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RESUME

Les infections par le virus Zika (VZIK) peuvent causer des complications neurologiques comme
les microcéphalies congénitales et le syndrome de Guillain-Barré. Afin d’établir un environnement
favorable a sa réplication, le VZIK remodele les endomembranes cellulaires pour former des
organites de réplication virale comme les convolutions de membranes (CM). Nous avons identifié
ATPase cellulaire VCP comme partenaire d'interaction de NS4B du VZIK. Des approches
pharmacologiques et par interférence d’ARN montrent que VCP est nécessaire a sa réplication.
Nous avons montré que NS3 et NS4B interagissaient entre-elles. Lors de l'infection, VCP est
relocalisée dans des ultrastructures contenants NS4B et NS3 mais son inhibition n’a pas d’impact
sur leur interaction. L'inhibition de VCP réduit la stabilité de NS3 sans altérer I'expression d’autres
protéines virales et entraine une diminution de I'abondance et de la taille des CM, une inhibition
de I'élongation mitochondriale et une apoptose accrue dans les cellules infectées. Nous avons
donc identifié VCP comme un facteur cellulaire requis pour la réplication du VZIK et plus
précisément pour le maintien des organites de réplication virale. Nos données soutiennent le
modele disant que les CM régulent la réplication en impactant les fonctions mitochondriales et
les signaux de mort induits par le VZIK afin de créer un environnement cytoplasmique favorable

a sa réplication.

Mots-clés : Virus Zika, NS4B, valosin-containing protein, organite de réplication virale , mort

cellulaire induite par infection virale
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) infections can cause neurological complications such as congenital
microcephaly and Guillain-Barré syndrome. In order to generate an intracellular environment
favorable to viral replication, ZIKV induces endomembrane remodeling and the morphogenesis
of replication factories such as convoluted membranes (CM). In this study we identified the cellular
ATPase VCP as an interaction partner of ZIKV-NS4B. Pharmacological and RNA interference
approaches show that VCP is necessary for its replication. We have shown that NS3 and NS4B
interact with each other. During infection, VCP is relocated to ultrastructures containing NS4B
and NS3 but its inhibition has no impact on their interaction. Inhibition of VCP reduces the stability
of NS3 without altering the expression of other viral proteins and leads to a decrease in the
abundance and size of CM, an inhibition of mitochondrial elongation and increased apoptosis in
infected cells. We therefore identified VCP as a cellular factor required for ZIKV replication and
more specifically for the maintenance of viral replication organelles. Our data support the model
saying that CM regulate replication by impacting mitochondrial functions and death signals

induced by ZIKV in order to create a cytoplasmic environment favorable to viral replication.

Keywords : Zika virus, NS4B, valosin-containing protein, viral replication factories, virus-induced

cell death
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1 INTRODUCTION

1.1 Le virus Zika

1.1.1 Classification

Le virus Zika (VZIK) est un virus a ARN de polarité positive (ARNsb+) appartenant au genre des
Flavivirus dans la famille des Flaviviridae. Le genre des Flavivirus compte plus de 70 espéces
dont la majorité est transmise par des arthropodes : 50% par des moustiques, 28% par des tiques
et le reste est transmis entre rongeurs ou entre chauves-souris sans vecteur arthropodes connus
(Mukhopadhyay et al., 2005).

Les mammiféres et les oiseaux sont les principaux hétes des Flavivirus (Simmonds et al., 2017).
Plus de 50% des Flavivirus connus ont été associés a des maladies humaines, notamment de
nombreux agents pathogénes importants, tels que le virus de la fiévre jaune (VFJ), le virus de la
dengue (VDEN), le virus de I'encéphalite japonaise (VEJ), le virus du Nil occidental (VNO), le
virus de la méningo-encéphalite a tiques (VMET) et le virus Zika (VZIK). De plus, plusieurs
Flavivirus infectent des animaux domestiques et provoquent des maladies importantes sur le plan

économique (Simmonds et al., 2017).

Le virus Zika est génétiquement trés proche des autres Flavivirus pathogénes et tout
particulierement proche du virus de la dengue. Ce dernier est responsable du taux de maladie et
de mortalité le plus élevé parmi les membres du genre Flavivirus. Il est estimé qu’environ 390
millions des 3,9 milliards de personnes vivant dans les zones endémiques contractent la maladie
chaque année, ce qui en fait l'infection a arbovirus la plus répandue (Bhatt et al., 2013). Parmi
les gens infectés, des centaines de milliers de cas graves surviennent, dont environ 20 000 décés
par année (WHO, 2012). Le terme « arbovirus » regroupe les virus ayant pour vecteur des

arthropodes.

1.1.2 Epidémies et expansion globale

Le virus Zika est considéré comme un virus ré-émergent. En effet, bien qu'il ait été découvertily

a plus de 70 ans, ce n'est que récemment qu'il a causé des épidémies majeures.

C’est en 1947 que le virus a été découvert pour la premiére fois par une équipe de scientifique
au cours d’'une sortie de surveillance pour le virus de la fievre jaune dans la forét Zika en
Ouganda. Il a été isolé du sérum d’'un macaque rhésus. Cet isolat est nommé MR-766 est

considéré comme la « souche historique » du virus Zika et est souvent utilis€ comme

1



repre’sentant de la lignée Africaine (Dick et al., 1952; Song et al., 2017). Pendant les 50 années
suivant la découverte du virus, seulement une douzaine de cas de maladies bénignes associees

au VZIK chez 'homme a été documentée dans des pays d’Afrique et d'Asie (Song et al., 2017).

e ——
~—

Return to
Africa, 2015 Detection in

the Pacific, 2007

Discovery in Detection in
Africa, 1947 £ Asia, 1966 e
Detection in
the Americas, 2015
- Migration of ZIKV African lincage
-3 Migration of ZIKV Asian lineage
Areas with confirmed ZIKV infections, 2007-2018
Aedes aegypti endemic areas where ZIKV had not yet been identified as of 2018

Figure 1-1 Emergence et propagation du virus Zika

Carte des régions ou des cas confirmés d’infections par le VZIK se sont produits de 2007 a 2018 (orange foncé)
et des zones ou Aedes aegypti (moustique vecteur) est endémique mais ou le VZIK n’a pas encore été identifié
(orange clair) en 2018. La migration de la lignée Africaine est représentée par une fleche bleu et celle de la
lignée asiatique par des fléches violettes (modifié de Musso et al., 2019).

En 2007, le VZIK a provoqué la premiére grande épidémie sur I'lle de Yap, dans les Etats fédérés
de Micronésie, dans le nord-ouest de 'océan Pacifique. Cette maladie, qui paraissait relativement
bénigne, était caractérisée par des fievres, des éruptions cutanées, des arthralgies et des
conjonctivites (Duffy et al., 2009).

Entre le début et le milieu des années 2010, une poignée de cas sporadiques d’infection par le
VZIK ont également été signalés dans des pays de I'Asie du Sud-Est, tels que le Cambodge, la
Malaisie, I'Indonésie et les Philippines (Song et al., 2017).

En 2013 et 2014, une épidémie majeure du VZIK s’'est produite en Polynésie francaise, un
territoire francais d’outre-mer situé au milieu de I'océan Pacifique sud. Au cours de cette

épidémie, environ 11% de la population totale aurait eu recours a un traitement médical pour des



infections présumées par le VZIK. Bien qu'une grande maijorité des cas cliniques observés lors
de cette éclosion soient similaires a ceux de I'épidémie de Yap de 2007, certains d’entre eux
montraient des complications neurologiques séveres. C’est lors de cette épidémie que le
syndrome de Guillain-barré a été suspecté étre associé a l'infection par le VZIK (Musso et al.,
2014).

C’est en 2015 que les premiéres transmissions locales du virus Zika ont été détectées dans les
Amériques. En effet, vers la fin de 'année 2015, le virus s’est étendu dans tout le territoire
brésilien avec entre 440 000 et 1 500 000 cas estimés. C'est au méme moment gqu’'une
augmentation de cas de microcéphalie chez les nouveaux nés est survenue. Plus de 4000 cas

ont été rapportés en février 2016 (Song et al., 2017; Victora et al., 2016).

La microcéphalie est une condition clinique ou la taille de la téte est significativement plus petite
que la norme pour I'age et le sexe de la personne. La taille occipito-frontale de la téte est inférieure
a -2 écart-type dans les cas de microcéphalies classiques et est inférieure a -3 écart-type dans
les cas de microcéphalies séveres (voir Figure 1-2). Deux types de microcéphalies sont
reconnues : la microcéphalie primaire ou congénitale et la microcéphalie secondaire ou
postnatale. La premiere se produit lorsque le cerveau ne parvient pas a atteindre une taille
appropriée pendant la grossesse a environ 32 semaines de la période de gestation, et est causée
par une diminution progressive de la production de neurones. L'autre est liée a une taille normale
du cerveau a la naissance, mais qui ne parvient pas a croitre par la suite en raison de la perte de
connexions dendritiques (Woods, 2004). Le VZIK est principalement responsable de
microcéphalie primaire mais certains cas de microcéphalie secondaire ont également été

suspectés (Mello et al., 2019).

_ _lypical Head Size __Typical Head Size
-~ ~

Baby with Typical Head Size Baby with Microcephaly Baby with Severe Microcephaly

Figure 1-2 Microcéphalie : circonférence de la téte des nouveau-nés
(CDC, 2019)



Depuis son apparition au Brésil, le VZIK s’est propagé a un rythme alarmant dans la majeure
partie de 'Amérique centrale, de 'Amérique du Sud et des Caraibes. De nombreuses études
statistiques, y compris une étude rétrospective sur I'épidémie en Polynésie Francaise ont
rapidement confirmé I'association entre la microcéphalie est le VZIK (Cauchemez et al., 2016).
C’est pour cela qu'en 2016, I'Organisation mondiale de la Santé a mis en place un « programme

de santé publique d’'urgence de portée internationale » de février a novembre 2016 (WHO, 2016).

Aujourd’hui, le VZIK est considéré comme un virus endémique dans les Amériques mais ily a eu
un nombre croissant de cas de VZIK importés liés a des voyages dans des pays non-endémiques.
Il a méme été estimé que la population a risque d'infection par le VZIK s’éléve a plus de deux
milliards de personnes (Messina et al., 2016). Les souches ainsi que les isolats du VZIK ont
evolué trés rapidement. Les souches peuvent étre regroupées en 2 lignées génétiques majeures :
la lignée africaine et la lignée asiatique. Toutes les souches responsables des épidémies dans le
Pacifiques puis dans les Amérique proviennent d'un ancétre commun de la lignée asiatique
(Figure 1-1).

1.2 Transmission du VZIK

Le VZIK est transmis aux humains principalement par piqre de moustiques, mais d’autres modes

de transmission ont également été observés.

1.21 Transmission vectorielle

Le virus Zika fait partie des Arbovirus (virus transmis par les arthropodes) et est transmis par des
moustiques du genre Aedes. |l existe 2 cycles de transmission : le cycle sylvatique impliqué dans
le maintien du VZIK entre des primates non-humains et les moustiques ; et un cycle urbain,
impliqué dans la transmission du VZIK entre les hommes et les moustiques. Il est possible que
ces deux cycles se croisent et que le virus soit transmis par des moustiques de primates non-

humains a des humains lorsqu’ils se trouvent en proche proximité (Song et al., 2017).

Dans un cycle urbain, la transmission du VZIK se fait principalement par Aedes aegypti et Aedes
albopictus. Parmi ces deux espéces, Aedes aegypti est considéré comme le vecteur principal
responsable des épidémies récentes. Bien que Aedes albopictus soit considéré comme le
vecteur secondaire, il posséde une grande capacité invasive et une large répartition
géographique dans les régions tropicales et tempérées. Avec le réchauffement climatique, cette
espeéce pourrait devenir un important vecteur de transmission urbain a travers le monde

puisqu’elle colonise les régions plus au nord, normalement plus froides.



Aujourd’hui, des populations d’Aedes albopictus ont été observé en Ontario au Canada, au Sud-
ouest de I'Allemagne, sur la majorité du territoire Francais et méme au Sud de I'Angleterre
(Giordano et al., 2019; Medlock et al., 2017; Pluskota et al., 2016). Cette espéce est d'ailleurs
responsable de la transmission locale d’autres arbovirus responsable de nouvelles épidémies
dans le Sud de I'Europe, comme le virus de la dengue et le virus du Chikungunya (VCHIK)
(Martinet et al., 2019). Le 9 octobre 2019, les autorités francaises ont signalé pour la premiere
fois en Europe, un cas d’infection locale par le VZIK dans le département du Var en France (WHO,
2019).

1.2.2 Transmission non-vectorielle

Contrairement a la majorité des Flavivirus, le VZIK peut étre transmis directement d’humain a
humain sans l'implication d’un vecteur arthropode. En effet, des cas de transmission sexuelles et
périnatales ont été observées. Cette capacité pourrait notamment étre due a sa trés haute
stabilité dans les fluides corporels ainsi qu’a son large tropisme tissulaire et cellulaire (Miner and
Diamond, 2017) (section 1.3).

La présence d'une grande charge virale dans le sperme et les sécrétions vaginales de patients
infectés par le VZIK a suggéré une possible transmission sexuelle de ce dernier (Atkinson et al.,
2016). Depuis, de nombreux cas de transmission sexuelle du VZIK ont été confirmés (Hills et al.,
2016). Des études chez les animaux ont montré que les muqueuses rectales et vaginales sont
sensibles a l'infection et les testicules servent de réservoir pour le virus (Tang et al., 2016b). La
transmission de 'homme a la femme se produit plus fréquemment qu’'une transmission de la
femme a ’homme ou de 'lhomme a ’homme (Musso et al., 2015a). Le VZIK est également détecté
dans les urines et la salive ce qui pourrait aussi faciliter la transmission (Gourinat et al.; Musso et
al., 2015b).

Le VZIK peut aussi étre transmis de la mére a son foetus pendant la grossesse, particulierement
durant le premier trimestre de gestation (Tabata et al., 2018). De 'ARN viral (ARNv) est retrouvé
dans le liquide amniotique, l'urine et le sérum des méres dont les foetus montraient des défauts
de formation du cerveau mais également dans les cerveaux, les placentas et les sérums des

nouveau-nés atteints de microcéphalie ou avortés (Brasil et al., 2016).

De plus, la présence dARNv et de particules virales dans le lait maternel suggére un risque
potentiel de transmission de la mere a I'enfant via I'allaitement, bien qu’a ce jour aucun cas n'a
éte rapporté (Dupont-Rouzeyrol et al., 2016; Mann et al., 2018). Tout comme d’autres arbovirus,

le VZIK présente un risque de transmission par transfusion sanguine notamment en raison d’une



virémie asymptomatique et d'une incidence élevée de cas dans la population générale pendant

les épidémies (Beau et al., 2019).

1.3 Présentations cliniques et tropisme

L’infection par le VZIK peut produire une grande variété de symptémes cliniques chez I'humain.
Bien que l'infection soit majoritairement asymptomatique, le virus peut causer des complications
neurologiques graves tel que le syndrome de Guillain-Barré ou encore les microcéphalies

congénitales.

La multitude de symptdmes possibles induits par le VZIK est due a sa capacité d’infecter un grand
nombre de types cellulaires différents. De plus, il infecte également un grand nombre de cellules
chez les moustiques. En effet, le moustique femelle contracte le VZIK au cours d'un repas sanguin
a partir d'une personne infectée. Le virus infecte ensuite les cellules de l'intestin du moustique,
s'y réplique et se propage a d'autres tissus. C’est lorsque le virus se retrouve dans les cellules
des glandes salivaires du moustique et qu’il pique un individu que le virus se transmet chez
'humain (Franz et al., 2015).

1.3.1 Symptomes et tropisme « classique »

Lorsque des symptdmes surviennent, dans 20 a 25% des infections, ils apparaissent environ 4 a
10 jours aprés linoculation du virus. Les symptdmes courants ne sont pas spécifiques et
ressemblent & ceux d'un syndrome pseudo-grippal, comprenant de la fievre passagére de faible
intensité, une éruption cutanée, une arthrite ou une arthralgie et une conjonctivite non purulente.
Il peut aussi y avoir, a une fréquence moindre, des douleurs rétro-orbitales, des maux de téte,
des myalgies, des cedémes et des vomissements. Les symptdémes apparaissent généralement
avec la virémie et disparaissent spontanément en une semaine, mais les arthralgies peuvent
persister jusqu’'a un mois (Song et al., 2017). Ces symptdmes sont partagés avec ceux d’autres
infections par des arbovirus qui se retrouvent généralement dans les mémes zones

géographiques, ce qui rend le diagnostic difficile.

Les premiéres cellules humaines infectées par le virus ainsi que les cibles principales de
l'infection sont les fibroblastes du derme, les kératinocytes épidermiques, les macrophages des
tissus et les cellules dendritiques immatures (Hamel et al., 2015). Les cellules dendritiques et les
macrophages transportent les virus dans les ganglions lymphatiques dans lesquels ils sont

amplifiés et se diffusent ensuite dans le sang, les tissus périphériques et les organes viscéraux



et génitaux (Tang et al., 2016b). Le VZIK peut infecter les tissus oculaires, notamment la cornée,

la rétine neurosensorielle et le nerf optique (Miner et al., 2016).

Les cellules des appareils reproducteurs males et femelles sont également permissives. Le VZIK
se retrouve dans les cellules de Sertoli, les cellules de Leydig, les spermatogonies, les
spermatozoides, les cellules de I'épithélium vaginal et les fibroblastes utérins (Govero et al., 2016;
Tang et al., 2016b)

1.3.2 Syndrome de Guillain-Barré et neurotropisme chez I’adulte

En outre, l'infection par le VZIK peut entrainer I'apparition du syndrome de Guillain-Barré (SGB).
Cette maladie auto-immune peut entrainer différents symptémes tel que des picotements, une

faiblesse musculaire, une paralysie et parfois un déceés.

Le SGB est généralement considéré comme une neuropathie post-exposition a médiation
immunitaire. |l se développe généralement jusqu’'a 4 semaines aprées une infection ou tout autre
stimulus, conduisant a une réponse immunitaire accrue et a un mimétisme moléculaire entre un
agent incitatif et des antigénes nerveux. Les cibles sont donc les nerfs et principalement leur

gaine de myéline (Nascimento and da Silva, 2017).

Cette complication neuromusculaire a déja été associée a des infections par d’autres arbovirus,
comme le VDEN et le VCHIK (Agarwal et al., 2017; Simon et al., 2016). L'association temporelle
et géographique du VZIK avec le SGB a été initialement observée lors de I'épidémie de 2013-
2014 en Polynésie Frangaise puis a été confirmée lors de I'expansion dans les Amériques (Mufioz
et al., 2017; Musso et al., 2014; Song et al., 2017). Une grande majorité des patients atteints du
SGB présentait des Immunoglobulines M (IgM) spécifiques au VZIK dans leur sérum et dans leur
liquide céphalo-rachidien (Cao-Lormeau et al., 2016). Bien que davantage d’études soient
nécessaires, il est fort probable que l'immunopathologie soit médiée par les lymphocytes Bou T
en raison du mimétisme de I'antigéne viral ou des dommages directs de l'infection virale envers
les cellules du systéme nerveux périphérique. En effet, il a ét¢é montré qu’il existe plusieurs
peptides similaires entre la polyprotéine du VZIK et des protéines humaines liées a la myéline, a

la (dé) myélinisation et / ou aux neuropathies axonales (Lucchese and Kanduc, 2016).

Des études, chez les souris, montrent que le VZIK peut infecter les cellules neurales progénitrices
(CNP) présentes dans les niches des cellules souches chez l'adulte (niche de la zone sous-

ventriculaire du cerveau antérieur et niche de la zone sous-granulaire de I'hippocampe).



L'infection entraine une augmentation de la mort de ces cellules ainsi qu'une diminution de leur

prolifération (Li et al., 2016a).

Le VZIK peut également infecter les neurones matures du cerveau adulte. Les astrocytes et les
cellules productrices de myéline comme les oligodendrocytes dans le systéme nerveux central
(SNC) ou les cellules de Schwann dans le systéeme nerveux périphérique sont également des
cibles potentielles du VZIK chez I'adulte. L'infection de ces derniéres peut entrainer des défauts
de synthése de la myéline et une prédisposition aux complications neurologiques centrales et

périphériques telles que le SGB (Shaily and Upadhya, 2019).

1.3.3 Microcéphalie et neurotropisme chez le feetus

La caractéristique la plus alarmante de l'infection par le VZIK est sa capacité de provoquer ce
gu'on appelle aujourd’hui le syndrome congénital du virus Zika (Congenital Zika Syndrome ou
CZS).

Lors de la grossesse, principalement durant le premier trimestre, le VZIK est capable de passer
la barriere placentaire et d'infecter les cellules du cerveau du foetus. Le VZIK passe de la mére
au feetus en infectant les cellules du placenta comme les cellules de Hofbauer (macrophages

placentaires), les trophoblastes et les cellules endothéliales (Tabata et al., 2018).

Les phénotypes cliniques du CZS les plus alarmants sont la mort feetale et la microcéphalie. Des
calcifications cérébrales, des pertes auditives, des anomalies oculaires et de l'arthrogrypose
(contractures articulaires) ont aussi été observées. Les cas de microcéphalie sévere sont
associés a un retard mental et des troubles d’apprentissages, des anomalies comportementales,
une faiblesse musculaire et une altération du tonus musculaire, indiquant la nécessité d'un
soutien a long terme (Moura da Silva et al., 2016). De plus, une étude récente a montré que des
enfants de moins de 18 mois ayant été exposés au VZIK in utero mais ne montrant pas de CZS,
montrent tout de méme des défauts neurodéveloppementaux. Ceci suggeére que ces défauts
peuvent se manifester avec I'age et qu’une surveillance neurodéveloppementale a long terme de

tous les nouveau-nés exposés au VZIK devrait étre effectuée (Mulkey et al., 2020).

La transmission verticale ainsi que I'implication du VZIK dans les syndromes congénitaux font de
lui un nouveau membre des pathogénes TORCH. L'acronyme TORCH regroupe les agents
pathogénes responsables d'infections congénitales : Toxoplasma gondii, autres (incluant
Treponema pallidum responsable de la syphilis, le virus de la varicelle ou encore le VZIK), le virus

de la rubéole, le cytomegalovirus (CMV), et les virus Herpes Simplex (VHS) (Li et al., 2016b).



Une fois passé chez le foetus via linfection des cellules du placenta, le VZIK infecte
principalement les CNP et les astrocytes foetaux, deux types cellulaires essentiels aux bon
développement du SNC (Huang et al.,, 2018; Li et al., 2016a). Celles-ci sont hautement

permissives au virus.

L’infection des CNP entraine une altération de leur différentiation, de leur prolifération en plus
d’augmenter leur mort par apoptose (Li et al., 2016a; Tang et al., 2016a). Plusieurs voies de
signalisations importantes a ces mécanismes sont perturbées par le VZIK tel que la voie Akt-
MTOR, essentielle ala différentiation des CNP ou encore la voie p53, impliquée dans la
régulation du renouvellement et de la différenciation des CNP (Ghouzzi et al., 2016; Liang et al.,
2016).

Les cellules gliales et leurs précurseurs sont aussi susceptibles a l'infection par le VZIK. Par
exemple, les astrocytes foetaux humains semblent étre les premieres cellules du SNC a étre
infectées par le VZIK, ce sont aussi les cellules les plus abondantes du tissu cérébral (Hamel et
al., 2017). Ces cellules sont indispensables au maintien de la barriere hémato-encéphalique, la
myélinisation, la réparation et l'inflammation du SNC, le développement et la migration des
neurones, le support essentiel des axones en croissance et la modulation des neurotransmetteurs
(Khakh and Sofroniew, 2015). Il semblerait que linfection des cellules gliales et de leurs
progéniteurs provoque leur activation, ce qui entraine notamment une astrogliose. Ce mécanisme
entraine la destruction des neurones avoisinants (Li et al., 2018). [l semblerait que la méme chose

se produit lors de I'infection des astrocytes chez I'adulte (Smith et al., 2017).

1.3.4 Facilitation de I'infection par des anticorps

Bien qu'il ait été démontré que les anticorps sont importants pour la protection a long terme contre
les infections par les Flavivirus, ils peuvent également faciliter I'infection par le phénoméne de
I'ADE (amélioration dépendante des anticorps : « antibody-dependent enhancement ») (Durbin,
2016).

Dans les zones endémiques du VZIK, les infections par d’autre Flavivirus comme par exemple
les différentes souches du VDEN sont courantes et la population posséde donc des anticorps
contre ces virus. Ces anticorps sont souvent non-neutralisants et ont une réactivité croisée, c’est-
a-dire qu'ils peuvent reconnaitre plusieurs virus différents a cause de leur ressemblance
antigénique. Ainsi, ils peuvent former des complexes VZIK/anticorps qui sont efficacement

endocytés par les cellules qui possedent des récepteurs Fcy (monocytes, macrophages et



cellules dendritiques) ce qui conduit généralement a une phagocytose, entrainant une

augmentation du nombre de cellules infectées (Taylor et al., 2015).

Certaines études supposent que les CZS et le SGB sont favorisés par le phénoméne d’ADE. Par
exemple, 'ADE entraine une augmentation de la quantité de virus et donc une réponse
immunitaire plus forte caractérisée par des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires
pouvant favoriser le SGB. Le fait que la majorité des anticorps monoclonaux anti-VDEN reconnait
également le VZIK et que la majorité des patients atteints de SGB avait des preuves d'une
infection antérieure au VDEN supportent cette hypothése (Cao-Lormeau et al., 2016; Paul et al.,
2016). Il est également suggéré que les anticorps maternels contre le VDEN peuvent contribuer
a linvasion placentaire du VZIK par transcytose médiée par le récepteur Fc néonatal. Ce
récepteur control le transport des IgG de la mére vers le feetus. Une étude montre que des
anticorps anti-VDEN renforcent I'infection de cellules du placenta par le VZIK in vitro, et ce via le
récepteur Fc néonatal (Zimmerman et al., 2018). Cependant, d’autres études sont nécessaires

pour confirmer cette hypothése.

1.3.5 Perturbation des barriéres biologiques

Les complications inquiétantes liées a I'infection par le VZIK sont dues a sa capacité de traverser
les barrieres biologiques tel que la barriere hémato-encéphalique, la barriére placentaire ou
encore la barriere hémato-testiculaire (Alimonti et al., 2018; Siemann et al., 2017; Tabata et al.,
2018). Le VZIK passe ces barrieres notamment en infectant directement les cellules endothéliales
(Mladinich et al., 2017; Tabata et al., 2018). Ces cellules forment une couche empéchant le
passage des agents pathogénes et déclenchent des réponses inflammatoires et de coagulation

lors de la reconnaissance de I'antigéne (Khaiboullina et al., 2019).

Il a été montré in vivo et in vitro que l'infection des cellules endothéliales de la barriére hémato-
encéphalique induit leur activation inflammatoire ce qui pourrait altérer leur fonction en perturbant
les jonctions adhérentes. Ceci entraine la perméabilisation de la barriere et permet I'entrée du
VZIK dans le SNC (Leda et al., 2019).

En plus de l'infection des cellules endothéliales, le passage a travers le placenta est aussi facilité
par l'infection méme des trophoblastes et des cellules immunitaires comme les macrophages
placentaires (Quicke et al., 2016; Tabata et al., 2018). Le passage du VZIK par le récepteur Fc
néonatal mentionné plus tét pourrait aussi étre un mécanisme utilisé mais aucune preuve

expérimentale ne supporte cette hypothese.
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La barriere hémato-testiculaire est composée les cellules de Sertoli qui protegent les cellules
germinales en développement contre les attaques systémiques par les cellules immunitaires
adaptatives tout en fournissant simultanément un soutien nutritionnel et structurel (Cheng and
Mruk, 2012). L’infection directe des cellules de Sertoli par le VZIK compromet l'intégrité de cette
barriere permettant I'évasion par le virus dans le systéme reproducteur méale (Siemann et al.,
2017).

Des études ont montré que deux protéines virales NS1 et NS2A seraient importantes pour ces
mécanismes. En effet, NS1 du VZIK perturbe les glycosaminoglycanes et provoque la
perméabilité du placenta humain en développement (Puerta-Guardo et al., 2020). |l faut savoir
que NS1 des autres Flavivirus est responsable de la perméabilisation vasculaire en entrainant
des dysfonctions endothéliales (Puerta-Guardo et al., 2019). NS2A du VZIK induit une
dégradation des protéines des jonctions adhérentes des CNP ce qui entraine des problémes de

formation de ces jonctions dans les cellules gliales radiales in vivo (Yoon et al., 2017).

1.4  Cycle de réplication virale

Semblable aux autres Flavivirus, le VZIK est composé d'une nucléocapside entourée d'une
bicouche lipidique et mesure environ 40 a 50 nm de diameétre. La nucléocapside est composée
d’une copie du génome viral (ARNv) recouvert de la protéine de capside (C). La bicouche lipidique
qui entoure la nucléocapside est dérivée de la cellule héte et contient deux protéines virales : la
protéine de membrane (M, un produit de clivage de prM) et la protéine d’enveloppe (E). La forme
infectieuse du virion posséde 180 copies des protéines E et M intégrées dans la membrane virale.
Trois diméres de protéines E se trouvent parallelement les uns aux autres et le virion posséde 30

radeaux, soit 90 dimeres (Sirohi et al., 2016).
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Figure 1-3 Cycle de réplication des Flavivirus

Le virus entre par endocytose dans la cellule puis relache son génome dans le cytosol. L’ARNv est ensuite
traduit en une unique polyprotéine directement au niveau du reticulum endoplasmique (RE). La polyprotéine
va ensuite permettre I'expression des 10 protéines virales qui vont entrainer la formation des organites de
réplication virale. C’est au sein de ces structures que 'ARNv est répliqué puis encapsidé. Le virion passe
ensuite par la voie de sécrétion cellulaire pour sa maturation et sa sortie hors de la cellule (Modifié de
Moradpour et al., 2007).

L’'entrée dans la cellule hote commence par I'attachement non spécifique entre le virion et les
glycosaminoglycanes (GAG). Par la suite, la glycoprotéine d’enveloppe (E) interagit avec des
récepteurs a la surface de la cellule cible permettant l'internalisation par endocytose clathrine-
dépendante (Perera-Lecoin et al., 2013). Il existe plusieurs facteurs d'entrée et / ou d'adhésion
identifiés dont DC-SIGN, AXL et Tyro3 (Hamel et al., 2015). Aprés internalisation, les endosomes
précoces contenant les particules virales se transforment en endosomes tardifs accompagnés
par I'acidification du pH. L’acidification induit des changements conformationnels des protéines E
qui passent d'une formation de 90 diméres a 60 triméres ce qui permet la fusion entre la
membrane du virion et celle de 'endosome libérant ainsi TARNv dans le cytoplasme (Shaily and
Upadhya, 2019; Sirohi and Kuhn, 2017) (Figure 1-4).
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Figure 1-4 Maturation des particules virales des Flavivirus

Les changements conformationnels dans les glycoprotéines de surface virale sont dépendants du pH et du
clivage protéolytique de prM par la Furine. lls permettent la conversion du virus non infectieux, immature, « en
épine » avec les protéines E en conformation a 60 triméres, en virus infectieux, mature, « lisse » avec les
protéines E en conformation a 90 diméres (Sirohi and Kuhn, 2017).

Le génome viral est sous forme d’un unique brin d’ARN de polarité positive de 10 807 nucléotides.
Il comprend un seul cadre de lecture ouvert de 10 272 nucléotides flanqué de régions non
traduites hautement structurées en 5‘et 3' (Yun et al., 2016). Ces régions sont extrémement
importantes notamment pour la cyclisation de 'ARNv, une étape essentielle pour la génération
de l'antigénome (Villordo et al., 2015). Le cadre de lecture ouvert code pour une grande
polyprotéine transmembranaire de 3 423 acides aminés qui est traduite directement au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) aprés le relachement de '’ARNv dans le cytosol. La traduction est
initiée par la présence d’une coiffe a I'extrémité 5’ du génome (« Cap » sur Figure 1-5) (Mazeaud
et al., 2018; Song et al., 2017).

La polyprotéine est insérée dans la membrane du RE puis clivée par des protéases virales et
cellulaires pour produire 10 protéines individuelles matures (Figure 1-5). Parmi celles-ci, 3 sont
des protéines structurales (C, prM et E) qui sont impliquées dans I'assemblage des virus. Les 7
autres sont des protéines non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) et
participent a la réplication de '’ARNv. Elles sont toutes indispensables a la synthése des ARNv et
seuls NS3 et NS5 possédent des activités enzymatiques (Bollati et al., 2010).

La protéine NS3 est une protéine multifonctionnelle qui contient deux domaines : un domaine

protéase a I'extrémité N-terminale et un domaine C-terminal contenant les activités nucléotide-
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triphosphatase (NTPase), ARN-triphosphatase (RTPase) ainsi que de l'activité d’ARN hélicase.
La RTPase fait partie des enzymes responsables de la synthése de la coiffe en clivant la liaison
B, y-triphosphate a I'extrémité 5’ de 'ARN. La NTPase permet d’hydrolyser les nucléotides pour
fournir de I'énergie nécessaire a l'activité ARN-hélicase responsable du déroulement de 'ARN
double brin (ARNdb) en perturbant les liaisons hydrogénes qui maintiennent les deux brins
ensemble. Ainsi, lorsque NS3 est associée a son cofacteur NS2B (complexe appelé NS2B3), elle
agit comme la protéase a sérine virale. Elle permet la génération des protéines matures
individuelles a partir de la polyprotéine en clivant les motifs exposés du coété cytoplasmique du
RE tandis que des protéases cellulaires clivent les liaisons situées dans la lumiére du RE comme
une signal peptidase (Neufeldt et al., 2018; Phoo et al., 2016) (Figure 1-5).

La protéine NS5 est responsable de la synthése et de I'amplification du génome avec, en C-
terminal, un domaine codant pour une polymérase a ARN dépendante de 'ARN. La polymérase
génére un brin négatif complémentaire, qui est utilis€ comme matrice pour générer plusieurs
copies d’ARN génomique. NS5 est aussi en partie responsable de la formation de la coiffe gréace
a ces domaines méthyltransférase (MTase) et guanylyltransférase (GTase) en N-terminal
(Neufeldt et al., 2018; Zhang et al., 2017a).

14



NS3 Polymerase

NS28

Cofactor ¢
ORI ‘.xg R
e}

Membrane RNA synthesis
1 reorganization

s
Envelope Replication
alycoprotein assembly

Figure 1-5 Représentation schématique de PARNv et de la topologie membranaire des protéines virales
matures des Flavivirus.

La premiére figure représente PARNv des Flavivirus. Le cadre de lecture est représenté en couleur. Les ciseaux
représentent les sites de clivages de la polyprotéine par les peptidases cellulaires et les fleches par la protéase
virale NS2B3. La petite fleche au niveau de prM représente le site de clivage par la furine dans I’appareil de
Golgi. La deuxiéme figure représente la topologie membranaire des protéines dans la membrane de RE aprés
maturation de la polyprotéine (Neufeldt et al., 2018).

Les ARNv nouvellement synthétisés ont plusieurs destins. lls peuvent se faire traduire en
polyprotéine et ainsi produire davantage de protéines virales. lls peuvent également étre utilisés
comme des brins matrices pour un nouveau cycle de réplication par NS5. Finalement ils peuvent
servir de génomes lors de leur incorporation dans les nouveaux virions au moment de

'assemblage (Mazeaud et al., 2018).

L’assemblage des virions est également initié a la membrane de RE lorsque 'ARNv nouvellement
synthétisé s’associe aux protéines de Capside (C) et bourgeonne au niveau des membranes du
RE, riches en protéine E et prM, pour former des virions immatures (forme ou I'on retrouve 60
trimeres de protéine E et ou le virion montre une surface en « épine ») (Figure 1-4). Ces derniers
passent ensuite par les voies de sécrétions cellulaires ou ils subissent leur maturation avant leur
sortie dans le milieu extracellulaire. La maturation se fait au niveau du réseau trans-golgien ou la
protéine prM est clivée par une furine cellulaire (Figure 1-5 et Figure 1-5). Aprés le clivage, le

peptide pr reste étroitement lié a la protéine E empéchant cette derniere de fusionner avec les
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membranes du Golgi (pH acide). Le peptide se dissocie lorsque le virion est libéré dans le milieu
extracellulaire de pH neutre, c'est a ce moment-la que le virion devient mature et infectieux par

le réarrangement des protéines E en 90 dimeéres (Sirohi and Kuhn, 2017) (Figure 1-4).

1.5 Organites de réplication virale

Une caractéristique partagée parmi les virus et tout particulierement les virus possédant un
génome a ARNsb+ est l'induction de compartiments membranaires spécialisés formant des
structures ressemblant a des organites définis comme « organites de réplication virale » (OR)
appelés aussi « usines de réplication virale ». Chez les Flavivirus, ces structures sont dérivées
des membranes du RE. Bien qu'elles comportent quelques différences, leur architecture et

propriétés semblent conservées (Figure 1-6).
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Figure 1-6 Réarrangements membranaires induits par différents membres des Flavivirus

Images de microscopie électronique a transmission (a gauche) et reconstitutions 3D par tomographie
électronique (a droite) des OR induit par le virus Zika, le virus de la Dengue, le virus du Nil occidental et le
virus de la méningo-encéphalite a tiques. Les vésicules de réplication (Ve) correspondent a des invaginations
de membranes du RE qui restent connectées au cytosol via des pores (mis en évidence avec des fleches),
formant des paquets vésiculaires (PV). Pour le virus Zika, le RE est représenté en bleu, les OR en bleu foncé
et les particules virales en doré. Pour les virus de la Dengue et de la méningo-encéphalite a tiques, le RE est
représenté en jaune et les OR en marron. Pour le virus du Nil occidental le RE est en rouge et les OR en blanc.
Les fleches montrent des pores. Ve : vésicule. ER : réticulum endoplasmique. (Cortese et al., 2017 ; Gillespie
et al., 2010 ; Miorin et al., 2013 ; Romero-Brey and Bartenschlager, 2014 ; Welsch et al., 2009)
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Les OR des Flavivirus sont composés des paquets vésiculaires (PV), des convolutions de
membrane (CM) et des sacs de virus (SV) qui sont morphologiquement différents mais peuvent
étre trouvés dans le méme réseau de RE (Figure 1-7). Peu d’'informations concernant les OR du
VZIK ne sont connues mais ces 3 structures ont été observées lors de linfection par ce dernier
et leurs architectures ressemblent trés fortement a celle des OR induit par le VDEN (Cortese et
al.,, 2017). Ainsi, la plupart des connaissances que nous avons sur les OR proviennent
majoritairement du VDEN et devront donc étre confirmées chez le VZIK.
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Figure 1-7 Organites de réplication virale du VDEN

Représentation schématique des paquets vésiculaires (PV), des convolutions de membranes (CM) et des sacs
de virus (SV) dérivés du RE induits par le VDEN. On observe les structures impliquées dans les étapes de
réplication a gauche et celles impliquées dans les étapes d’assemblage et de sortie a droite. Des images de
microscopie électronique a transmission et des reconstitutions 3D a partir de tomographie électronique
correspondantes (pour les PV et les SV) sont également présentées. Trois populations de virions sont
observées (a droite) : des virus en bourgeonnement a co6té des pores des PV (les structures denses détectées
correspondent vraisemblablement a 'ARN); les virus s'accumulant dans la lumiére du méme réseau de RE que
les PV et les virus dans les vésicules associées au Golgi. Les fleches indiquent des pores. (Chatel-Chaix and
Bartenschlager, 2014; Welsch et al., 2009).
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1.5.1 Paquets vésiculaires

Les paquets vésiculaires sont des vésicules sphériques alignées induites par invagination du RE.
Cette morphologie est conservée entre les cellules de mammiféres et les cellules de moustiques
suggérant que leur biogenese repose sur des mécanismes conservés au cours de I'évolution
(Junjhon et al., 2014; Welsch et al., 2009).

Dans les cellules de mammiféres, leur diamétre est d’environ 90 nm et ils sont chacun connectés
au cytosol par un pore d’environ 10 nm permettant probablement des échanges de métabolites.
Contrairement au VNO et au VMET, le VZIK et le VDEN ne semblent pas avoir de pores reliant
les PV entre eux (Figure 1-6). Ces structures sont suspectées d’étre le site de réplication du
génome viral. En effet, chez le VDEN, les PV contiennent de '’ARNdb qui est I'intermédiaire de la
réplication du génome. lls contiennent aussi des protéines virales non-structurales
indispensables a la réplication telles que NS1, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 (Gillespie et al.,
2010; Welsch et al., 2009) (Figure 1-7).

Plusieurs hypothéses existent concernant le réle des PV, et une combinaison de ces hypothéses
est également possible. Les PV pourraient étre des structures mises en place par ces virus pour
permettre un environnement favorable a la synthése de 'ARNv. D’'une part, ils pourraient jouer
un réle dans la protection de 'ARNv contre la dégradation par des nucléases ou des senseurs
cellulaires cytosoliques qui reconnaissent 'ARN, permettant ainsi d’atténuer I'activation des voies
de lI'immunité innée antivirale. D’autre part, les PV pourraient permettre la concentration de
métabolites, de facteurs cellulaires et de facteurs viraux nécessaires a une synthése efficace des
ARNv. Finalement, bien que cela reste a valider expérimentalement, ces structures pourraient
aussi permettre une coordination spatio-temporelle des différentes étapes du cycle de réplication
virale. L'observation fréquente de bourgeonnements de virus, proches des PV, alignés avec les
pores et composés d'une structure dense aux électrons (correspondant surement a 'ARNv)
supporte cette hypothese (Figure 1-7). En effet, ceci suggere que les génomes répliqués seraient
libérés des PV par le pore pour étre utilisés directement pour 'assemblage de la nucléocapside
et 'empaquetage dans les virions. Cette relation spatiale étroite entre les sites de réplication et
d'assemblage pourrait contribuer a la sélectivité de I'encapsidation de I'ARNv. Ainsi, les PV
pourrait servir de compartimentalisation des différentes étapes telles que la réplication de 'ARN
et son I'encapsidation (Chatel-Chaix and Bartenschlager, 2014; Paul and Bartenschlager, 2013;
Welsch et al., 2009).
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1.5.2 Sac de virus

Les sacs de virus sont des citernes relachées du RE a proximité des PV ou I'on observe une
accumulation de particules virales rangées de fagon ordonnée (Figure 1-7). Chacune d’entre-
elles est composée d'un noyau central dense aux électrons et d’une surface en épine ressemblant
aux protéines E, suggérant fortement que les particules sont des virions enveloppés sous forme
immature (dG au pH neutre du lumen du RE) (Figure 1-4). Les SV sont suspectés d’étre des sites
de stockage pour les virions nouvellement assemblés avant leur sortie de la cellule (Sirohi and
Kuhn, 2017; Welsch et al., 2009). Les SV ainsi que les PV ont été observés dans des CNP
infectées par le VZIK (Cortese et al., 2017).

1.5.3 Convolutions de membrane

Les CM sont de grandes structures denses formées par I'accumulation de membranes de RE
lisses. Elles sont souvent retrouvées en continuité avec les PV, formant un seul réseau
endomembranaire (Welsch et al., 2009). Dans le cas du VDEN, elles ne contiennent pas d’ARNdb
mais sont enrichies en protéines non-structurale comme NS2B, NS3, NS4A et NS4B (Chatel-
Chaix et al., 2016; Junjhon et al., 2014; Miller et al., 2007; Welsch et al., 2009) (Figure 1-7). Leurs
fonctions spécifiques ne sont toujours pas connues. Fait intéressant, les CM ne sont pas
observées dans les cellules de moustiques infectées par le VDEN alors que les PV et les SV le

sont (Junjhon et al., 2014). Ceci suggere un réle spécifique dans les cellules de mammiféres.

Il existe plusieurs hypothéses concernant les fonctions des CM, basées sur des observations
faites lors de l'infection par le VDEN. L’enrichissement de la protéase virale (NS3 et son co-
facteur NS2B) dans les CM laisse suggérer un réle de cette structure dans la maturation de la

polyprotéine (Welsch et al., 2009). Cependant ceci reste a confirmer expérimentalement.

Les CM pourraient aussi servir de lieu de stockage de protéines et de lipides nécessaires pour la
réplication et 'assemblage. La présence de NS2B3 ainsi que la proximité des CM et des PV
supportent cette hypothése. De méme, les CM semblent avoir une composition en lipides
particuliere, avec la présence notamment d’'une grande quantité de cholestérol (Mackenzie et al.,
2007).‘ Il faut noter que plusieurs enzymes de la voie de biosynthese du cholestérol ne sont pas
exprimées dans les cellules d'insectes qui sont incapables de produire du cholestérol par elles-
mémes. Ceci pourrait expliquer 'absence de CM du VDEN dans les cellules de moustiques
(Junjhon et al., 2014). De plus, la protéine NS3 du VDEN recrute la synthase d’'acide gras (FASN)
présumément dans les OR pour stimuler la biosynthése des lipides nécessaires a la réplication
(Heaton et al., 2010).
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Les CM pourraient jouer un réle dans l'atténuation de processus cellulaires non favorables a la
réplication virale comme des voies de 'immunité innée. En effet, les CM se trouvent a proximité
des mitochondries allongées induites lors de l'infection par le VDEN et le VZIK (Chatel-Chaix et
al., 2016 et WF et LCC, données non publiées). Le modéle déduit lors de I'étude chez le VDEN
suggére que la formation des CM perturbe les membranes issues du RE associées aux
mitochondries (MAMs) (Chatel-Chaix et al., 2016). Les MAMs sont une interface importante pour
la signalisation de limmunité innée car elles servent de plateforme pour la signalisation
dépendante de MAVS. Lors d’'une infection par un virus a ARN, le senseur RIG-I reconnait 'TARNv
et va se lier a MAVs au niveau des MAMs pour enclencher une réponse a linterféron (IFN) et
ainsi diminuer la réplication virale (Horner et al., 2011). Les CM sont suspectés étre en partie
issues des MAMs. Cette structure permettrait donc d’atténuer leurs fonctions antivirales et
faciliterait la réplication (Chatel-Chaix et al., 2016). |l se pourrait également que les CM modulent
d’autres fonctions associées aux MAMs importantes pour le virus tel que I'autophagie, la synthése
et transport des lipides, les fonctions mitochondriales, la régulation de ’'homéostasie calcique ou

encore l'apoptose (Patergnani et al., 2015).

Une autre hypothése est que les CM seraient des structures induites pour séquestrer des
senseurs cellulaires qui reconnaissent des motifs moléculaires associés a des pathogénes (PRR)
ou des protéines impliquées dans les voies de signalisation de l'immunité. Par exemple, la
protéine STING se retrouve dans les CM lors de l'infection par le VDEN (Sun et al., 2009 et
Chatel-Chaix et Bartenschlager non-publié) et est clivée par la protéase NS2B3, aussi enrichie
dans les CM (Yu et al., 2012). STING est un adaptateur de signalisation de voie de I'immunité qui
est associé aux MAMs et interagit avec RIG-I et cGAS (Ishikawa and Barber, 2008; Ishikawa et
al., 2009). cGAS est d'ailleurs aussi un PRR ciblé a la dégradation par NS2B3. En effet, le senseur
est dirigé vers la dégradation lysosomale par NS2B3 pour empécher la détection d’ADN
mitochondrial et ainsi inhiber I'activation des voies de signalisation immunitaire associées (Aguirre
et al., 2017).

Finalement d'autres processus cellulaires perturbant la réplication du virus pourraient étre
modulés par les CM lors de l'infection, tels que les mécanismes d'arrét du cycle cellulaire ou

encore d’induction de la mort cellulaire.

Alors que la morphologie et I'architecture des organites de réplication virale des Flavivirus sont
relativement bien définies, les mécanismes moléculaires régissant leur biogenése sont trés peu

connus. Etant donné que ces structures sont indispensables & la réplication du VZIK, il est
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indispensable de mieux comprendre leurs réles ainsi que les déterminants responsables de leurs

mises en place et de leur stabilité.

1.6 Traitements

Plusieurs caractéristiques du VZIK font de lui un danger de santé publique. Premiérement, son
émergence récente fait qu'une grande partie de la population dans les zones ou le virus n’est pas
endémique ne posséde pas d'immunité ciblée contre le virus. De plus, un grand nombre de
personne est susceptible d’étre infecté notamment a cause de la large distribution des
moustiques Aedes ainsi qu'aux modes de transmission indépendants du vecteur. Finalement les
risques de complications neurologiques a long terme induites par l'infection font qu'il est urgent
de développer des thérapies antivirales efficaces pour aider a contréler les épidémies du VZIK a

'avenir.

A I'heure actuelle, il n’existe aucun traitement ou vaccin spécifique approuvé contre le VZIK. Les
principales stratégies de lutte contre linfection sont ciblées sur la lutte antivectorielle et la
prévention de la transmission du VZIK. Les traitements administrés sont généralement limités au
soulagement des symptémes (Loe et al., 2019). Cependant beaucoup de recherches sont faites

pour trouver un vaccin ou des thérapies antivirales.

1.6.1 Développement de vaccins

En mars 2016, 'OMS a signalé 18 programmes de vaccination contre le VZIK, et ce nombre a
probablement augmenté depuis. Une grande variété de formules sont a I'étude ; parmi celles
testés figurent des vaccins a virus vivants atténués, des vaccins inactivés, des vaccins a virus
entiers, des vaccins a sous-unités, des vaccins a ADN, a ARNm, a vecteurs viraux et a base de
peptides (Poland et al., 2019).

Le vaccin candidat le plus avancé est le VRC-ZKADNA090-00-VP, un vaccin a base d’ADN
plasmidique codant pour les protéines prM et E de la souche de Polynésie Francaise (H/PF/
2013). Il est actuellement en essai clinique de phase 2 chez des adultes agés de 18 a 35 ans
(Gaudinski et al., 2018; Poland et al., 2019).

Cependant le développement d’'un vaccin est confronté a plusieurs contraintes : 'absence d'une
corrélation de protection établie (chez les enfants, les adultes et le feetus), l'imprévisibilité actuelle
des épidémies, le grand nombre d'infections subcliniques, la variabilit¢ marquée des

manifestations cliniques au cours des symptémes de la maladie, la nécessité de tester plusieurs
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populations vulnérables, le phénoméne d’ADE comprenant les effets incertains d’'une immunité
antérieure au VZIK ou a d’autres Flavivirus (comme le VDEN) et le manque de modéles animaux
qui reproduisent les caractéristiques importantes de la maladie chez 'homme (Poland et al.,
2019).

Le manque de compréhension du phénoméne d’ADE est une des grandes inquiétudes
concernant le développement d’un vaccin contre le VZIK. En effet, dans une étude de suivi des
essais cliniques de phase Il du vaccin vivant atténué tétravalent contre le VDEN Dengvaxia
(CYD-TDV), il a été observé que trois ans aprés son administration, le risque d’hospitalisation
pour une infection par le VDEN chez les enfants de moins de neuf ans était augmenté. L'ADE
serait responsable de cela (section 1.3.4). Des observations montrent que des anticorps anti-
VDEN non-neutralisants préexistants sont des facteurs de risque importants de développement
de maladies séveres liées au VDEN. Lors de ces mémes essais cliniques, des cas de mort
infantile dans les Philippines ont été associés a la séronégativité des individus (Aguiar et al.,
2017; Capeding et al., 2014; Halstead, 2018). Ainsi, la co-circulation et la proximité antigénique
entre les Flavivirus en plus du danger de I'administration du vaccin chez les individus séronégatifs
rendent I'approche vaccinale risquée. Ceci pourrait compliquer le développement d’'un vaccin

contre le VZIK et c’est pour cela que d’autres alternatives de traitements doivent étre étudiées.

1.6.2 Développement de thérapies antivirales

Outre les vaccins, les thérapies antivirales peuvent aussi étre des moyens efficaces pour prévenir
ou soigner les infections par le VZIK. Au cours des derniéres années, diverses stratégies ont été
mises en ceuvre pour identifier des composés susceptibles de cibler des protéines virales ou des
protéines de I'héte. Parmi celles-ci le criblage des médicaments et des composés d’essai clinique
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis pour le traitement d’autres

maladies (Barrows et al., 2016).

De nombreux composés inhibant la réplication virale du VZIK in vitro ont été identifiés (Barrows
et al., 2016). Parmi ceux-ci certains ciblent des protéines virales comme NS5. En effet, la
polymérase virale est une cible intéressante car elle est indispensable a la réplication et elle peut
étre inhibée de plusieurs manieres. Le sofosbuvir par exemple, est un analogue de nucléotide et
est d'ailleurs approuvé pour le traitement contre le VHC, un autre Flaviviridae (Asselah, 2014;
Sacramento et al., 2017). Les composés se liant au site actif du domaine polymérase de NS5 tels
que I'émétine et le TPB, semblent également étre prometteurs (Pattnaik et al., 2018; Yang et al.,
2018). Des inhibiteurs de la protéase NS2B3 tels que le NSC157058 ont aussi été découverts
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(Shiryaev et al., 2017). D’autres composés peuvent affecter les étapes du cycle de réplication
dépendantes du pH tels que saliphénylhalamide et l'obatoclax (Kuivanen et al., 2017).
Cependant, bien que plusieurs de ces composés soient prometteurs, aucun n’'a atteint le stade

d’essai clinique dans le contexte d’infection par le VZIK.

Une autre cible prometteuse pour des thérapies anti-VZIK est la protéine NS4B. En effet, une
étude a découvert des inhibiteurs efficaces contre le VDEN ou la protéine NS4B, protéine tres
conservée parmi les membres des Flavivirus, était la cible. La molécule la plus prometteuses était
un composé de spiropyrazolopyridone qui inhibe fortement le VDEN-2 et le VDEN-3 in vitro et in
vivo (Wang et al., 2015).

Le ciblage de facteurs de I'néte indispensable a la réplication des virus peut également étre
prometteur. En plus, des thérapies antivirales a large spectre pourraient étre développées avec
cette méthode. Cependant les mecanismes de relation héte-virus doivent étre étudiés en

profondeur.

1.7  Manipulation de la mort cellulaire par les Flavivirus

Lorsqu'une cellule est infectée par un virus, l'infection peut entrainer des changements dans
plusieurs voies cellulaires incluant celles de la survie cellulaire, de la mort cellulaire et du
métabolisme. Les voies de mort peuvent étre manipulées par la cellule pour éliminer le pathogéne
ou par le pathogéne lui-méme pour favoriser sa réplication. Il existe plusieurs types de mort
cellulaire, certaines sont associées avec de l'inflammation comme la nécrose et la pyroptose et

d'autres évitent I'inflammation comme I'apoptose (Lee and Shin, 2019).

Les Flavivirus sont des virus lytiques et sont donc capables d’induire la mort cellulaire mais aussi

de la retarder, ce qui favoriserait leur réplication.

1.7.1 Induction de la mort cellulaire

De nombreuses études ont montré que l'infection par les Flavivirus peut induire la mort de la
cellule infectée. Plusieurs types de mort ont été observés comme la nécrose, la pyroptose ou

I'apoptose (de Sousa et al., 2019).

Pour le VZIK, des études in vitro et in vivo ont méme montré un lien entre la microcéphalie et la
mort cellulaire. De plus, les cellules peuvent mourir en réponse a l'infection directement ou par la
réponse neuroinflammatoire. De la mort par apoptose, par nécrose, par nécroptose, par

pyroptose, par paraptose et I'augmentation de l'autophagie sont observés dans les cellules
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neuronales et gliales entrainant une atrophie cérébrale (Daniels et al., 2019; He et al., 2018; Li et
al., 2018; Liang et al.,, 2016; Souza et al., 2016). Plusieurs voies de signalisation menant
notamment a l'apoptose sont perturbées par le VZIK dans les CNP. Parmi celles-ci la voie Akt-

mTOR ou encore la voie p53 (Ghouzzi et al., 2016; Liang et al., 2016).

L'apoptose, aussi connue comme mort cellulaire programmée de type 1 est un type de défense
cellulaire conservée qui permet d’éliminer les cellules endommageées, infectées ou en trop dans
l'organisme. |l existe deux voies: la voie extrinséque et la voie intrinséque qui agissent
conjointement. Dans la voie extrinséque, les cytokines, les facteurs de croissance et les ligands
de mort induisent 'activation des récepteurs de mort responsables de linitiation de la cascade
intrinséque qui est médiée par les protéines de la famille des BCL-2. Il en existe des pro-
apoptotiques qui activent les facteur§ BAX et BAK, présents sur la membrane externe de la
mitochondrie, ou des anti-apoptotiques qui les inhibent. Une fois activées, BAX et BAK
perméabilisent la membrane de la mitochondrie permettant ainsi le relachement des facteurs
comme le cytochrome ¢ qui provoquent l'activation de cystéines protéases, aussi appelées
caspases. Celles-ci induisent la destruction cellulaire sans induire d’'inflammation (Ojha et al.,
2018; Okamoto et al., 2017).

L’'apoptose classique ne cause pas de dommages majeurs et reste invisible au systéme
immunitaire. Cependant, dans les cas de microcéphalies, 'apoptose induit la mort incontrélée
des neurones et des cellules gliales entrainant une production intense de caspase 3 clivée.
L’expression de cette derniére a été corrélée avec la production de cytokines qui sont directement
ou indirectement associées au phénomeéne de mort cellulaire apoptotique suggérant que la
réponse immunitaire pourrait étre associée au phénomeéne apoptotique observé dans la
microcéphalie induite par le VZIK (de Sousa et al., 2019; Souza et al.,, 2016). En effet, de
I'apoptose est méme retrouvée dans les cellules adjacentes aux CNP infectées, sans qu'il n'y ait
d’évidences d'infections. Il est donc probable que des facteurs cytotoxiques soient sécrétés par
les cellules infectées. De plus, des cellules comme les astrocytes, les microglies et les
lymphocytes pourraient également relacher des cytokines pro-inflammatoires qui participent au

dommage des neurones non-infectés (Ojha et al., 2018).

En plus de la mort cellulaire caspase-dépendante, de la mort cellulaire caspase-indépendante
comme la paraptose a été observée dans des cellules épithéliales, des fibroblastes et des
astrocytes infectés par le VZIK in vitro. Cette mort se présente par 'accumulation de vacuoles
dans le cytoplasme menant a I'implosion de la cellule. Ces vacuoles sont dérivées du RE et sont

dépendantes de la voie de signalisation PI3K / Akt (Monel et al., 2017).
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Les cas de microcéphalies induites par le VZIK présentent une réponse neuroinflammatoire
intense dans le SNC qui entraine le développement d’'un mécanisme de mort cellulaire
extrémement nocif pour les neurones et les cellules gliales : la pyroptose (He et al., 2018). Ce
mécanisme differe de 'apoptose et de la nécrose car il dépend de I'activation de I'inflammasome,
un complexe multiprotéique caractérisé par l'activation de NLRP3 et AIM2, des récepteurs qui
reconnaissent le VZIK et induisent I'activation de la caspase 1 et la maturation de de I'lL-1B3. Ceci
va ultimement générer des pores a la membrane plasmique entrainant la lyse cellulaire (He et al.,
2018).

Un autre mécanisme utilisé par les Flavivirus pour induire la mort cellulaire est la production
d’ARN sous-génomique (ARN sous-génomique flaviviral ou ARNsf). Ce sont des ARN non-
codants dérivés de la partie 3'UTR de 'ARNv. lIs participent a la réplication efficace des virus, a
leurs effets cytopathiques incluant I'induction de la mort cellulaire et a leur pathogénicité sans que

I'on ne sache exactement pourquoi (Pijlman et al., 2008).

1.7.2 Répression de la mort cellulaire

Bien que dans la plupart des cas, I'infection par les Flavivirus finit par induire la mort cellulaire, ils
sont capables, aux étapes précoces de leur infection, d’interférer avec ces mécanismes ce qui
va laisser plus de temps a leur réplication. En effet, ils modulent des voies de 'immunités innées,
'UPR (Unfolded protein response) ou encore I'autophagie ce qui retarde I'induction de I'apoptose
(Wu et al., 2017; Yu et al., 2006). Plus spécifiquement, les protéines non-structurales telles que
NS1, NS3 ou NS4B semblent essentielles a l'inhibition de l'interféron et ceci retarde I'induction
de 'apoptose chez le VZIK (Wu et al., 2017).

Les Flavivirus utilisent la machinerie cellulaire pour la production de leurs protéines et ceci
entraine un stress du Réticulum endoplasmique. Ce stress induit une voie de signalisation
appelée 'UPR qui a pour but de réduire la charge de protéines incorrectement repliées en
induisant une expansion de la membrane du RE, en diminuant I'afflux de protéines dans le RE et
en induisant la transcription de facteurs clés pour le repliement des protéines comme les
chaperonnes. L'UPR peut se faire via I'activation de 3 molécules : IRE1a, PERK et ATF6. Elle
peut induire I'activation par autophosphorylation de IRE1a pour permettre I'épissage de TARNm
de XBP1, la phosphorylation de PERK qui va phosphoryler elF2a pour inhiber l'initiation de la
traduction des protéines et induire I'expression d’ATF4 et la translocation de ATF6 vers le Golgi
pour étre activé par clivage (Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002; Yoshida et al., 2001). XBP1,
ATF4 et ATF6 sont des facteurs de transcription entrainant la réponse. Si le stress du RE n’est

26



pas sous contréle, un dégradation autophagique du RE et méme 'apoptose peuvent étre induits
(Fribley et al., 2009). Pour contrer ceci, les Flavivirus induisent TUPR de plusieurs fagons. Par
exemple, le VEJ, le VNO et le VDEN peuvent activer IRE1, PERK et ATF6 (Bhattacharyya et al.,
2014; Huang et al., 2016; Medigeshi et al., 2007; Pefia and Harris, 2011; Thepparit et al., 2013).
Chez le VDEN par exemple NS2B3 participerait a I'épissage de XBP1 (Yu et al., 2006).

Les Flavivirus sont aussi capables d’'induire 'autophagie et ceci semble retarder l'induction de
'apoptose (Hamel et al., 2015; Liang et al., 2016; Peng et al.,, 2018). L’autophagie est un
processus catabolique médié par les lysosomes dans lequel les composants intracellulaires
indésirables sont dégradés pour recycler les nutriments pour la régénération d'organites et
d’'énergie (Perera et al., 2017). Dans certaines conditions, 'autophagie peut permettre de retarder
la mort cellulaire notamment en augmentant les signaux de survie ou en réprimant les signaux
de mort. Par exemple, il a été démontré que la caspase-8 clivée (active) peut étre sélectivement

dégradée par autophagie (Hou et al., 2010).

L’induction de l'autophagie par les Flavivirus semble se faire via la protéine NS4A. L'unique
expression de cette dernieére semble suffisante pour induire une autophagie dépendante de la
voie de signalisation PI3K dans les cellules épithéliales, les protégeant contre la mort cellulaire
(McLean et al., 2011). Cependant les mécanismes exacts manipulés par les Flavivirus pour

retarder I'apoptose ne sont pas encore connus.

Une étude récente a montré que le VZIK retarde I'apoptose induite par la voie intrinséque et par
la voie extrinséque. De plus, cette étude montre une augmentation de la quantité des protéines
Bcl-2 anti-apoptotiques ce qui pourrait expliquer le retard de I'apoptose. Ces protéines permettent
l'inhibition des facteurs pro-apoptotiques qui permettent la perméabilisation de la membrane
mitochondriale par BAX et BAK (Turpin et al., 2019).

De plus, I'élongation des mitochondries abordée plus t6t (section 1.5.3) induite par le VDEN et le
VZIK permet d’inhiber I'IlFN (mécanisme pouvant mener a l'apoptose) en plus d’étre une
configuration connue pour retarder I'activation de BAX induite par la fragmentation mitochondriale
(Chatel-Chaix et al., 2016; Youle and Karbowski, 2005). Cependant aucun lien entre I'élongation
induite par ces virus et le retardement de I'apoptose n’est clairement connu. Considérant I'action
des CM mentionnée plus t6t sur les mitochondries et sur le RE lui-méme, deux organelles
importantes dans les mécanismes d’induction de I'apoptose, il est possible que ces structures

soient induites pour tamponner ce phénomeéne.
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1.8 NS4B

La protéine non-structurale 4B (NS4B) est une protéine trés conservée parmi les Flavivirus. Elle
présente un intérét particulier car bien que I'on ne lui connaisse aucune activité enzymatique et
gue son réle dans la réplication virale reste inconnu, elle est indispensable pour la réplication du
VDEN (Chatel-Chaix et al., 2016 ; Zou et al., 2014). Le role critique de NS4B dans la réplication
du VDEN est aussi illustré par le fait qu’elle soit reconnue comme cible thérapeutique par divers
composés dont certains sont actuellement en études précliniques sans que lI'on sache leur

meécanisme d’'action (Wang et al., 2015).

1.8.1 Topologie et interactions

NS4B est une petite protéine intégralement membranaire et trés hydrophobe. Chez le VDEN, la
forme mature de NS4B est générée par une réaction de clivage complexe. En effet, la forme
immature de NS4B est attachée a NS4A sous une forme appelée NS4A-2K-NS4B. En effet, la
partie carboxy-terminale de la protéine NS4A, juste avant NS4B, contient une séquence signal
qui sert a la translocation de NS4B du cété luminal du RE. En raison de sa taille (2 kDa), ce
peptide signal est appelé le fragment 2K. La premiére étape de clivage par la protéase virale
NS2B3 permet de relacher NS4A pour donner NS4B sous forme pseudo-mature, 2K-NS4B. La
séquence 2K est ensuite clivée par une signalase de I'h6te présente dans la lumiere du RE (Lin
et al., 1993) (Figure 1-5).

La fonction indispensable de NS4B dans la réplication virale pourrait se faire via ses interactions
avec d’autres protéines virales ou cellulaires. En effet, NS4B se dimérise, interagit avec NS1,
NS2B, NS3 et NS4A et ces interactions semblent importantes pour la réplication virale (Chatel-
Chaix et al., 2015; Ptaszczyca et al., 2019; Zou et al., 2014, 2015).

NS4B du VDEN s'integre dans la membrane du RE, avec trois domaines transmembranaires
(TMD3, 4 et 5) et deux domaines associés a la membrane (pTMD1 et pTMD2) (Figure 1-8) (Miller
et al., 2006). Entre les domaines TMD3 et TMD4 se trouve une région ultra conservée appelée
«boucle cytosolique». Cette région est la seule portion de la protéine présente dans le cytosol et
semble importante pour les interactions, notamment avec NS3. Certains résidus de la boucle
comme Q134, G140 ou M140 sont critiques pour linteraction NS4B/NS3. En effet, des
substitutions en Alanine de ces résidus abolissent l'interaction ainsi que la réplication virale,
mettant en lumiére I'importance de cette interaction (Chatel-Chaix et al., 2015). Le précurseur
NS4A-2K-NS4B ou la maturation de ce dernier (mentionnée plus haut) semblent importants pour
la liaison de NS4B avec NS3 (Chatel-Chaix et al., 2015).
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L'importance du précurseur NS4A-2K-NS4B dans les interactions protéiques est aussi illustrée
par le fait que NS1 interagit avec ce dernier mais n’interagit ni avec NS4A ni NS4B matures. Cette
interaction est indispensable a la réplication du VDEN et le clivage retardé de ce dernier jouerait

donc un rble important (Ptaszczyca et al., 2019).

L'importance de NS4B, ses interactants ainsi que les déterminants essentiels aux interactions ont
été étudiés principalement chez le VDEN. Cependant, la proximité génétique entre le VDEN est

le VZIK pourrait suggérer des mécanismes conservés.

Boucle cytosolique

Cytosol

Lumen du RE

Figure 1-8 Représentation schématique de la topologie membranaire de NS4B du VDEN
(Modifié de Chatel-Chaix et al., 2015 ; Miller et al., 2006)

1.8.2 NS4B et organites de réplication virale

Un autre aspect intéressant de NS4B est son importance pour les organites de réplication virale.
En effet, dans le cas du VDEN et du VNO, les preuves disponibles plaident pour un réle important
des deux protéines non structurales NS4A et NS4B dans la formation des OR. Leur topologie
ainsi que leurs interactions protéiques seraient impliquées dans le phénomeéne de réarrangement
des membranes. Ce sont des protéines intégralement membranaires qui contiennent des hélices
centrales supposées se trouver dans le méme plan au niveau cété luminal du RE. Cette
disposition augmente localement la surface de la membrane, favorisant ainsi la courbure négative

et induisant des vésicules invaginées (Miller et al., 2006, 2007; Roosendaal et al., 2006).

Il faut savoir que chez le VDEN l'expression individuelle de NS4A dépourvue du fragment 2K
entraine une altération des membranes ressemblant aux CM induites par le virus. Cependant les
structures induites sont tout de méme différentes de celles produites lors de l'infection et NS4A
ne semble pas suffisante pour induire la formation des PV. Ceci suggere donc que d’autres
facteurs viraux sont nécessaires. De plus, l'expression de NS4A pleine longueur n'induit pas

d'altérations membranaires comparables, montrant que I'élimination protéolytique du peptide 2K
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et supposément de la maturation de la forme immature NS4A-2K-NS4B semblent étre

importantes pour l'induction des altérations membranaires (Miller et al., 2007).

Ainsi, le réarrangement membranaire implique probablement une coopération entre plusieurs
facteurs viraux ou cellulaires. Ce processus est probablement soutenu par I'oligomérisation de
NS4A, l'oligomérisation de NS4B et leur interaction entre-elles (Stern et al., 2013; Zou et al.,
2014, 2015).

1.8.1 NS4B : immunité et élongation mitochondriale

Outre son importance dans les interactions protéine/protéine, NS4B est impliquée dans 'évasion

de la réponse immunitaire de la cellule héte.

En effet, NS4B du VDEN interfére dans la signalisation de 'immunité innée en inhibant I'induction
de l'interféron de type | via différentes voies de signalisation. La premiére est la voie JAK/STAT :
NS4B inhibe la phosphorylation activatrice de STAT1 empéchant sa translocation nucléaire
nécessaire pour l'induction des génes de réponse a l'interféron (Mufioz-Jordan et al., 2005). La
seconde voie est la voie RIG-I/MDA5/MAVS/TBK1/IKKe/IRF3 : NS4B inhibe la phosphorylation
de IRF3 et de TBK1 et ainsi inhibe l'induction de I'lFN-B (Dalrymple et al., 2015). Chez le VZIK,
NS4B bloque aussi la production d'IFN et le mécanisme de ciblage de TBK1 semble conservé
(Wu et al., 2017).

NS4B est la protéine responsable de I'élongation mitochondriale induite par le VDEN mentionnée
plus haut (section 1.5.3 et section 1.7.2). En effet, 'expression de NS4B seule induit I'élongation
en inhibant la phosphorylation activatrice au résidu S616 de DRP1 ce qui empéche sa
translocation aux mitochondries. DRP1 est un facteur de fission mitochondriale. Plusieurs études
ont montré que I'élongation des mitochondries chez le VDEN favorise la réplication virale alors
que la fission des mitochondries diminue la réplication virale (Barbier et al., 2017; Chatel-Chaix
etal., 2016). Une des conséquences de ce processus est l'altération de 'immunité innée. En effet
les mitochondries allongées sont proches des CM; ceci perturbe les MAMs affectant I'induction
de linterféron RIG-I-dépendante (Chatel-Chaix et al., 2016). En plus de cela, I'élongation des
mitochondries induite par le virus pourrait aussi permettre d’améliorer la respiration
mitochondriale et d'augmenter la production d’énergie pour faciliter la réplication (Barbier et al.,
2017). L’élongation mitochondriale a aussi été observée dans les cellules infectées par le VZIK
mais pas chez le VHC ni chez le VNO suggérant que ce phénotype est spécifique aux VDEN et
VZIK (Chatel-Chaix et al., 2016).
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1.8.2 NS4B et neuropathogenése

Certaines études suggérent que NS4B est fortement impliquée dans la neuropathogenése induite
par le VZIK (voir section 1.3) (Liang et al., 2016; Scaturro et al., 2018).

Il a récemment été observé que NS4B du VZIK est responsable, avec NS4A, de l'altération de la
neurogenése dans les cellules souches in vitro. Ces résultats ont été démontrés grace a
l'utilisation de neurosphéres. Une neurosphére est un systéme de culture composé d'amas
flottants de CSNh. L'expression de NS4A seule ou de NS4B seules dans des cellules CSNh
foetales suffit a la perturbation la formation de neurosphére, qui apparaissent plus petites, alors
que les autres protéines virales ne montrent pas ce phénotype. Cette méme étude montre que
I'expression de ces 2 protéines virales perturbe la différentiation en neurone et en astrocyte en
inhibant la voie Akt-mTOR. De plus, elles induisent une augmentation de I'autophagie ce qui est

un bénéfice pour la réplication virale (Liang et al., 2016).

D’autres études montrent de fortes évidences pour [limplication de NS4A dans la
neuropathogenése du VZIK. Elle interagit avec la voie de signalisation ANKL2, voie trés fortement
impliquée dans les microcéphalies humaines (Link et al., 2019; Shah et al., 2018). De plus, NS4A
aurait aussi pu jouer un réle dans I'évolution moléculaire de la lignée asiatique. Elle pourrait donc
étre responsable de la pandémie provoquée par cette lignée en plus de l'apparition des cas de

microcéphalie (Lin et al., 2018).

L’étude de Liang et al. a montré que I'expression de NS4A et de NS4B ensembles montre une
altération de la neurogenése encore plus accentuée que lorsque les 2 protéines sont exprimées
séparément. Ceci suggére une importance de ce duo et une probable potentialisation du

mécanisme par la présence de ces deux protéines (Liang et al., 2016).

De plus, une étude protéomique orthogonale a identifié plusieurs protéines liées a des maladies
neurologiques ou des problemes de développement neurologique interagissant avec NS4B.
Parmi celles-ci, plusieurs sont associées a 'ensemble du spectre de la pathogenése associée au
VZIK comme les troubles neurodégénératifs, la dégénérescence rétinienne, les défauts de

différenciation neuronale et la dysfonction axonale (Scaturro et al., 2018).

C’est pour toutes ces raisons que la protéine NS4B est d'un intérét particulier et qu'il est trés
important de mieux comprendre son réle dans la réplication des Flavivirus en général et plus
particuliérement dans le cadre de l'infection par le VZIK. Etant donné que son implication dans la
réplication virale se fait probablement via son interaction avec d’'autres protéines, Chatel-Chaix

et al. ont réalisé une analyse par spectrométrie de masse pour déterminer les interactants de
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NS4B chez le VDEN. Plusieurs protéines cellulaires sont ressorties de cette étude, et parmi
celles-ci, la protéine VCP/p97 a attiré notre attention (Chatel-Chaix et al., 2016).

19 VCP

1.9.1 Fonctions cellulaires de VCP

VCP pour Valosin-containing protein ou p97 (Cdc48 chez la levure) est une protéine tres
conservée chez les eucaryotes. Elle régit un grand nombre de processus cellulaires allant de la
dégradation des protéines et des organites endommagés, aux événements de signalisation clés

et a la régulation de la chromatine (Van den Boom and Meyer, 2018).

VCP/p97 est une protéine appartenant a la famille des ATPase associée a diverses activités
cellulaires (AAA+ ATPase). La famille des AAA+ ATPase utilise I'énergie de I'hydrolyse de 'ATP
pour remodeler structurellement des molécules cibles. Cette protéine s’oligomérise pour former
des hexameéres. Chaque sous-unité de VCP contient un domaine régulateur en N-terminal et
deux domaines ATPase, D1 et D2 (Figure 1-9). Ces derniers permettent a VCP de séparer les
protéines cibles de complexes protéiques ou de membranes d’organites cellulaires et de leurs
imposer des changements de conformation pour faciliter leur dégradation par le protéasome
(Long et al., 1998; Van den Boom and Meyer, 2018).

Figure 1-9 Structure de ’hexameére de VCP.

Chaque sous-unité comprend un domaine N globulaire (vert) et les deux domaines ATPase D1 (cyan) et D2
(bleu) (Van den Boom and Meyer, 2018).

VCP est impliquée dans plusieurs processus de dégradation des protéines ubiquitinées par
l'intermédiaire du protéasome comme la dégradation associée au RE (ERAD), la dégradation
associée aux mitochondries (MAD) et la dégradation associée a la chromatine (CAD). VCP est
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considérée comme une chaperonne et une ségrégase (Buchberger, 2010; Huryn et al., 2019;
Stolz et al., 2011).

Les protéines cibles incorrectement repliées sont généralement marquées pour la dégradation
par I'ajout de la protéine ubiquitine par une cascade d'événement impliquant les enzymes E1
(activation), E2 (conjugaison) et E3 (ligation). Des chaines d’ubiquitines sont générées sur les
protéines a dégrader puis reconnues est traitées par VCP et ses adaptateurs comme Ufd1-Npl4

conférant sa spécificité vis-a-vis des substrats (Bebeacua et al., 2012; Ye et al., 2017).

VCP peut aussi étre impliquée dans la dégradation de protéines indépendamment de la
dégradation par le protéasome par son implication dans I'autophagie et le systéeme lysosomal
(Ritz et al., 2011). Plusieurs rapports indiquent que VCP et ses cofacteurs sont impliqués dans le
tri des cargos ubiquitinées le long de la voie endolysosomale (Tresse et al., 2010; Van den Boom
and Meyer, 2018). C'est aussi pour cela que VCP est impliquée dans 'homéostasie des organites
méme par macroautophagie sélective des organites endommagés tels que les mitochondries
(mitophagie) et les lysosomes (lysophagie) (Papadopoulos et al., 2017; Tanaka et al., 2010). Par
exemple, VCP extrait les mitofusines ubiquitinées qui sont présentes a la membrane externe de
la mitochondrie pour leurs dégradations. Ceci entraine la fragmentation des mitochondries pour

faciliter leur intégration par les autophagosomes (Tanaka et al., 2010).

L'implication de VCP dans divers processus cellulaires est coordonnée par une multitude de
cofacteurs qui régulent son activité et qui peuvent diriger la spécificité de VCP vis-a-vis de ses
substrats. Une trentaine de cofacteurs de VCP ont été identifiés et ils contiennent tous des
domaines ou motifs d'interaction spécifiques qui se lient pour la plupart au niveau de son domaine
N-terminal. Certains de ces cofacteurs servent d’adaptateurs d’ubiquitine comme Ufd1-Npl4 ou
permettent le recrutement de VCP (Bebeacua et al., 2012; Meyer and Weihl, 2014; Rumpf and
Jentsch, 2006).

VCP est aussi impliqguée dans des processus permettant le maintien de la stabilité du génome.
L'implication de VCP dans la CAD s’est révélée étre essentielle et évolutivement conservée.
L'inactivation de l'activité ségrégase de VCP conduit a 'accumulation de substrats ubiquitinés sur
la chromatine, conduisant par conséquent a un stress de la chromatine induit par des protéines.
Ce phénomene affecte directement plusieurs processus métaboliques de 'ADN, y compris la
réplication, les réponses aux dommages, la mitose et la transcription, conduisant a un stress

génotoxique et a l'instabilité du génome (Vaz et al., 2013).
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1.9.2 VCP dans le systéme nerveux

Considérant son réle essentiel pour 'homéostasie cellulaire et la stabilité du génome, VCP est
impliquée dans plusieurs pathologies humaines comme des maladies neurodégénératives et des

cancers.

En effet, des mutations pathologiques familiales dans VCP sont associées a des maladies du
systeme nerveux central et du systéme nerveux périphérique. Ces mutations sont responsables
d'une protéinopathie multisystémique tardive aussi appelée IBMPFD/ALS (Inclusion body
myopathy with early-onset Paget disease and frontotemporal dementia/ Amyotrophic Lateral
Sclerosis). Elle se manifeste chez les patients par une démence frontotemporale, une sclérose
latérale amyotrophique classique, une myopathie a corps d’inclusion et de maladie osseuse de
Paget. Il faut noter qu'un patient avec une mutation pathologique dans VCP peut avoir n'importe
quelles combinaisons de ces phénotypes, y compris tous les phénotypes ou uniqguement un de
ces phénotypes. Cependant, comme de plus en plus de patients sont identifiés avec des
mutations dans VCP, le spectre phénotypique continue de s’étendre (Haubenberger et al., 2005;
Meyer and Weihl, 2014; Watts et al., 2004).

La majorité des mutations pathogéniques se retrouve dans la région a l'interface entre les
domaines N et D1, suggérant que la communication entre ces deux régions est importante pour
la pathogenese (Figure 1-9). Les mutations ne modifient pas la fonction de la protéine et n'altérent
pas les structures des sous-unités mais entrainent dans la majorité des cas une augmentation de
son activité ATPase. Parmi celles-ci, la mutation R155H est la plus fréquemment identifiée chez
les patients, tandis que la mutation A232E est associée a la manifestation clinique la plus sévére
(Gonzalez et al., 2014; Meyer and Weihl, 2014; Viassolo et al., 2008). Dans certains cas, c’est la
liaison de VCP avec certains de ses co-facteurs qui est perturbée (Fernandez-Saiz and
Buchberger, 2010). Les mutations affectent principalement les organes qui ont un niveau élevé

de dépense énergétique, comme le cerveau et les muscles (Van den Boom and Meyer, 2018).

De nombreux mécanismes pourraient étre impliqués dans la pathogenése associée aux
mutations : une dégradation inadéquate des protéines et 'accumulation d’agrégats associés, une
perturbation dans l'autophagie, des défauts de morphologie des lysosomes, une formation
aberrante d’autophagosomes ou encore des défauts dans la fonction mitochondriale (Gonzalez
et al., 2014; Guo et al., 2016; Meyer and Weihl, 2014; Tresse et al., 2010).

Des données suggerent que des traitements avec certain inhibiteurs de la fonction ATPase de

VCP peuvent sauver les défauts associés a ces mutants a la fois dans les fibroblastes des
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patients in vivo et dans les modéles d’insectes (Zhang et al., 2017b). Il existe plusieurs inhibiteurs
découverts dont les mécanismes d’actions ainsi que les sites de liaison peuvent varier. Parmi les
inhibiteurs les plus puissants figurent des inhibiteurs compétitifs de 'ATP (ML240 et CB-5083) et
des inhibiteurs allostériques non-compétitif de 'ATP (NMS-873 et UPCDC-30245) (Banerjee et
al., 2016; Chou et al., 2013; Magnaghi et al., 2013; Zhou et al., 2015).

VCP semble important dans le développement du systéme nerveux. En effet, 'inhibition de VCP
chez les larves de drosophile et chez les larves de poisson-zébre entraine une perturbation dans
le développement neuronal et induit une neurodegénération (Kustermann et al., 2018; Rumpf et
al., 2011). De plus, I'absence totale de VCP chez les embryons de poisson-zebre est |étale. Des
défauts dans la croissance neuronale, de 'accumulation de protéines polyubiquitinées, de la
génération d'espéces réactives de l'oxygene (ROS) ainsi que beaucoup d’apoptose dans le
systeme nerveux central cause la mort des embryons (Imamura et al., 2012). Conformément a
cela, les souris VCP-knockout ne sont pas viables et montrent une Iétalité embryonnaire précoce
(Mller et al., 2007).

En plus de son implication dans des maladies du systéme nerveux central et périphérique, VCP
a aussi été impliquée dans plusieurs sortes de cancers comme les cancers du sein, colorectal,
pulmonaire, de la prostate et du pancréas. On y retrouve une régulation a la hausse de VCP. Les
mécanismes exacts impliqués ne sont pas encore connus. En 2015, un des inhibiteurs de la
fonction ATPase de VCP, CB-5083, est entré dans des essais cliniques de phase | pour les
myélomes multiples et les tumeurs solides avancées. Cependant, le développement clinique a
été interrompu en raison d’'une perte de vision chez les patients, probablement en raison d’'une

inhibition hors-cible de la phosphodiestérase-6 (Huryn et al., 2019; Le Moigne et al., 2017).

1.9.3 VCP dans les infections virales

Plus récemment, des études ont montré un réle essentiel de VCP dans la réplication de plusieurs
virus. La plupart des virus identifiés sont des virus a ARNsb+ appartenant a des familles
differentes. En effet VCP est nécessaire a la réplication de virus de la famille des Coronaviridae
(virus de la bronchite infectieuse), de la famille des Togaviridae (virus Sindbis et VCHIK) de la
famille des Bunyaviridae (Virus de la vallée du Rift), de la famille des Picornaviridae (virus de la
Polio) et des Flaviviridae (VHC et VNO) (Arita et al., 2012; Brahms et al., 2017; Carissimo et al.,
2019; Panda et al., 2013; Phongphaew et al., 2017; Yi and Yuan, 2017). Le réle exact de VCP
dans ces infections n'est pas exactement connu mais dans tous ces cas, linhibition

pharmacologique de VCP entraine une diminution de la réplication des virus.
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2 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

L’infection par le VZIK constitue une inquiétude de santé publique majeure car elle peut mener a
des complications neurologiques graves telles que les microcéphalies et aucun vaccin ni thérapie
antivirale n’est a ce jour disponible. Pour remédier a cela, il est nécessaire de mieux comprendre
les mécanismes moléculaires liés a l'infection. Une protéine trés intéressante est la protéine
NS4B qui, chez le VDEN, est indispensable a la réplication en plus d’'étre la cible de composés
thérapeutiques prometteurs sans que I'on ne connaisse son réle exact. Une étude d'interaction

protéomique a montré que NS4B du VDEN interagit avec la protéine cellulaire VCP/p97.

Considérant la proximité génétique entre le VDEN et le VZIK, nous avons émis la premiére

hypothése stipulant que ces deux protéines interagissent également lors de l'infection par le VZIK.

Par la suite, considérant limportance de VCP dans linfection d'autres virus, y compris des
Flavivirus comme le VNO, nous avons émis la seconde hypothése stipulant que VCP est une
protéine importante pour la réplication du VZIK. Le fait que VCP soit importante pour le systéme
nerveux central et le systéeme nerveux périphérique, qui sont deux cibles du VZIK, supporte notre
hypothése. De plus, I'importance de VCP au niveau du développement neuronal pourrait méme
suggérer une implication de cette protéine dans les microcéphalies congénitales induites par le
VZIK.

Dans un premier temps nous avons voulu déterminer si l'interaction NS4B/VCP a lieu dans un
contexte d’'infection par le VZIK. Par la suite, nous avons voulu déterminer le degré d'implication
de VCP dans linfection en comparant les niveaux d’infection dans les cellules ou VCP était

inhibée ou lorsque son expression était diminuée.

Considérant le réle de VCP dans 'homéostasie des protéines du RE et des mitochondries, deux
organelles au centre de la réplication des Flavivirus, nous avons voulu étudier son réle potentiel

dans la biogenése des OR et sur la morphodynamique mitochondriale.

Par ailleurs, dans un objectif de caractérisation des CM et de NS4B chez le VZIK, nous avons
voulu confirmer la localisation ainsi que l'interaction entre NS3 et NS4B, comme c’est le cas pour
chez le VDEN.

Pour finir, nous avons évalué un réle potentiel des CM, VCP-dépendant, dans le contréle de la

mort cellulaire induite par le VZIK.
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3.1 Mise en contexte

Mon projet de maitrise initial portait sur « I'étude des interactions entre les protéines NS3 et NS4B
du virus Zika et de leurs roles lors de l'infection ». J'ai donc commenceé par effectuer les
expériences pour confirmer l'interaction NS3/NS4B chez le VZIK (Figure 3-6 et Figure 3-7 de
l'article). En paralléle, considérant I'étude de spectrométrie de masse effectuée par Laurent et
son équipe dans le passé (Chatel-Chaix et al., 2016) ayant identifi¢ VCP comme interactant de
NS4B du VDEN, jai commencé a étudier cette interaction chez le VZIK. Les résultats étant
prometteurs, nous avons voulu continuer d'étudier cette protéine. Sachant que d’autres équipes
de recherches s'intéressaient également a VCP lors de l'infection par les Flavivirus, nous avons
voulu accélérer le processus en répartissant les expériences a effectuer afin de soumettre dans
les plus brefs délais. Ainsi Laurent a demandé a Clément Mazeaud et Wesley Freppel de

participer aux expériences dans le but de publier rapidement et ainsi éviter la compétition.

Je me suis occupée des parties concernant les clonages moléculaires, les interactions protéines-
protéines ainsi que les aspects en lien avec les OR tandis que Clément et Wesley se sont occupés
de la partie « fonctionnelle » avec les expériences sur la réplication virale. Nous avons pu inclure
les résultats que j'avais obtenu sur l'interaction NS3/NS4B dans le papier également. Je présente

certains de mes résultats additionnels dans la discussion générale de ce mémoire.

3.2 Attestation contributions des auteurs

La majorité des travaux de cet article a été réalisée conjointement avec mes collégues Clément
Mazeaud et Wesley Freppel. J'ai effectué les expériences présentées a la figure 1, figure 3, figure
5C et D, figure 6, figure 7, figure 8A. Les expériences de microscopie électronique (figure 4 et
figure 5B) ont été faites conjointement avec Clément Mazeaud. J’ai participé a la rédaction du
manuscrit. Clément Mazeaud a effectué les expériences des figure 2E, figure 5A, figure 8B-D.
Wesley Freppel a effectué les expériences des figure 2A-D, figure 9. Les expériences de la figure
10 ont été réalisés par Claudia Gilbert et lan Gael Rodrigue Gervais. Laurent Chatel-Chaix a

effectué la conception du projet et la rédaction du manuscrit.
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3.4 ABSTRACT

With no available therapies, infections with Zika virus (ZIKV) constitute a major public health
concern as they can lead to congenital microcephaly. In order to generate an intracellular
environment favorable to viral replication, ZIKV induces endomembrane remodeling and the

morphogenesis of replication factories via enigmatic mechanisms.

In this study, we identified the AAA+-type ATPase valosin-containing protein (VCP) as a cellular
interaction partner of ZIKV non-structural protein 4B (NS4B). Importantly, the expression
knockdown of VCP as well as its pharmacological inhibition with NMS-873 impaired ZIKV
replication. VCP is relocalized to ultrastructures containing both NS4B and NS3 in infected cells.
Short treatment with NMS-873 drastically decreased the stability of NS3 without impairing the
expression of other ZIKV proteins or NS3/NS4B interaction. Importantly, this correlated with a
decrease in the abundance and size of ZIKV-induced convoluted membranes, a sub-structure of
ZIKV replication factories which contain NS3 and VCP. Furthermore, NMS-873 treatment inhibited
ZIKV-induced mitochondria elongation previously reported to be physically and functionally linked
to convoluted membranes in case of the closely related dengue virus. Finally, VCP inhibition
resulted in enhanced apoptosis of ZIKV-infected cells strongly suggesting that convoluted

membranes limit virus-induced cytopathic effects.

Altogether, this study identifies VCP as a host factor required for ZIKV life cycle and more
precisely, for the maintenance of viral replication organelles. Our data further support a model in
which convoluted membranes regulate ZIKV life cycle by impacting on mitochondrial functions
and ZIKV-induced death signals in order to create a cytoplasmic environment favorable to viral

replication.
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3.5 IMPORTANCE

With no available therapies, infections with Zika virus (ZIKV) constitute a major public health
concern worldwide, especially considering the severe brain development defects associated with
congenital transmission to the fetus. In this study, we identified the ATPase valosin-containing
protein (VCP) as a cellular partner of ZIKV nonstructural (NS) 4B protein relocalized to viral
replication organelles. Importantly, we show that VCP activity is required for ZIKV replication and
the stability of NS3, another NS4B partner. VCP inhibition altered ZIKV-induced mitochondria
elongation as well as the abundance and size of a VCP- and NS3-containing sub-structure of
ZIKV replication factories. Finally, VCP inhibition resulted in an enhanced apoptosis of ZIKV-
infected cells strongly suggesting that VCP-containing replication organelles limit virus-induced
cytopathic effects. Altogether, our data support a model in which VCP hijacking by ZIKV
replication organelles regulates mitochondrial functions and virus-induced death signals in order

to create a cytoplasmic environment favorable to viral replication.
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3.6 INTRODUCTION

Following the recent outbreak of Zika virus (ZIKV) in the Americas, the World Health Organization
issued a global health emergency in 2016 and considers that this pathogen is now endemic (1,
2). As of January 2018, 100 million infection cases have been estimated in the Americas (3).
While ZIKV is mainly transmitted through the bite of Aedes species mosquitos, this pathogen
brought a lot of concerns notably because of its extremely rapid spread within the Americas and
of so-far-unsuspected modes-of-transmission. In addition to clinical features usually associated
with other related viruses, unique symptoms were reported for ZIKV. Notably worrisome, infection
of pregnant women with ZIKV can lead to congenital transmission and eventually to fetal brain
development defects including (but not restricted to) neonate microcephaly, leaving surviving
children with severe life-long disabilities. Following infection of pregnant women with ZIKV, this
pathogen can cross the placental barrier and reach the developing brain to infect neural progenitor
cells. This causes their death by apoptosis and the deregulation of their differentiation program
via unknown mechanisms, resulting in severe defects in brain development (4-9). ZIKV infection
is generally not lethal in humans but this pathogen also reaches adult brain and can cause
peripheral nervous system disorders such as the Guillain-Barré syndrome. Late onset
appearance of ZIKV-induced neurological disorders has never been reported in adults but should
not be excluded given the relatively short history of the ZIKV contemporary pandemic.
Unfortunately, neither antiviral therapies nor vaccines against this emerging neurotropic virus are
currently available. Hence, to fight this spreading viral threat both therapeutically and
prophylactically, there is an urgent need to develop antiviral strategies. Through repurposing
screening campaigns, much research efforts are being deployed to identify “ready-to-use” highly
potent ZIKV inhibitors that are already approved by the US Food and Drug Administration (10-
13). Unfortunately, developing antivirals remains challenging partly because our knowledge of
ZIKV biology and neuropathogenesis is very limited and mostly relies on the transposition of the
state-of-the-art of related viruses. As a result, viral and host determinants governing the ZIKV life

cycle and the severity of fetal brain defects remain poorly understood.

ZIKV belongs to the Flavivirus genus within the Flaviviridae family and is closely related to dengue
virus (DENV). Following entry into a target cell, the genomic viral RNA is translated into one single
polyprotein which is further processed into 10 mature proteins by host and viral proteases. The
nonstructural proteins (NS) 1, 2A, 2B, 3, 4A, 4B and 5 are all essential to RNA replication (14).
The structural proteins Capsid (C), prM and Envelope (E) assemble together with the RNA

genome to form new virus particles. ZIKV, like other flaviviruses, induces massive
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rearrangements of the endoplasmic reticulum (ER) generically called “viral replication factories”
(vVRF)(15). vRFs include three sub-types of ultrastructures. Vesicle packets formed through
invaginations of the ER, are believed to host the viral RNA synthesis process. Virus bags are
dilated ER-derived cisternae and contain assembled viruses that accumulate in regular arrays.
Lastly, ZIKV induces convoluted membranes (CM) which look like tight accumulations of smooth
ER. CM precise function remains elusive and has been so far underestimated while it most
probably involves the hijacking of specific cellular factors (15, 16). More generally, the host and

viral determinants regulating the morphogenesis and/or stability of ZIKV vRF are mostly unknown.

Flaviviral NS4B is of particular interest since this transmembrane protein is strictly required for
RNA replication via yet unknown mechanisms (17-19). It is highly enriched in DENV CMs and has
been hypothesized to regulate VRF morphogenesis (20-22). NS4B'’s critical role is further
illustrated by the fact that it is the target of several antivirals under preclinical development (23-
26). Interestingly, in the case of DENV, NS4B-containing CMs make contacts with mitochondria
whose morphology is elongated upon infection or NS4B expression (20, 27). These changes in
mitochondrial morphodynamics impacted on the morphogenesis of DENV CMs as well as on the
efficiency of early innate immune signalling. Importantly, similar mitochondrial elongation was also
observed in ZIKV-infected cells and favored viral replication. More recently, ZIKV NS4B was
shown to inhibit neurogenesis in NPCs (28). This suggests that NS4B-enriched CMs might
contribute to neuropathogenesis in the infected brain and hence, represent an attractive drug
target. A mass spectrometry-based interactomic approach has recently showed that DENV NS4B
associates with the host AAA+ ATPase valosin-containing protein (VCP or p97) in infected cells
(20). However, this interaction was never validated and its potential relevance during the infection
not further investigated. Since DENV and ZIKV NS4B are genetically close, ZIKV NS4B might
also interact with VCP. VCP is an ubiquitous, abundant and multifunctional protein which is
involved in maintaining protein homeostasis (proteostasis) by retro-translocating ER or
mitochondrial proteins to the cytosol, unfolding proteins for degradation and disassembling protein
aggregates (29-31). VCP has also important functions in autophagy-associated mitochondrial
morphology and oxidative respiration (32-36), two features modulated by DENV and/or ZIKV (20,
27). VCP contains a N-terminus regulatory domain and two ATPase domains (D1 and D2) which
mediate hexamerization to form the ring-shaped active enzyme (29-31). Interestingly, several
missense mutations of VCP in patients are associated with important disorders of both central
and peripheral nervous systems. Indeed, they cause a late-onset multisystem proteinopathy, also
called IBMFPD/ALS which manifests in patient as frontotemporal dementia, classical amyotrophic

lateral sclerosis, inclusion body myopathy and Paget's disease of bone, alone or in combination
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(29-31). Several of these mutations are associated with distinct defects in VCP function.
Accordingly, treatments with VCP inhibitors can rescue the defects associated to these mutants
both in patient fibroblast and in vivo in insect models (36). Finally, the knockdown of VCP zebrafish
orthologue CDC48 impairs neuronal outgrowth and induces neurodegeneration in the larva in vivo
(37). Considering the important roles of VCP in both peripheral and central nervous systems, two
targets of ZIKV, we hypothesized here that ZIKV co-opts this host factor for the benefit of its

replication.

In this study, we demonstrate that VCP interacts with ZIKV NS4B and regulates the viral
replication cycle. In addition, we show that VCP is relocalized into ZIKV-induced CMs which
contain NS3 and presumably NS4B. Strikingly, CM morphology and abundance are profoundly
and rapidly altered upon pharmacological inhibition of VCP. We also show that ZIKV NS3 and
NS4B interact similarly to DENV proteins. While VCP inhibition does not influence this interaction,
it is associated with a dramatic decrease of NS3 expression accounting for the loss of NS3/NS4B-
positive remodeled ER. Finally, we show that VCP inhibition results in the loss of ZIKV-induced
mitochondrial elongation of mitochondria and is associated with increased ZIKV-induced
apoptosis. Overall, this study identifies VCP as an important host factor during ZIKV replication
which considering its implication in several neurological diseases, may contribute to ZIKV

pathogenesis.
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3.7 RESULTS

VCP interacts with NS4B durihg ZIKV life cycle

Previous quantitative interactomic analyses in infectious conditions and NS4B-expressing cells
identified VCP as a DENV NS4B interaction partner (20, 38). Considering that ZIKV NS4B and
DENV NS4B are genetically close (54% identity between ZIKV H/PF/2013 NS4B and DENV2
16681 NS4B), we hypothesized that ZIKV NS4B also interacts with VCP. To test this, Huh7.5 liver
carcinoma cells were infected with ZIKV contemporary strain H/PF/2013 (isolated during the 2013
French Polynesia ZIKV outbreak). Seventy-two hours later, co-immunoprecipiation assays were
performed and the resulting eluates were analyzed using western blotting. NS4B was successfully
detected when endogenous VCP was purified with anti-VCP antibodies (Fig 1A). As specificity
controls, no NS4B was detected in the uninfected condition (mock) or when anti-HA antibodies
were used. To confirm that NS4B and VCP interact during the life cycle, we performed proximity
ligation assays (PLA) which allow the detection of direct protein-protein interactions (distance <
40 nm) using confocal microscopy. We used anti-VCP and anti-NS4B antibodies for the assay
and following amplification, VCP/NS4B interactions were visualized as white dots (Fig 1B). While
very low abundance of positive signal was detected in the uninfected condition or when only one
antibody was used in the assay, PLA signals were specifically visualized when cells were infected
with ZIKV (Fig 1C) confirming that NS4B and VCP interact during the life cycle likely in a direct
manner. To determine whether NS4B/VCP interaction requires other ZIKV proteins, we transiently
expressed HA-tagged NS4B with its 2K signal peptide (2K-NS4B-HA) or as a NS4A-NS4B
precursor (NS4A-NS4B-HA)(Fig. 1D) in Huh7.5-T7 cells (see Materials and Methods section).
Overexpressed NS4B proteins were immunoprecipated using anti-HA antibodies and resulting
eluates were analyzed using western blotting (Fig. 1E). While no VCP was detected when the
empty vector was transfected or untagged NS4A-NS4B protein was expressed, it specifically co-
purified with 2K-NS4B-HA or NS4A-NS4B-HA demonstrating an interaction between transiently
expressed proteins. Overall, these data demonstrate that NS4B and VCP associate even in the

absence of other ZIKV proteins.
VCP regulates ZIKV life cycle

To test whether VCP is a host dependency factor for ZIKV replication, we decreased its
expression in Huh7.5 using RNA interference (RNAI). Cells were transduced with lentiviruses
whose delivered genome expressed short hairpin RNAs (shRNA) targeting VCP mRNA. We
identified two shRNA (shVCP #1 and #2) which decreased VCP protein expression (Fig. 2A)
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without inducing major cytotoxicity as measured by MTT assays (Fig 2B). To monitor a potential
impact on viral replication, we used a previously described ZIKV reporter virus (ZV-R2A, based
on the 2010 FSS13025 Cambodian strain)(39) which expresses the Renilla reniformis luciferase
(Rluc) in frame with the polyprotein (Fig 2C). Rluc activity in infected cells is directly proportional
to ZIKV polyprotein expression and hence, can be used as a surrogate marker of viral replication.
Cells in which VCP expression was knocked-down or expressing a non-targeting shRNA (shNT)
were infected with ZV-R2A. Two days later, Rluc assays were performed. When VCP expression
was decreased with either shRNA, Rluc activity was significantly reduced by 60% (Fig 2D)
indicating an impairment of ZIKV replication. To assess whether the ATPase activity of VCP was
required for its regulatory role in ZIKV replication, we treated Huh7.5 cells infected with ZIKV
H/PF/2013 for 24 hours with low concentration (50 nM) of NMS-873, a selective allosteric non-
ATP-competitive inhibitor of VCP ATPase activity. At 48 hours post-infection, infectious viral titers
were determined by plaque assays. Cell viability was not impacted at this concentration of NMS-
873 (Fig. 2E) while treatments with higher doses of the drug were cytotoxic after 24 hours (CM,
AA and LCC, unpublished data). VCP inhibition led to a significant decrease in ZIKV titers
confirming the important role of this host factor during viral replication. As control, treatment with

the flaviviral NS5 inhibitor NITD0OO08 (40, 41) almost completely abrogated viral replication.
VCP accumulates into NS4B-positive sub-structures in ZIKV-infected cells.

We next evaluated whether ZIKV influences the cellular distribution of VCP during the infection
using confocal microscopy. In uninfected cells, VCP showed a diffuse distribution throughout the
cell with no obvious accumulation in any specific compartment (Fig 3A). Strikingly, in ZIKV-
infected cells, a fraction of VCP did redistribute into cytoplasmic NS4B-positive foci. This did not
correlate with any changes in VCP expression or appearance of shorter byproducts (potentially
generated by NS3 protease activity) over three days of infection as monitored by western blotting
(Fig. 2F). Importantly, VCP similarly colocalized with transiently expressed HA-tagged 2K-NS4B
or NS4A-NS4B (Fig. 3B) suggesting that NS4B induces VCP redistribution in infected cells
through a direct interaction. It is well accepted that large ultrastructures induced by flaviviruses
observed by confocal microscopy are constituted of remodeled ER that contain viral replication

organelles.

In case of DENV, the large puncta visualized by fluorescence microscopy that contained both
NS4B and NS3 were demonstrated to be CMs using correlative light-electron microscopy (20).
To test whether VCP accumulates in ZIKV CMs, we performed immunogold labeling of VCP in

mildly permeabilized ZIKV-infected cells which were subsequently processed for transmission
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electron microscopy imaging. Figure 4A shows that VCP-specific gold staining could be readily
detected at the surface of ZIKV CMs confirming that VCP associates with this RF substructure.
As control, we also detected NS3 with CMs (Fig 4B) consistently with the reported localization of
DENV NS3 (22). However, most probably because of epitope inaccessibility due to the low
permeabilization conditions, very little signal for both VCP and NS3 was detected inside the CMs.

Overall, our data clearly show that VCP associates with CMs in ZIKV-infected cells.
VCP ATPase activity is important for ZIKV replication factory stability.

Considering that VCP accumulates into ZIKV RFs, we have tested the hypothesis that its ATPase
activity regulates the biogenesis of these NS4B-rich cytoplasmic structures using a
pharmacological inhibition approach. We chose this strategy instead of several day-long VCP
downregulation approach since the latter resulted in a viral replication decrease (Fig. 2). Hence,
in such context, we would not be able to rule out that any vRF-related phenotype would result
from a decreased input of viral proteins. To test our hypothesis, Huh7.5 cells were infected with
ZIKV H/PF/2013. At 48 hours post-infection, a time point in which RF are established (15), cells
were treated for 4 hours with high concentrations of NMS-873. Cells were then fixed and prepared
for imaging using confocal or transmission electron microscopy. While NS4B-positive cytoplasmic
puncta were expectedly observed in DMSO-treated cells, they appeared to be less abundant and
smaller upon NMS-873 treatment (Fig. 5A). As control, viral dsRNA, the viral replication
intermediates was still readily detected in infected cells and a relatively short treatment with NMS-
873 did not drastically decrease overall polyprotein expression (as monitored by western blotting
in Fig. 8C). This indicates that 4 hour-long VCP inhibition seems to specifically impact NS4B
puncta stability rather than on replication. Most importantly, when analyzed at the ultrastructural
level using transmission electron microscopy, the architecture of ZIKV vRFs in NMS-873-treated
cells was strikingly altered (Fig. 5B). Indeed, CM size and abundance were significantly reduced
in NMS-873-treated cells (Fig. 5C, D). The remaining CM exhibited a relaxed morphology with
less tightly packed ER membranes as compared to the DMSO control (Fig. 5B, bottom left panel).
Upon NMS-873 treatment, we also observed accumulation of small vesicles often located in the
perinuclear region (Fig. 5B, bottom middle and right panels), which might originate from disrupted
CMs. Finally, while we detected VPs in the infected control condition (Fig. 5B, upper right panel),
we could not find any of these ultrastructures in cells treated with NMS-873. This phenotype was
obvious but low preservation and occurrence of VPs in DMSO-treated cells did not allow for
statistically reliable quantification. Altogether, these data show that VCP ATPase activity is

important for ZIKV CM maintenance.
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ZIKV NS4B interacts with NS3 during the infection.

We and others have previously shown that DENV NS4B and NS3 interact and that they colocalize
within CMs in infected cells (17, 18, 20, 22, 42). Considering the genetic proximity between DENV
and ZIKV NS4B proteins, we hypothesized that ZIKV NS3 and NS4B interact as well. To test this,
extracts from ZIKV-infected Huh7.5 cells were subjected to immunoprecipitation using anti-NS3
antibodies. Western blot analysis of the eluates shows that NS4B successfully co-purified with
NS3 (Fig. 6A) demonstrating that NS3 and NS4B associate during ZIKV infection. The signal was
specific since no NS4B was detected when mouse anti-HA antibodies or extracts from uninfected
cells were used for the pull-down. This observation was confirmed by the reciprocal experiment
in which NS3 was co-immunoprecipitated when anti-NS4B antibodies were used for the pull-down
(Fig. 6B). In line with this result, NS3/NS4B complexes were specifically detected in ZIKV
H/PF/2013- or MR766-infected cells using proximity ligation assays with anti-NS4B and anti-NS3
antibodies (Fig. 6C, D). Consistently, ZIKV H/PF/2013 NS3 and NS4B colocalized within the same
large cytoplasmic structures that also contained VCP (Fig. 6E) and are most likely CMs according

to our immunogold staining/electron microscopy data (Fig. 4).

To evaluate whether NS3 and NS4B can interact in the absence of RNA replication or of other
viral proteins, we generated a Huh7.5-T7 cell line that stably expressed ZIKV NS3 with its co-
factor NS2B (Fig. 7A). Following overexpression of the NS4A-NS4B precursor, NS2B/3 protease
activity in cells was evidenced by the accumulation of a NS4B mature product which migrated at
the same molecular weight than overexpressed NS4B (2K-NS4B condition) as compared to the
parental Huh7.5-T7 cell line (Fig. 7B). We then performed co-immunoprecipiations with anti-HA
antibodies. NS3 was readily detected in eluates when HA-tagged NS4A-NS4B precursor was
pulled down (Fig. 7C). This signal was specific since NS3 was undetectable when we used
extracts from cells expressing untagged NS4A-NS4B or transfected with an empty plasmid.
Strikingly, we could not detect in this experimental set-up an interaction with mature NS4B
suggesting that NS4A-NS4B processing by NS3 is required for the interaction during infection.
Altogether, these results show that, similarly to DENV, ZIKV NS4B and NS3 interact with each

other during the infection.
VCP ATPase activity regulates NS3 expression but not NS4B/NS3 interaction.

Assuming that NS3 and NS4B associate most likely within CMs, which are disrupted upon VCP
inhibition, we tested whether NMS-873 treatment impacts on NS3/NS4B interaction. To do so, we
treated Huh7.5-T7 cells expressing NS2B/3 protease and HA-tagged NS4A-NS4B precursor, with

NMS-873 during 4 hours before performing immunoprecipitations directed against HA antigen.

48



Figure 8A shows that NS3/NS4B interaction was maintained upon NMS-873 treatment
demonstrating that VCP ATPase activity is not required for the stability of this complex. Consistent
with a VCP-independent NS3/NS4B interaction, the few remaining NS4B-containing puncta in
infected and drug-treated cells (see also Fig. 5) also contained NS3 (Fig. 8B). This strongly
suggests that the destabilization of CMs by NMS-873 treatment is not the result of a disruption of
NS3/NS4B complex.

We next investigated whether NMS-873-induced disruption of CMs correlates with any changes
in the expression of viral proteins. Huh7.5 cells were infected with ZIKV H/PF/2013 and treated
two days later with NMS-873. Viral protein expression was analyzed and quantified using western
blotting (Fig. 8C, D). In contrast to NS4B, NS1, NS5, C and E, NS3 levels were drastically reduced
upon drug treatment. Altogether, these results demonstrate that VCP ATPase activity is required
for proper NS3 stability but not for its association with NS4B. This phenotype most probably
accounts for the observed loss of NS4B/NS3-positive CMs upon NMS-873 treatment.

ZIKV-induced mitochondria elongation depends on VCP ATPase activity.

Both ZIKV and DENV induce the elongation of mitochondria, a phenotype that was recapitulated
upon NS4B transient expression (20, 27)(WF and LCC, unpublished data). In case of DENV,
elongated mitochondria make contacts with CM and regulate their biogenesis. Moreover, it was
showed that mitochondrial elongation favors ZIKV and DENV replication. Considering that VCP
inhibition disrupts CMs and potentially the CM/mitochondria interface, we investigated whether
this correlated with a loss of ZIKV-induced modulation of mitochondrial morphodynamics as well.
ZIKV-infected cells were treated with NMS-873 exactly as above and analyzed for mitochondrial
morphology using antibodies directed against the mitochondrial heat shock protein GRP75 (Fig
9). As expected, when cells were treated with DMSO, ZIKV infection induced a marked elongation
of mitochondria as compared to uninfected cells. When infected cells were treated with NMS-873,
the NS3 puncta were reduced in number and size consistent with the results described above.
More importantly, the mitochondria elongation phenotype was lost in those cells since
mitochondria morphology resembled the one observed in uninfected cells. This shows that VCP
is important for ZIKV modulation of mitochondria morphodynamics and strongly supports the

previously proposed model of a functional CM/mitochondria interface regulating ZIKV life cycle.
VCP activity inhibits ZIKV-induced cell death by apoptosis.

ZIKV is a cytopathic virus which induces cell death at late time points of infection. On the one

hand, mitochondria play a major role in apoptosis and their fragmentation has been often
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proposed to potentiate this process (43-45). On the other hand, it was proposed that the
communication between CMs and elongated mitochondria allows the attenuation of cellular
processes potentially detrimental for optimal virus replication, such as innate immunity (17) or
premature cell death. Considering that VCP inhibition resulted in CM destabilization and loss of
mitochondria elongation, we hypothesized that the disruption of this CM/mitochondria axis would
result in enhanced cell death. To test this, we infected cells with ZIKV and treated them with NMS-
873 during 4 hours as above. Cells were then labeled for NS3, caspase 3/7 activity was detected
using the CellEvent reagent and the % of cells with a ruptured plasma membrane (i.e. dead cells)
was determined using LIVE/DEAD assays. All these parameters were quantified and analyzed
using flow cytometry. Using this NS3 detection assay, we determined that the infection efficiency
was about 70% (Fig 10A). NMS-873 treatment of uninfected cells and ZIKV infection induced only
minor cell death (Fig. 10B). In stark contrast, When the gating was performed on infected cells
only (i.e. NS3+ cells), NMS-873 treatment increased the % of apoptotic dead cells (caspase 3/7+;
live/dead+) from 0.4% to 4.26%. This VCP-dependent increase of caspase activation and of cell
death in infected cells was representative of 2 experiments (Fig. 10C, D). Overall, these results
show that VCP activity is required to limit ZIKV-induced cytopathic effects, a process that most

likely requires VCP-containing CMs.
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3.8  DISCUSSION

In this study, we demonstrate that the AAA+ ATPase VCP/p97 is required for efficient ZIKV
replication using both pharmacological inhibition and expression knockdown approaches.
Interestingly, VCP was previously shown to be important for the replication of West Nile virus,
another neurotropic Flavivirus, and the Hepacivirus hepatitis C virus (HCV), both belonging to the
Flaviviridae family like ZIKV (46-48). In addition, the life cycle of positive strand RNA viruses from
other families, such as infectious bronchitis virus (Coronaviridae), Sindbis virus (Togaviridae), Rift
Valley fever virus (Bunyaviridae) and polivirus (Picornaviridae) is also regulated by VCP (24, 49-
51). Nevertheless, in all cases (except for poliovirus), it appears that this host factor is coopted
during other viral processes than vRF biogenesis and/or stability like ZIKV (see below). VCP main
function is to target specific substrates to proteasome-mediated degradation. Hence, VCP
dependency of ZIKV replication is consistent with the fact that proteasome activity is required for

an efficient flavivirus life cycle in cellulo and in vivo (52-55).

We further show that VCP associates with ZIKV protein NS4B in both infected and NS4B-
overexpressing cells. Such interaction appears to be conserved within the Flavivirus genus since
it was previously identified in two independent large-scale DENV NS4B interactome analyses (20,
38). Flaviviral NS4B is a crucial non-enzymatic viral replication co-factor although its precise
functions during vVRNA amplification remain enigmatic. We show in this study that ZIKV NS4B and
NS3 interact. In the case of DENV, a comprehensive analysis of an NS4B alanine scanning and
of compensatory mutations has demonstrated that the replication efficiency of the mutated vRNA
perfectly correlated with the extent of NS4B/NS3 association (17). Specific residues in NS4B
cytosolic loop, such as Q134, G140 and M142 constitute critical determinants of these two
processes (17, 18). So, considering the high degree of conservation of these NS4B residues
across multiple isolates and flavivirus species, it is most likely that the interaction between ZIKV
N4B and NS3 requires the integrity of NS4B cytosolic loop. Furthermore, it is believed that the
expression and/or maturation of NS4B, as a transmembrane ER-resident protein, is important for
the biogenesis of vRFs (21, 22, 56-58). This is most likely achieved through interactions between
NS4B and host factors as well as NS3, NS4A and NS1 (17, 18, 59, 60). Consistently, as shown
for DENV in previous reports and for ZIKV in this study, both NS4B and NS3 colocalize in large
cytoplasmic structures identified as CMs (20, 22, 61). Hence, our data support the current model

implicating NS4B in vRF biogenesis.

VCP accumulation with ZIKV CMs led to the hypothesis that this host factor might influence the
stability of this VRF substructure. To test this, we performed short treatments with NMS-873, a
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pharmacological inhibitor of VCP ATPase activity. In a 4-hour treatment set-up, no drastic effect
on cell viability was observed. Moreover, no major changes in the levels of most viral proteins
were observed (Fig. 8). This indicates that the observed phenotypes on vRFs were not due to
defects in overall replication or polyprotein input. Very interestingly, NMS-873 treatment had a
drastic impact on the morphology, size and abundance of CMs in ZIKV-infected cells as observed
in TEM micrographs (Fig. 5). This suggests that VCP ATPase activity is important for the stability
and/or the biogenesis of CMs. Interestingly, live cell imaging of CM in DENV-infected cells
previously showed that thé morphology of this vVRF sub-structure is highly dynamic since their
size can increase or decrease within a few hours. CM fusion and division events could also be
observed (20). Interestingly, pharmacological inhibition of VCP inhibits HCV replicase activity and
induces an aggregation of VCP-interacting viral protein NS5A (47). NS5A is a component of HCV
vRF, namely double-membrane vesicles and is a crucial cofactor of their morphogenesis as well
as of viral replication (62, 63). Although potential contributions of VCP in HCV or WNV vRF fate
were never reported, it is tempting to speculate based on our results that VCP contribution to the
biogenesis of vRFs overlaps with several Flaviviridae family members. Very strikingly, NMS-873
treatment of infected cells drastically decreased NS3 expression levels in contrast of those of all
other tested ZIKV proteins (NS5, NS4B, NS1, E and C). This strongly suggests that this loss of
expression in such short time is specific to ZIKV NS3 and that this is not due to an inhibition of
VRNA synthesis or polyprotein stability and/or translation per se. Considering that VCP mainly
functions in proteostasis, it is most likely that this host factor regulates NS3 stability. Interestingly,
the NS4B/NS3 complex was insensitive to NMS-873 treatment when expressed alone. This
demonstrates that VCP enzymatic activity: i) is not required for the stability of this complex and,
ii) most probably regulates NS3 expression only in the context of ZIKV replication during which
vRFs are formed. This supports a model in which NS4B hijacks VCP towards CMs in order to
maintain NS3 stability.

Considering that VCP functions are generally linked to proteasome-mediated degradation, it was
surprising to observe that VCP inhibition decreased the levels of NS3 in infected cells instead of
stabilizing it. This suggests that VCP-mediated stabilization of NS3 might be an indirect
consequence of VCP action on other substrates. VCP was shown to be important for the
maturation of autophagosomes, more precisely in their targeting to lysosome in which their cargo
is degraded (64-66). Several studies showed that autophagy is induced during ZIKV and other
flavivirus infection (67-69). In the case of ZIKV, the combined expression of NS4B and NS4A or
of the NS4A-NS4B precursor induces autophagy (28). In DENV-infected cells, the fusion between

autophagosomes and lysosome is inhibited resulting in the stabilization of the cargo (70). If this
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is also true for ZIKV, one might hypothesize that VCP is hijacked to CM to modulate its activity in
the late steps of autophagy and prevent the degradation of viral proteins by the autophagy
machinery. In addition, using a comparative proteomic analysis using VCP drugs, it was shown
that the ER-shaping protein reticulon (RTN) 4 is a specific substrate of VCP (71). More recently,
one study showed that RTN3.1A is an important regulator of WNV, ZIKV and DENV vRF
biogenesis and/or morphology (72). Hence, it is conceivable that VCP implication in CM

maintenance is linked to its activity towards host factors involved in ER membrane curvature.

The disruption of CMs upon VCP inhibition correlated with a loss of mitochondrial elongation
usually induced by ZIKV. These data are in line with the model envisioning a morphological and
functional interplay between CMs and mitochondria. Indeed, in the case of DENV, it was
previously shown that ER-derived CMs and elongated mitochondria establish physical contacts.
In addition, genetic or chemical modulations of mitochondria morphodynamics severely impact
on the morphogenesis and the stability of DENV-induced ER-derived ultrastructures (20).
Interestingly, several studies have shown that VCP is important for mitophagy (i.e autophagy of
mitochondria) during which VCP is translocated to this organelle (34, 36, 73). This is generally
associated with a global and massive fragmentation of mitochondria which is attributed to the
VCP-mediated retrotranslocation and degradation of mitofusin protein (MFN) 1 and 2. In addition,
because MFN2 is also involved in ER/mitochondria contacts through dimerization, VCP also alters
the reticulo-mitochondrial interface during that process (74). While we show that VCP partly
redistributes to CM in infected cells, we never noticed any recruitment to mitochondria, a hallmark
of VCP action during mitophagy. Hence, VCP sequestration within CM might counteract its
function in mitophagy in order to maintain mitochondria in an elongated state which was shown
to be favorable to ZIKV replication (20). In addition, such hijacking might favor the biogenesis of
CMs given that they might partly originate from mitochondria-associated ER membranes. More
importantly, we show here that VCP inhibition stimulates ZIKV-induced cell death. This supports
the model that CMs, in contact with elongated mitochondria, allow to buffer death signals induced
by the infection. We propose that upon VCP inhibition, mitochondrial elongation is not maintained,
hence leading to fission, a context reported to favor cell death by apoptosis (43-45).
Concomitantly with innate immunity dampening (17), the control of cell death by the
CM/mitochondria functional unit would provide a cellular environment and a temporal window to
the virus to optimally replicate. Finally, VCP is a multifunctional protein involved in protection
during stress conditions but it is accepted that its co-factors drive the specificity of its activity (29-
31). Hence, it will be interesting to investigate whether ZIKV infection modifies VCP interactome,

which could reprogram its activity to delay virus-induced death signals.
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Given that VCP has already been shown to be involved in neuronal development and several
diseases of both peripheral and central nervous system (29-31, 37), this suggests that ZIKV
hijacks VCP functions to impair the differentiation of the infected neural progenitor cells and
hence, fetal brain development. This raises the hypothesis that VCP might potentially represent
a novel antiviral target to limit ZIKV neurovirulence. Interestingly, while most VCP inhibitors are
not suitable for treatments in mammals due to low bioavailability and high clearance, the ATP-
competitive inhibitor CB-5083 is effective in mice and is currently challenged in phase | clinical
trials for treatment of cancer (in which VCP activity is increased)(75-77). It will be relevant in future
studies to evaluate whether such VCP inhibitor alleviates ZIKV replication and congenital
neuropathogenesis in murine models. If CB-5083 protects against ZIKV in vivo, this drug might
be considered for a repurposing for anti-ZIKV therapeutic or prophylactic treatments. In the same
line of idea, it would be interesting to study the impact of familial pathological mutations of VCP
on the severity of ZIKV-caused symptoms. In the case of a putative correlation between these
two, it would be tantalizing to speculate that genetic polymorphisms in infected fetuses may help
to predict ZIKV neurovirulence as well as the appearance and the outcome of brain development

defects.
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3.9 MATERIALS AND METHODS

DNA cloning

To generate NS2B3 and NS4A/NS4B expression constructs, PCR was performed using as
template the ZIKV molecular clone pFL-ZIKV-WT containing the sequence of the 2010 FSS13025
Cambodian strain (39). Resulting amplified DNA fragments were inserted into the Ascl/Spel
cassette of pWPI lentiviral vector for the NS2B3 construct and and Ncol/Spel cassette of pTM1
plasmid (20) for the NS4A/NS4B constructs. This plasmid expresses a RNA of interest under the
control of the T7 RNA polymerase promoter (see below). In the absence of a cap and a poly-A
tail, ZIKV protein expression is driven by an internal ribosome entry site. Primers encoding the
HA tag sequence were used for PCR to insert the tag at the C terminus of NS4B (NS4B-HA) or

the N terminus of NS4A. Primers sequences are available upon request.
Cells, viruses and reagents

293T, VeroE6 and hepatocarcinoma Huh7.5 cells (a kind gift from Patrick Labonté) were all
cultured in DMEM (Thermo-Fisher) supplemented with 10% fetal bovine (Wisent), 1% non-

essential amino acids (Thermo-Fisher) and 1% penicillin-streptomycin (Thermo-Fisher).

Huh7.5-T7 cells were generated by transduction of Huh7.5 with lentiviruses expressing T7 RNA
polymerase and were cultured in the presence of 5 ug/ml blasticidin (Thermo-Fisher). This cell
line allows for cytoplasmic transcription of genes under the control of the T7 promoter, hence
avoiding a nuclear step which is detrimental for the expression of ZIKV proteins because of cryptic
splicing sites. Thus, this mimics normal protein expression from the viral genome. Huh7.5-
T7/NS2B-NS3 cells were generated as described before (17) by transduction of Huh7.5-T7 with
lentiviruses expressing ZIKV FSS13025 NS2B-NS3. Transduced cells were cultured in the

presence of 5 yg/mL blasticidin and 5 pg/mL puromycin.

ZIKV H/PF/2013 strain was provided by the European Virus Archive goes Global. Virus stocks
were generated by amplification in Vero cells following inoculation with an MOI of 0.01. ZIKV
FSS13025 Rluc-expressing reporter viruses (39, 78) were generated in VeroE6 cells following
electroporation of in vitro transcribed RNA genomes. Briefly, following plasmid linearization, in
vitro transcription was performed using the mMMESSAGE mMACHINE kit (Ambion) with T7
polymerase. RNAs were purified according to the manufacturer’s instructions. Next, subconfluent
VeroE6 cells were detached by trypsinization and collected in complete DMEM. The cells were
washed once in PBS and resuspended in cytomix buffer (120 mM KCI, 0.15 mM CaClz, 10 mM
potassium phosphate buffer pH 7.6, 256 mM HEPES pH 7.6, 2 mM EGTA, 5 mM MgCl; pH 7.6
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freshly supplemented with 2 mM ATP and 5 mM glutathione) at a density of 107 cells/mL. 10 ug
of in vitro-transcribed RNA were mixed with 400 pl of the cell suspension, transferred to an
electroporation cuvette (Bio-Rad; 0.4 cm gap width), and pulsed once with a Gene Pulser |l
system (Bio-Rad) at 975 uF and 270 V, typically resulting in time constants between 18 and 20
ms. Immediately after pulsing, the cells were transferred to prewarmed complete DMEM and
seeded in a 15 cm dish. The next day, the cell culture medium was replaced with complete DMEM.
Virus-containing cell culture supernatants were harvested once a day at 4, 5, 6 and 7
postelectroporation, filtered through a 0.45 pm syringe filter and supplemented with 10 mM
HEPES (pH7.5). Virus aliquots were stored at 80°C until use. Infectious titers were determined

by plaque assays.

NMS-873 was obtained from Sigma-Millipore. Mouse monoclonal anti-VCP (ab11433) was
purchased from Abcam. Rabbit anti-DENV NS4B (GTX124250; cross-reactive for ZIKV), rabbit
anti ZIKV NS4B (GTX133311), rabbit ZIKV NS3 (GTX133309) and mouse monoclonal anti-
DENV-NS3 (GTX629477; cross-reactive for ZIKV) were obtained from Genetex. Rat polyclonal
antibodies targeting DENV2 16681 NS3 which are cross-reactive with ZIKV NS3 were generated
at Medimabs, Montréal, Canada). Four Wistar rats were immunized with RRGRIGRNPKNENDQY
(residues 457-472) and REIPERSWNSGHEWYV (residues 337-351) NS3 KLH-coupled peptides
which were designed by Medimabs to maximize immunogenicity and minimize the generation of
nonspecific antibodies. Immunization was performed according to the regulation of the CCAC.
Rats were subjected to a first intraperitoneal injection with complete Freund's adjuvant followed
by three intraperitoneal injections with incomplete Freund's adjuvant. After a final intravenous
boost, rat sera were collected and pooled. Polyclonal antibodies were purified by immunogen

affinity.
Lentivirus production, titration and transduction

Knock-down of VCP was achieved through transduction with lentiviruses encoding distinct
shRNAs targeting VCP mRNA. For production of lentivirus stocks, sub-confluent 293T cells were
transfected with packaging plasmids pCMV-Gag-Pol and pMD2-VSV-G and shRNA-encoding
pLKO-puro TRCN0000004249 (shVCP #1) or TRCN0000413258 (shVCP #2)(Sigma-Millipore)
using 25 kD linear polyethylenimine (Polysciences Inc.). Two days post-transfection, lentivirus-
containing medium was collected and filtered. Lentiviruses were titrated by transducing HelL a cells
and subsequent treatment with 1 pg/ml puromycin. Five days later, cells were fixed and stained

with 1% crystal violet/10% ethanol for 15-30 minutes. Stained cells were rinsed with water,
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colonies were counted and titers calculated taking into account inoculum dilution. Transductions

were performed by using a MOI of 5 for Huh7.5 cells in the presence of 4 ug/mL polybrene
Luciferase assays

Huh7.5 cells were seeded in 12-well plates (200,000 cells per well) with 4 ug/mL polybrene and
with the different lentiviruses at a MOI of 5. One day later the medium was changed. 2 days post-
transduction, cells were infected with reporter virus ZIKV-R2A at an approximate MOI of 0.005. 2
days post-infection (4 days post-transduction), cells were collected in 200 pL lysis buffer (0.1%
Triton X-100, 25 mM glycylglycine [pH 7.8], 15 mM MgS04, 4 mM EGTA (pH 8), and 1 mM DTT).
For each well, 30 ul of the lysate were each mixed with 150 pl of assay buffer (25 mM glycylglycine
(pH 7.8), 15 mM MgS04, 4 mM EGTA (pH 8), 15 mM K2PO4 [pH 7.8]) with coelenterazine (1.43
MM final concentration)(Prolume). The luminescence was measured using a Spark® multimode

microplate reader (Tecan). The assay was performed in triplicate for each condition.
Cell viability assays

Cell viability was evaluated using MTT assays. Huh7.5 were plated in 96-well plates (7,500 cells
per well) with 4 ug/mL polybrene and with the different lentiviruses at MOI of 5. One day later the
medium was changed and after 4 days, 20 uL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) at 5 mg/mL was added in the medium for 1 to 4 hour at 37°C.
Medium was removed and 150 uL of 2% (v/v) of 0.1 M glycin in DMSO (pH 11) was added to
dissolve the MTT precipitates. Absorbance at 570 nm was read with Spark® multimode microplate

reader (Tecan) with the reference at 650 nm.
Plaque assays

2.10° VeroE® cells were seeded in 24-well plaques. The day after, cells were infected in duplicates
with 200 L virus samples that had been serially diluted 10" to 10° fold in complete DMEM. Two
hours post-infection, the media was removed and cells were cultured at 37°C with serum-free
MEM (Life Technologies) containing 1.5% carboxymethylcellulose (Sigma-Millipore). After 5 days,
cells were fixed during 2 hours in 2.5% formaldehyde. After several washes with tap water, cells
were stained with 1% crystal violet/10% ethanol for 15-30 minutes. Stained cells were gently
washed with tap water, plaques were counted and titers of infectious virus were calculated in
PFU/mL.

Transfection
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For co-immunoprecipitation assays, Huh7.5-T7 or Huh7.5-T7/ NS2B-NS3 cells were cultured in
10 cm petri dishes (2.10°¢ cells per petri dish) and transfected with 12 ug of DNA and 36 pl of
TransIT-LT1 Transfection Reagent (Mirus, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’'s
instructions. After 4 hours of transfection, the culture medium was changed. Cells were collected
18-20 hours post-transfection. When indicated, cells were treated with 10uM NMS-873 or DMSO
during 4 hours before collecting. For immunofluorescence studies, Huh7.5-T7 cells were cultured
on glass coverslips in a 24-well petri dishes (25,000 cells per well) and transfected with 0.5 ug of
pTM-based plasmid and, 1.5 ul TransIT-LT1 Transfection Reagent (Mirus, Madison, WI, USA)

according to the manufacturer’s instructions. Cells were treated exactly as described above.
Immunofluoresence-based confocal microscopy

Infected or transfected cells were grown on glass coverslips, washed twice with PBS, fixed with
4% paraformaldehyde in PBS, and permeabilized with PBS-0.2% Triton X-100 for 15 min. After 1
hour of blocking with PBS containing 5% bovine serum albumin (BSA) and 10% goat serum
(Thermo-Fisher), coverslips were incubated with primary antibodies for 2 hours at room
temperature in the dark. The cells were washed three times in PBS and incubated with Alexa
Fluor (488, 568 or 647)-conjugated secondary antibodies (Life Technologies) for 1 hour at room
temperature in the dark. The coverslips were subjected to three 15-minute washes with PBS, and
the nuclei were stained with 4’, 6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Life Technologies). After three
rapid final washes with PBS, the coverslips were mounted on slides with FluoromountG (Southern
Biotechnology Associates). The cells were examined, and images were acquired using a LSM780
confocal microscope (Carl Zeiss Microimaging) at the Confocal Microscopy Core Facility of the
INRS-Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie. Images were processed with the Fiji

software.
Co-immunoprecipitation assays

For anti-HA immunoprecipitation, transfected cells were washed twice in phosphate-buffered
saline (PBS), collected, and lysed during a 20 minutes on ice in a buffer containing 0.5% Dodecyl-
B-D-maltoside, 100 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 7.5), 50 mM NaF and EDTA-free protease
inhibitors (Roche). The lysates were centrifuged during 15 minutes at 13,000 rpm at 4°C and
supernatants were collected. Resulting cell extracts were incubated with 50 pl of a 50/50 slurry of
mouse monoclonal anti-HA coupled to agarose beads (Sigma-Aldrich) for 3 hours. The resin was
washed twice with lysis buffer and twice with 50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl.
Immunocomplexes were collected by a first elution with PBS-5% SDS, followed by a second

elution with PBS. The pooled eluates were precipitated overnight at -20°C by adding 4 volumes
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of acetone. The precipitated proteins were sedimented by centrifugation for 1 h at 13000 rpm.
The protein pellets were air-dried, dissolved in loading buffer, subjected to SDS PAGE and

western blot analysis.

For immunoprecipitation following infection, washed cells were lysed during 20 minutes on ice in
a buffer containing 50 mM Tris (pH 7.8-8), 150 mM NaCl, 0.5% NP40 and EDTA-free protease
inhibitors. The lysates were centrifuged during 15 minutes at 13,000 rpm at 4°C. Cell lysates were
incubated with the indicated antibodies over night at 4°C. Then, 50 pl of a 50/50 slurry of protein
G-Sepharose (Sigma-Aldrich) were added in the lysate. After a 1 hour incubation at 4°C, the resin
was washed 4 times with lysis buffer and the immunocomplexes were collected and precipitated

as indicated above.
Proximity ligation assays

Infected cells were grown on glass coverslips, washed twice with PBS, fixed with 4%
paraformaldehyde/PBS, and permeabilized with PBS-0.2% Triton X-100 during 20 min. Proximity
ligation assays were performed using the Duolink® PLA Kit (Sigma-Aldrich) according to the
manufacturer’s protocol. Briefly, cells were blocked in a humidity chamber for 1 hour at 37°C then
incubated with the primary antibodies for 2 hours at room temperature. Cells were washed twice
and incubated with PLUS and MINUS PLA probes in a humidity chamber for 1 hour at 37 °C. After
two additional washes cells were incubated in a humidity chamber with ligation solution for 30
minutes and then with the amplification solution for 100 minutes. After the final washes the
coverslips were prepared for imaging with the DAPI-containing Mounting Media and imaged with
a LSM780 confocal microscope (Carl Zeiss Microimaging). Image analysis and PLA dot counting

were performed with the Fiji software.
Transmission electron microscopy

Huh7.5 were grown on Lab-tech® chamber SlideTM (Thermo Fisher) and infected with ZIKV
H/PF/2013 at a MOI of 20. 48 hours later, cells were treated with either 20uM NMS-873 or 0.2%
DMSO. 48h post infection, samples were fixed overnight at 4°C in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M
sodium cacodylate buffer, pH 7.4, and washed three times with washing buffer. Samples were
postfixed with 1% aqueous OsO4 + 1.5% aqueous potassium ferrocyanide for 1 h and washed
three times with washing buffer. Specimens were dehydrated in a graded ethanol-dH20 series
until 70%, then block stained with 2% uranyl acetate in 70% ethanol for 1 hr. Samples were
washed twice with 70% ethanol followed by continued dehydration to 100% ethanol. The samples

were infiltrated with a graded Epon-ethanol series (1:1, 3:1), embedded in 100% Epon and
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polymerized in an oven at 60°C for 48 h. Ultrathin serial sections (90-100 nm thick) were prepared
from the polymerized blocks with a Diatome diamond knife using a Leica Microsystems EM UC7
ultramicrotome, transferred onto 200-mesh copper grids, and stained with 4% uranyl acetate for
6 min and Reynold's lead for 5 min. TEM grids were imaged with a FEI Tecnai G2 Spirit 120 kV
TEM equipped with a Gatan Ultrascan 4000 CCD Camera Model 895 (Gatan, Pleasanton, CA)
located at the McGill University Facility for Electron Microscopy Research. ZIKV CM analysis was

performed using the Fiji software.
Immunogold staining

Huh7.5 were grown on glass coverslips in 24 wells-plates and infected with ZIKV H/PH/2013 at a
MOI of 20. Forty-eight hours later, cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS and
permeabilized 0.05% saponin in PBS for 5 minutes at room temperature. After 2 washes with
PBS, cells were blocked with TBS containing 2% bovine serum albumin and 10% goat serum for
30 minutes at room temperature. Coverslips were then incubated with mouse anti-VCP or
(Abcam; ab11433) or in-house rat anti-NS3 antibodies in TBS-BSA 2% overnight at 4°C. Samples
were washed 3 times in TBS and incubated overnight at 4°C with goat anti-mouse secondary
antibody labeled with 10-nm gold particles (Abcam; ab27241) for the VCP samples or with the
goat anti-rat secondary antibody labeled with 12-nm gold particles (Abcam; ab105301) for the
NS3 samples (1:25 dilution). After 3 final washes in TBS, samples were fixed overnight at 4°C
with 2.5% glutaraldehyde in 0.05 M cacodylate (pH 7.4). Within 3 days, samples were processed
as described above (without the final uranyl acetate step) and visualized using a FEI Tecnai G2

Spirit Transmission Electron Microscope.
Flow cytometry assays

Huh7.5 cells were trypsinized and stained with the appropriate predetermined concentrations of
CellEvent caspase-3/7 green and the amine reactive viability dye LIVE/DEAD aqua fixable stain
(ThermoFisher) for 30 min in the dark at room temperature. After fixation with 2% formaldehyde
and permeabilization with 0.1% Triton X100, intracellular staining for NS3 using a rat polyclonal
anti-NS3 and detection with a goat anti-rat cross-adsorbed AlexaFluor 647-conjugated secondary
antibody were performed. Cells were fixed again in PBS containing 1% formaldehyde and stored
at 4 °C in the dark until FACS analysis (performed within 12 h). Data were acquired on a CytoFlex
instrument (Beckman Coulter) equipped for the detection of nine fluorescent parameters. Data
analysis was performed using FlowJo version 10.0 software. After setting of singlets, infected
Huh7.5 were defined as NS3+ cells and analyzed for active caspase-3/7 expression and plasma

membrane integrity.
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Ethics Statement

The rats used for the generation of antibodies were entirely handled by the company Medimabs
(Montréal, Canada) following the protocol #951 (entitled « Production d’anticorps monoclonaux
chez les rongeurs ») approved by the « Comité Institutionnel de Protection des Animaux » (CIPA,
translated as Institutional Committee for Animal protection) of the Université du Québec a
Montréal (UQAM). This animal care and use protocol strictly adhered to the guidelines and

regulations of the Canadian Council on Animal Care.
Statistical analysis

All Student t-tests were unpaires and two-tailed. *: p-value<0.5; **: p-value<0.01; ***: p-

value<0.001; NS: not significant.

61



3.10 ACKOWLEDGEMENTS

We thank Dr. Alessia Ruggieri (University of Heidelberg), Dr. Mirko Cortese (University of
Heidelberg), Dr. Pietro Scaturro (Technical University of Munich) and Dr. Karine Boulay
(University of Montreal) for technical advice and the critical reading of the manuscript. We are
grateful to Dr. Pei-Yong Shi and the World Reference Center for Emerging Viruses and
Arboviruses (WRCEVA) for providing the ZIKV reporter system, and Dr. Ralf Bartenschlager
(University of Heidelberg) for the T7 polymerase-expressing lentiviral construct and pTM
plasmids. We thank the European Virus Archive goes Global (EVAg)} and Dr. Xavier de
Lamballerie (Emergence des Pathologies Virales, Aix-Marseille University) for providing ZIKV
MR766 and H/PF/2013 original stocks. We are grateful to Dr Patrick Labonté (Institut National de
la Recherche Scientifique), Dr Tom Hobman (University of Alberta) and Dr Anil Kumar (University
of Alberta) for generously providing Huh7.5 and Vero E6 cells. We thank Jessy Tremblay at the
Centre Armand-Frappier Confocal Microscopy Facility for help and training during imaging,
Jeannie Mui at the McGill University Facility Facility for Electron Microscopy Research for sample
preparation and considerable assistance during imaging. We are thankful to Benoit Lacoste and
Pierre-André Scott at Medimabs (Montréal, Canada) for generating rat anti-NS3 antibodies. AA
is a recipient of a master's training fellowship from Fonds de la Recherche du Québec-Santé
(FRQS). NT is supported by a postdoctoral scholarship and LCC is receiving a research scholar
(Junior 2) salary support, both from FRQS. This research was supported by grants from Natural
Sciences and Engineering Research Council of Canada (NSERC; RGPIN-2016-05584), the
Canadian Institutes of Health Research (CIHR; PJT153020; 1CS154142), Fonds de la Recherche
du Québec-Nature et Technologies (FRQNT; 2018-NC-205593), Armand-Frappier Foundation
and Institut National de la Recherche Scientifique to LCC.

62



3.11 FIGURE LEGENDS

Figure 1. ZIKV NS4B interacts with VCP. (A) Huh7.5 cells were infected with ZIKV H/PF/2013
(MOI= 10) or left uninfected. 72 hours post-infection, cell extracts were prepared and subjected
to immunoprecipitation with mouse anti-VCP antibodies or mouse anti-HA antibodies as
specificity control. Resulting eluates and cell extracts were analyzed by western blotting using the
indicated antibodies. (B) Huh7.5 were infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=5), ZIKV MR766
(MOI=1) or left uninfected. 48 hours post-infection, cells were fixed, subjected to proximity ligation
assays (PLA) using ZIKV-cross-reactive rabbit anti-DENY NS4B and mouse anti-VCP antibodies
and analyzed using confocal microscopy. Infected cells were detected with rat anti-NS3
antibodies (green). (C) From two independent experiments, the amount of PLA puncta was
quantified for each condition including single antibody staining controls. Mean with standard error
to the mean (SEM) are also indicated as black lines. {D) Schematic representation of different
transfected EMCV IRES-driven ZIKV NS4B constructs used for the immunoprecipitation. The full
length polyprotein is shown as a reference. (E) Huh7.5-T7 cells were transfected with the
indicated constructs. 18 hours post-transfection, cell extracts were prepared and subjected to
immunoprecipitation with mouse anti-HA antibodies. Resulting eluates and cell extracts were

analyzed by western blotting using the indicated antibodies.

Figure 2: VCP regulates ZIKV replication. (A) Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses
expressing a non-targeting shRNA (shNT) or shRNAs targeting VCP mRNA (shVCP #1 and
shVCP #2). Transduced cells were selected with puromycin. 4 days post-transduction, VCP
expression was analyzed using western blotting. (B) Huh7.5 cells were transduced with the
lentiviruses of (A) (MOI=5). 4 days posttransduction, cell viability was assessed using MTT
assays (C) Schematic representation of the ZIKV reporter molecular clone (F8S13025-derived
strain). The Rluc gene was inserted upstream polyprotein sequence. The first amino acids of
capsid were introduced at the beginning of the coding sequence to maintain the 5' RNA structural
motifs that are required for replication. Between Rluc and polyprotein sequence, the FMDV 2A
processing sequence was introduced to allow cleavage between these two proteins post-
translationally. (D) Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses of (A) (MOI=5). 2 days post-
transduction, cells were infected with ZIKV-R2A (MOI=0.01). 2 day post-infection (4 days post-
transduction), Rluc assays were performed to measure viral replication. Mean and SEM were
calculated on 4 independent experiments. *** : p-value<0.001. (E) Huh?.5 cells were infected with
ZIKV H/PF/2013 at a MOl of 0.1 and treated 24 hours later with 50 nM of the VCP ATPase inhibitor

NMS-873. 48 hours post-infection (24 hour treatment), infectious viral titers were determined
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using plaque assays. In parallel the impact of the treatment with NMS-873 on cell viability on
uninfected cells was assessed using MTT assays. *** : p-value<0.001. NS: not significant. (F)
Huh7.5 cells were infected with ZIKV MR766, ZIKV H/PF/2013 (MOI=1) or left uninfected. 48 and
72 hours post-infection, cell extracts were prepared and the expression of the indicated proteins
was analyzed by westem blotting using the indicated antibodies. Anti-DENV NS3 antibodies that

are cross-reactive for ZIKV proteins were used.

Figure 3: ZIKV NS4B induces the redistribution of VCP into large cytoplasmic sfructures.
(A) Huh7.5 cells were infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=1) or left uninfected. 48 and 72 hours
post-infection, cells were fixed, labeled with anti-VCP and anti-NS4B antibodies and observed by
confocal microscopy. The right panel shows a magnification of an infected cell. (B) Huh7.5-T7
cells were transfected with the indicated constructs. 18 hours post-transfection, cells were fixed,
labeled with anti-VCP and anti-NS4B or anti-HA antibodies and observed by confocal microscopy.
The right panel shows a magnification of a transfected cell.

Figure 4: VCP and NS3 associate with ZIKV-induced convoluted membranes. Huh7.5 cells
were infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=20). 48 hours later, cells were fixed and labeled with
either anti-VCP (A) or NS3 (B} antibodies and then with gold-conjugated secondary antibodies.
Following preparation, embedding and ulfrathin sectioning, cells were imaged using transmission

electron microscopy. Arrows show gold-labeled proteins.

Figure 5: The inhibition of VCP ATPase activity alters ZIKV replication factories. (A) Huh7.5
cells were infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=20) or left uninfected. 48 hours post-infection, cells
were treated with either DMSO or 20 pM NMS-~873 during 4 hours before fixation. Cells were then
labeled with anti-ZIKV NS4B and anti-dsRNA antibodies and observed by confocal microscopy.
(B) Huh7.5 cells were treated as in {A) and processed for transmission electron microscopy.
Representative images for each condition are shown. From two independent experiments as in
(B)., the abundance (C) and size (D) of CMs were analyzed. Mean and SEMs were also
determined and are indicated as black lines.

Figure 6: ZIKV NS4B interacts with NS3. (A) Huh7.5 cells were infected with ZIKV H/PF/2013
{(MOI=20) or left uninfected. 72 hours post-infection, cell extracts were prepared and subjected to
immunoprecipitation with ZIKV-cross-reactive mouse anti-DENV NS3 antibodies or mouse anti-
HA antibodies as specificity control. Resulting eluates and cell extracts were analyzed by western
blotting using the indicated antibodies. {B) Cells were treated exactly as in (A) except that rabbit
anti-ZIKV NS4B-antibodies-or rabbit anti-HA-antibodies-were-used-for-the pull-down. * Non-
specific of immunoglobulin heavy chain. (C) Huh7.5 were infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=5),
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ZIKV MR766 (MOI=1) or left uninfected. 72 hours post-infection, cells were fixed, subjected to
PLA using ZIKV-cross-reactive rabbit anti-NS4B and mouse anti-NS3 antibodies and analyzed
using confocal microscopy. (D) From two independent experiments, the amount of PLA puncta
were quantified for each condition including those for the negative controls. Mean and SEMs were
also determined and are indicated as black lines. (E)} Huh7.5 cells were infected with ZIKV
H/PF/2013 (MOI=1) or left uninfected. 48 hours post-infection, cells were fixed, labeled with
mouse anti-NS3 and rabbit anti-NS4B antibodies and observed by confocal microscopy. The right

panel shows a magnification of an infected cell.

Figure 7: ZIKV NS3 and NS4B interact in the absence of other viral proteins. (A) Huh7.5-T7
cells were transduced with lentiviruses expressing either ZIKV NS2B-NS3 or DENV NS2B-NS3
and treated with puromycin. The resulting stable cell lines were analyzed for NS3 expression by
western blotting using anti-DENV NS3 (cross-reactive with ZIKV NS3) or anti-ZIKV-NS3
antibodies. (B) Huh7.5-T7 or Huh7.5-T7/ZIKV NS2B/3 cells were transfected with various N54B-
expressing plasmids. 18 hours later, NS3 and NS4B expression was analyzed by western blot
using the indicated antibodies. (C) Huh7.5-T7 cells that stably express ZIKV NS2B/3 were
transfected with the indicated constructs. 18 hours post-transfection, cell extracts were prepared
and subjected to inimunoprecipitation with mouse anti-HA antibodies. Resulting eluates and cell
extracts were analyzed by western blotting using the indicated antibodies.

Figure 8: VCP ATPase inhibition specifically decrease ZIKV NS3 expression in infected
cells. (A) Huh7.5-T7/NS2B3 cells transfected with the indicated constructs. 18 hours post-
transfection, cells were treated with either DMSO or 10 uM NMS-873 during 3 hours. Cell extracts
were then prepared and subjected to immunoprecipitation with mouse anti-HA antibodies.
Resulting eluates and cell extracts were analyzed by western blotting using the indicated
antibodies. (B) Huh7.5 cells were infected with ZIKV HIPF/2013 {MOI=1) or left uninfected. 48
hours post-infection, cells were treated with either DMSO or 10 uM NMS-873 during 4 hours
before fixation. Cells were then labeled with anti-ZIKV NS4B antibodies and observed by confocal
microscopy. (C) Huh7.5 cells were left uninfected or infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=1). 48
hours post-infection, cells were treated with either DMSO or 20 pM NMS-873 during 1 hour. Cell
extracts were then prepared and the expression of the indicaied proteins was analyzed by
western blotting using the indicated antibodies. (D) Quantification of the expression of ZIKV
proteins (normalized to actin levels) from (C). Error bars indicates SEM which were calculated

from 3 independent experiments. ***; p-value<0.001.
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Figure 9: VCP ATPase inhibition dampens ZIKV-dependent mitochondrial elongation.
Huh7.5 cells were infected with ZIKV H/PF/2013 (MCI=5; A) or left uninfected (B). 48 hours post-
infection, cells were treated with either DMSO or 20 uM NMS-873 during 4 hours before fixation.
Cells were then labeled with rabbit anti-ZIKYY NS4B, rat anti-NS3 and mouse anti-GRP75
antibodies. GRP75 is used as a marker of mitochondria. Viral protein distribution and
mitochondrial morphology were analyzed using confocal microscopy. (C} Quantification of the

mitochondria morphology phenotypes from (A) and (B).

Figure 10: VCP ATPase inhibition increases ZIKV-induced apoptosis. Huh7.5 cells were
infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=10) or left uninfected. 48 hours post-infection, cells were
treated with either DMSO or 20 pM NMS-873 during 4 hours. Cells were treated with LIVE/DEAD
reagent and the CellEvent caspase-3/7 green before labeling with anti-NS3 antibodies and
AlexaFluor secondary anti-rat antibodies. Fixed cells were then analyzed by flow cytometry. A
representative experiment is shown. (A) Analysis of the % of ZIKV-NS3 expressing celis. (B}
Active caspase 3/7 and dead cell quantification. For the ZIKV infection condition, the analysis was
performed on the NS3-positive cells. Actinomycin D treatment (2.5 uM, 24 hours) was performed
as a positive control of apoptosis induction. (C-D) Determination of the abundance of {C) NS3-
positive caspase 3/7+ dead cells and (D) total apoptotic infected cells compiled from 2

independent experiments.
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Figure 3-2 VCP regulates ZIKV replication
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Figure 3-3 ZIKV NS4B induces the redistribution of VCP into large cytoplasmic structures
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Figure 3-4 VCP and NS3 associate with ZIKV-induced convoluted membranes.
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Figure 3-5 The inhibition of VCP ATPase activity alters ZIKV replication factorie
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Figure 3-6 ZIKV NS4B interacts with NS3.
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Figure 3-7 ZIKV NS3 and NS4B inferact in the absence of other viral proteins.
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Figure 3-8 VCP ATPase inhibition specifically decrease ZIKV NS3 expression in infected cells
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Figure 3-9 VCP ATPase inhibition dampens ZIKV-dependent mitochondrial elongation
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Figure 3-10 VCP ATPase inhibition increases ZIKV-induced apoptosis
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4 DISCUSSION

Lors de leur réplication, les virus doivent utiliser et détourner de nombreux processus et facteurs
de la cellule héte pour compléter efficacement leur cycle. Ceci est souvent réalisé par
lintermediaire d'interactions physiques entre les protéines virales et les protéines de I'héte.

Nous avons identifié dans cette étude que 'ATPase cellulaire VCP/p97 est un facteur cellulaire
important pour la réplication du virus Zika et qu'elle interagit avec la protéine virale NS4B.

En effet, on observe une diminution de la réplication virale lorsque la fonction ATPase de VCP
est inhibée pharmacologiquement par le NMS-873 et également lorsque l'on diminue son
expression par ARNi (Figure 3-2). D’autres inhibiteurs de VCP tel que CB-5086 et Eerl ont
également été testés et montrent le méme phénotype (expériences effectuées par Aicha Aissatou
Sow, données non montrées) (Wang et al., 2010; Zhou et al.,, 2015). D'autres études ont
également identifi¢ VCP comme un facteur proviral lors de linfection par d’autres virus
(introduction section 1.9.3). Parmi ceux-ci, des virus de la famille des Flaviviridae comme le VHC
et méme des Flavivirus comme le VNO (Phongphaew et al., 2017; Yi et al., 2016).

Nous avons observeé une colocalisation de VCP et de NS4B au niveau des CM dans les cellules
infectées par le VZIK {(Figure 3-3 et Figure 3-4). Chez le VDEN, NS4B fait partie des protéines
non-structurales importantes pour la réplication de FARNv et fait partie intégrante des OR. Ceci
semble étre conservé chez le VZIK. De fagon intéressante, chez le VHC et le VCHIK, VCP
colocalise également avec des protéines non structurales importantes pour la réplication de
I'ARNv et qui font partie des OR lors de linfection. En effet, la protéine NS5A du VHC colocalise
et interagit avec VCP lors de linfection. NS5A est importante pour I'établissement des OR en plus
d’étre indispensable a la réplication virale (Romero-Brey et al., 2015; Yi and Yuan, 2017). Chez
le VCHIK, VCP se lie avec plusieurs protéines non-structurales importantes pour la réplication de
FARNv, nsP1, 2 et 3, qui sont responsables de la mise en place des sphérules, OR dérivés de la
membrane plasmique cellulaire {Carissimo et al., 2019; Silva and Dermody, 2017}. L'implication
de VCP au niveau des OR pourrait donc étre un mécanisme conservé,

Nous avons démontré dans notre étude que la fonction ATPase de VCP est importante pour la
stabilité ou la morphogenése des CM induites par le VZIK. En effet, un fraitement avec le NMS-
873 entraine une diminution de [a taille et du nombre des CM induites par le VZIK (Figure 3-5).

VCP est une chaperonne importante dans la protéostasie cellulaire et dans le « contrdle qualité »
des protéines. D'autres chaperonnes partageant les mémes fonctions sont également
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nécessaires pour la réplication du VZIK telles que Hsp70, GRP94 ou Hrd1 suggérant l'importance
de ces facteurs lors de linfection (Rothan et al., 2019; Ruan et al., 2019; Taguwa et al., 2019).
De plus, Taguwa et al. ont montré que Hsp70, est aussi importante dans I'établissement des
complexes de réplication et qu'elle se localise dans les compartiments induits par le virus, dont
des structures NS3-positives réminiscentes des CM. Cependant, Hsp70 semble aussi nécessaire
a d'aufres étapes du cycle de réplication comme I'entrée ou I'assemblage de la capside (Taguwa
etal., 2019).

Ainsgi, bien gue nos données montrent limportance de VCP pour les CM, nous ne pouvons exclure
une implication dans d’autres étapes du cycle telles que I'entrée comme c'est le cas pour le VNO
(Phongphaew et al., 2017). |l serait donc intéressant de voir les effets d'un fraitement avec les
NMS-873 sur les différentes étapes du cycle de réplication du VZIK. Par exemple, pour examiner
si VCP est importante pour I'entrée et la réplication de 'ARNv, un traitement avec le NMS-873
pourrait étre effectué lors de [l'utilisation de particules trans-complémentées. Ces particules
infectieuses contiennent un réplicon sous-génomique rapporteur (codant pour une Renilla
luciferase). Elles peuvent étre produites par électroporation du réplicon couplée a une
transduction de 2 lentivirus codant pour la protéine de capside et pour prM/E (Scaturro et al.,
2014). Ces particules sont capables d’infecter les cellules mais sont incapables de se propager
en culture cellulaire car le réplicon sous-génomique ne code pas pour les protéines structurales.
Ainsi, ce systéme ne supporte qu’un cycle d'infection et I'effet du NMS-873 pourrait étre analysé
par essai luciférase. L'effet de l'inhibition de VCP sur les étapes de réplication et de traduction de
YARNv uniquement pourrait étre étudié en électroporant directement le réplicon sous-génomique
rapporteur dans les cellules. La traducticn pourrait étre étudiée avec le réplicon sous-génomigque
rapporteur non-réplicatif (mutation GNN dans NS5 générant une polymérase non-fonctionnelle
éliminant l'étape de réplication de FARNv) en effectuant les essais luciférase 4h aprés
I'électroporation et le traitement au NMS-873. Pour tester limportance de VCP dans la production
des particules virales infectieuses, les cellules pourraient étre infectées assez longtemps pour
permettre aux cellules d'accumuler un pool significatif a la fois d'ARNv et de protéines virales
(environ 24 a 36h). Par la suite elles pourraient &tre récoltées et rincées pour éliminer les virions
pré-existants puis le NMS-873 pourrait étre ajouté. Les niveaux d'ARNv, de protéines de virions
et de titres infectieux pourraient ensuite étre étudiés aprés le traitement (par qRT-PCR et essais

de plaques par exemple).

Comme mentionné plus {6, plusieurs protéines cellulaires impliquées dans le «contrble-qualité»
des protéines et dans la protéostasie sont importantes pour la réplication du VZIK. En accord
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avec cela, une récente étude protéomique orthogonale a moniré que NS4B interagit avec ce type
de protéine tel que STT3B, SQSTM1 (p62) ou EMC {Lin et al., 2019; Scaturro et al., 2018). Ceci
suggeére que la manipulation de ces mécanismes par le VZIK implique probablement NS4B.

Compte tenu de l'architecture trés complexe des OR induites par les virus @ ARNsb+ et de leur
petit génome, les altérations membranaires sont induites par I'action concertée de facteurs viraux
et cellulaires. En principe, la courbure de la membrane peut étre atteinte par des altérations
locales dans la composition des lipides membranaires ; ou par des interactions asymétriques des
protéines avec les membranes. Ceci comprend l'échafaudage de la membrane par des protéines
en périphérie, linsertion de protéines asymétriques ou de complexes protéiques dans la
membrane, l'insertion d'hélices amphipathiques dans la bicouche lipidique ou les interactions de
la membrane avec le cytosquelette (Figure 4-1; Paul and Bartenschlager, 2013).
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Figure 4-1 Mécanismes de courbure et modifications des membranes

Mécanismes possiblement responsables de l'induction de la courbure de la membrane dans la formation des
OR des virus 4 ARNsbk+ (Paul and Bartenschlager, 2013)

La protéine NS4B des Flavivirus pourrait étre impliquée dans plusieurs de ces processus
notamment grdce a sa structure intégralement membranaire permettant la courbure des
membranes et via ses interactions avec des protéines cellulaires et virales comme NS1, NS3 et
NS4A (Chatel-Chaix et al., 2015; Plaszczyca et al., 2019; Zou et al., 2015).

Plusieurs études soulévent surtout I'importance de NS4A dans le remodelage membranaire induit
par les Flavivirus. En effet, 'expression de NS4A du VDEN et du VYNO semble suffire & induire
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les CM (Miller et al., 2007; Roosendaal et al., 2006). Cependant ce mécanisme est trés inefficace
et les structures paraissent tout de méme différentes de celles observées lors de linfection. Ainsi
d’autres facteurs viraux semblent étre nécessaires. De plus, il se pourrait que la maturation de la
forme NS4A-2K-NS4B soit importante pour le réarrangement membranaire. Cependant, il est
suggéré que ces mécanismes différent entre les membres des Flavivirus et il serait intéressant
d’étudier plus en profondeur cela dans le contexte d'infection par le VZIK. 1l se pourrait également
gue NS4B permette une potentialisation de I'activité de remodelage membranaire de NS4A (Miller
et al., 2007; Roosendaal et al., 2006).

D’autres études montrent limportance de facteurs cellulaires dans le remodelage membranaire.
Par exemple la protéine de I'héte réticulon 3.1A est nécessaire a la réplication des Flavivirus et
est impliguée dans le remodelage des membranes induit par ces virus (Aktepe et al., 2017). La
famille des protéines du réticulon (RTN) est un grand groupe de protéines associees a la
membrane qui sont importantes pour le maintien de I'architecture du RE (Voeltz st al., 2006). Il
s'avére gue dans le cas du VNO, c’est NS4A qui interagit avec RTN3.1A pour promouvoir sa
fonction (Aktepe et al., 2017). De fagon intéressants, une étude protéomique a montré quune
des protéines de la méme famille, le RTN4 est un substrat spécifique de VCP (Heidelberger et
al., 2018). Il est donc possible que l'implication de VCP dans la formation ou le maintien des CM
sbit li& & un facteur cellulaire permettant la courbure des membranes.

Cependant il est aussi possible que VCP agisse directement sur des facteurs viraux importants
pour le remodelage membranaire. Il a récemment &té montré gue I'établissement adéquat des
différents passages transmembranaires de NS4A et de NS4B dans la membrane du RE nécessite
le complexe de protéines membranaires du RE (EMC). Ce complexe est donc indispensable a la
réplication ainsi qu'a I'expression de la bonne forme de NS4A et NS4B, en permettant leur
insertion membranaire adéquate (Lin et al., 2019; Ngo et al., 2019). Considérant le role de
chaperonne de VCP ainsi que son interaction avec NS4B nous pouvons spéculer que VCP
pourrait agir de fagon similaire sur NS4B du VZIK. La topologie membranaire de NS4A et de
NS4B semble donc étre importante & la mise en place des OR et ceci pourrait expliquer la
perturbation des CM lors du traitement avec le NMS-873. |l serait intéressant d'étudier dans un
premier temps s'il existe une relation entre VCP et NS4A du VZIK et par la suite d’étudier la
topologie membranaire de ces deux protéines lorsque VCP est inhibée (avec le NMS-873) ou
encore lorsque VCP présente des mutations pathologiques familiales impliquées dans
'IBMPFD/ALS {voir introduction section 1.9.2). Il faut cependant savoir que les topologies
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membranaires exactes de NS4B et de NS4A du VZIK ne sont pas encore connues 3 l'inverse de
celles des protéines du VDEN (Miller et al., 2006, 2007).

Il serait intéressant d'analyser Iimpact des mutations pathologiques familiales de VCP sur
d'autres aspecis de l'infection par le VZIK. Les mutations identifiées peuvent entrainer différents
changements dans la fonction ATPase de VCP. En effet, certains mutants présentent une activité
ATPase accrue et des défauts mitochondriaux (telles que R155H ou AZ32E). D’autre part, un
mutant dominant négatif E305Q/ES78Q identifié par génie génétique montre une perte de
fonction de VCP en altérant son activitt ATPase (Gitcho et al., 2009; Meyer and Weihi, 2014;
Tresse et al., 2010). L'étude des effets de ces mutants sur les niveaux de réplication du VZIK,
sur l'interaction avec NS4B ainsi gque sur la formation des OR et plus particuliérement des CM,
permettrait de mieux comprendre cette fonction lors de l'infection par le VZIK.

Nos analyses par immunomarquages couplés a l'or {Figure 3-4 et Figure 4-2) ne nous ont pas
permis de détecter VCP au sein ou a proximité des PV. De plus, il nous était impossible d'effectuer
des quantifications concarnant les PV lors de notre traitement au NMS-873 (Figure 3-5} car nous
n‘avons pas été capables d’en observer dans ces conditions. Il faut savoir que lors du traitement
au DMSO, leur occurrence étaient déja trés faibles. Ainsi nous ne pouvons pas exclure
Fimplication de VCP dans les PV. Des changements concernant I'approche méthodologique
pourraient permetire d'obtenir de plus amples informations. En effet, avant d'effectuer
limmunomarquage couplé a l'or nous avons di perméabiliser les membranes pour rendre nos
épitopes accessibles aux anticorps. Nous avons testé plusieurs concentrations de détergent
(saponine)} pour utiliser celle oll les cellules seraient assez perméabilisées pour permettre le
passage des anticorps sans que les CM ne soient dénaturées. D’'une part, il est possible que les
seuils de dénaturation des CM et des PV ne soient pas les mémes et d'autre part il est possible
gue les anticorps n‘aient pas eu accés a lintérieur des CM. Cette derniére raison pourrait
expliquer pourquoi nous n'avons pas été capables d’observer nos différentes protéines (VCP,
NS3 et NS4B) au sein méme des CM mais plutét a leur surface (Figure 3-4 et Figure 4-2).
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Figure 4-2 Association de N54B avec les CM

Image de microscopie électronigque de cellules Huh7.5 infectées avec le VZIK H/IPF/2013 {MOI=20). 48 h plus
tard, les cellules ont été fixées et sujettes a 'immunomarquage de NS4B couplé A des billes d’or puis préparées
pour 'analyse en microscopie électronique & transmission {méthodologle section 3.9).

NS4B était la proteine la plus difficile & observer avec cette technique probablement di au fait
gu'elle est entiérement membranaire, limitant encore plus l'accessibilité des épitopes par les
anticorps (Figure 4-2). En effet, chez le VDEN, NS3 et NS4B se retrouvent dans les CM (Chatei-
Chaix et al., 2016; Welsch et al., 2009). Pour contourner ces problémes, l'immunomarquage
pourrait étre effectué sur des cryo-sections plutét que sur des cellules perméabilisées. Ceci
permettrait de voir si l'implication de VCP est généralisée aux remodelages membranaires induits
par le VZIK ou si cela est spécifique aux CM.

Nous avons aussi montré qu'en immunofluorescence NS3 et NS4B se colocalisent au niveau de
structures correspondant probablement a des CM (Figure 3-3). Nos images des
immunomarquages couplés a I'or montrent que NS3 et NS4B sont retrouvées en surface de ces
structures mais il est fort probable que ces deux protéines se trouvent au sein des CM (voir
probléme de méthodologie mentionné plus haut). Nous avons également vu que ces protéines
interagissent. || serait intéressant de voir si cette interaction est également indispensable a la
réplication du VZIK et si les résidus ultraconservés parmi les Flavivirus de la boucle cytosolique
comme Q134, R136, G140, M140 (Q136, R138, G142 et M142 chez le VZIK) sont aussi
importants pour Finteraction (voir introduction section 1.8.1; Chatel-Chaix et al., 2015). Nos
résultats préliminaires nous montrent que les mutations Q136A, M144A et R138A semblent

perturber I'association avec NS3 (Figure 4-3).
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Figure 4-3 Interaction NS4B/NS3 : mutants NS4B

Des cellules Huh7.5-T7 qui expriment de maniére stable NS2B3 du VZIK ont été transfectées avec les
constructions indiquées. 18 heures apreés la transfection, des extraits cellulaires ont été préparés et soumis a
une immunoprécipitation avec des anticorps anti-HA de souris. Les éluats obtenus et les lysats cellulaires ont
été analysé par western blot en utilisant les anticorps indiqués (méthodologie section 3.9).

L'utilisation de virus rapporteurs comportant les différentes mutations dans NS4B pourrait nous

permettre d'établir 'importance de cette interaction sur la réplication virale.

De plus, il semblerait que la fonction ATPase de VCP ne soit pas importante pour l'interaction
NS3/NS4B (Figure 3-8). En effet, le ratio de NS3/NS4B immunoprecipité ne semble pas changer
lors du traitement avec le NMS-873 (Figure 4-4).

2.0 ns

Ratio NS3/NS4B

(o] A
<l k)
0‘@'

Figure 4-4 Quantification ratio NS3/NS4B

Quantification du ratio de NS3 immunoprecipité sur NS4B immunoprecipité (la Figure 3-8 A de I'article est
associée). Les barres d'erreur indiquent les SEM qui ont été calculées a partir de 4 expériences indépendantes.
ns: non-significatif. P-value >0.1.
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La boucle cytosolique étant la seule portion cytosolique de NS4B il serait intéressant de
déterminer si cette portion est aussi importante pour linteraction avec VCP. Nos résultats
préliminaires montrent que les mutations affectants linteraction avec NS3 (Q136, M144 et
R138A) ne semblent pas affecter l'interaction avec VCP (données non montrées). Ainsi les
déterminants de Finteraction semblent étre différents et il ne semble pas y avoir de compétition
entre NS3 et VCP pour linteraction avec NS4B. Des études futures devront identifier les
déterminants importants pour I'interaction VCP/NS4B chez le VZIK.

Il est possible que l'importance de VCP au niveau des CM soit en lien avec ses rdles dans les
mécanismes cellulaires de réponse au stress du RE comme la réponse UPR, le phénoméne
d’ERAD ou encore l'autophagie. En effet, VCP est une protéine au coeur de ces mécanismes par
son rdle de chaperonne, de ségrégase et de son implication dans le ciblage des protéines a la
dégradation par le protéasome (Van den Boom and Meyer, 2018).

De fagon intéressante, plusieurs études ont démontré que les Flavivirus modulent ces
mécanismes pour faciliter leur réplication (Heaton and Randall, 2010; Kanlaya et al., 2010; Yu et
al., 2006). La réplication des Flavivirus se fait en trés proche association avec le RE qui fournit
les éléments essentiels tels que des protéines et des lipides en plus de servir de plateforme pour
différentes étapes du cycle comme la traduction et maturation de la polyprotéine, la réplication de
FARNv ou encore I'encapsidation (introduction section 1.4).

Lors de l'infection, les changements métaboliques et 'abondance des protéines virales entrainent
une accumulation de protéines incorrectement repliées st induisent le stress du RE. L'une des
réponses pour remédier & ce stress est 'UPR. Ce mécanisme permet l'induction de différentes
voies de signalisation ayant pour but de retablir 'homéostasie. Pour cela, I'arrét de la machinerie
de traduction, l'augmentation de la dégradation des protéines mal repliées ou encore
I'augmentation de la production des chaperonnes impliquées dans le repliement des protéines
peuvent étre induits. L.e mécanisme ERAD est la dégradation des protéines du RE et implique les
acteurs responsables de leur extraction jusgu’a leur transport au niveau du protéasome. |l peut
étre activé par 'UPR. Si le retour & 'homéostasie ne se fait pas dans un certain laps de temps ou
si la perturbation se prolonge, TUPR peut entrainer le déclenchement de voies menant a la mort
cellulaire par apoptose (Hampton, 2000).

Ainsi, les mécanismes de FUPR et de ITERAD sont manipulés par les Flavivirus pour, dans une
certaine mesure, empécher l'induction prématurée de la mort de la cellule par apoptose et ceci
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supposément pour leur laisser le temps de se répliquer. Plusieurs études montrent que les
Flavivirus induisent 'UPR au début de linfection par différents procédés. Par exemple, la
protéase virale NS2B3 du VDEN participerait a I'épissage de XBP1 (Yu et al., 2006). De plus,
l'infection de fibroblastes d’embryons de souris déficientes pour certaines voies de 'lUPR comme
PERK ou IRE1 montre une diminution de la réplication virale confirmant la nécessité de ce
mécanisme dans la réplication du VDEN (Pefia and Harris, 2011).

Le VNO est capable d'activer 'UPR et cela entraine une production des chaperonnes et une
induction de biogenése membranaire profitant la réplication virale. Cette étude montre aussi
gu’une induction trop longue de 'UPR entraine la mort celiulaire par apoptose (Medigeshi et al.,
2007). Nos résultats montrent que VCP est relocalisée au niveau des CM et sa quantité ne semble
pas changer lors de l'infection par le VZIK (Figure 3-2 et Figure 3-4). De plus, les CM sont des
structures imposantes, riches en protéines virales et cellulaires et leur établissement implique
probablement de nombreuses chaperonnes cellulaires comme VCP. Considérant cela, il est
possible que VCP, par son interaction avec NS4B, soit retenue au niveau des OR pour permettre
de maximiser son réle au sein des CM ol la quantité de protéines incorrectement repliées est
probablement trés grande. Cela permettrait une réponse plus rapide et empécherait donc une
activation précoce de 'apoptose. Cette hypothése est socutenue par nos résultats montrant une
augmentation de Finduction d'apoptose associée a linfection par le VZIK lorsgue VCP est inhibée
par le NMS-873 (Figure 3-10). VCP serait donc un facteur proviral utilisé par Ie'virus pour retarder
l'apoptose et ce possiblement pour avoir plus de temps pour se répliquer.

Paradoxalement, linfection dans le cortex cérébral humain par le VZIK entraine une forte
induction de 'UPR et cela méne & de 'apoptose prématurée. Cette étude montre aussi gue
linhibition pharmacologique de I'UPR réduit l'incidence de la microcéphalie dans un modéle de
souris (Gladwyn-Ng et al., 2018). D’autres Flavivirus neurotropes induisent aussi 'UPR entrainant
une augmentation d'apoptose prématurée dans les neurones (Su et al., 2002). Ainsi, I'équilibre
entre l'effet anti- et pro- apoptotique de F'UPR peut dépendre de différents facteurs tels que le
type cellulaire ou le moment de l'infection. Il se peut que les Flavivirus aient évolué pour pouvoir
induire F'UPR au début de l'infection pour répondre au stress du RE en inhibant 'apoptose puis
de déclencher Fapoptose en fin de réplication comme stratégie de propagation au sein du
systeéme nerveux. De fagon trés intéressante, NS4B semble étre la protéine capable de moduler
les effecteurs de 'UPR chez le VDEN et elle est suspectée &fre la protéine qui permet d'équilibrer
les fonctions pro- et anti- apoptotiques de 'UPR induites par le virus (Septlveda-Salinas and
Ramos-Castafieda, 2017).

90



Ainsi le VZIK semble étre capable d'inhiber I'apoptose par différentes stratégies et les protéines
non-structurales semblent étre importantes pour ce phénoméne. Par exemple, certaines d'entre-
elles, y compris NS4B, inhibent l'induction de I'IFN entrainant une réduction de la mort par
apoptose induite par le virus (Wu et al., 2017). Un des mécanismes d'inhibition de I'lFN serait
I'élongation mitochondriale. Il a été montré que NS4B est la protéine responsable de I'élongation
mitochondriale chez le VDEN en inhibant [a phosphorylation activatrice de DRP1, responsable
de la fission des mitochondries. Ce mécanisme entraine une atténuation de l'immunité innée
induite par RIG-I. Dans la méme étude, un lien physique entre les CM et les mitochondries avait
été établi. De plus, la modulation de la morphologie mitochondriale montrait un impact sur la
morphodynamique des CM {Chatel-Chaix et al., 2016). Dans notre étude, nous montrons que
VCP semble également importante pour la morphoiogie des mitochondries car nous avons
observé que son inhibition avec les NMS-873 entraine une perte de I'élongation mitochondriale
induite par le VZIK. Cependant il reste a déterminer si l'inhibition de VCP perturbe la morphologie
des mitochondries et c'est cela qui perturbe les CM ou si la perturbation des CM entraine une
perfurbation des mitochondries. Pour tester cela, des cellules ol la morphologie des
mitochondries est contrélée (knockdown de DRP1 ou de MFN2 par exemple), pourraient étre
infectées et traitées avec le NMS-873. En effet, MFN2 est une protéine résidente des
mitochondries qui se localisent sur leur membrane externe et favorisent leur fusion. DRP1 est
principalement cytosolique et est transféré aux mitochondries pour médier leur fragmentation via
son activité liée a la dynamine (Chan, 2012). Cet équilibre fusion/fission peut étre influencé en
modulant I'expression de ces facteurs. En effet, le knockdown de DRP1 stimule I'élongation des
mitochondries, tandis que le knockdown de MFN2 favorise leur fragmentation (Chatel-Chaix et
al., 2016). Suite au traitement avec le NMS-873 dans ces cellules, les CM pourraient éfre
analysées en microscopie électronique.

Il faut savoir que VCP est aussi impliquée dans le mécanisme de dégradation associé aux
mitochondries (MAD) et dans la mitophagie (autophagie des mitochondries). Elle est responsable
d’extraire et d’envoyer a la dégradation des protéines associées aux membranes mitochondriales
telles que les protéines de la famille des Mitofusines (MFN 1 et 2) qui sont impliquées dans la
fusion des mitochondries. De plus, la Mitofusine 2 (MFN 2) est aussi impliquée dans l'interface
RE/mitochondries et sa degradation entraine une fragmentation mitochondriale et permet
notamment de faciliter leur élimination par le processus autophagique (MclLelland et al., 2018).
La fission des mitochondries (dépendante de DRP1) est un phénoméne stimulant 'apoptose en
facilitant I'oligomérisation de BAX (Montessuit et al., 2010).
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Considérant limportance de [I'élongation des mitochondries ainsi que de [linterface
RE/mitochondries lors de linfection par le VDEN, nous pouvons émettre 'hypothése que VCP
seralt séquestré au niveau des CM pour empécher Félimination des facteurs menant a la
fragmentation mitochondriale tels que MFN2 et que ceci empécherait I'induction de l'apoptose. |l
serait intéressant d'étudier le lien entre la morphologie des mitochondries et Finduction de
Fapoptose dans le contexte de l'infection par le VZIK. De plus, le modéle cellulaire que nous
avons utilisé dans notre étude (cellules d’hépatocarcinome Huh7.5) ne présente pas de réponse
immunitaire dépendante de RIG-I (Sumpter et al., 2005). Ainsi, I'implication de cette voie dans
linduction de l'apoptose peut étre exclue (Figure 3-10).

La spécificité d'action de VCP dans la protéostasie cellulaire est conférée par ses partenaires
protéiques. Ses co-facteurs permetient par exemple, le ciblage spécifique de certaines protéines
a la dégradation (Van den Boom and Meyer, 2018). Afin de mieux caractériser Fimplication de
VCP lors de l'infection par le VZIK il serait intéressant d'étudier son interactome. Connaitre la
nature de ses substrats et de ses co-facteurs lors de l'infection permettrait d’avoir une idée plus
précise sur son implication. Par la suite des analyses de son protéome lors d'un traitement avec
un inhibiteur de sa fonction ATPase comme le NMS-873 pourrait donner plus d'informations
concernant les substrats importants lors de l'infection par le VZIK.

Notre eétude permet d’appuyer le modéle dans lequel les CM tamponneraient des mécanismes
défavorables a la réplication virale. En effet cette structure permet d'atténuer des voies de
Fimmunité innée en altérant les MAMs ou en séquestrant des facteurs des voies de signalisations
antivirales comme STING (Chatel-Chaix et al.,, 2016; Yu et al., 2012; Chatel-Chaix et
Bartenschlager non publié). Nos données suggerent que l'induction de 'apoptose pourrait aussi
étre un mécanisme atténué par les CM et que 'ATPase cellulaire VCP est importante dans ce

processus.

Finalement, nous avons vu dans cette étude que linhibiteur de la fonction ATPase de VCP, le
NMS-873, posséde une activité antivirale lors de 'infection par le VZIK. Considérant I'importance
de VCP dans le développement neuronal, il est tentant de spéculer que ce facteur serait détourné
par le virus et que cela pourrait &tre impliqué dans la microcéphalie induite par l'infection. Pour
tester cette hypothése, il serait 'pertinent dans un premier temps d'étudier le développement du
cerveau par la croissance de neurosphéres lors d'un traitement avec le NMS-873. En effet les
CNP fostales pourraient étre infectées et traitées avec l'inhibiteur, puis les tailles des organoides
obtenues pourraient étre mesurées et comparées. Nous nous attendons a voir une altération de
[a neurogenése moins importante lors du traitement. Des modeéles murins pourrait également étre
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utilisés pour étudier I'effet des inhibiteurs de VCP lors de linfection par le VZIK en regardant la
léthalité (Lazear et al., 2016; Shan et al., 2016) ou la transmission verticale et 'induction de la
microcéphalie (Cugola &t al., 2016).

De plus, siles études des mutations pathologiques familiales sur la réplication du VZIK montrent
des effets intéressants, cela voudrait dire que les polymorphismes de VCP pourraient étre
indicatifs de la gravité des symptémes induits par le virus. Pour tester cela il serait également
intéressant d’analyser ces différentes mutations dans un contexte de neurogenése. L'étude des
polymorphismes non-pathogéniques de VCP pourrait également étre intéressante.

Il faut savoir que le NMS-873 ainsi que d'autres inhibiteurs de VCP sont bien tolérés chez la
souris ce qui en fait des inhibiteurs attrayants pour des thérapies anti-flavivirales (Anderson et al.,
2015). Parmi ceux-ci, le CB-5083 a méme atteint le stade d'étude clinigue de phase | dans le
contexte de cancer (Le Moigne et al., 2017). Il serait intéressant de voir si ce type d’inhibiteur
pourrait permettre de traiter les infections induites par le VZIK ou s'll pourrait prévenir la
transmission verticale responsable des microcéphalies.
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5 CONCLUSION

Pour conclure nous avons vu dans cette étude que I'ATPase cellulaire VCP est importante pour
la réplication du virus Zika. Nous avons vu qu'elle est relocalisée aux CM lors de linfection et
gu’elle interagit avec NS4B, protéine résidente des CM. Nous avons aussi vu que NS3 et NS4B
interagissent et qu’elles se retrouve au niveau des CM. VCP semble importante pour la biogenese
ou le maintien des CM car son inhibition par le NMS-873 entraine une diminution de leur taille et
de leur nombre. De plus, VCP semble importante pour I'élongation mitochondriale et pour limiter

I'induction de I'apoptose lors de l'infection (Voir schéma modéles Figure 5-1).

NMS-873

. Taille

Nombre

Apoptose

Figure 5-1 Modéles récapitulatifs

Le premier modéle (2 gauche) récapitule les effets possibles de VCP lors de l'infection par le VZIK. VCP
interagit avec NS4B et est relocalisée aux CM lors de P'infection. VCP semble importante pour la biogenése ou
le maintien des CM et elle semble importante pour I'élongation mitochondriale induite par le virus. Finalement
VCP permet de retarder I'apoptose induite par le VZIK.

Le deuxiéme modéle (A droite) récapitule les effets du NMS-873 lors de I'infection par le VZIK. Le traitement
avec le NMS-873 entraine une diminution de la taille et du nombre des CM induites par le virus. Le NMS-873
entraine également une inhibition de I’élongation mitochondriale et augmente I’apoptose induites par le VZIK.

Nos résultats semblent appuyer I'hypothése dans laquelle les CM tamponneraient des
mécanismes défavorables a la réplication virale, ici I'induction de I'apoptose. Cette hypothése

nécessite toutefois une étude plus approfondie afin d'étre confirmée.
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Les études in vivo permettront d'évaluer le potentiel thérapeutigue des inhibiteurs de VCP sur
Finfection par le VZIK et plus particuliérement sur 'induction des microcéphalies congénitales.
Considérant que certains de ces inhibiteurs sont déja testés en stade clinique pour le cancer, une

approche de réorientation de traitement pourrait &tre envisagée.
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