de maniere préférentielle (par rapport au génome M13), ce qui permet de produire de
I'ADN de phagémide simple brin pouvant étre utilisé pour de la mutagenese, le séquencage, ou
pour produire des ArDNA. Lorsque le phage auxiliaire M13 infecte E.coli, son génome simple
brin utilisera la polymérase de I'n6te pour générer une forme réplicative (RF) double brin. Le
génome de M13 contient 9 génes principaux, le produit de traduction de chaque géne étant
appelé gpl, gp2, et ainsi de suite. Comme ’ori f1 du phage auxiliaire est mutée, les gp2 et gp5
ne reconnaissent pas l’origine d’encapsidation de maniére efficace et encapsident donc
préférentiellement le phagémide. Ensuite, la gp5 forme une structure en dimére et commence a
emballer ce brin simple d'/ADN a partir du signal d'encapsidation sur I'ori f1. Le phage néo-
synthétisé sera alors libéré de la cellule hote et sera recouvert par les gp3, gp6, gp7, gp8 etgp9.
Les phages ainsi libérés contiendront majoritairement le phagémide contenant la séquence
d’ADN exogene d’intérét.
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Figure 11 : Synthése d'un ArDNA a partir d'un phagémide et d'un phage auxiliaire
Représentation schématique d’une infection d’E. coli par un phage auxiliaire en présence d’'un

Phage
auxiliaire
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00000000

phagémide. RF : Replicative form : Forme réplicative. Pol : polymérase. Schéma modifié & partir de
celui présent sur le site : https://2014.igem.org/Talk:Team:TCU_Taiwan/M13Phage (46).
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2.3. Enjeux du projet

La détection de virus en diagnostic moléculaire nécessite 1’utilisation de contrbles adaptes.
Differents témoins doivent étre produits a fagcon en fonction du type de virus a détecter. Pour la
détection de virus a génome ARN, des témoins synthétiques sous forme de transcrits in Vitro
ou d’ARN encapsidé sont utilisés. Pour les virus a génome ADN, les plasmides, les produits
PCR, ou les ADN encapsidés peuvent étre utilisés. Ce projet a pour objectif de développer et
valider pour I’activité diagnostic du laboratoire un panel de contréles positifs synthétiques qui

répondent a I’ensemble des besoins.

Pour la détection de virus a génome ARN, le premier besoin est de produire des témoins positifs
quantitatifs sous forme d’IVT, devant par conséquent étre homogenes. Ensuite, ce processus de
production doit étre robuste et reproductible, afin de générer un protocole générique pour la
production de ce type de contrdle. Le deuxiéeme implique le développement d’une plateforme
de production d’ARN encapsidés synthétiques, pouvant étre produits en grande quantite,
homogeénes, lyophilisables, distribuables et pouvant servir de contréle sous forme d’EQA ou
mimant du matériel infectieux. Dans ce contexte, la technologie ArRNA devra étre
implémentée au laboratoire pour répondre aux besoins spécifiques de la plateforme de

diagnostic.

Pour la détection de virus a génome ADN, les processus de production des témoins sous forme
plasmidique ou de produit PCR sont déja correctement établis au laboratoire. Cependant, nous
ne disposons a I’heure actuelle d’aucun protocole permettant de produire des contrdles positifs
sous forme d’ADN encapsidé. Le dernier enjeu de cette partie de mon projet consiste donc au
développement d’un protocole de synthése d’ArDNA, avec les mémes objectifs que pour les

ArRNA.
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2.4. Matériels et méthodes

2.4.1. Conception des génes synthétiques

Les matrices ADN sont synthétisées et clonées par la société GENEWIZ ou Thermo Fisher
Scientific dans des plasmides pUC-GW-Amp. Elles sont congues selon le modéle détaillé dans
la Figure 12 ci-dessous. Ces plasmides sont recus sous forme lyophilisée et sont reconstitués
avec de I’eau ultra-pure sans nucléases pour obtenir une solution de plasmide a 0,1 pg/ul. La

séquence codant I’actine est une séquence hexogéne permettant de normaliser la quantité de

matériel ARN. T7 prom : TAATACGACTCACTATAGGGAG. PAC
ACATGAGGATCACCCATGT. Actine
GTCTGGATTGGTGGCTCCATCTTGGCTTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGAT
CAGCAAGCAGGAGTATGATGAGTC. T7 Term

GCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
CTG

Terminateur
promoteur T7

T7
—>
—L  PAC Séquence Cible PAC m—gi

Figure 12 : Présentation du design d’une séquence codant pour un transcrit in vitro
Représentation schématique du design d'une matrice ADN compatible a la production d'un IVT ou d'un

ArRNA. PAC : sequence encapsidatrice Actine : séquence codant le géne d’actine. Figure générée avec

BioRender.

2.4.2. Production, quantification et validation des transcrits in vitro.

La PCR avant la transcription in vitro est réalisée avec le kit de PCR « Patinum™ PCR
SuperMix High Fidelity (Invitrogen, Thermofisher) ». Le mix PCR contient 15uM de chaque
amorce, 0.2ug de plasmide et pul45ul de Mix PCR. Le cycle thermique a été défini comme suit :
2 min a 94°C, puis 30 cycles de : 30 sec a 94°C, 30 sec a 55°C, 1 min a 68°C. Le produit PCR
obtenu est déposé sur un gel a 1% d’agarose, et migre pendant 30min a 135V, afin de vérifier
la taille de I’amplicon obtenu. Le produit PCR est ensuite purifié a I’aide du kit de purification
« Monarch PCR & DNA cleanup Kit, Biolabs New England », selon le protocole du
fournisseur. Le produit final est dosé par spectrophotométrie a 260nm.

La transcription in vitro est réalisée a partir du produit PCR obtenu a I’étape précédente, avec
le « Kit de transcription T7 Megashort script Kit, Ambion », selon le protocole du kit. Les ARN
transcrits obtenus sont purifiés avec le « kit de purification ARN MEGAclear™ Transcription
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clean-up ». L’¢lution finale se fait avec 50pl d’eau ultra pure. L’ARN obtenu est dosé par
spectrophotométrie a 260nm.

Les mesures de poids moléculaire des ARN transcrits se font par électrophorese capillaire, avec
I’appareil « Bioanalyser Agilent 2100 » et le kit « Agilent RNA 6000 Nano Kit », selon le
protocole du kit. Les ARN & analyser sont déposés purs.

Les RT-gPCR congues pour valider les IVT sont réalisées avec le « Kits SuperScript™ III
Platinum™ One-Step gRT-PCR » et avec un profil thermique définit comme suit : 15 min 50°C,
2 min a 95°C, puis 45 cycles de 15 sec a 95°C puis 45 sec a 60°C. Le mix PCR contient 10 uM
de chaque amorce, 1uM de sonde, 5ul d’échantillon et 12,5ul de Mix 2X. Les RT-gPCR sont
réalisées dans un thermocycleur « CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-
Rad ».

2.4.3. Production des ARN encapsidés

2.43.1. Synthése des ArRNA

Des bactéries E.coli T7 Expression Ig ont préalablement été transformées avec un plasmide
pET28b-CP-HIS-CP-Mat —codant pour les protéines de CP et MP- et cultivées dans un milieu
contenant kanamycine et chloramphénicol, puis rendues compétentes. Les bactéries sont a
nouveaux transformées avec 1ul de plasmide pUC-GW-Amp contenant le géne d’intérét ainsi
que la séquence PAC, et sont étalées sur un mélange d’agarose et de milieu de culture Luria
Bertani (LB), et de trois antibiotiques : Ampicilline (0,1 mg/ml), Kanamycine (0,05 mg/ml) et
Chloramphénicol (0,034 mg/ml), puis incubées toute une nuit a 37°C.

Les précultures sont faites dans 5 ml de milieu LB + Ampicilline (0,1 mg/ml), Kanamycine
(0,05 mg/ml) et Chloramphénicol (0,034 mg/ml), et sont incubées toute une nuit a 37°C a 200
RPM.

Les cultures sont faites dans 200 ml de milieu Terrific Broth (TB) (47,6 mg/ml), 1,6 ml de
glycérol + Ampicilline (0,1 mg/ml), Kanamycine (0,05 mg/ml) et Chloramphénicol (0,034
mg/ml). Les cultures sont incubées a 37°C a 200 Rotation Par Minute (RPM) et la densité
optique (DOeoonm) est mesurée. L’induction de la protéine CP se fait avec 0,5mmol/l d’IPTG,
puis sont incubées toute une nuit a 25°C a 200 RPM. Les cultures sont arrétées par
centrifugation pendant 10 minutes a 4000g puis congelées a -80°C. Aprés décongélation, les
bactéries sont lysées avec 10ml de tampon de lyse (50 mmol/l TRIS base, 300mmol/lI NaCl, 10
mmol/l imidazole, 5% glycerol, 0,1% Triton, 10ug/ml Dnase, 0,25 mg/ml lysosyme, 1 mmol/I
PMSF, 1x BugBuster pH8) et incubées pendant 30 minutes sous agitation. Le milieu est ensuite
centrifugé pendant 30 minutes a 12000 RPM. Le surnageant est collecté, et incubé pendant 30

minutes avec ajout d’Iml de billes de Nickel. La purification se fait par chromatographie
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d'affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC). Deux lavages sont faits, le premier avec
4ml de tampon « A » (50mmol/l TRIS base, 300 mmol/l NaCl, 10 mmol/l imidazole), le
deuxieme avec 3,6 ml de tampon « A » et 0,4 ml de tampon « B » (50 mmol/l TRIS base, 300
mmol/l NaCl, 500 mmol/l imidazole). L’élution se fait avec Sml de tampon « B ». Le produit
obtenu est concentré dans un concentrateur de protéine « Merck Millipore Ensembles de
filtration par centrifugation Amicon™ Ultra 100K Da ». Les protéines obtenues sont dosées par

spectrophotométrie a 280nm.
2.4.3.2.  Lyophilisation et validation de I’ArRNA

400ul d’ ArRNA ainsi produit sont extrait avec I’appareil « EZ1 Advanced XL, Quiagen », avec
le kit « Virus mini kit v2.0 » dans un volume de 60ul d’ARN carrier. Ils sont repris dans un
volume d’eau de QSP 500ul. Ils sont par la suite testés par RT-gPCR avec le kit le « Kits
SuperScript™ III Platinum™ One-Step gRT-PCR », et un profil thermique défini comme suit :
15 min 50°C, 2 min a 95°C, puis 45 cycles de : 15 sec a 95°C puis 45 sec a 60°C avec des
amorces spécifiques a I’ArRNA produit. Le mix PCR contient 10 uM de chaque amorce, 1uM
de sonde, 5ul d’échantillon et 12,5ul de Mix 2X. lls sont testés en dilutions au */se, jusqu’a
définir la solution ayant une valeur seuil de 30 CT.

Une fois la dilution de travail déterminée, I’ArRNA est lyophilis¢, aprés ajout de 0,2M d’une
solution de sucrose (13.7gr de sucrose dilué dans 40ml de HBSS (Gibco™ HBSS 1x)), selon le
protocole de lyophilisation décrit en Annexe 4).

Une derniére RT-gPCR post lyophilisation est réalisée pour valider I’ArRNA produit. 11 est
repris dans 500ul d’eau, puis extrait et analysé en RT-qPCR de la méme maniére qu’énoncé
précedemment (Figure 13).

2.43.3. Controle de I’homogénéité

Le controle de ’homogénéité des ArRNA a été réalisé par une analyse PCR. Un systeme PCR
sur le plasmide a été désigné comme suit : Amorce Sens : CATGGTCATAGCTGTTTCCTG ;
Amorce reverse : GCTTTACACTTTATGCTTCCGGC ; sonde :
TTGTTATCCGCTCACAATTCCACAC

Les RT-gPCR ont été realisees avec le « Kits SuperScript™ III Platinum™ One-Step qRT-
PCR », avec un profil thermique défini comme suit : 15 min 50°C, 2 min a 95°C, puis 45 cycles
de : 15 sec a 95°C puis 45 sec a 60°C. Le mix PCR contient 10 uM de chaque amorce, 1uM de
sonde, 5ul d’échantillon et 12,5ul de Mix 2X. Les RT-qPCR sont réalisées dans un
thermocycleur « CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad ».
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2.4.3.4. Production et validation de I’ArRNA MS2

L’ArRNA MS2 a été produit dans les conditions décrites ci-dessus. Une fois produit, 200 puL
d’ArRNA dilué au dixieme ont été extraits. Une gamme de sept dilutions en série au 1/5¢ a été
analysée par RT-gPCR afin de déterminer la dilution de travail. Afin de valider cet ArRNA, il
a été ajouté (spikeé) dans différents échantillons : prélévement nasopharyngé, salive, urine,
clarifiat de selles, sérum et sang total. Pour valider les résultats, un phage MS2 (produit par
d’autres membres du laboratoire) a été utilisé en paralléle et ce dans les mémes conditions ;
c’est a dire 10 uL de MS2 (phage ou ArRNA) sont ajoutés a 200ul. d’échantillon, extrait a
I’EZ]1 puis analysé par RT-qPCR.
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Figure 13 : Schéma du processus de validation d'un ArRNA

Schéma généré avec BioRender.
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2.4.4. ADN Encapsidé

2.4.4.1. Capsides recombinantes

Les séquences des inserts intégrés dans les plasmides permettant la synthese des trois protéines
d’intéréts sont disponibles en Annexe 5. Des sequences HIS-Tag ont été intégrées dans chaque
plasmide, afin de permettre une purification par IMAC. Un site de clivage a la TEV protéase
est inseré a la suite du HIS-Tag afin de le supprimer aprés la purification. Pour la fIMCP (Full
lenght Major Capsid protein, protéine majeure de capside, taille compléte), une séquence codant
pour la Thioredoxine est ajoutée afin d’augmenter sa solubilisation. Les transformations
bactériennes, les pré cultures ainsi que les cultures sont réalisées de la méme maniere que pour
la production des ArRNA, sans utilisation d’ampicilline. L’ IMAC se fait de la méme maniére,
a D’exception de la lyse bactérienne. Elle se fait ici sans ajout de BugBuster et par deux

sonications de 45 sec.

Les SDS PAGE post-production sont réalisés avec le kit « mPAGE™ 4-20% bis-tris
gels,Merk » et la migration se fait sous une tension de 180 volts pendant 40 minutes. La
révélation se fait avec le colorant « InstantBlue® Coomassie Protein Stain, Abcam ». Les
chromatographies d’exclusions de taille (SEC) se font sur colonne « Cytiva HiLoad™ 16/600

Superdex™ 200 pg, Fisher Scientific ».

Les tests de dégradation a la DNase se font avec 1pl de « DNase-1 RNase Free, New England
Biolabs » avec 1pl de tampon « CutSmart® Buffer, NEB » et sont par la suite analysés sur gel

d’agarose 1%, sous tension 100 volts pendant 30 min.

Les tests de TSA (Thermal shift assay) permettant d’évaluer 1’assemblage/désassemblage des
protéines se font suivant le protocole thermique suivant : 20°C pendant 1 min, augmentation de
la température jusqu’a 45°C, incrément 0.2°C par minute, 45°C pendant 1minute, diminution
de la température jusqu’a 20°C, incrément 0.2C par minute. La mesure de la fluorescence se

fait avec le colorant SYPRO orange (Thermo Fischer Scientific).
2442, Phagémide encapside

Les ArDNA sont synthétisés dans des bactéries TG1 (LU-60502-2 TG1 Electrocompetent
Cells, EUROMEDEX). Ces bactéries sont rendues chimio-compétentes, voir protocole détaillé
en Annexe 6. L’insert permettant la syntheése de I’ArDNA, basé sur une séquence spécifique de

I’Hépatite B, est clonée dans un phagémide pHEN4 (séquences détaillées en Annexe 7) par la
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societe Thermo Fischer Scientific. Le produit cloné est recu sous forme lyophilisé, et

resuspendu dans 50l d’eau ultra pure pour obtenir une solution a une concentration de 1pg/pl.

Les transformations et les précultures sont faites de la méme maniere que toutes les autres
décrites précédemment, avec ajout de 0.1mg/ml d’ampicilline. Les cultures sont faites dans un
milieu 2X TY (16 g Bacto tryptone, 5 g NaCl et 10 g d’extrait de levure dans 1L d’H20). La
suite des expérimentations sont réalisées selon le protocole décrit dans un article de Nature
Protocols, « A general protocol for the generation of Nanobodies for structural biology » (47),

étapes 37 a 45, avec le phage auxiliaire « M13KO07 helper phage New England BioLab ».

Le produit obtenu est analysé par qPCR apreés extraction avec I’appareil « EZ1 Advanced XL,
QIAGEN » et le kit « Kits SuperScript™ III Platinum™ One-Step gRT-PCR », sans 1’étape de
rétro transcription. Les tests de dégradation a la DNase sont réalisés sur 100l d’ArDNA avec
le kit « Kit TURBO DNA-free™ AM1907, Thermo Fisher Scientific ™. », selon le protocole

« rigorous treatment » du Kit.
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2.5. Reésultats et discussion

2.5.1. Transcrits in vitro

Avant mon arrivée au laboratoire, les Transcrits in vitro (ITV) étaient initialement produits a
partir d’un produit PCR. Ces PCR étaient réalisées avec des amorces ciblant les séquences
universelles M 13 sur le plasmide, de part et d’autre du site d’insertion. Cette méthode présente
différents inconvénients, notamment des problemes de reproductibilité et d’efficacité. Par
ailleurs, la réalisation d’une PCR peut engendrer des mutations au cours des cycles
d’amplification. Afin de supprimer 1’étape de PCR, nous avons cherché a réaliser la
transcription directement a partir du plasmide en travaillant notamment sur I’optimisation d’une
séquence terminatrice de transcription pour éviter les fuites de terminaison, responsables de
I’hétérogénéité de taille des IVT. Plusieurs séquences terminatrices de transcription sont donc
intégrées en aval de la séquence d’intérét. Un terminateur de transcription est une séquence
nucléotidiqgue marquant la fin de la transcription. Classiquement, la séquence « terminateur
T7 » (T7term), issu du bactériophage T7 est choisie car I'ARN polymérase dérivée de phages
T7 est le systéme de transcription le plus utilisé dans le domaine de la biologie synthétique (48).
Le T7term code pour une séquence d'/ARN qui peut former une structure stable de tige-boucle
suivie d'une répétition de six résidus uridylés. La transcription se termine au niveau du résidu
G en 3" en aval du poly-U (Figure 14 A). Les témoins positifs ont donc été synthétisés en
réalisant une transcription directement sur le plasmide, gréce au kit « MEGAshortscript™ T7

Transcription (Ambion) »

Afin de déterminer ’homogénéité de taille des témoins positifs ainsi produits, nous les avons
analyses par électrophorése capillaire (Figure 14 B). L’¢éléctrophérogramme met en évidence
un pic étroit a la taille attendu du transcrit (160 nt, repéré par une fleche sur la Figure 14 B)
mais aussi la présence d’un large pic (de quelques dizaines a plus de 4000 nucléotides), qui
suggere une fuite de transcription du terminateur T7. En effet, si le terminateur T7 est efficace
a 100%, nous ne devrions observer qu’un seul pic a environ 160 nt, taille théorique de I’ARN

de référence.

Pour optimiser la terminaison de transcription, deux options sont possibles : utiliser une matrice
courte qui s’arréterait apres le T7term en réalisant une PCR sur le plasmide, ou augmenter la

force du signal de terminaison.
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Figure 14 : Structure secondaire du T7term et mise en évidence des problemes de
terminaison de transcription

A) Structure secondaire du terminateur T7. Figure extraite de ['article (48). B) Electrophorégramme
obtenu apres l'analyse d'un IVT produit grdce a une transcription directement le sur plasmide. Le pic
a 25nt correspond au standard de poids moléculaire. Abscisse : taille en nucléotides (nt). Ordonnée :

Fluorescence Units (FU).

2.5.1.1.  Optimisation du signal de terminaison

Pour augmenter le signal de terminaison de transcription, plusieurs séquences de terminaison
issues de I’article de Mairhofer et al. ont été testées (48). Nous avons testé trois séquences de
terminaison différentes et deux combinaisons de séquences de terminaisons : la séquence
T7term, qui est notre séquence de référence ; une séquence VSVterm, séquence de terminaison
du Virus de la Stomatite Veésiculaire (VSV), qui a démontré sa fonctionnalité pour la
polymérase T7 (49). Selon les auteurs, le VSVterm est capable d'interrompre ’activité de la
polymérase avec une efficacité de 75 %. Nous avons également testé une séquence T7U,
séquence T7term optimisée par les auteurs de I’article. Les structures secondaires de ces
terminateurs sont détaillées en Annexe 8. Nous avons également testé deux différentes
combinaisons de ces séquences de terminaison (Figure 15). En se basant sur les données de
I’article, 1’association en tandem des séquences T7U et T7term permet une efficacité de

terminaison de 93%, et I’association VSVterm T7term de 92%.
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Figure 15 : Présentation des différentes séquences de terminaison de transcription et
combinaisons testées.

Séquence Cible

Représentation schématique des différents sites de terminaison testé. T7prom : Promoteur T7. T7term :
terminateur T7. VSVterm : terminateur VSV. T7Uterm : Terminateur T7U. Schéma généré avec
BioRender.

Les cing IVT contenant ces cing types de séquences de terminaison ont été synthétisés en
réalisant une transcription a partir du plasmide correspondant, et ont par la suite été analysés
par électrophorese capillaire (

Figure 16). Pour les IVT contenant les séquences VSVterm et TU7term seules, un large pic
avec une fluorescence importante est toujours observé. Pour le VSVterm, le pic correspondant
a la taille théorique de I’ARN est a peine visible. De fait, ces séquences terminatrices seules ne
montrent pas une efficacité de terminaison de transcription nettement supérieure a celle du
T7term. Lorsque deux séquences de terminaison se succédent, nous observons deux pics
relativement étroits correspondant aux tailles des séquences d’intérét, mais toujours avec
présence d’un large pic qui refléte une fuite de terminaison. Néanmoins, le bruit de fond de ce
large pic est moins important qu’avec un seul terminateur. Méme si 1’ajout de plusieurs
séquences de terminaison permet une amélioration de I’homogénéité de la taille des transcrits,
celle-ci n’est toujours pas optimale ce qui ne permet pas de quantifier de maniére précise les
IVT.
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Figure 16 : Comparaison des différentes séquences de terminaison de transcription

Résultats d’analyse par électrophorése obtenus apreés transcription d’IVT contenants différentes séquences de
terminaison de transcription. T7 : terminateur T7. VSV : terminateur VSV. T7U : terminateur T7U. Abscisse :
taille en nucléotides. Ordonnée : Fluorescence Units (FU).

2.5.1.2.  Production des IVT a partir d’un produit PCR

La production d’IVT en réalisant une transcription directement sur le plasmide ne donnant pas
de résultats concluants, il a été décidé de revenir au protocole précédent, c’est-a-dire de réaliser
une PCR en amont de la transcription. La PCR avec les amorces placées sur les séquences
universelles M13 n’étant pas optimale au laboratoire, j’ai construit des amorces sur le
promoteur et le terminateur T7 (Figure 9), permettant par ailleurs de n’amplifier que la
séquence a transcrire. Une fois le produit PCR obtenu, la transcription est réalisée sur celui-ci,
permettant ainsi de produire un transcrit homogéne en taille. Aprés analyse de I’IVT ainsi
produit (Figure 17), nous obtenons un pic majoritaire correspondant a notre séquence d’intérét,
soit environ 900nt, et un pic minoritaire a 1636nt pouvant correspondre a un dimére de produit

de PCR et moins probablement a une fuite de terminaison de transcription issue des traces de
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plasmides résiduelles apres la PCR. Ce résultat permet de conclure que cette technique de
production de transcrit in vitro est la plus efficace pour obtenir des transcrits homogenes, et
nous avons donc choisi de conserver cette méthode pour la production de nos IVT et ce malgré
les différents inconvénients que peuvent engendrer la réalisation d’une PCR (augmentation du

temps de manipulation, apparition d’éventuelles mutations).
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Figure 17 : Validation de la méthode de production des Transcrits In Vitro
Electrophorégramme d’un IVT synthétisé a partir d 'un produit PCR. Premier pic : standard de poids

moléculaire. Abscisse : taille en nucléotides. Ordonnée : Fluorescence Units (FU).
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2.5.2. ARN encapsidés

2.5.2.1.  Purification des ARN encapsidés

Le développement de la technique de production des ArRNA a été développée avant mon
arrivee au laboratoire. Le principe de la production est presenté en (Figure 18A). Cette
technique permet en effet d’obtenir un ArRNA a partir d’une culture d’E. coli, mais elle
présente des limites techniques. En effet, lors du processus de purification, I’ultracentrifugation
doit étre privilégiée (50). La séparation sur colonne d’affinité permettrait de purifier des ArRNA
de maniére plus rapide et plus efficace. Afin de pouvoir purifier un ArRNA par IMAC, il est
nécessaire de fusionner une étiquette poly-histidine (HIS-Tag) a la séquence codante de la CP
ou de la maturase. L'affinité du His-Tag pour le Cu?*, le Ni%*, le Co?" ou le Zn?* permet de
séparer rapidement le produit de fusion protéine-HIS-Tag de l'ensemble des protéines
bactériennes avec une pureté pouvant atteindre 95 % grace a la chromatographie d'affinité aux

chélates métalliques (51).

Selon l'article de Mikel et al. (50), I’insertion d'un HIS-tag dans la séquence de protéine de
capside (CP) lors de la production VLPs MS2 ne permet pas une purification efficace (Figure
18B). En effet, la présence d’un HIS-Tag sur une boucle exposée de la CP peut perturber 1’auto
assemblage en particules fonctionnelles. En conséquence, l'introduction d'un HIS-tag et
I'expression du systeme MS2 VLP-HIS-tag dans un systéme de double expression a partir d’un
plasmide n'entrainent pas la production de VLP. L'article propose donc une solution consistant
a utiliser deux protéines de capside (2CP) fusionnées, dont seule la séquence de la deuxiéme
CP porte un HIS-Tag (Figure 18C). En utilisant un systéme maturase-CP-CP_HISTAG, les
auteurs de I’articles ont mis en évidence qu’il est possible de produire des VLPs MS2 HIS-
taguées contenant 90 HIS-tags dans la structure de la capside exposée a l'extérieur de la
particule, permettant ainsi une purification IMAC. Il est essentiel de noter que les VLPs
obtenues ne se distinguent pas morphologiquement des VLPs purifiées grace aux méthode

utilisées précédemment (50).
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Figure 18 : Production et purification des Armored RNA
Schéma du processus menant a la production d’'une particule pseudovirale via un ARN recombinant. A)

représentation schématique globale du processus de production in vitro d’un ARN encapsidé. B) la
présence d’un HIS Tag sur une CP ne permet pas de générer de VLPs. C) le format CP-CPws permet
la production et la purification de VLPs. Prom : promoteur de transcription ; Term : terminateur de
transcription. CP : Coat Protein (protéine d’enveloppe) ; ARNm : ARN messager ; RBS : Ribosome

Binding Site (site de liaison au ribosome) ; PAC : structures d 'emballage.
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Au laboratoire, les ArRNA sont produits et purifiés grace a cette approche. La purification par
IMAC permet de produire des ARN encapsidés avec des rendements allant jusqu’a 2
milligrammes de pseudo-particules par culture de 200 mll et permettant la réalisation de
dizaines de milliers de contrdles de RT-qPCR par préparation. Les ArRNA ainsi produits ont
été analyses par microscopie électronique (Figure 19). On peut difficilement identifier des
particules de formes icosaédriques et d’une taille d’environ 20-30 nanometre, en adéquation
avec la litterature (30, 31).

v

Figure 19 : Visualisation des ArRNA par microscopie électronique
Images obtenues aprées analyse en microscopie électronique en coloration négative de la préparation

d’ArRNA. L échelle est inscrite en rouge en bas de 'image.
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2.5.2.2.  Quantification de la fuite de terminaison de transcription.

Comme pour la production d’IVT, il est possible que les ArRNA présentent des fuites de

terminaison de transcription in vivo. La quantit¢é d’ArRNA n’étant pas compatible avec un

dosage par spectrophotométrie ou par une analyse en électrophorése capillaire, une autre

méthode a été développée pour faire une quantification relative par RT-gPCR de la séquence

cible ARN et de la séquence en aval du T7term, qui serait révélateur de la présence fuite de

terminaison ayant engendré des transcrits plus longs qu’attendus. Nous avons développé deux

systemes, le premier (Systéme 1) ciblant la séquence cible, et le deuxieme (Systeme 2) ciblant

une séquence plasmidique, hors de la région transcrite attendue (Figure 20).

Systeme
TagMan
séquence cible

T7term
T7prom

30nt

Systéme

TagMan

fuites de
transcription

/ 1\

1

I
vV \Y
Systeme Systeme

2

Figure 20 : Design du systeme TagMan

Schéma représentant la position des amorces et sonde utilisées pour déterminer les fuites de

transcription. Systéme 1 : séquence cible, Systeme 2 : séquence plasmidique. T7prom : Promoteur T7.

T7term : terminateur T7. Brins jaunes et oranges : amorces. Brins rouges et bleus : sonde. Figure

générée avec BioRender
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Un ArRNA a été extrait, dilué en cascade au dixieme, puis analysé en RT-gPCR avec les deux
systemes décrits. Le plasmide ayant servi de matrice pour la synthése de cet ArRNA a été utilisé
comme témoin positif pour I’amplification. La Figure 21 présente les courbes d’amplification
obtenues aprés PCR sur le plasmide et I’ArRNA avec le systéme 1 et 2. Il est notable que les
valeurs CT pour les deux systémes sur I’ADN sont proches. Les CT obtenus entre le systeme 1
et 2 pour ’amplification de I’ArRNA peuvent donc étre comparés et nous pouvons donc

procéder a I’analyse des fuites de terminaison de transcription lors de la synthése de I’ArRNA.

Systéme 1 | Systéme 2

Amplificaton Amplificaion
T T

6000

‘ Plasmide

RFU (10%3)
&
RFU
& @ B @
S

Cycles Cycles

Amplification

RFU (10%3)

Dilution
d'’ArRNA

///Y,J//’ H pait /

30 0 20
Cycles Cycles

Figure 21 : Evaluation des fuites de transcription lors de la production de ’ArRNA
Courbes d’amplification obtenue par RT-qQPCR sur un ArRNA, avec le systéme 1 et le systeme 2.
Dilutions en cascade au 1/10°™. PCR réalisée en triplicat. Abscisse : nombre de cycles PCR.

Ordonnée : Relative Fluorescence Units (RFU).

Nous pouvons dans un premier temps noter que les résultats sont positifs pour les deux systemes
d’amplification, signifiant qu’il y a de I’ARN. Les courbes d’amplification pour le Systeme 2
sur ’ArRNA sont synonymes d’une présence d’ARNs « longs », c’est-a-dire contenant la
séquence située apres le T7term. 1l y a donc une fuite de terminaison de la transcription in vivo
également. Pour toutes les dilutions de I’ArRNA, nous obtenons une différence moyenne
d’environ 3.42 CT entre le Systéme 1 et le Systéme 2. Sachant qu’une différence de 3,2 CT
correspond a une différence d’un Log de 10, nous pouvons conclure qu’il y a environ 10 fois
moins d’ARNSs « longs » transcrits que d’ARNs « courts » contenant uniquement la séquence

d’intérét dans I’ArRNA. Ces résultats suggerent que 90% des transcrits sont correctement
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stoppés sur le T7term et 10% correspondent a des transcrits plus longs. Pour affiner ces
résultats, il aurait fallu produire les IVT correspondants, les quantifier, et produire une courbe
de titration, pour pouvoir faire une comparaison quantitative fine. Faute de temps, et compte
tenu des proportions favorables aux transcrits attendus, nous avons validé la construction avec

le T7 terminateur en 1’état.

2.5.2.3.  Normalisation de la quantité de matériel génétique dans les
ArRNA

Les ArRNA n’étant pas compatibles avec un dosage spectrophotométrique, nous avons mis en
place une méthode alternative afin de pouvoir évaluer la quantité d’ARN dans ce type de
contréle. La séquence d’actine, présente dans tous les ArRNA, permet en théorie de normaliser
la quantité d’ARN dans tous les controles. En effet, les séquences en nucléotides placées en
amont de la séquence d’actine peuvent induire de potentiels effets de matrice sur le dosage.
Nous avons donc réalisé des tests de référence sur le geéne d’actine afin de générer une méthode

de quantification universelle a tous les contréles positifs (Figure 12).

Afin de mettre en place une méthode de quantification des ArRNA, deux IVT ont été synthétises
(appelé ici « IVT Tests »), contenant une séquence en nucléotides de composition et de taille
différente, suivi d’une séquence d’actine. Le nombre de copies d’ARN/ul de ces IVT ont été
calculés en fonction de leurs dosages par spectrophotométrie. Une série de dilution en cascade
de 10 en 10 de ces IVT a été réalisée, puis analysée par RT-qPCR avec une systéme TagMan

spécifique a la séquence d’actine. Deux droites de régression ont ainsi été générées (Figure 22).

35,00 35—-

y =-3,2211x+ 39,462
RZ=0,9997

y =-3,1737x + 38,504
R?= 0,9998

2,00 3,00 6,00 7,00 8,00 1,50 2,50 3,50 6,50 7,50 8,50

4,00 5,00 4,50 5,50
Log[C] (ng/pL) Log[C] (ng/pL)

Figure 22 : Régressions linéaires des quantifications par RT-qPCR de ’ARN d'actine.
Régressions linéaires obtenues apres analyse en RT-qPCR en triplicat des IVT tests 1 et 2, avec un

systeme d’amplification spécifique a [’actine. Abscisse : Logarithme du nombre de copies d’ARN/JI.

Ordonnée : CT obtenus aprés amplification.
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Afin de valider cette méthode de quantification, le nombre de copies d’ARN cible actine/pl
contenue dans I’'IVT Test 1 a été calculée avec I’équation de la droite de régression de 'IVT
Test 2 et inversement. Ces quantités ont ensuite été comparées avec leur nombre de copies
réelles. Nous pouvons voir sur la Figure 23 que les deux droites de régressions sont quasiment
superposées : la concentration réelle et la concentration calculée via la droite de régression de
I’autre IVT Test sont proches. Ce test permet donc de conclure que la séquence en nucléotide

présente en amont de la séquence d’actine n’induit pas de biais de quantification de ce transcrit.

CcT

Concentration d'actine dans I'IVT Test 1 Concentration d'actine dans I'IVT Test 2
(réelle et calculée avec la droite de I'IVT test 2) (réelle et calculée avec la droite de I'IVT test 1)
15 35
30 30
25 25
-
(&)
20 20
15 15
10 10
2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Log[cC] Log[C]

Figure 23 : Evaluation du test de normalisation de la quantité d'’ARN d’actine dans un
Armored RNA

Régressions linéaires obtenues aprés calcul du nombre de copie d’ARN d’actine en fonction de la
régression linéaire de l'autre IVT test. Courbes bleues : concentrations exactes. Courbes noires :
concentrations calculées avec la régression linéaire de I'autre IVT test. Abscisse . logarithme de la

concentration. Ordonnée : CT obtenus aprés amplification de /’IVT testé.

Pour évaluer la quantité d’ARN dans un controle de type ArRNA, il suffira donc de I’analyser
par RT-gPCR ciblant la séquence d’actine et de calculer le nombre de copies d’ARN /ul grace
aux équations des droites de régressions ainsi générées. Cette méthode pourra étre utilisée pour
quantifier tous les ArRNA produits au laboratoire, quelle que soit la composition ou la taille en
nucléotides et ce a partir de la séquence ARN et hexogene d’actine et du systeme de

quantification RT-PCR développé.
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2.5.2.4. Développement d’un controle MS2 synthétique

Le phage M2 est couramment ajouté aux ¢chantillons biologiques pour valider 1’extraction de
I’ARN viral. Nous avons cherché a remplacer le phage MS2, d’origine commercial, par un
ArRNA contenant la séquence cible utilisée pour la détection de MS2. Pour développer et
valider ce contrdle, il est nécessaire de: i) calibrer la quantit¢ d’ArRNA pour qu’aprés
amplification par RT-qgPCR on obtienne le méme CT que celui obtenu avec un phage MS2 et

ii) valider les résultats d’extraction a partir d’échantillons biologiques couramment utilisés.

L’ArRNA MS2 est dans un premier temps dilué en cascade et titré dans de 1’cau (10l
d’ArRNA dans 200l d’eau) afin de déterminer une dilution permettant d’obtenir une courbe
d’amplification d’une valeur seuil de 30 CT (résultat non présenté). Il est par la suite titré dans
différents échantillons : de la salive, un prélevement nasopharyngé, du sérum, du sang total, de
I’urine et du clarifia de selles, afin d’identifier d’éventuels effet de matrice sur I’ARN
encapsidé, en comparaison du phage MS2. Ces échantillons ont par la suite été amplifiés par
RT-gPCR (Figure 24). Ces résultats montrent que les données obtenues sont répétables, tant
pour 1I’ArRNA MS2 que pour le phage MS2 (les trois réplicas ont la méme valeur de seuil),
avec des CT aux alentours de 30. Comme appréhendé, des différences d’effet de matrice dans
certaines conditions sont observées : un retard d’environ 3 CT est observé pour I’ArRNA dans
le sérum, le sang total et les selles par rapport au phage MS2. Un ARN encapsidé pourrait étre
moins stable ou moins bien extrait dans ces matrices contenant des inhibiteurs (52). En ce qui
concerne les prélévements nasopharyngé, salivaires et urinaires, I’amplification de I’ArRNA
MS2 a la méme valeur seuil que celle du phage MS2. L’ ArRNA MS2 peut donc se substituer

au phage MS2 dans toutes les matrices testées, dans la dilution de travail prédéfinie.

Une phase de développement d’un contréle d’extraction remplagant le phage MS2 a donc pu
étre conduite, permettant de passer a une phase de production et a la génération de plusieurs

milliers de tests sous forme lyophilisée, mis a la disposition de la communauté scientifique dans

le catalogue EVA-G (European Virus Archive — GLOBAL : https://www.european-virus-

archive.com/).
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Figure 24 : Quantification par RT-qPCR de PArRNA MS2 dans différents echantillons
biologiques.

Courbes bleues : phage MS2. PCR réalisée en triplicats. Courbes rouges : ArRNA. Abscisse : nombre

de cycles PCR ; Ordonnée : fluorescence relative (RFU)
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2.5.3. ADN encapsidés

Afin de synthétiser des ADN encapsidés, nous avons envisagé deux techniques. La premiére
reproduisant le systeme MS2 deja décrit (44), mais avec des capsides recombinantes simples.
En I’absence de publications scientifiques décrivant des phages a génome ADN avec des
capsides simples a reconstruire, nous avons exploré les virophages, qui sont des virus capables
d’infecter les virus géants. En paralléle, nous nous sommes appuyés sur l’utilisation de
phagémides et leur encapsidation dans le phage M13, technologie mieux décrite mais qui ne

permet que de produire des ArDNA simple brin.
2.5.3.1.  Capsides recombinantes

Le mavirus, un virophage marin capable d’infecter le phagotrophe flagellé marin Cafeteria
roenbergensis, est composé de protéines de capsides capables de s’auto assembler (51) (Figure
25). La capside du mavirus est composée d’une protéine appelée fIMCP (Full lenght Major
Capsid protein, protéine majeure de capside, taille compléte), capable de s’auto-assembler en
VLP. Son domaine C-terminal chargé positivement interagit avec I’ADN viral chargé
négativement. Par la suite, la fIMCP s’associe avec des protéines appelées Penton, et
I’interaction avec une maturase permet le détachement du domaine C-terminal pour produire
une VLP mature et infectieuse. La MCP du mavirus est clivée par une protéase a cystéine virale
au niveau de sites de I'extrémité C-terminale qui sont conservés dans diverses MCP de
virophages, ce processus est impliqué dans la maturation et I’assemblage de la particule virale.
Les auteurs de cet article ont exploré la production d’une protéine appelée MCPAC qui est une
fIMCP délétée de son domaine C-terminal. La production de VLP a partir de MCPAC et de
penton pourrait permettre de s’affranchir de 1’utilisation d’une maturase pour former des VLP
matures. Il est & noter cependant que 1’¢limination du C-terminal peut empécher I’interaction

VLP-ADN et par conséquent conduire a la non-encapsidation de I’ADN.
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Figure 25 : modéle d'assemblage des virophages, et fonctions des MCP
(1) LafIMCP est essentiel pour I'assemblage et peut s'auto-assembler en « boules » en I'absence d'autres

protéines du virophage (11). (I111) Tous les génes de mavirus sont précédés par le méme motif promoteur
CroV tardif (51), ce qui suggere une expression et un assemblage paralléles. Le génome ADN double

brin chargé négativement interagit avec le C-term fIMCP chargé positivement. (IV) Le clivage du
fIMCP par une protéase détache le complexe ADN-C-term de la capside. MV13 et MV14 : Produits des

génes 13 et 14 du mavirus. Figure extraite de [’article (54)

Nous avons donc produit trois protéines de maniére recombinantes : fIMCP, MCPAC et le
penton afin de réaliser des assemblages fIMCP/Penton ou MCPAC/penton. Un HIS-Tag a été
ajouté aux séquences de ces trois protéines afin de permettre une purification IMAC. La
séquence de la thioredoxine est ajouté en amont de la séquence codante de la fIMCP (séquences
présentées en Annexe 5). La thioredoxine a été montré comme ayant la propriété d’accroitre la
solubilisation des protéines étant a 1’origine insolubles (55). Un site de clivage a la protéase du
virus de la gravure du tabac (Tobacco Etch Virus, TEV) est ajouté en aval du HIS-Tag afin de
I’éliminer et d’éliminer la thioredoxine aprés IMAC. Les produits IMAC du Penton, la fIMCP
et la MCPAC ont ensuite été analysés par SDS-PAGE (Figure 26). Les protéines obtenues sont
relativement pures, et correspondent aux poids moléculaires théoriques attendus : 80kDa pour
la fIMCP, 58.5 kDa pour la MCPAC et 37 kDa pour le penton. 1.5 mg de fIMCP, 8.4 mg de
MCPAC et 5 mg de penton ont été obtenus pour un volume de 200 ml de culture : la synhtese

de la fIMCP produit des rendement nettement moins importants que les deux autres proteines.
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Figure 26 : Analyse par SDS-PAGE des protéines recombinantes purifiées
SDS-PAGE des fractions récoltées apres purification des protéines. Les protéines sont éluées dans deux

fractions successives de 5ml, correspondant aux pistes de gauche et de droite pour chaque protéine. Gel
coloré au bleu de Coomassie.

Nous avons dans un premier temps choisi de former des VLP en utilisant la fIMCP. La premiére
étape du protocole est de réaliser un clivage a la TEV protéase, afin d’enlever la thioredoxine,
pouvant géner la formation de VLP. Le produit de clivage de la fIMCP par la TEV protéase a
été purifié par IMAC afin de ne récupérer que la fIMCP clivée du C-terminal. Celle-ci sera
récupérée lors de la premiére étape de purification, c’est-a-dire lors du premier passage sur la
colonne d’affinité (flow-through) et non a I’étape d’¢élution, car la fIMCP clivée n’est plus HIS-
taguée. Les différentes fractions récupérées par IMAC ont été analysées par SDS-PAGE
(Figure 27). La fIMCP clivée est récupérée dans le puit n°3 sur le SDS-PAGE : la bande
correspondant a la fIMCP clivée produit intensité faible, et nous observons deux bandes
correspondant a un poids moléculaire d’environ 60kDa et 25 kDa. La premiére est
potentiellement un clivage non attendu de la fIMCP qui dans le cycle viral est maturée par une
protéase virale (Figure 25). La seconde pourrait étre un contaminant habituel des purifications
IMAC (SlyD) dont I’identité pourrait étre déterminée par spectrométrie de masse. De plus, nous
observons une grande quantité de fIMCP clivée dans la fraction d’élution (puit 5), supposant
donc que la protéine n’a pas été entiérement digérée par la TEV protéase. Du fait de la faible
quantité de fIMCP clivée recueillie, la suite des manipulations a été effectuée uniquement avec
la MCDAC et le penton. D’autres tests de clivage a la TEV protéase sur la fIMCP sont

actuellement en cours.
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Figure 27 : Produits IMAC du clivage de la fIMCP par les TEV protéases
Analyse par SDS-PAGE des différentes fractions IMAC de la fIMCP clivée & la TEV. Puit 1 : standard

de poids moléculaire. 2 : premier passage dans la colonne (flow through). 3 : premier lavage. 4 :

deuxiéme lavage avec ajout de 10% de tampon B. 5 : Elution. Gel coloré au bleu de Coomassie.

Par la suite, nous avons essayé de former des VLPs en ajoutant le penton et la MCPAC. Pour
ce faire, ces deux protéines ont été purifiées par Chromatographie d’Exclusion de Taille (SEC),
afin de récupérer une protéine la plus pure possible. Les produits de purifications récupérés
correspondant aux pics indiqués par une fleche sur la Figure 28 A. La MCPAC, ayant un poids
moléculaire théorique de 58.5 kDa, élue a 62.6 ml et 73.8 ml, correspondant a des poids
moléculaires apparents de 185 kDa (possible trimérisation) et 82 kDa (possible monomere ou
dimere). Dans la littérature, il a déja été montré que la MCPAC s’organise en trimére (54). Le
penton, ayant un poids moléculaire théorique de 37 kDa, élue a 71 ml, correspondant a un poids
moléculaire apparent de 100 kDa (possible dimérisation ou trimérisation). Ces résultats ne sont
pas en accords avec ceux décrits dans la littérature car le penton devrait s’organiser en

pentamere (54).

Ensuite, la MCPAC et le penton séparés par chromatographie d’exclusion de taille (Size
Exclusion Chromatography, SEC). ont été mélangés en quantité équimolaires puis incubés
pendant trois heures a température ambiante, puis a nouveau analysés par SEC (Figure 28 B).
La séparation du mélange de la MCPAC et du penton élue en deux fois : la premiére élution a
un volume de 51.7 ml, correspondant a un poids moléculaire apparent de ~400 kDa, et la
deuxieme a un volume de 73.5ml, correspondant a un poids moléculaire apparent de 85 kDa.
Ces résultats d’analyse par SEC couplé avec une analyse par SDS-PAGE (Figure 28 C) permet
de conclure que la premiére élution correspond a un complexe MCPAC-penton. En effet, nous
observons sur le SDS-PAGE la présence des deux protéines. La deuxiéme élution quant a elle

pourrait correspondre a une co-élution de la MCPAC et du penton, compte tenu du poids
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moléculaire correspondant. Ces premiers résultats sont donc en faveur d’un assemblage de la
MCPAC avec le penton.
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Figure 28 : Analyses de ’assemblage des protéines MCPAC et penton
A) Analyse par SEC de MCPAC et penton. B) Analyse en SEC de MCPAC et penton assemblé. C)

Analyse par SDS-PAGE des fractions 1 et 2 récoltées apres analyse par SEC. MCPAC et penton :
témoins positifs, protéines seules purifiées. Pool : mélange de MCPAC et penton. Gel coloré au bleu de

Coomassie.

Afin de former un ArDNA, une séquence d’ADN recombinant a été intégrée a ce complexe
protéique. Cette intégration a été effectuée en réalisant une sonication sur ce complexe afin de
désassembler les protéines, en ajoutant I’ADN puis en incubant le mélange a température
ambiante afin de permettre au complexe MCPAC de se reformer. Cette expérimentation a
également été effectuée sans sonication, dans 1’éventualité ou I’ADN s’intégrerait
naturellement au complexe protéique. Un test de dégradation a la DNase est actuellement en
cours afin d’évaluer la formation d’un complexe ADN-MCPAC. Si I’ADN est intégré au
complexe protéique, il sera alors insensible aux tests de dégradation et sera observable sur gel.
Une analyse par microscopie électronique du mélange de la MCPAC et du penton sera
également envisageée afin de visualiser ou non la formation d’une pseudo-particule virale. Les
résultats des tests de dégradation a la DNase couplés a ceux de la microscopie nous permettrons

de conclure sur la faisabilité d’encapsider un ADN recombinant via cette méthode.
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2.5.3.2.  Phagémide encapsidé

En paralléle, nous avons choisi le phage M13 comme second candidat pour la production d’un
ADN encapsidé. Nous avons utilisé le phagémide pHEN4 (séquence présentée en Annexe 7).
Une séquence, appelée « insert pHEN4 », a été clonée entre les sites de restriction Ncol et
EcoRI du pHEN4, afin d’y intégrer une séquence codante pour la protéine g3p, qui se situe de
maniere aléatoire a I’apex des VLPs, couplée a un HIS-Tag pour une purification IMAC
(Figure 29 A) (séquence détaillée en Annexe 9). La séquence cible de I’ADN simple brin a
encapsider (ici, une sequence cible du Virus de I’hépatite B, HBV) a été clonée dans le
phagémide via le site de restriction Xhol (Figure 29 B). Les étapes de restrictions/ligation ont

été effectuées par un prestataire extérieur au laboratoire.
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Figure 29 : Expression d'une VLP G3p-HIS-Taguée a I’apex du phage.
A) Représentation schématique d’une VLP taguée avec g3p-HIS-Tag. Figure générée avec BioRender.

B) Carte plasmidique du phagémide pHEN4 de séquence modifiée. Carte générée via Plasmapper 3.0.

Un premier ADN encapsidé a été synthétisé selon le protocole décrit dans le matériels et
méthodes. Une fois le protocole de synthése terminé, le produit final a été dosé par
spectrophotométrie & 280nm. Nous obtenons un résultat de DO2gonm de 0.16 mg/ml, pouvant
indiquer la présence d’une protéine. Ce méme produit a par la suite été analysé en qPCR, avec
des amorces spécifiques a I’ADN encapsidé (Figure 30). La qPCR est positive, avec des
courbes d’amplification aux alentours de 22 CT (courbes rouges). Ces premiers résultats nous

indiquent donc la présence de protéine et celle de I’ADN cible.
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Figure 30 : Vérification de la présence de I'ADN cible.

Courbes d’amplification réalisées en duplicat obtenues aprés analyse en gPCR de [’ArDNA synthétisé.

Courbes vertes : plasmide contenant la séquence cible (témoin positif). Courbes rouges : ArDNA.

Courbe noire : H2O (témoin négatif).

Pour s’assurer de I’intégration de I’ADN cible a ces protéines, nous avons réalise des tests de
dégradation a la DNase ; en effet, la capside est supposée protéger I’ ADN et le rendre insensible
a une dégradation par une DNase. Le test a été réalisé de la maniére suivante (On peut en

conclure que le matériel génétique est protégé par une capside.
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Figure 31 A) : la premiére étape consiste a extraire I’ADN contenu dans 1I’ArDNA, puis de
traiter a la DNase afin de constituer un contréle positif de dégradation ; la deuxiéme constitue
le test de dégradation a proprement parlé, ¢’est-a-dire que I’ArDNA est directement traité a la
DNase et I’extraction de I’ ADN se fait a posteriori pour pouvoir analyser 1’état de dégradation
de ’ADN par gPCR avec un systéeme TagMan spécifique a I’ADN encapsidé(On peut en

conclure que le matériel génétique est protégé par une capside.
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Figure 31 B et C). Pour le premier test, lorsque I’ADN nu est dégradé par la DNase, nous
obtenons des courbes d’amplifications (courbes rouges) superposées a celles du controle négatif
(H20, courbe noire). La PCR est considérée negative pour ce test, ce qui valide I’efficacité de
la DNase. Pour le second test, correspondant a la dégradation de I’ArDNA non extrait, nous
obtenons des CT (courbes bleues) de mémes valeurs que pour I’ArDNA non dégradé testé dans
des conditions identiques (courbe orange). La DNase est donc inefficace sur un ArDNA, car le
CT obtenu est le méme qu’il soit traité a la DNase ou non. On peut en conclure que le matériel

génetique est protégé par une capside.
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Figure 31 : Mise en évidence de I'encapsidation de I'ADN.

A) Représentation schématique des deux tests de dégradation réalises. B) Courbes d’amplification
obtenues apres gPCR de [’ArDNA apres extraction sans traitement DNAse (contrdle positif). PCR
réalise en triplicat. C) Résultats de ['analyse en gPCR réalisée en duplicat apres les tests de dégradation
a la DNase. Courbes rouges : résultats du test 1. Courbes bleues : résultat du test 2. Courbe noire :
contrdle négatif (H20).

Ces premiers résultats sont donc en faveur d’une encapsidation de I’ADN. Afin de confirmer
ces résultats, le produit obtenu a été analysé par microscopie €lectronique en coloration négative
(Figure 32). La présence de particules allongées, composées d’une téte (fléche bleue) et d’une

queue (fleche rouge) semblables a celles du phage M13 sont observeées.

L’approche développée a partir du phage M 13 et d’un phagémide contenant une séquence virale
cible permet donc de générer des ADN synthétiques non infectieux — a priori simple brin -

encapsidés dans une particule de phage M13.
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Figure 32 : Présence de particules phagiques dans les préparation d’ADN encapsidés.
Images obtenues aprés analyse en microscopie électronique en coloration négative de la préparation d’ArDNA.

L’échelle est inscrite en rouge en bas des images.

Cependant, des améliorations devront étre apportées au protocole de production. Dans un
premier temps, il faudra augmenter le rendement de production d’ArDNA. En effet, comme
nous pouvons le voir sur la Figure 30, un ADN encapsidé pur a une valeur d’amplification
d’environ 22 CT, pour un volume de production légérement inférieur a 1 ml. Sachant qu’il est
d’usage en diagnostic d’utiliser un contrdle positif ayant une valeur d’environ 28 CT, et
connaissant les pertes de matériel lors de la lyophilisation, une préparation d’ArDNA ne
permettrait de générer seulement 10 flacons lyophilisés de 100 tests/flacon (contre plusieurs
centaines de flacons pour les ArRNA). Etant donné qu’une production d’ADN encapsidé
représente plus d’une semaine de travail, la méthode de synthése d’un ArDNA n’est pas
totalement compatible avec une production a grande échelle. Dans un second temps, il nous
faudra aussi mener des tests d’évaluation de stabilité de cet ADN encapsidé. Méme si par
définition un ADN est censé étre stable dans le temps et a certaines températures, nous n’avons
pour I’instant pas mené d’étude sur la différence de stabilité¢ entre un ADN nu et un ADN
protégé. Ensuite, j’ai présenté ici une preuve de concept pour un ADN synthétique d’environ
400 paires de base, mais nous ne connaissons pas la taille maximale qu’il est possible
d’encapsider avec cette technique. Pour finir, une étude de la contamination de génome
phagique résiduelle dans une préparation d’ ArDNA devra étre menée.
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3. Développement de technigues de génotypage par endonucléase.

3.1. Les différentes technigues d’identification.

Le génotypage est une technique permettant de déterminer l'identité d'une variation génétique,
a une position spécifique sur la totalité ou une partie du génome, pour un individu ou un groupe
d'individus donné. Plusieurs techniques peuvent étre utiliseées a des fins de génotypage, comme
la technique de Polymorphisme de longueur des fragments de restriction (Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)), consistant a découper I'ADN en fragments avec une enzyme
de restriction, a les séparer par électrophorése et ensuite les hybridés avec une sonde pour
détecter les variations génétiques ; ou la technique de génotypage par microsatellites, consistant
a amplifier les régions contenant des microsatellites par PCR, puis a séparer les fragments par
électrophorese : la taille des microsatellites est déterminée en comparant les tailles des
fragments entre différents individus, permettant ainsi I'étude de la diversité génétique et
I'identification d'individus. Il existe d’autres techniques de génotypage, mais seules les
techniques de séquencage et de génotypage par endonucléase seront développées dans ce

travail.

3.1.1. Le séquencage.

Le séquencage est une méthode consistant a déterminer I’ordre de succession des différents
nucléotides d’un génome. Le séquencage permet de déterminer la séquence d’un génome
inconnu (séquencage de novo), d’identifier une ou différentes especes déja connue(s)
présente(s) dans un échantillon, ou encore de mettre en évidence 1’apparition d’éventuelle(s)

mutation(s).

La premiére génération de séquenceur apparait dans les années 1970, utilisant la méthode
Sanger. Cette méthode repose sur 1’utilisation de nucléotides radiomarqués ou fluorescents
bloquant 1’¢longation de la chaine d’ADN par les polymérases (Annexe 10). Cette technique
permet de traiter des petites séries d’échantillons de maniere rapide et a faible cotit. Cependant,
elle ne permet de sequencer que des fragments assez courts (environ 1000nt), elle ne donne pas
d’informations précises sur les sous-populations virales et ne permet pas de séquencer un

échantillon inconnu.

La deuxiéme génération de séquencage apparait environ 30 ans plus tard, au début des années
2010. Cette génération de séquenceur impose la fragmentation de I’ADN avant construction de

banques. Les réactions de sequengage sont réalisées soit par fluorimétrie (Séquenceurs MySeq
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et HiSeq, Illumina) soit par réaction chimique (séquenceurs lon Torrent PGM et S5), et générent
des millions de petites séquences d’environs 50 a 1000 paires de bases, permettant ainsi de
reconstruire un génome complet. Ces appareils sont rapides, fiables et permettent de séquencer

des échantillons inconnus (sequencage de novo).

La derniére génération de séquencage ne requicre pas de fragmentation préalable de I’ADN.
Les nucléotides sont directement détectés sans amplification. Cette détection se fait soit par
passage dans un nanopore (un courant électrique est appliqué, et le flux sera bloqué d’une
certaine maniere en fonction du nucléotide présent dans ce pore), soit par fluorescence. Cette
troisiéme génération de séquencgage permet de s’affranchir de nombreux biais de manipulations,
puisqu’il n’est pas nécessaire de réaliser de fragmentation et d’amplification préalable. Elle
permet également de réduire le codt et le temps de manipulation. Ces séquenceurs sont de petite
taille (a peine plus gros qu’une clef USB pour I’appareil MinlON) et permettent ainsi d’étre
facilement transportables.

Toutes les générations de séquencages sont complémentaires entre elles et doivent étre
choisies en fonction de I’échantillon a analyser et du résultat souhaité. Dans le contexte du
génotypage, I’utilisation du séquengage Sanger reste importante, aprés amplification d’une ou
de plusieurs régions susceptibles de contenir des SNP (Single Nucleotid Polymorphism,
polymorphisme d’un seul nucléotide). Cependant, la technologie Sanger n’est plus maintenue
dans la majorité des laboratoires et I’utilisation de plateformes de prestation est devenue

commune, impliquant un rendu de résultats plusieurs jours apres le traitement des échantillons.

3.1.2. Le génotypage par endonucléase.

Le génotypage par endonucléase est une méthode d'identification utilisant des endonucléases
mismatch-spécifiques pour analyser des séquences spécifiques d’ADN. Cette technique repose
sur I’hybridation d’un ADN de référence avec un ADN échantillon dont le produit génére des

« mis-matchs » ou mésappariements (MM) en cas de SNP.

Le génotypage par endonucléase est réalisé de la maniere suivante : I’ADN ou I’ARN est extrait
de I’échantillon et est amplifi¢ par (RT) PCR, afin de produire suffisamment de copies de
matériel génétique. L°ADN viral amplifié est par la suite hybridé avec un ADN de référence,
appelé « Wild Type ». On obtient un ADN ou ADN complémentaire double brin hétéroduplex,
contenant un brin de I’échantillon a analyser et un brin Wild Type. L’endonucléase MM

specifique, reconnait d’éventuels mésappariements entre les deux brins et coupe I’ADN de
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maniere franche. Ces fragments issus du clivage sont ensuite séparés par électrophorése sur un

gel d'agarose ou €électrophorese capillaire (Figure 33).
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Figure 33 : Repreésentation schématique du principe du génotypage par endonucléase de
restriction.

Schéma généré avec BioRender.

Parmi les kits commerciaux employant des endonucléases MM spécifiques et pouvant étre
utilisées a des fins de génotypage, on peut citer I’endonucléase Surveyor® Nuclease S.
L’endonucléase intégrée dans le kit est extraite du céleri, et fait partie de la famille des nucléases
CEL, endonucléases d’ADN végétales. Cette enzyme clive avec une grande spécificité du coté
3’ de tout site de mésappariement dans les deux brins d'ADN, y compris toutes les substitutions
de bases et les insertions/délétions jusqu'au moins 12 nucléotides (56). Cette endonucléase a été
utilisee notamment pour cribler des genes tels que BRCAL et BRCA2 impliqués dans le cancer
du sein héreditaire (57) ; pour la détection de mutations situées dans n'importe quel géne de
I’ADN mitochondrial chez des enfants atteint d’encéphalomyopathie mitochondriale,
permettant ainsi de réaliser des diagnostics prénataux (58), ou encore pour la surveillance de la

dérive génetique du SARS-CoV-2 (59) (étude présentée dans ce travail).
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3.1.2.1.  Geénotypage SARS-CoV-2

Cette partic de mon mémoire a fait I’objet d’une publication a laquelle j’ai contribué et été
attribuée en deuxieme auteure, intitulée « Endonuclease-based genotyping of the RBM as a
method to track the emergence or evolution of SARS-CoV-2 variants », publiée dans le journal
iScience en 2021 (59).

Depuis I'émergence du SARS-CoV-2, plusieurs mutations non synonymes (mutation induisant
un changement d’acide aminé) ont €té signalées dans la séquence codante de la protéine Spike,
protéine clé pour I’entrée du virus dans les cellules hotes. Certaines de ces mutations sont
particulierement surveillées parce qu'elles sont soupconnées d'affecter les fonctions de la
protéine et donc d'avoir un impact sur la biologie du virus. L'une de ces premiéres mutations
fut une substitution (D614G) contribuant a lI'augmentation de la charge virale dans les voies
respiratoires supérieures avec une possible augmentation de la transmission (Plante et al.,
2021). Plus tard, plusieurs variants définis comme des variants préoccupants (Variant of
Concern, VoC) ont émergé et se sont propagés. Ces variants peuvent présenter une
transmissibilité ou une gravité accrue de la maladie, une réduction de la séroneutralisation par
les anticorps induits par une infection antérieure ou une vaccination, ou une résistance aux
traitements thérapeutiques. Parmi les VoC, le premier - 501Y.V1 ou lignée B.1.1.7 - a été
identifié au Royaume-Uni et a montré une transmission interhumaine accrue et une plus grande
sévérité de la maladie par rapport a la souche d’origine (60). Ensuite, des variants des lignées
B1.351 (501Y.V2), P.1 (501Y.V3) et B.617 ont été isolés et caractérisés en Afrique du Sud, au
Brésil/Japon et en Inde, respectivement. Les variants B1.351 (501Y.V2) et P.1 (501Y.V3)
présentent tous deux une résistance accrue a la neutralisation des anticorps (61-64). Les VoC
ont en commun de présenter au moins une mutation non synonyme dans le motif de liaison au
récepteur (Receptor Binding Motif, RBM). Le RBM est le sous-domaine du RBD (Receptor
Binding Domain) contenant la plupart des résidus entrant en contact avec le récepteur cellulaire
du virus, la protéine humaine ACE2 (hACE2), et se caractérise également par la présence
d'épitopes cibler par les anticorps neutralisants (Figure 34 A et B). Certaines des mutations
caractérisees sont N501Y pour 501Y.V1, E484K/N501Y pour 501Y.V2 et 501Y.V3. Ces
mutations peuvent affecter la liaison de la protéine S a I'hACE2 et/ou I’efficacité des anticorps
neutralisants (Figure 34 B) (63-67). L'évolution génétique de cette région fait I'objet d'un
examen minutieux afin d'identifier d'éventuels nouveaux VoC. La détection rapide des VoCs
est donc essentielle pour atténuer leur transmission et pour ajuster les thérapies afin d'éviter

d'en réduire l'efficacité.
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Figure 34 : Le RBM : région clef pour I'entrée du virus et la séroneutralisation
A) Structure primaire de la protéine Spike du SARS-CoV-2. NTD: domaine N-terminal ; RBD: domaine

de liaison au récepteur ; RBM: motif de liaison au récepteur ; SD1: sous-domaine 1 ; SD2: sous-
domaine 2 ; FP: peptide de fusion ; HR1: répétition Heptad 1 ; HR2: répétition Heptad 2 ; TM: région
transmembranaire ; CT: région cytoplasmique. Les positions des acides aminés du cadre de lecture de
RBD et RBM sont écrites en noir et en bleu, respectivement. Les mutations fonctionnelles dans le RBM
sont indiquées en jaune (E484K) et en rouge (N501Y). Les fleches violettes et les numéros correspondent
a la région amplifiée par RT-PCR. B) Représentation de la structure tridimensionnelle montrant
I'interaction entre le RBD du SARS-CoV-2 (vert) et le récepteur hACE2 (blanc) (PDB 6vwl). Le RBM
est représenté en bleu. Les acides aminés E484 et N501 sont mises en évidence en orange et en rouge,

respectivement. La figure est extraite de [’article (59)

Les deux méthodes les plus couramment utilisées pour la détection des VoC et la surveillance
de I'évolution de la population du SARS-CoV-2 sont la RT-PCR en temps réel pour la recherche
de mutations a des positions données et les campagnes massives de séquencage de nouvelle
génération, qui contribuent toutes deux a la prise de décision en matiere de santé publique (68).
D'une part, la RT-PCR en temps réel est rapide et opérationnelle sur place, mais elle ne peut
détecter que les mutations connues et ne permet pas de détecter de nouvelles mutations. D'autre
part, le NGS peut détecter n'importe quelle mutation le long du génome, mais les délais
d’obtention des résultats peuvent prendre plusieurs jours, ce qui retarde la prise de décision
médicale a prendre dés I'identification de la séquence. De plus, tous les échantillons biologiques
ne peuvent pas étre séquencés et un échantillonnage en amont est obligatoire pour sélectionner

les échantillons biologiques les plus pertinents a caractériser.
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3.1.2.2.  Les endonucléases comme outil de génotypage.

Depuis la fin 2021, I’endonucléase Surveyor® n’est plus commercialisée, et il n’existe a ce
jour, selon notre connaissance, aucun kit similaire sur le marché. Dans la nature, il existe
plusieurs endonucléases mis-match spécifiques (MM), qui participent principalement au
maintien de I’intégrité génomique. On peut citer MutS, MutL et leurs homologues, qui sont des
acteurs clés de la reconnaissance des mésappariements de bases et du déplacement du site
mésapparenté par la synthese d'un nouveau brin d'ADN chez les bactéries et les eucaryotes.
Pour les archées, qui ne présentent pas d’homologue de MutS, les fréquences de mutations sont
comparables ou inférieures a celles d'autres micro-organismes bactériens, ce qui suggére que
les Archées maintiennent un niveau élevé de stabilité génomique grace a d’autres protéines
impliquées dans la réparation des mésappariements (69). De ce constat, Ishino et al. (70) ont
identifié une nouvelle endonucléase appelée Endonucléase MS (EndoMS) coupant I'ADN
double brin contenant une paire de bases mal appariées, provenant de l'archaebactérie
Pyrococcus furiosus. La similarité de séquence suggére qu’EndoMS est un orthologue de la
nucléase S (NucS) de Thermococcus kodakarensis. La structure de cette endonucléase a été
résolue par cristallographie a rayon X (71) (Figure 35A et B), permettant 1’identification du
domaine de fixation de la protéine a I’ADN et de la région reconnaissant un MM. Cette
endonucléase clive les mésappariements G/T, G/G, T/T, T/C et A/G, avec une préférence pour
G/T, G/G et T/T, et n'a que peu ou pas d'effet sur les mésappariements C/C, A/C et A/A.
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Figure 35 : Structure de I'EndoMS issue de Thermococcus kodakarensis

A) Modele du complexe TkoEndoMS-ADN double brin en vue frontale (a gauche) et latérale (a droite).
Les résidus clés pour I'activité catalytique (D165A, E179, et K181) et la liaison des bases de
mésappariement (Y41, N76, et W77) sont représentés sous forme de modéles en rubans. B) Schéma des
interactions avec I'ADN double brin de TkoEndoMS. Les liaisons hydrogénes sont représentées par des
lignes en pointillés bleus. Les lignes en pointillés noirs indiquent les positions de clivage. Les
interactions avec les ions métalliques sont représentées par des lignes pointillées rouges. Celles qui
passent par D165A sont hypothétiques et ne sont pas observées dans les structures cristallines parce

que D165 a été muté. Figure extraite de [’article (71).
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3.2. Enjeux du projet

L’objectif de cette deuxiéme partie de mon travail fut de faire la preuve de concept qu'une
méthode alternative ou complémentaire au séquencage permettrait la surveillance de la dérive
génétique du SARS-CoV-2 dans la région RBM ou les mutations sont susceptibles d'affecter la
transmission, la pathogénicité ou la résistance aux anticorps du virus. La technique, qui repose
sur I'amplification de la séquence codante du RBM, suivie d'un test utilisant une endonucléase
spécifique des mésappariements (Endonucléase commerciale, Surveyor® Nuclease S), devra

étre ensuite validée sur des échantillons biologiques pour démontrer sa faisabilite.

Comme mentionné précédemment, 1’endonucléase Surveyor® Nuclease S n’est plus
commercialisée. En s’appuyant sur 1’étude de Ishino et al. (70) « Identification of a mismatch-
specific endonuclease in hyperthermophilic Archaea », 1’objectif est de produire Endonucléase
MS (EndoMS) et de démontrer son utilité dans un test de génotypage. L.’enzyme sauvage étant
spécifique de certains mésappariements, nous essaierons ensuite de réduire la spécificité de
cette endonucléase en testant différents mutants d’EndoMS sélectionnés par une étude

structurale pour améliorer les performances de I’enzyme.
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3.3. Matériel et méthodes

3.3.1. Génotypage SARS-CoV-2

Un test de génotypage des variants SARS-CoV-2 a été réalisé sur la séquence codante du RBM.
Le développement du test a consisté a valider le systtme d’amplification et le systéme de
détection avec une nucléase spécifique des mésappariements (cette partie n’est pas présentée
dans ce mémoire car elle a été faite par une tierce personne). Afin de déterminer la linéarité du
systeme, une RT-PCR en temps réel a éte réalisée avec le kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR
Kit (Qiagen), sur un thermocycleur BioRad CFX96™., Le cycle thermique était le suivant : 50
°C pendant 30 min ; 95 °C pendant 15 min. ; 40 cycles de 95 °C pendant 15 sec. ; 50 °C pendant
30 sec. et 72 °C pendant 45 sec. Nous avons évalué la méthode sur un échantillon nasopharyngé
d’une personne testée positive au COVID-19 par RT-qPCR. L'acide nucléique total a été extrait
de 200 pL d'échantillons a l'aide de 1’appareil EZ1 (Qiagen) avec le kit « virus mini kit v2.0 »,
et élué dans 60pl.

La RT-PCR a été réalisee avec le kit SuperScript 1l One-Step Platinium (ThermoFisher
Scientific), sur un thermocycleur Biometra T3000. Les amorces ont été synthétisées et fournies
par ThermoFisher Scientific. Le cycle thermique a été défini comme suit : 50 °C pendant 30
min. ; 94 °C pendant 2 min. ; 40 cycles de 94 °C pendant 15 sec. ; 55 °C pendant 20 sec et 68

°C pendant 20 sec. L'élongation finale a été réalisée a 72°C pendant 2 min.

La présence d'une mutation sur la cible amplifiée a été détectée a l'aide du kit de détection de
mutation Surveyor®Mutation Detection Kit (Integrated DNA Technologies). Deux produits
PCR (un produit de référence et un échantillon a analyser) ont été mélangés dans un volume
final de 10pl. Un cycle de dénaturation lente et de ré-hybridation a été effectué selon les
recommandations du fabricant (protocole en annexe 11). Puis, 1 ul de Surveyor® Enhancer S,
1 ul de Surveyor® Nuclease S et 1,2 pl de solution Surveyor® MgCl 2 ont été ajoutés au
mélange et incubés pendant 1 heure a 42°C suivie de 10 min & 4°C selon les recommandations
du fabricant. Le mélange a ensuite été chargé sur un appareil d'électrophorese capillaire «
Bioanalyser Agilent 2100 » avec le kit « Agilent high sensitivity DNA kit » selon le protocole
du kit.
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3.3.2. Production, caractérisation et optimisation des endonucléases EndoMS

3.3.2.1.  Production des endonucléases

Les séquences des inserts permettant la production des différentes endonucléases sont
présentées en Annexe 12. La séquence de I’endonucléase WT est celle de Termococcus
Kodakarensis KOD1 (NCBI Reference Sequence NC_006624.1), et les mutants sont construits
a partir de cette séquence. Les plasmides servant de matrice pour la production de ces
endonucléases sont synthétisés par la société Thermo Fischer Scientific, dans des plasmides de
type PMX, avec un géne de résistance antibiotique & la Kanamycine. Les plasmides sont

resuspendus dans 50pl d’eau ultra pure pour obtenir une concentration finale a 0.1pg/pl.

Des bactéries E.coli T7 Expression Iq sont transformées avec 1ul de plasmide et sont étalées
sur un mélange d’agarose, de milieu de culture Luria Bertani (LB) et Kanamycine (0,05 mg/ml),
puis incubées toute une nuit a 37°C. Les précultures sont faites dans 25 ml de milieu LB +
Kanamycine (0,05 mg/ml) et sont incubées toute une nuit a 37°C a 200 RPM. Les cultures sont
faites dans 1L de milieu Terrific Broth (TB) (47,6 mg/ml), 8 ml de glycerol et Kanamycine
(0,05 mg/ml). Les cultures sont incubées a 37°C, 200 RPM, la densité optique (DOsoonm) est
mesurée. L’induction de la protéine se fait avec 0,5mmol/L d’IPTG, puis est incubée toute une
nuit a 17°C a 200 RPM. Les cultures sont arrétées par centrifugation pendant 10 minutes a
4000g. Les bactéries sont ensuite lysées avec 50ml de tampon de lyse (50 mmol/l TRIS base,
300mmol/l NaCl, 10 mmol/L imidazole, 5% glycérol, 0,1% Triton, 10ug/ml DNase, 0,25
mg/ml lysozyme, 1 mmol/l PMSF, 1x BugBuster pH8) et 200ul d’inhibiteur de protéase P8849
(SIGMA-ALDRICH) et incubées pendant 30 minutes avec agitation. Le milieu est ensuite
centrifugé pendant 30 minutes a 12000 RPM. Le surnageant est collecte, et incubé pendant 30

minutes avec ajout de 4ml de billes de Nickel.

La purification se fait par affinité sur colonne. Trois lavages sont faits, le premier avec 15ml de
tampon « A » (50mmol/IL TRIS base, 300 mmol/l NaCl, 10 mmol/l imidazole), le deuxieme
avec 15ml de tampon « A » + 1M Nacl et le troisieme avec 14.25 ml de tampon « A » et 0,75ml
de tampon « B » (50 mmol/lI TRIS base, 300 mmol/l NaCl, 500 mmol/l imidazole). L’¢lution
se fait avec 15ml d’un mélange en quantité égale de tampon « A » et « B », récolté en trois
fractions de 5ml. Les protéines obtenues sont dosees par spectrophotométrie a 280nm. Les
fractions contenant une quantité raisonnable de protéine (minimum 1mg/ml de protéine) sont

concentrées dans un concentrateur de protéine « Merck Millipore Ensembles de filtration par
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centrifugation Amicon™ Ultra 10K Da » jusqu’a obtenir un volume final de 5 ml. Le produit

final est dosé par spectrophotométrie a 280nm.

Les protéines sont ensuite dialysées pour éliminer 1’excédent d’imidazole dans des membranes
de dialyses « ZelluTrans/ROTH T2 : Taille de pore 6000-8000, 32 mm », dans 2| de tampon de
dialyse (50mM TRIS pH8, 0.5mM DTT, 0.5M NaCl) et sous agitation a 4°C toute la nuit. Les

protéines dialysées sont dosées encore une fois par spectrophotométrie a 280nm.
3.3.2.2.  Tests d’activité

Pour réaliser les tests de digestion, nous avons commandé des amorces simples de 45
nucléotides, de la méme séquence que dans I’article (70). Les séquences de ces amorces sont
détaillées en Annexe 13. Deux amorces « Reverse » sont taguées Cyanine 5 en 5’ pour pouvoir

les analyser par fluorescence. Les amorces sont fournies par EUROGENTEC.

Les amorces sont diluées pour avoir une concentration finale de 16,7 nM. 10ul d’amorce sens
et 8ul d’amorce complémentaire taguée Cy-5 sont mélangées et hybridées selon le méme cycle
thermique que pour le génotypage SARS-CoV-2. L’endonucléase est ajoutée de maniére a
avoir une concentration finale d’enzyme a 10nM, ainsi qu’1pl de tampon de digestion (20mM
TrisHCL pH8, 2mM MgCl,, 100mM NaCl, 0.1% Triton, 0.1% BSA). Le mélange est incubé
pendant 15 min a 55°C. La réaction est stoppée avec 1ul d’EDTA a 500mM ainsi qu’1ul de
protéinase K (Qiagen), puis incubée 30min a 50°C. 4l de solution de bleu de bromophénol est
ajoutée a chaque échantillon. L’analyse se fait sur gel 20% acrylamide / 7M Urée suivi d’une

migration sous tension 300V pendant environ 1h30. La révélation se fait par fluorescence.
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3.4. Résultats et discussion

3.4.1. Génotypage SARS-CoV-2

Ces résultats ont fait 1’objet d’un article, disponible en Annexe 14. Pour ce projet, ma
contribution a consisté dans un premier a définir la sensibilité du test de génotypage par gPCR
SYBR Green, afin d’appliquer un seuil minimal de copies/ul d’ARN utilisable pour ce test.
Dans un second temps, j’ai contribué a la validation de cette technique en I’appliquant a des

tests a grande échelle.

3.4.2. Production d’une endonucléase recombinante.

3.4.2.1. Résultats préliminaires.

La production dans E. coli, la purification et la caractérisation fonctionnelle de I’EndoMS ont

dans un premier temps ¢été réalisées sur ’EndoMS WT de Thermococcus kodakarensis

La production de I’EndoMS a été réalisée en culture bactérienne. Le lysat bactérien a été purifié
par SEC afin de contrdler la pureté du mélange, et le cas échéant de ne collecter que les fractions
correspondant a la protéine d’intérét (Figure 36 A). Le volume d’élution de la protéine (pic
indiqué par une fleche) est d’environ 52 ml, correspondant -selon la courbe de calibration de la
colonne (Annexe 15)- a une protéine de plus de 150 kDa, nous indiquant une possible
tétramérisation de la protéine. Dans la littérature, I’EndoMS s’organise en dimere (71). Les
fractions récoltées correspondant a la protéine d’intérét ont été conservées et analysées par
SDS-PAGE (Figure 36 B). Les bandes sur le gel permettent de confirmer que I’enzyme qui va
étre utilisée pour la suite des tests est pure (une seule bande sur le gel) et est au poids moléculaire
attendu (30kDa).
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Figure 36 : Chromatographie d’exclusion de taille d’EndoMS.
A) : Electrophorégramme obtenu aprés analyse par gel filtration de /’EndoMS WT. VE : Volume

d’élution de la protéine. B) : SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie des fractions récoltées en SEC.
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Afin d’identifier la spécificité de reconnaissance de I’EndoMS, nous avons mis en place un test
dans lequel deux ADN (45pb) simples brins complémentaires entre eux a I’exception d’un
nucléotide, sont hybridés, digérés par EndoMS puis séparés sur gel urée/acrylamide (Figure
37 A). L’EndoMS étant capable de reconnaitre et de cliver des MM de type G/T (70), les
premiers tests de digestion ont été réalisés sur des mésappariements de type G/T afin de tester
la fonctionnalit¢ de I’endonucléase synthétisée (Figure 37 B). Un ADN double brin ne
présentant pas de MM (A/T*) est utilisé comme contréle négatif, et un ADN simple brin
marqueé Cy-5 est utilisé comme témoin d’hybridation. Un ADN MM G/T non digéré est
utilise comme contrble négatif de digestion. Aprés révélation par fluorescence, nous
observons une bande correspondant a un ADN simple brin clivé pour I’ADN présentant un
MM : nous pouvons conclure de ce test que ’EndoMS synthétisée est fonctionnelle pour la
reconnaissance et le clivage d’'un MM G/T. Des tests de clivage de ’EndoMS WT avec
d’autres mutations n’ont pas été réalisés en premicre intention, car elle est décrite comme non

fonctionnelle dans la littérature (70).

5 — CGAACTGCCTGGAATCCTGACGACXTGTAGCGAACGATCACCTCA A)
3'— GCTTGACGGACCTTAGGACTGCTGXACATCGCTTGCTAGTGGAGT —

B)
A/T* G/T* T* A/T* G/T*
<+——————  ADN Double Brin non clivé
EEE— Cy-5*
. . - <«—— ADN Simple Brin non clivé | — cy-5
S
Controles “
non digérés e
. <+——— ADN Double Brin clivé
— Cy-s*

Figure 37 : Fonctionnalité d'EndoMS

A) Séquences nucléotidiques des ADNSs servant de matrice pour les tests de digestion avec EndoMS. Les
nucléotides notés « X » peuvent étre A, T, C ou G, et correspondent donc a la zone ou un mis-match est
intégré. B) Analyse sur gel acrylamide/urée des produits de digestion d’un mismatch G/T. Les trois
premiers points constituent les témoins négatifs de l’expérience, car ils n’ont pas été digérés par
I’enzyme. A/T* est un controle négatif de digestion. Les nucléotides notés « * » correspondent aux brins

fluorescents marqué avec une Cy-5. Les bandes sur le gel sont révélées par fluorescence.
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3.4.2.2. Tentatives d’optimisation

En s’appuyant sur la structure d’EndoMS, et sur un alignement de seéquences protéiques
homologues chez d’autres procaryotes (Figure 38), nous avons défini quatre mutants
d’EndoMS pouvant étre de bon candidats pour réduire cette spécificité de clivage(Figure 38,
panel gauche). Les acides aminés N76 et Q78 sont impliquées dans la reconnaissance des MM,
et présentent des mutations chez des endonucléases homologues (zones encadrées en vert
(Figure 38, alignement a droite). Une insertion de 3 acides aminés « LIL ou LIF » est également

observée chez deux especes.
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Figure 38 : Identification des résidus impliqués dans I’interaction d’EndoMS avec les
meésappariements

Gauche : résidus impliqués dans [’interaction EndoMS-ADN. Les acides aminés entourés en rouge
correspondent aux zones ou des mutations sont observées. Droite : alignement multiple de séquences
homologues au domaine de reconnaissance des mésappariement d’EndoMS. Les cases rouges
représentent une identité stricte, et les caractéres en rouge représentent les groupes présentant une

similarité. Les zones encadrées correspondent aux mutations d’intérét. Alignement réalisé avec Espript

3.0 (72).

De ce constat, quatre mutants d’EndoMS ont été généres, correspondant a des combinaisons de
mutations : N76S_Q78G ; N76G_Q78G ; N76S_Q78G insertion LIL ; N76_Q78G insertion
LIF. Ces mutants ont été synthétisés selon le méme protocole que I’EndoMS WT, et ont été
testés sur un mésappariement de type G/T, reconnu par I’endonucléase WT, pour contréler que
les mutations n’induisent pas une perte de reconnaissance de I’endonucléase. Ils ont également
été testés sur un MM AJ/A, non reconnu par EndoMS (70), afin de savoir si les mutations ainsi
génerées permettent de réduire la spécificité de la reconnaissance a un MM (Figure 39). La

production de ces enzymes ainsi que les tests de digestion ont été
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réalisés de la méme manicére que pour I’EndoMS WT. Les rendements de production (données

non présentées) de ces mutants sont identiques a ceux obtenus pour I’EndoMS WT.

EndoMS  N76S_Q78G N76G_Q78G N76S_Q78G N76_Q78G
WT +LIL +LIL

A A A
4 Nl
ADN db non clivé — L -
ADN sb Brin non clivé — ‘4 .. ‘li.

ADN db clivé ——» | . . .

A/T G/T A/A A/T G/T A/A A/T G/T A/A A/T G/T A/A ATG/T T

Figure 39: Influence des mutations sur I’efficacité et la spécificité de clivage d'EndoMS
Analyse sur gel d’acrylamide/urée des produits de digestion des brins d’ADN digérés avec les différents

mutants d’EndoMS. La révélation du gel se fait par fluorescence. db : double brin ; sb : simple brin

Ce test permet de conclure sur différents points. Dans un premier temps, une insertion, LIL ou
LIF, en position 77 juste apres I’asparagine (N), couplée & deux mutations (N76S_Q78G ou
N76G_Q78G) induit une perte d’efficacité totale de ’endonucléase. Ce résultat permet la
mise en évidence de I’importance de cette région dans la capacité de reconnaissance et/ou de
clivage des mésappariements. Dans un second temps, la modification d’une Asparagine en
Sérine en position 76, et d’une Glutamine en Glycine en position 78 (N76S_Q78G), n’induit
aucun changement d’efficacité de ’endonucléase. Cependant, le substrat n’est pas totalement
consomm¢ lors d’une digestion avec le mutant N76G Q78G : une modification de
I’ Asparagine en Glycine induit donc une 1égere perte d’efficacité sur un mésappariement G/T.
Pour terminer, aucun de ces mutants n’est capable de reconnaitre et/ou de cliver des

mésappariements A/A.

Les mutants contenant une insertion LIL ou LIF sont retirés de 1’étude, du fait de leur perte
fonctionnelle sur le mésappariement G/T. Les deux autres mutants, ayant conservé leur
activité sur G/T, ont été testés sur d’autres types de mésappariement : G/A et C/A (Figure 40
A). Selon I’article de Ishino et al.(70), les mésappariement G/A sont reconnus et clives par
I’EndoMS, a l’instar des C/A. En pratique, ’EndoMS que nous avons produit est moins
efficace qu’attendu : pour un mismatch G/A, le substrat n’est pas totalement digéré par

I’enzyme dans les conditions de notre test. 1l en va de méme pour les deux mutants,
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avec toujours une efficacité moindre pour le mutant N76G_Q78G (Figure 40 A).

L’¢tude fonctionnelle a mis en évidence que les mutations testées, non seulement ne permettent
pas d’élargir le spectre de mésappariement de I’EndoMS, mais induisent pour certaines une
perte fonctionnelle. Aprés un second tour d’analyse structurale, trois nouveaux mutants ont été
testes: les mutants N76A, EL03A et Y41W, ces trois positions étant impliquées dans la fixation
du mésappariement, et la potentielle spécificité de reconnaissance a la base G ou T. Comme
présente sur la Figure 40 B, les trois mutants présentent une efficacité de reconnaissance et de
clivage des mésappariement G/T. Cependant, nous observons une bande de forte intensité,
correspondant a de I’ADN double brin non clivé, synonyme d’un clivage partiel. Cette bande
est quasiment absente lors d’un clivage avec I’EndoMS WT : les mutants N76A, E103A et
Y41W présentent une efficacité de clivage inférieure a ’EndoMS WT. De plus, nous
n’observons pas de bande correspondant a un ADN clivé pour les MM de type G/A : aucunes

de ces mutations ne confére a EndoMS une reconnaissance et un clivage

A)

EndoMS N76S_Q78G N76G_Q78G EndoMS N76A ET03A Y41W

abh wWN =

CA/A
:C/A
CT/A
- G/A
:G/T

1 2 345 123 45 123 415

o

B)

Figure 40: Les mutations n'induisent pas d'augmentation d'efficacité et ne réduisent pas
la spécificité d’EndoMS.

des MM G/A.

Analyse sur gel d’acrylamide/urée des produits de digestion des brins d’ADN digérés avec les différents

mutants d’EndoMS. La révélation du gel se fait par fluorescence.
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En conclusion, nous avons démontré qu’il est possible de produire cette endonucléase
specifique des mis-match de maniere recombinante. Cette endonucléase est capable de
reconnaitre et de cliver des mésappariements de type G, avec un clivage total des
mésappariement G/T et tres partiel des G/A. Les différents mutants testés a ce jour ne
permettent pas de réduire la spécificité de reconnaissance d’EndoMS. Cependant 1’utilisation
de ’EndoMS WT sera prochainement évalué sur un test de génotypage en comparaison avec
nos reliquats du kit Surveyor® Nuclease S; Par ailleurs, d’autres endonucléases sont
actuellement en cours de test : les endonucléases SPI et Cell, extraient respectivement de
I’épinard et du céleri, sont des composantes de I’endonucléase commerciale Surveyor®
Nuclease S, et peuvent étre de bon candidat pour une reconnaissance de mesappariement non

spécifique en vue d’une application.
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4. Conclusion générale et perspectives

Les tests de détection moléculaire, et notamment ceux dédiés aux virus pathogénes pour
I’homme, nécessitent 1’utilisation de controles et de matériels de référence qui garantiront la

pertinence des résultats lors du développement ou de ’utilisation de ces tests.

Dans un premier temps la plateforme de diagnostic moléculaire a nécessité la rationalisation du
développement, de la validation et de la production des controles positifs, IVT ou ARN
encapsidés pour les virus a génome ARN, plasmides ou amplicons pour les virus a génome
ADN. Pour cela, nous avons cherché a évaluer I’homogénéité des contrdles positifs IVT déja
disponibles au sein du laboratoire. Nous avons identifié des problemes d’hétérogénéité de taille
dans les contrdles de type transcrits in vitro, imposant des changements de protocoles de
production. Ces travaux nous ont permis d’obtenir des IVT homogenes, permettant la mise en
place de tests de processus de LoD (Limit of Detection, limite de détection) fiables par dilutions
en série des IVT quantifiés. En paralléle, nous avons établi un protocole de production de
témoins positifs encapsidés « Armored RNA » qui, en mimant une particule virale, permettent
de contrdler toutes les étapes d’un processus diagnostique et permettent de s’affranchir des
problémes de stabilité de I’ARN. Les rendements de ce procédé — jusqu’a 2 mg/L de culture -
permettent la production de centaines de milliers de tests positifs stables a température ambiante
aprés lyophilisation. L’ensemble du processus de production et de distribution permet au
laboratoire de les déployer a travers le monde. Certains de ces matériels sont disponibles sur
site internet partenaire du laboratoire, EVA Global (https://www.european-virus-archive.com/)
pour la communauté scientifique et les institutions de santé publique. Il s’agit notamment
d’ArRNA cibles de virus a ARN, mais aussi MS2. En effet, dans le souci de maitriser les
technologies, nous avons substitué le phage MS2, utilisé comme contrdle interne lors de
I’extraction virale, par un ArRNA MS2. Dans la majorité des cas, ces tests sont a destination
des pays du Sud, par exemple sous forme d’EQA (External Quality Assesment, évaluation
externes de qualité). Ces EQA sont des matériels de référence permettant de comparer les tests
d'un laboratoire a une source extérieure, et permettent d’évaluer la performance diagnostic
notamment des pays africains. Dans le cadre du projet international FIND
(https://www.finddx.org/), nous avons développe, produit et envoye plus de 30000 EQA a
I’Institut Pasteur du Sénégal. Dans le cadre de la pandémie de SARS-CoV-2, différents ArRNA
ciblant la région NTD+RBD du virus (régions du génome présentant les mutations les plus
surveillées) ont été développés et mis a disposition de la communauté scientifique. Depuis le

développement de ces ArRNA au laboratoire et dans un souci d’harmonisation des pratiques,
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chaque construction plasmidique générée aujourd’hui est compatible pour la production de
témoins sous forme IVT et ArRNA pour répondre a tous les besoins, sans modification de
design préalable. A ce jour, les ArRNA sont utilisables uniqguement dans un format RUO
(Research Use Only), mais le processus de production devrait faire 1’objet d’une certification

ISO13485 afin d’étre intégrés a des tests de diagnostic moléculaire.

La prochaine étape pour le développement de contréle ARN est de mettre en place un procédé
permettant I’encapsidation de séquences d’ ARN double brin. En effet, la méthode de production
d’ArRNA permet de générer des controles ARN simple brin uniquement. Nous ne disposons
donc a ce jour d’aucun controle encapsidé pour la détection de virus & gégnome ARN double
brin (groupe I11 de la classification de Baltimore), comme les Rotavirus, responsable de gastro-
entérite chez I’enfant, entrainant le décés de centaines de milliers d’enfants de moins de 5 ans
chaque année en Afrique (73). Afin d’utiliser la machinerie du phage MS2 pour faire un ArRNA
double brin, I’insert plasmidique a encapsider contiendra la séquence cible du Rotavirus, ainsi
que sa sequence inverse-complémentée, reliée par un « linker ». Cette technique permettrait de
générer un ArRNA simple brin, qui se replierait naturellement grace aux liaisons des
nucléotides complémentaires afin de former un ArRNA double brin. La production de cet
ArRNA Rotavirus est actuellement en cours de développement, méme si nous nous attendons
a des difficultés lors de la synthése des génes.

Afin d’étendre le panel des contrdles encapsidés au virus a génome ADN, nous avons aussi
cherché a développer la production de contrbles encaspidés pour les ADN, afin de disposer de
témoins d’extraction pour les virus a génome ADN. La preuve de concept de la faisabilité¢ de
cette technique a été réalisée avec une sequence cible du Virus de I’Hépatite B, et pourrait étre
transposable a n’importe quel type de virus a génome ADN simple brin. Nous avons mis en
¢vidence I’encapsidation de I’ADN recombinant, mais notre protocole actuel n’est pas encore
totalement mature pour les phases de production. En effet, les rendements de production actuels
ne nous permettent pas le déploiement de ces tests a grande échelle. De plus, le processus de
production d’ArDNA via I’utilisation du phage M13 ne permet d’encapsider que de I’ADN
simple brin, et ne permet donc pas une mimer a 1’identique une région du génome de virus a
ADN double brin. Pour y remeédier, nous avons essayé¢ d’utiliser de capsides recombinantes de
virophages, mais le processus relativement complexe d’encapsidation de ces modeles, pourtant

parmi les plus simples chez les virus ADN, n’est pas encore maitrisé.

Alors que les technologies de séquencage sont déployées dans le monde entier notamment pour
I’identification des agents pathogeénes, des besoins au lit du patient demeurent. Comme cela a
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été montré pour les contrbles positifs avec les systemes MS, les outils de biotechnologie
peuvent pourvoir a ces besoins. Des enzymes participant a [’intégrit¢é génomique des
organismes peuvent en effet étre utilisées pour I’identification de mutations. Dans ce cadre,
nous avons développé un projet permettant la mise en évidence de variants du SARS-CoV-2
sur la région RBM du génome. Cette technique permet I’identification d’un variant déja connu,
mais également de détecter n’importe quelle autre variation dans cette région genomique du
virus sans faire appel au séquencage en premicre ligne. Malheureusement, I’endonucléase de
restriction nous ayant permis de réaliser ce projet, la Surveyor® Nuclease S, n’est plus
commercialisée depuis juin 2022. Cette technique d’identification donnant des résultats
intéressants, nous avons produit une endonucléase d’archaebactérie sous forme recombinante
afin de pouvoir continuer a utiliser cette méthode de détection. Nous avons confirmé que cette
enzyme était spécifique des mésappariements impliquant un G ou un T. Par mutagénese, nous
avons essay¢ d’éliminer cette spécificité afin que I’EndoMS puisse détecter n’importe quel type
de mésappariement. Bien que non fructueuse, cette approche nous a cependant conforté dans
I’utilisation de I’EndoMS WT dans la mesure ou I’appariement d’'un ADN de référence et d’un
ADN échantillon conduit a la production d’un hétéroduplex impliquant systématiquement au
moins un G ou un T. Cette technologie n’a probablement pas d’avenir pour le SARS-CoV-2,
dans la mesure ou la variabilité génétique sur le RBM est devenue importante du fait de la
dimension de la pandémie, mais nous envisageons de la repositionner sur du génotypage

d’arbovirus.
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ANNEXES

Annexe 1
Figure 4 A) compléte

Figure extraite du site « European Centre for Disease Prevention and Control », consulté le 19
avril 2023.
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Annexe 2

Représentation schématique des différents types d’ELISA.

Figure générée avec BioRender
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Annexe 3

Présentation des techniques de détection de PCR en temps réelle, la technologie TagMan (A))

et la technologie SybrGreen (B)). La figure A) est extraite de I’article « Bustin SA, Mueller R.

2005. Real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR) and its potential use in clinical

diagnosis. Clinical Science 109 :365-379. La Figure B) est extraite de I’article « (Bouladoux

N.2003. Role de I'interféron-gamma dans I'immunité cellulaire anti-microsporidienne. Etude

du modéle de la souris déficiente pour le récepteur a I'interféron-gamma, infectée oralement

avec la microsporidie Encephalitozoon intestinalis. » .

) WAL LU U3 mRNA
Reverse llranscripllon
6" AL AL L .3
HybrldlsallonlPolymerluallon
3 T Y T -5
é em
s‘kl]l'l AALALLLLLALLLLLLLYL | JAAALLLL ! JAALLLLLLLL JALLLLL I3'
Strand ldlsplacemsm
3 ARAAARALARARLARIIIRIEIS tR s aneessnnnna Bl

BSI0AR088 00801 AR 8 00280008 berel
IR AR

5‘llll JAAAALLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL 'l'l3'
Probel Cleavage
31.nnnnunulnluvvyvvxnlw THHHHHIUHnHHIlIHII'5

== .
o
s B
TTTTITTT T T T T T T T T T T T T T Ty Ty Ty
5'A’lll'l A LA L L L L) I3’

®  PCRcycle | complete
e a " .

@
.9 Elongation
— 2
N I R —
N @ ®

3"rv.lvn-nv‘u‘v TITTTTTTTTTT T T T T T T T T I T TTTY m-5'
5- i ! 1Y
3 -5
§ 3
&
B) 5 ¥
5
@ 5 ey ® A
5 L. 5
JREETENEVERERE! > ® 3 1 R
. . s : = ®
ADN double brin Dénaturation \ &
cible ® S

l Hybridation
® ®

g

® SYBR Green libre * SYBR Green stimulé

97



Annexe 4

Protocole de lyophilisation des témoins positifs

|Lyophi|isation 2

éme

Congélation Lyophilisation 1°" aire aire
Température (°C) -30 -20 -20 -10 -10 20 20
Pression (mBar) 1,028 0,708 0,708 0,402 0,402 0,231
Temps 2h 15min 2h 1h 2h 1h 2h
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Annexe 5

Construction des genes synthétique permettant la synthése des protéines « fIMCP », « MCPxc »

et « penton »

AAA : Thioredoxine (Solubilisation)

AR : Hise-Tag (récupération)
AAA : Site de clivage TEV protease (enlever le Hiss-Tag)

fIMCP -
MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVA
KLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSG
HVEBBBBBIGGLENLYFQGNTPPELDTVLQAPYAYNWPTSKNVKIASRIGIPYSTFQTI
QPVSDAPNNGIGQITFNQPLGNLTGGAPRLRVSFTAEIKNILADSSLKDQIGLKSFPVN
RSIPVAVINMNGKTFTSYPAQLIKLHQYNADPLELALLSPCSDVDEYNKIKAVSMNNP
YRQGTESTDSRMSRGLGCNYAYYIHPRAAGSTSVKIDFVVDEALVANPTQYKNIKDP
VPFRNLNTFKVILDGQFKPENMIGIADDVKLVAGKADFEVDITGFKINMLVQNWVAP
LEIGDIPKTHYNTPLISLEGNISSMCLNTKDPYGIPGERNKHILTTHSMAMNNVPSMFA
VMVSQETPTKKFAPDQLAGIIGLEIKVDSDVGIFRELEQQQLYELSSSNGYNKRFSCFS
GALANGLTVADPAVAAGNKFKEAIFGAGSVIFFRPSDLGLKDYNVMANANKSINMQ
VQATFVTPEAAGTGAHYKLEVFSIRDNLTYSFEDGTFMDDLTLYTPDQLLRSPLKLTD
DNNKLMRVMGGSFMGDVMTNFNHMAAHPVTKTVTKLLRNAGPLKDYAGDGTMM
GNIASVYGYGKKKTTTRKKKGGIVLLGSGKKGGKKLSDKQLHDLRNL*

MCPAC :
MEBEBBBGGLENLYFQGNTPPELDTVLQAPYAYNWPTSKNVKIASRIGIPYSTFQTIQ
PVSDAPNNGIGQITFNQPLGNLTGGAPRLRVSFTAEIKNILADSSLKDQIGLKSFPVNRS
IPVAVINMNGKTFTSYPAQLIKLHQYNADPLELALLSPCSDVDEYNKIKAVSMNNPYR
QGTESTDSRMSRGLGCNYAYYIHPRAAGSTSVKIDFVVDEALVANPTQYKNIKDPVP

FRNLNTFKVILDGQFKPENMIGIADDVKLVAGKADFEVDITGFKINMLVQNWVAPLEI
GDIPKTIYNTPLISLEGNISSMCLNTKDPY GIPGERNKHILTTHSMAMNNVPSMFAVM

VSQETPTKKFAPDQLAGIIGLEIKVDSDVGIFRELEQQQLYELSSSNGYNKRFSCFSGA

LANGLTVADPAVAAGNKFKEAIFGAGSVIFFRPSDLGLKDYNVMANANKSINMQVQ

ATFVTPEAAGTGAHYKLEVFSIRDNLTYSFEDGTFMDDLTLYTPDQLLRSPLKLTDDN
NKLMRVMGG*
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Penton :

M_GG LENLYFQGKQYIWLNETIKSNKQLAGPRGSYKRPVSVDIFRSSTILDP
DKNYLLIVEEFHLHKIRLPLFKPAGHDYQVGIFNRSTDEIMGVREVDFSTFVDEDGYM
YDYVDVGTAINETLAGLCDGIIGEEDIPVFSFNKHSKKFEITTTENFRNGHFIMFNDDM
RVDFNSFEFDDIDEEYSLVILNEDVETQDASTLEFLTPISHIVIESNDLPVSYELLPSISK
NTTISDNTGVFLTNYKYLQQNNQDYNSILFRVENSSNKYHNILQTNFNRFNLSFTIYD
YDNEKHPLTLLPQTVIQLKLLFESID*
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Annexe 6

Préparation des bactéries compétentes

Isolation des colonies : Les colonies sont isolées sur une boite LB AGAR.La boite est mise a

I’étuve a 37°C over night

Pré-culture :Choisir une colonie isolée de la boite Inoculer 2,5 ml (avec antibiotique) de milieu

et incuber & 37°C over night a 200 rpm

Culture :Inoculer 100 ml de LB avec la préculture dans un erlen de 500 mlLaisser incuber a

37°C jusqu’a ce que la Do arrive 2 0,4 - 0,6
Compétence : Centrifuger la culture dans 2 tubes stériles a 4000 rpm 10 min 4°C
Reprendre chaque culot dans 15 ml de solution TFBL1 froide

Transvaser dans un seul tube de 50 mlLaisser 10 min dans la glaceCentrifuger a 4000 rpm 10

min a 4°C
Reprendre le culot dans 5 ml de solution TFB2 froide
Laisser 30 dans la glace

Aliquoter a 50 pl les cellules dans des tubes stériles de 1,5 ml et stocker a -80°C jusqu’a

transformation

Tester la contamination de la suspension par étalement sur plusieurs boites LB AGAR avec

différents antibiotiques

COMPOSITION DES TAMPONS

TFB1 TFB2

Acétate de potassium 30 mM MOPS 10 mM
KCI 100 mM CaCl2 75 mM
CaCl2 10 mM KCIl 10 mM
MnCI2 50 mM Glycérol 15%
Glycérol 15% H20 gsp

H20 gsp

Les tampons sont stérilisés par filtration 0,22 uM stérile juste avant leur utilisation
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CACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCG
TATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTG
AGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGT
GCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACC
GAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGG
AACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATG
GCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATT
AATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTG
GCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCA
CTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAAC
TATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAAC
TGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAA
AGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTC
GTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTC
TGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCG
GATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTA
CATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTT
ACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGE
TTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGL
AGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAG
TCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGC
GGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCT
TTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCCGAGCGCAGCGAGTCAGAAGLCGLCC
AATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGT
TTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAG
GCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATA
ACAATTTCACACAGCGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATT
TCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTC
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GCEEEEEEEEECCATEE CCCAGGTGCAGCTGCAGGACHNYSNECATCCCEIEREE:TCTC

CAEEEN 7. CCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCCGGCCGAGCATACACTCTTCARA
GTTETTTAGCAAAACCTCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAARACT
TTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTGGTTTGTAC
TGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGARAATG
AGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAR
CCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCAC
TTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGC
CTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGTGCATTAACTGTT
TATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGT
ATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTTCCATT
CTGGCTTTAATGAGEGATCCATTCGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAA
CCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGG
CTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCCGGTGGCGGCTCCG
GTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAAATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAAT
GCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCARACTTGATTCTGTCGCTACTGATTA
CGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTA
CTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCARATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCT
TTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCTTTGCCTCAGTCGGTTGAATGTCGCCCTTA
TGTCTTTGGCGCTGGTARACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCC
GTGGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTATTTTCGACGTTTGCT
AACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAATAAGNNEISACTGGCCGTCGTTTTACAACETCETE
ACTGGCAAAACCETEGCETATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCAC
CGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTC
TCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCT
GTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC
AGCGCCTTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT
TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACC
TCGACCCCAAAARACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG
GTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCARACTGG
AACAACACTCAACTCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGG
TCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTA
ACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCA
GCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCG
CTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCA
CCGARACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGAT
AATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGARATGTGCGCGGAACCCCTATTT
GTTTATTTTTCTAAATACA SRS . . CCCTGATAAATG
CTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC
CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGARAGTAAAAG
ATGCTGAAGATCAGTTGGGTG
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Annexe 8

Structures secondaires des différents sites de terminaison de transcription testés. La structure
secondaire du T7U a été extraite de ’article (48)

u C
4 e — 2
c—G
u—G
c—G
c—G
c—VU
c—C
10— G—U
c—C
c—G
Gg—C — 3
c—G
c—G
c—G
c—G
A—U
1— A"UU
8]
U
U
den Nao
Terminateur du VSV Terminateur T7U
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Annexe 9

“Insert” HBV

BESPEAE - (GS)2 - GIIIp - TAA - Lambda TO Term - KGleM - BamHI -
BStEIT  EcoRT

GAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGG
AATGCTACAGGCGTTGTGGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCT
ATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAA
CCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTATCCGCCTGGT
ACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAAT
AATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGTGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCGTTAAA
ACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGC
GCTTTCCATTCTGGCTTTAATGAGGCTCAATTCGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAACCT
CCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGT
TCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCCGGTGGCGGCTCCGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAAATG
GCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTT
GATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAAT
GGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATG
AATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCTTTGCCTCAGTCGGTTGAATGTCGCCCTTATGTCTTTGGCGCTGGTAAA
CCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCC
ACCTTTATGTATGTATTTTCGACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAATAAGACTCCTGTTGATAG
ATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTG

AGAATOIEINECA T CCCETCACEEARTTG

Séquence cible HBV :Amorces - Eonde
BB~ ~ T TCTCTCGAGGATTGGGGACCCTGCGCTGAACATGGAGAACATCACATCAGGAT TCCTAGGACCC

CTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGG
ACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCA

CCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGT T A O NEOEEeE ~ T T A TAGCGGCCGCTTATTAA

TCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTC
CAGGATCTTCGACCACCAGCACGGGACCCTGCAGAACCTGCACGACTGAATTC
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Annexe 10

Représentation schématique du fonctionnement de la méthode Sanger ((Gauthier, Michel.
(2007). Simulation of polymer translocation through small channels: A molecular dynamics
study and a new Monte Carlo approach.)

o make multiple copies attach a add to four
of a segment primer polymerase solutions
denature dsDNA
using heat

UL L LL

grow complementary denaturate the electrophorese the
chains until termination dye grown chains four solutions

_\__ B T WG

) o LU
—
]

-“NO>>-H0-AN>00
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Annexe 11

Protocole de dénaturation et hybridation

Temperature Time Temperature ramp
95°C 10 min
95°C to 85°C (—2.0°C/sec)
85°C 1 min
85°C to 75°C (—0.3°C/sec)
75°C 1 min
75°C to 65°C (—0.3°C/sec)
65°C 1 min
65°C to 55°C (—0.3°C/sec)
55°C 1 min
55°C to 45°C (—0.3°C/sec)
45°C 1 min
45°C to 35°C (—0.3°C/sec)
35°C 1 min
35°C to 25°C (—0.3°C/sec)
25°C 1 min
4°C Hold o<

107



Annexe 12

Construction des génes synthétiques permettant la synthése de différentes endonucléases de
restriction

WT
MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVNWQPPGSRVRLELRENPVLVSIRRKPR
ETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAIGT
GIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSLTS
GAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

N76S + Q78G

MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVSWGPPGSRVRLELRENPVLVSIRRKPR
ETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAIGT
GIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSLTS
GAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

N76G + Q78G

MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVGWGPPGSRVRLELRENPVLVSIRRKPR
ETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAIGT
GIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSLTS
GAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

N76S + O78G +Insertion LIL

MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVSLILWGPPGSRVRLELRENPVLVSIRRK
PRETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAI
GTGIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSL
TSGAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

N76 + Q78G +Insertion LIF
MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVNLIFWGPPGSRVRLELRENPVLVSIRR
KPRETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKA
IGTGIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPS
LTSGAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

108



GLU103Ala

MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVNWQPPGSRVRLELRENPVLVSIRRKPR
ATLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAIGT
GIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSLTS
GAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

ASN76ALA

MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHYDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVAWQPPGSRVRLELRENPVLVSIRRKPR
ETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAIGT
GIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSLTS
GAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF

TyrdlTrypto

MASMTGGQQMGGAMSKDKVTVITSPSTEELVSLVNSALLEEAMLTIFARCKVHWDG
RAKSELGSGDRVIIVKPDGSFLIHQSKKREPVNWQPPGSRVRLELRENPVLVSIRRKPR
ETLEVELEEVYMVSVFRAEDYEELALTGSEAEMAELIFENPEVIEPGFKPLFREKAIGT
GIVDVLGRDSDGNIVVLELKRRRAELHAVRQLKSYVEILREEYGDKVRGILVAPSLTS
GAKRLLEKEGLEFRKLEPPKRDSKKKGRQKTLF
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Annexe 13

Construction des amorces utilisées pour tester 1’efficacité des différentes endonucléases.
FWD_Endo A : CGAACTGCCTGGAATCCTGACGACATGTAGCGAACGATCACCTCA
FWD_Endo T : CGAACTGCCTGGAATCCTGACGACTTGTAGCGAACGATCACCTCA
FWD_Endo_C : CGAACTGCCTGGAATCCTGACGACCTGTAGCGAACGATCACCTCA
FWD_Endo G : CGAACTGCCTGGAATCCTGACGACGTGTAGCGAACGATCACCTCA
REV_Endo T : TGAGGTGATCGTTCGCTACATGTCGTCAGGATTCCAGGCAGTTCG
Rev_Endo A : TGAGGTGATCGTTCGCTACAAGTCGTCAGGATTCCAGGCAGTTCG

Rev_Endo_Cy5 T: Cy5-
TGAGGTGATCGTTCGCTACATGTCGTCAGGATTCCAGGCAGTTCG

Rev_Endo_Cy5A : Cy5-
TGAGGTGATCGTTCGCTACAAGTCGTCAGGATTCCAGGCAGTTCG
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Endonuclease-based genotyping of the
RBM as a method to track the emergence
or evolution of SARS-CoV-2 variants
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Eva Lopez,' Margot Barthélémy,' Cécile Baronti,' Shirley Masse,” Alessandra Falchi,” Fabien Durbesson,*

Renaud Vincentelli,® Xavier de Lamballerie,” Rémi Charrel,’* and Bruno Coutard’**

SUMMARY

Since the beginning of the COVID-19 pandemics, variants have emerged. Some of
them display increased transmissibility and/or resistance to immune response.
Most of the mutations involved in the functional adaptation are found in the re-
ceptor-binding motif (RBM), close to the interface with the receptor ACE2. We
thus developed a fast molecular assay to detect mutations in the RBM coding
sequence. After amplification, the amplicon is heat-denatured and hybridized
with an amplicon of reference. The presence of a mutation can be detected using
a mismatch-specific endonuclease and the cleavage pattern is analyzed by capil-
lary electrophoresis. The method was validated on RNA of severe acute respira-
tory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) variants produced in vitro before be-
ing implemented for clinical samples. The assay showed 97.8% sensitivity and
97.8% specificity. The procedure can be set up for high-throughput identification
of the presence of mutations and serve as a first-line screening to select the sam-
ples for full genome sequencing.

INTRODUCTION

In December 2019, individuals with pneumonia of unknown etiology were recorded in the city of Wuhan, China.
The number of cases increased steadily in the following weeks including in the countries surrounding China
(Taiwan, Thailand, Malaysia, etc.), and then throughout the world via aerial transport, triggering the WHO to
announce a Public Health Emergency of International Concern (PHEIC) on the first of February 2020. Shortly af-
ter, the disease was named "COVID-19", for "Coronavirus disease 2019." The coronavirus in question, severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), is an enveloped, positive single-stranded RNA virus.
The viral particle exposes at its surface the envelope glycoprotein spike (S). The S protein is a multi-domain pro-
tein (Figure 1A) involved in host cell recognition, in particular via its receptor-binding domain (RBD) which spe-
cifically binds the human angiotensin-2 converting enzyme (hACE2). The S protein is considered a major deter-
minant of viral infectivity and antigenicity (Li et al, 2020; Walls et al., 2020), and mutations in the coding sequence
of the S protein are susceptible to affect the biology of SARS-CoV-2.

Since the emergence of SARS-CoV-2, several non-synonymous mutations have been reported in the coding
sequence of the S protein. Some of these non-synonymous mutations are particularly monitored because
they are suspected to affect functions of the protein and thereby impact the biology of the virus. One of these
first mutations led to D614G, a substitution contributing to the enhancement of viral loads in the upper respi-
ratory tract with possible increased transmission (Plante et al., 2021). Latter, several variants defined as a variant
of concern (VoC) have emerged and are disseminated. Those variants may demonstrate increased transmissi-
bility or severity of the disease, reduction of seroneutralization by antibodies induced by previous infection or
vaccination, or resistance to therapeutic treatments. Among the VoCs, the first one—501Y.V1 or B.1.1.7 line-
age—was identified in the United Kingdom and showed enhanced human-to-human transmission and
increased disease severity (Davies et al., 2021a, 2021b). Then, variants of B1.351 (501Y.V2), P.1 (501Y.V3), and
B.617 lineages were isolated and characterized in South Africa, Brazil/Japan, and India, respectively. Both
B1.351 (501Y.V2) and P.1 (501Y.V3) variants show increased resistance to antibody neutralization (Davies
etal., 2021; Liu et al,, 2021a; Wang et al., 2021a). VoCs have in common to present at least one non-synonymous
mutation in the spike receptor binding motif (RBM). RBM is the sub-domain of the RBD containing most of the
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Figure 1. RBM is a key region for viral entry and seroneutralization
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(A) Primary structure of the SARS-CoV-2 Spike protein. NTD: N-terminal domain; RBD: Receptor-binding domain; RBM: receptor-binding motif; SD1:
subdomain 1; SD2: subdomain 2; FP: fusion peptide; HR1: Heptad repeat 1; HR2: Heptad repeat 2; TM: transmembrane region; CT: cytoplasmic region.

Amino acid positions of the RBD and RBM boundaries are presented in black and blue numbers, respectively. Functional mutations in the RBM are shown in

orange (E484K) and red (N501Y). Purple arrows and numbers correspond to the RT-PCR amplified region.

(B) Structure representation of the interaction between SARS-CoV-2 RBD core (green) and hACE2 receptor (white) (PDB 6vw1). RBM is shown in blue. E484

and N501 positions are highlighted in orange and red, respectively.

(C) Detection of mutation(s) in a sample compared with a reference sequence. Results of the digestion by a mismatch-specific endonuclease of an auto-
control (amplicon of a sample alone) and mix (amplicons of reference and sample) are analyzed by electrophoresis and fragment patterns are detected.

(Figure 1B). Some of the characterized mutations are N501Y for 501Y.V1, E484K/N501Y for 501Y.V2 and 501Y.V3.
By themselves, these mutations can affect the binding of the S protein to hACE2 and/or the potency of neutral-
izing antibodies (Greaney et al., 2021; Liu et al., 2021b; Shang et al., 2020; Wang et al., 2021b; Zahradnik et al.,
2021). The genetic evolution of this region is specifically scrutinized to identify possible new VoCs. The rapid
detection of VoCs is thus pivotal for mitigating transmission in hospital settings and for adjusting therapies
to avoid lowering efficacy.

The detection of VoCs and surveillance of the evolution of SARS-CoV-2 population are currently surveyed
by different approaches. Recently, researchers have developed methods such as RT-LAMP (LAMP SARS-
CoV-2 variant detection panel, LaCAR), CRISPR-Cas9 or CRISPR-Cas13-based methods to specifically
detect VoCs (Kumar et al., 2021; Wang et al.,, 2021c). However, the two most commonly used methods
are the real-time RT-PCR for the search of mutations at given positions and massive campaigns of new-gen-
eration sequencing (NGS), both contributing to the public-health decision making (OQude Munnink et al,
2020). On one side, real-time RT-PCR is fast and operational on site, but it can detect only known mutations
and does not address the newly emerging ones. On the other side, NGS can detect any mutation along the
genome but the results are obtained in days rather than hours, delaying information required for medical
decisions to be taken upon sequence identification. In addition, all the biological samples cannot be
sequenced and upstream sampling is mandatory for the selection of the most relevant biological samples
to characterize. Here we present the proof-of-concept for an alternative method allowing the surveillance
of the genetic drift of SARS-CoV-2 in the RBM region where mutations are susceptible to affect the dissem-
ination, pathogenicity or antibody-resistance of the virus. The technique, relying on the amplification of the
RBM coding sequence followed by an assay using a mismatch-specific endonuclease, has been validated
on biological samples demonstrating its feasibility.
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Figure 2. Evaluation of the target amplification and mi h-specific { assay on reference material

(A and B) Linearity of the real-time RT-PCR assay targeting the RBM coding sequence from 10° (blue curve), 10* (red curve), 10° (green curve), 10? (yellow
curve), and 10 (pink curve) RNA copy/uL. The linear regression (dashed line) in Panel A has a correlation coefficient R?=0.9986.

(C) Endpoint analysis of PCR fragments on gel electrophoresis.

(D) Electropherograms of the digestion products. Values above the peaks correspond to the size of the fragment. Peaks on the right (330bp) correspond to

the homoduplexes created during the hybridization.

RESULTS AND DISCUSSION

Principle of the method

Some of the non-synonymous mutations occurring in the RBM coding sequence of SARS-CoV-2 are pivotal
because they are susceptible to change the phenotype with possible influence on transmission pattern,
increased pathogenesis, or immune escape; the latter can result in iterative infections, reduced vaccine ef-
ficacy, or resistance to mAb-based therapeutics. Accordingly, RBM genetic evolution has to be monitored
for the surveillance of emerging variants. To detect mutations in the RBM region, we evaluated the
SURVEYOR® Nuclease S, an endonuclease cleaving double-strand DNA where mismatches exist. The
enzyme had already been used for genotyping for several purposes including the detection of mutations
in brcal and brca2 genes in the case of hereditary breast cancer (Davies et al., 2006; Pilato et al., 2012). The
principle of the technique relies on the creation of heteroduplexes between an amplified DNA from a refer-
ence nucleic acid (Ref) and an amplified DNA from a sample to be evaluated (Sample). Both amplicons are
mixed (Figure 1C). After denaturation/hybridization, a mixture of homoduplexes (Ref/Ref and Sample/
Sample) and heteroduplexes (Ref/Sample) is produced. If the sequence from the Sample has mutations
than the Refsequence, mismatches happen in the heteroduplex. The latter is cleaved, resulting in cleavage
products that can be evidenced by capillary electrophoresis, providing information on the number of SNPs
and their approximate location(s). In contrast, if the sequences of Refand Sample are identical, no cleavage
is observed and only the full-length PCR products are visible by electrophoresis.

Sensitivity of the reverse transcription-polymerase chain reaction assay targeting the
receptor-binding motif coding sequence

Within the RBD region of the spike protein, the RBM contains amino acids (AA) subjected to mutations po-
sitions—for example, 452, 484, and 501—with functional relevance and observed in VoCs (Figure 1A). Its
coding sequence was thus well-suited for a genotyping assay. Prerequisite was also that the targeted
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Table 1. Theoretical cleavage profiles for pairwise combinations of amplicons from BavPat1, 501Y.1, and 501Y.V2
variants

0 N501Y E848K ; N501Y
BavPat1 501.V1 501Y.vV2
0 315 84/231/315 51/84/135/180/231/315
BavPat1
N501Y : 315 135/180/315
501.v1
EB848K ; N501Y - - 315
501Y.v2

The amino acid residue and corresponding position in the sequence of the Spike protein for each variant are initalic. Valuesin
the table correspond to the expected size of the fragments after treatment with the mismatch-specific endonuclease. Under-
lined: fragments resulting from the complete cleavage of the heteroduplexes; Bold: fragment resulting from an incomplete
cleavage.

region is centered on the positions of interest and short enough so that it excludes the identification of mu-
tations with low to no functional effect, that is, synonymous or non-synonymous with functional conse-
quence. The size of the PCR product was thus set to 315-nt, allowing the detection of mutations in the re-
gion of the spike protein spanning AA positions 431 to 524 of the S protein.

To set up the assay, we first evaluated the sensitivity of the RT-PCR system in the range 1-10° of RNA
copies/pL. The evaluation was conducted either by real-time RT-PCR with SYBR green (Figures 2A and
2B), or by endpoint analysis of the PCR products on agarose gel electrophoresis (Figure 2C). The amplifi-
cation is linear from 10 to 10° copies of RNA/uL, with correlation coefficient R? = 0.9986 (Figure 2A), and has
a limit of detection on agarose gel up to 10 copies/pL (Figure 2C). However, given the quantity of material
needed with the nuclease assay (>25 ng/pL), we arbitrarily applied the threshold at 10%/10* copies/pL,
which corresponds to samples with Ct values between 28 and 30 in reference detection systems (Pezzi
et al., 2020). It should be noted that the SYBR green inhibits the endonuclease used for the detection of
mismatches, likely by altering the structure of the DNA helix, thus rendering the resulting PCR product
not suitable for subsequent capillary electrophoresis analysis (data not shown).

Detection and identification of mutations revealing in the receptor-binding motif

Detection of mutations in reference material derived from severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2 isolates

To establish the proof of concept, first experiments were conducted using viral RNA derived from cell cul-
tures infected by three well-characterized variants: SARS-CoV-2 BavPat1, 501Y.V1 and 501Y.V2; (i) 501Y.V1
has N501Y (nt A1501T) mutation, (ii) and 501Y.V2 has E484K and N501Y (nt G1450A and A1501T, respec-
tively) mutations by reference to the BavPat1, respectively. The theoretical cleavage profiles for pairwise
combinations of the three variants are presented in Table 1. In practice, PCR products were mixed in pairs
in approximate equimolar quantities before denaturation/hybridization prior to the mismatch-specific
endonuclease assay. The results are presented in Figure 2D. The electropherogram corresponding to
the hybridization of the BavPat1 amplicon with itself (blue curve), with no mismatch expected, resulted
in a unique 330-nt long fragment. When mixed with one of 501Y.V1 (Figure 2D, orange curve), three
DNA fragments were observed at 330, 232, and 93 bp, close to the anticipated profile (Table 1). For the
identification of the 501Y.V2 (grey curve), five DNA fragments can be detected, corresponding to the prod-
ucts from both complete and partial cleavages of the mismatches at the expected positions. Finally, when
mixing amplicons from the 501Y.V1 and 501Y.V2 samples (yellow curve), three DNA fragments were
observed, where the two smaller being indicative of the difference at position 484 in the spike protein
sequence of the two variants.

Application to clinical samples containing severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
ribonucleic acid as diagnosed by routine real-time reverse transcription-polymerase chain reaction
assay

To further assess the mutation detection method, 8 samples were tested after they were diagnosed as
SARS-CoV-2 RNA positive using the routine diagnostic assay TaqPath real-time RT-PCR (Thermo Fisher
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Figure 3. Validation of the assay on SARS-CoV-2 positive clinical samples

The Firstrow indicates the number of the samples, from 1 to 8. Ct obtained from TagPath COVID-19 kit™ (Thermo Fisher) real-time RT-PCR for ORF1ab, S and
N genes are presented in the three next rows, respectively (nd: not determined, Ct>35), leading to the following classification: (+) refers to the presence of
the deletion indicative of a 501Y.V1 variant, and (-) to anon-501Y.V1 sample. Below the table, the results of the mismatch-specific assay followed by capillary
electrophoresis are presented in a “gel-like” format for the eight samples. The molecular weight ladder is indicated on the left. For each sample (1 to 8), the
experiment was conducted in three conditions: The first lane is the self-hybridization (sample/sample; Lane A), the second one is sample/BavPat1 reference

(lane B), and the third sample/501Y.V1 reference (Lane C). The fragment above 330 bp corresponds to uncleaved homoduplexes.

Scientific), known to discriminate the 501Y.V1 variant on the deletion observed in the S coding sequence,
leading to the amplification of only two targets out the three of the test (Kidd et al., 2021). In order to make
the analysis easy and rapid, it is advocated to test each sample against itself and against the selected refer-
ence with no prior quantification. In our case, the reference was the European lineage of SARS-CoV-2 (Bav-
Pat1 strain) since it was the dominant one at the time of the study. Clinical samples were identified as either
SARS-CoV-2 positive for the three targets of the TagPath assay™ (Figure 3, samples 1, 3,4, 5, 7, and 8) or
SARS-CoV-2501Y.V1 positive (Figure 3 samples 2 and 6) with Ct ranging from 18 to 34. For samples 5and 8,
no fragment corresponding to the expected amplicon was visible in the self-hybridization assay (Figure 3,
lanes 13 and 22), in line with the high Ct values obtained from initial real-time RT-PCR assays. By contrast,
the amplification of the target region for the other sample was satisfactory (Figure 3, lanes 1,4, 7, 10, 16, and
19). Overall, SARS-CoV-2 positive and 501Y.V1-putative samples (2 and 6) showed profiles matching with
the expectations, that is, one mismatch with BavPat1 reference amplicon and no mismatch with 501Y.V1
reference amplicon (Figure 3, lanes 5, 6 and 17, 18, respectively).

For the other samples (Figure 3, samples 1, 3,4, and 7), described as non-501Y.V1 according to the TagPath
assay, no cleavage was expected when compared with the BavPat1 reference amplicon, and two cleaved
products with the 501Y.V1. However, at least one additional fragment was observed against both reference
samples, of about 135 bp length (Figure 3, lanes 2, 3, 8, 9, 11, 12, 20, and 21). The PCR products were sub-
mitted to Sanger sequencing and a non-synonymous mutation yielding S477N substitution was detected,
in agreement with the size of the cleaved products. This mutation had already been reported in viral pop-
ulations circulating in Europe (https://www.gisaid.org/), and the corresponding variant has been shown to
slightly increase the RBD's affinity for hRACE2 (Hodcroft et al., 2020).

We next blindly evaluated the assay on 92 SARS-CoV-2 positive samples, for which Ct values were below 28
and NGS data available (Figure S1). The sensitivity, defined as the ability to generate an amplicon with
yields compatible for the nuclease assay, is 97.83% as 2 samples out of 92 were not properly amplified.
The specificity was defined as the ability to detect in the RT-PCR-positive samples a mutation compared
with the BavPat1 strain or detect the lack of mutation for sequences identical to the reference. Compared
with the sequence data, 2 samples out of 90 were inadequately identified, with a selectivity of 97.78%. Out
ofthe 88 remaining profiles, 82 had the same profile as in Figure 2D. Yet unmet patterns were observed and
confirmed by the sequence analysis with E471D mutation detected in two samples, E484K in one sample,
L452R in one sample and both L452R / N501Y in 2 others.

Altogether, these results demonstrate that the mismatch-specific nuclease assay coupled with capillary
electrophoresis is a suitable assay for the detection in clinical samples of already reported mutations.
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The identification of atypical profiles, confirmed in this study by sequencing, also demonstrates that it is
relevant for the discovery of yet unmet variants. With the incremental characterization of variants, the set
of reference cleavage patterns can be updated to adapt the assay to circulating strains. As this technique
can be dimensioned for 96/384 well devices and requires less than 4 h from the extracted RNA to produc-
tion of individual results, it can be used to filter SARS-CoV-2 positive clinical samples and identify those for
which virus isolation and complete genome sequencing is justified for surveillance purpose.

In conclusion, we developed a molecular assay dedicated to the surveillance of SARS-CoV-2 variants, spe-
cifically targeting the RBM coding sequence known to be involved in the functional adaptation of the virus.
The assay is suitable to screen biological samples and identify the presence of new or emerging mutations.

Limitations of study

The technique we developed is based on RT-PCR amplification of the RBM coding sequence followed by
mismatch-specific endonuclease assay and detection by DNA capillary electrophoresis and is made
possible only for samples with RNA titers yielding Ct values better than 28 to produce enough amplified
DNA material. The proof of concept has been validated but the method remains to be deployed on a large
cohort to assess if it is amenable to high throughput genotyping or to individual surveillance of virus evo-
lution during chronicinfection by SARS-CoV-2, a situation favorable for virus adaptation (Kemp et al., 2021).
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Bacterial and virus strains

SARS-CoV-2 BavPat1 strain Pr. C. Drosten N/A

SARS-CoV-2 501Y.V1 strain EVA-G 001V-04044

SARS-CoV-2 501Y.V1 strain EVA-G 001V-04067

Biological samples

Nasopharyngeal samples for the proof of concept A. Falchi (Corsica) N/A

Nasopharyngeal samples for the validation of the study B. Lina (CNR Lyon) N/A

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Minimal essential medium (MEM) Thermo Fischer #21090022

Fetal calf serum Thermo Fischer #10270098

Penicillin-streptomycin Thermo Fischer #15070063

HEPES Sigma Aldrich #15630056

Critical commercial assays

QIAmp 96 DNA virus QlAcube HT kit Qiagen #51331

Express one step superscript qRT-PCR kit Thermo Fischer #12574-035

TaqgPath COVID-19 kit Thermo Fischer #A48067

Superscript Il one-step platinium kit Thermo Fischer #10928042

QuantiTect SYBR green RT-PCR kit Qiagen #204243

Molecular size ladder DNA 1kb plus Thermo Fischer #10787026

Surveyor mutation detection kit IDT #706021

Experimental models: Cell lines

VeroE6/TMPRSS2+ NIBSC CFAR #100978

Oligonucleotides

Primers and probe for SARS-CoV-2 N gene This paper N/A

Forward : 5'-GGCCGCAAATTGCACAAT-3'

Reverse : 5-CCAATGCGCGACATTCC-3'

Probe : FAM-CCCCCAGCGCTTCAGCGTTCT-BHQ1

Primers for SARS-CoV-2 RBM site This paper N/A

Forward : 5-AGACTTTTTAGGTCCACAAAC-3'

Reverse : 5-TTACCAGATGATTTTACAGGC-3'

Other

Fragment analyzer 5200 Agilent N/A

LabChip GXII electrophoresis Perkin N/A

RESOURCE AVAILABILITY
Lead contact

Requests for further information should be directed to Bruno Coutard (bruno.coutard@univ-amu.fr).

Materials availability

This study did not generate new unique material or reagents.
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Data and code availability
@ All data reported in this paper will be shared by the lead contact upon request.

@ This paper does not report original code.

@ Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available from the
lead contact upon request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAIL

Purified viral RNA from infected cell cultures

VeroE6/TMPRSS2+ (CFAR#100978) cells were grown in minimal essential medium (MEM) (Thermo Fisher
Scientific) with 7.5% heat-inactivated fetal calf serum (FCS; Thermo Fisher Scientific), with 1% penicillin/
streptomycin (PS, 5000 U.mL—1 and 5000 pg.mL—1 respectively; Thermo Fisher Scientific), supplemented
with 1% non-essential amino acids (Thermo Fisher Scientific) and L-Glutamine (Thermo Fisher Scientific), at
37 °C with 5% CO2. SARS-CoV-2 strain BavPat1 was obtained from Pr. C. Drosten through EVA GLOBAL
(https://www.european-virus-archive.com/). SARS-CoV-2 strain 2021/FR/7b-ex UK (EVA-G ref: 001V-
04044) belonging to lineage 501Y.V1 and strain 2021/FR/1299-ex SA (EVA-G ref: 001V-04067) belonging
to 501Y.V2 were isolated from Human nasopharyngeal swabs. The virus stocks were produced on
VeroE6/TMPRSS2+ cells. Briefly, a 25 cm? flask of sub-confluent cells was inoculated with each strain at
MOI=0.001. Cells were incubated at 37 °C overnight, after which the medium was changed, and incubation
was continued for 24 h. The supernatant was then collected, clarified by spinning at 1500 g for 10 min, sup-
plemented with 25 mM HEPES (Sigma-Aldrich) and stored at —80 °C in several aliquots. All infectious ex-
periments were conducted in a biosafety level 3 laboratory (BSL3).

RNA from clinical samples

For the first set of 8 clinical samples, we collected anonymised residual nasopharyngeal (NP) samples of
COVID-19 patients confirmed by real time RT-PCR from clinical laboratories based in Corsica in mid-
January 2021. No nominative nor sensitive data on participant people have been collected. This study falls
within the scope of the French Reference Methodology MR-004 according to 2016-41 law dated 26 January
2016 on the modernization of the French health system. The ethics committee of University of Corsica
Pascal Paoli (IRB UCPP 2020-01) approved this study.

The collection of 92 SARS-CoV-2 positive clinical samples used in the second evaluation phase was kindly
provided by the National Reference Center for Respiratory Viral Infections (CNR Lyon, France). The SARS-
CoV-2 genomes from the 92 samples were fully sequenced by the CNR for the surveillance of the variants.

METHOD DETAILS

Extraction of the RNA from infected cell cultures

RNA extraction was performed using the QlAamp 96 DNA kit and the Qiacube HT plasticware kit on the
Qiacube HT automate (Qiagen). Viral RNA obtained was quantified by real-time RT-PCR (EXPRESS One-
Step Superscript qQRT-PCR Kit (Thermo Fisher Scientific) using 3.5 pL of RNA and 6.5 uL of gRT-PCR mix
and standard fast cycling parameters, i.e., 10 min at 50 °C, 2 min at 95 °C, and 40 amplification cycles
(95 °C for 3 s followed by 30 s at 60 °C) (Touret et al., 2020). The quantification was provided by four log
2 serial dilutions of an appropriate T7-generated synthetic RNA standard of known quantities (102 to
108 copies). Real-time RT-PCR reactions were performed on QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System
(APPLIED BIOSYSTEMS, Waltham, USA) and analysed using QuantStudio 12 K Flex Applied Biosystems
software v1.2.3. Primers and probe targeting SARS-CoV-2 N gene, are: Forward: 5'-GGCCGCAAATTGCA
CAAT-3'; Reverse: 5-CCAATGCGCGACATTCC-3'; Probe: FAM-CCCCCAGCGCTTCAGCGTTCT-BHQ1.

Extraction of the RNA from clinical samples

Total nucleic acids were extracted from 200 pL of NP samples using the QIACUBE processing system with
the QlAamp 96 Virus QlAcube HT Kit (Qiagen) and eluted to 100 uL of total nucleic acid. Real-time RT-PCR
was performed for each sample with TagPath COVID-19 KitTM (Thermo Fisher Scientific). The TagPath
COVID-19 KitTM is a multiplex real time RT-PCR diagnostic assay targeting three regions of the SARS-
CoV-2 genome (N, S, and ORF1ab) which was approved by the French National Center of respiratory dis-
eases for the detection of SARS-CoV-2. TagPath RT-PCRTM assay is a useful tool enabling a rapid screening
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of SARS-CoV-2 as an S-gene target failure was observed in variants with a deletion at positions 69-70
(AHV69-70) whereas ORF1ab and N targets are correctly amplified (Bal et al., 2021).

Choice of the target sequence for amplification

The target of the SARS-CoV-2 Spike coding sequence ranges from nt position 1273 to 1587, including the
primers, and is 315 nucleotide-long. The corresponding amino acid sequence (amino acid 425 to 529) en-
compasses the RBM module (Figure 1A).

RT-PCR protocol of the targeted sequence

RT-PCR was performed with SuperScript Il One-Step Platinium Kit (#10928042, Thermo Fisher Scientific), on
a Biometra T3000 thermal cycler. Primers were synthesized and provided by Thermo Fisher Scientific. The
forward and reverse primer sequences are: 5-TTACCAGATGATTTTACAGGC-3' and 5-AGACTTTT
TAGGTCCACAAAC-3, respectively. The cycling conditions were defined as follows : 50 °C for 30 min ;
94 °C for 2 min ; 40 cycles of 94 °C for 15 s ; 55 °C for 20 s and 68°C for 20 s. The final elongation was per-
formed at 72°C for 2 min.

Evaluation of the linearity in the designed system

To determine the linearity of the designed system, real time RT-PCR was performed with QuantiTect SYBR
Green RT-PCRKit (#204243, Qiagen), on a Bio-Rad CFX96 thermal cycler, software version 3.0 (Bio-Rad Lab-
oratories). The cycling conditions were : 50 °C for 30 min ; 95 °C for 15 min ; 40 cycles of 95 °C for 155 ; 50 °C
for30sand 72°C for 45s. PCR products were then loaded on a 2% agarose gel. The size of the fragment size
is estimated using a molecular size ladder (DNA 1kb Plus #10787026, Thermo Fisher Scientific).

Production of the reference PCR products

SARS-CoV-2 BavPat1 strain was selected as the reference for this study. A large scale production of ampli-
cons was done for this strain, following the RT-PCR protocol defined above.

Production of the PCR products from biological samples
Each sample used in this study has been amplified following the RT-PCR protocol described above.

Mismatch-specific endonuclease assay and detection of cleavage

The presence of a mutation in the amplified target sequence was detected using the Surveyor Mutation
Detection Kit (#706021, Integrated DNA Technologies). Two PCR products (a reference product and a sam-
ple to be analysed) were mixed in a 10 pL final volume and the endonuclease mismatch specific cleavage
was performed following the manufacturer recommendations. The mixture was then loaded on capillary
electrophoresis system (Fragment Analyser 5200, Agilent or GXII, PerkinElmer) prior to analysis of the
cleavage profile. When needed for confirmation of the presence of mutations, the PCR products were
sequenced using the Sanger method with the forward and reverse primers used for the RT-PCR (Genewiz).
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Annexe 15

Courbe de calibration de la colonne de chromatographie d’exclusion de taille

calibration GF $200 16/60 new EVA
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08 "~
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* 05
y =-0,4295x + 2,4866
0'4 —R2= n'ODAII
0,3
e
0,2
3,6 3,8 4 4,2 4,4 4,6 4,8 5 5,2
logMwW
Vo =46ml et Vt = 120mL
ribonucléase A | carbonic anhydrase | ovalbumine | conalbumine | Dimére ova | Aprotinin | Dimeére con
MW (Da) 13700 29000 43000 75000 86000 6500 150000
log MW 4,137 4,462 4,633 4,875 4,934 3,812 5,176
Ve (mL) 98.6 90 82.5 76.2 71.6 108 65.2
Kav 0,711 0,594 0,493 0,408 0,346 0,837 0,259
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

DEVELOPPEMENT DE TECHNIQUES DIAGNOSTIQUES POUR LES
MALADIES VIRALES EMERGENTES ET RE-EMERGENTES

BARTHELEMY Margot

RESUME

Dans un contexte ou I’émergence et la réémergence de pathogénes viraux ne cessent
d’augmenter, la détection et la caractérisation de ces agents constituent un intérét majeur de
santé publique. Le développement de tests diagnostiques adaptés est donc primordial. Ils
s’appuient en général sur la détection directe du matériel génétique viral, ARN ou ADN selon
le type de virus. La fiabilité de ces tests doit étre assurée, en utilisant des contrdles adaptés
destinés a garantir le bon fonctionnement d’un test et le rendu du résultat. Lors de ce projet
EPHE, nous avons développé et produit un panel de contréles positifs utilisé a 1’Unité des
Virus Emergents en support & la plateforme hospitalo-universitaire de diagnostic: les Transcrits
In Vitro (IVT) et les témoins positifs encapsidés. Ces derniers, appelés « Armored RNA » ou
« Armored DNA » selon la nature de I’acide nucléique encapsidé, miment une particule
infectieuse sans le caractere infectieux. Le manuscrit présente les étapes d’optimisation des

contréles IVT et ArRNA ainsi que le développement des ArDNA.

Dans ce méme contexte d’émergence, au-dela de la détection des agents pathogeénes, la
caractérisation génétique des virus en circulation est également primordiale pour la prise de
décision médicale suite a une infection virale. Le séquencgage est aujourd’hui la méthode de
caractérisation la plus utilisée a travers le monde, mais peut étre colteuse et peut présenter des
délais d'obtention des résultats relativement longs. Nous présentons ici une méthode de
génotypage par endonucléase spécifique des mésappariements (endonucléase « Surveyor®
Nuclease S », commerciale) adaptée au suivi des premiers variants SARS-CoV-2. Cette
méthode permet I’obtention de résultats de maniére rapide, fiable et peu cofliteuse. L’enzyme
commerciale ayant été retirée du marché, nous avons cherché a développer notre propre
endonucléase de maniere recombinante, pour la caractériser fonctionnellement et évaluer son

utilisation dans des tests de génotypage.

Mots-Clés : Diagnostic moléculaire, controles positifs, génotypage, virus émergents
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