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"Men of science have made abundant mistakes of every kind; their
knowledge has improved only because of their gradual abandonment of

ancient errors, poor approximations, and premature conclusions."”

George Sarton
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RESUME

Les coronavirus humain sont des virus respiratoires opportunistes infectant les voies
respiratoires supérieures, et la souche OC43 (HCoV-OC43) est capalbdysémed’ att ei

nerveux central (SNC), infectant préférentiellement les neurones, et provoquant des maladies

neurol ogiqgues chez |l a souris. La protéine d’ envel
un important facteur de virulence, assurant de multiples r 61 es dur ant l i nfecti
mor phogénese, | " assemblage, | a production de part
Ces rdles ont été associés a |l a présence d’un don
i oni gues, ai n s i eragtion paotéigue. Cepertddntfcesdiomainesn’ ont | amai s é

étudi és en context,e adé igqiieceson| dobjSACti i de det |
recombinant s, nous avons démontré gu’une protéin
production et une propagation virale efficace en cellules épithéliales, neuronales, ainsi que dans

Il e SNC de souri s, et g a heearbphtleologies En medffianeded acides | e pou
ami nés aux positions i mportantes du dtrddnne tr a

protéigue nous avons démontré que ces domaines modulent la production virale lors de

|l i nfection, ainsi gue | e dé veplésemantedone urie ciblee | a n
thérapeutique d’ intérét pour | a prévention de mal
Mots-clés : HCoV-OC4 3, Coronavirus, Protein d’' enveloppe

PBM, Production virale, Pathogénése
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ABSTRACT

Human coronaviruses are opportunistic respiratory viruses infecting the upper respiratory
tract, and the OC43 strain (HCoV-OC43) is capable of invading the central nervous system (CNS),
preferentially infecting neurons, and causing neurological diseases in mice. Coronavirus envelope
protein (E) is recognized as an important virulence factor, ensuring multiple roles during infection,
such as morphogenesis, assembly, infectious particle production and pathogenesis. These roles
have been associated to the presence of a transmembrane domain that can form ion channels,
as well as a protein-protein interaction motif. However, these domains have never been studied
in the context of CNS infection, which is this study objective. Using recombinant viruses, we have
demonstrated that the E protein is an essential factor for efficient viral production and propagation
in epithelial cells, neurons, as well as in the mouse CNS, and that it is essential for development
of neurological disease. By modifying amino acids at key positions of the transmembrane domain
and the protein interaction motif, we have demonstrated that these domains modulate virus
production during infection, as well as the development of neuropathology, thus representing a

therapeutic target of interest for the prevention of neurological diseases.

Keywords : HCoV-OC43, Coronavirus, E protein, Transmembrane domain, PDZ binding
motif, Virus production, Pathogenesis
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1 LES CORONAVIRUS, DES VIRUS RESPIRATOIRES PRESENTS AU
SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Afin d'  assurer un bon foncti onne me névaludtien- | or ga
réaction aux stimuli internes et externes est nécessaire, et, chez les vertébrés, cette boucle de
régulation est assurée par le systéme nerveux et le systéme endocrinien (Farley et al. 2014). Alors
gue |l a réponse par l e systéme endocrinien est | €
d’” hormones dans |l a circulation, | queinsaptandexeestpar | e
relayée par un échange local de neurotransmetteurs (Uchino et al. 2015). Le systéme nerveux,
gui est constitué de tous |l es tissus nesrnflueux de
sensoriels relatant |l es changements dans | > envir
analysé les informations, va envoyer des signaux réponses vers les organes effecteurs. Il est
entre autres responsable de la perception, du comportement,de | a mémoire et de |
tous les mouvements volontaires (Farley et al. 2014). Le systéme nerveux est constitué de deux
grandes partesper mettant | a transmisgion d’ umé oauwmiart € odhes |
. le systéme nerveux central (SNC) et le systéme nerveux périphérique (SNP). Le SNC est
constitué de | " encéphale et de | a moelle épiniere
du SNC.
1.1 Le systéme nerveux périphériq ue

Le SNP comporte |l es ganglions et | " ensemble de
partie des nerfs craniens et | 'entiéreté des nerf
directement avec | ' encéphal e dRarlefaal.20dd.lllpeatétepi ni ér

divisé en plusieurs sous-systémes régulant différents processus. Le systéme nerveux somatique
est constitué des nerfs sensoriels et moteurs transmettant respectivement les informations des
"au SNC, ou du SNC aux

récepteurs somatiques jusqu
autonome régule |l a température de | ’'organi sme, | e
glycémie. Le systéme nerveux entérique est le systéeme nerveux du systeme digestif contrélant

localement les fonctions gastro-intestinales (Farley et al. 2014).



1.2 Le Systeme nerveux central

1.2.1 Structure et organisation

Chez les mammiféres,le SNCest constitué de deux principales
la moelle épiniere. Ces deux organes aux structures trés différentes sont responsables du
fonctionnement de tout | " organi sme par la transi

différentssite s ef f ect eur s ( musc(Uehsgetad.Rld®.nes, tissus..)

1.2.1.1 La moelle épiniere

La moelle épiniére est protégée par les vertébres formant la colonne vertébrale et

commence a |l a base de | " encéphale, allant jusqgqu’ a
l a colonne vertébrale. La moel |l e ¢épinformationseentrest r es
| " encéphale et l e systéme nerveux périphérique (¢
niveau de chaque vertébre. Ces nerfs spinaux sont issus de prolongement de la moelle épiniére
formant quatre racines rachidiennes au niveau de chaque vertébre : deux racines dorsales
constituées de fibres sensorielles permettant | e

SNC, et deux racines ventrales constituées de fibres motrices, permettant le transfert de signaux
moteurs vers le SNP (Richard et al. 2013; Uchino et al. 2015).

La moelle épiniere peut étre divisée en deux parties : la substance grise et la substance
blanche. La substance grise située dans la région centrale comporte principalement des corps
cellulaires, alors que la substance blanche située en périphérie est constituée de fibres nerveuses
myélinisées permettant la communication (Figure 1-1). Ces fibres forment plusieurs faisceaux
sensoriels ascendants et moteurs descendants per mi
| " encéphal e et | e(dchimoretgplh20EsKaraldl ¢t al.2018)u r s



5 — //’J \\k B

Figure 1-1 Section transversale de la moelle épiniere . La moelle épiniére est divisée en deux
parties : (1) la substance grise contenant les corps cellulaires et (2) la substance blanche
formée principalement de fibres nerveuses. Les nerfs spinaux (3) sont formés par la réunion
d’ une racine r alcehi d(ide)n neet d odr’ suan e ventrale (-
https://fr.wikipedia.org/wiki/Moelle_épiniére.

1212 Lébenc®phal e

L'’encéphale est protégé par l e créane et repr .
nerveux. En effet, 1a ot la moelle épiniére est capable de traiter les réflexes, la majorité des
informations sont traitées au sein de | "encéphale,
épiniére jusqgu’ dRateyeal.2044). ef fecteurs

L"encéphal e est di vletsoBc caébral,geucarteletele dieacéphdleests
le télencéphale, plus communément appelé le cerveau (Figure 1-2 A) (Hendry et al. 2014). Ces
guatre éléments jouent chacun des roles différents dans le traitement des informations, et sont
associés a différentes taches. Le tronc cérébral est constitué du bulbe rachidien, du pont et du
mésencéphale. Le bulbe rachidien est le prolongement de la moelle épiniere et agit comme
intermédiaire entre |l e reste de | " encéphale et | a
telles que le rythme cardiaque, la respiration et la digestion. Le pont transfére les informations de
mouvements entre le télencéphale et le cervelet. Le cervelet est impliqué dans la coordination
motrice et | équilibre, sans étre pour autant a |
principalement le site de coordination sensorielle et du contrdle des mouvements oculaires. Le
diencéphale est constitué de deux structures spécialisées traitant la majorité des informations

allant vers |l e télencéphale depuis |l e reste de |


https://fr.wikipedia.org/wiki/Moelle_épinière

la gestion de la conscience, de la vigilance, etdu s o mme i | et (2) |’ hypothal
entre | " encéphale et l e systéme endocrinien et q
processus métaboliques et d’'autres fonctions du sy

(Kandel et al. 2013; Uchino et al. 2015; Hendry et al. 2014).

Enfin, le télencéphale (cerveau), est constitué des hémisphéres cérébraux, eux-mémes

constitués d’une couche externe ridée appdebée cor

noyaux gris de | a base, | " hi ppocampe et l es amy
respectivement a | a etadr,austodkagede h ménloire @t@ ta madulatien e f f
de | a sécrétion d hormones par | es glandes endocr |

cortex cérébral peut étre séparé en quatre lobes aux fonctions distinctes (Figure 1-2 B). Le lobe

frontalgér e | a mémoire a <court ter me, la planificati
mouvements ; | e | obe pariétal est impliqué dans |
du toucher et de | " audition ; I bee |toebnep oacadi pmotdaull er

(Kandel et al. 2013; Uchino etal. 2015). Ces f oncti ons ne représentent

plus ou moins complexes gérées par ces quatre lobes.

A B Lobe

frontal Lobe

parietal

Télencéphale

Lobe
occipital

Diencéphale
Lobe
temporal
Tronc ' Pont
cérebral ‘ Bulbe:
\rachidien
Cervelet
Moelle
epiniere
(]
I
Figure 1-2 Structure du systéme nerveux central humain . (A) Le systéme nerveux central est divisé
en sept unités fonctionnelles: La moel |l e épiniére et | encéphale

(cerveau), le diencéphale, le cervelet et le tronc cérébral constitué du mésencéphale, du
pont et du bulbe rachidien. (B) Les 4 lobes du cortex cérébral. Adapté de Kandel et al, 2013.



Afin de traiter toutes | es informations sensor.i
les bons sighaux moteurs en réponse, le SNC est constitué de différents types cellulaires assurant
toutes ces fonctions et qui sont regroupées en deux groupes de cellules : les cellules gliales et

les neurones.

1.2.1.3 Les neurones

Les neurones sont |l "unité de traitement et 0
transmettant des signaux électriques et chimiques
soma, contenant le noyau et toute la machinerie cellulaire du cytoplasme environnant, et de deux

types de prolongements : |l es dendrites et | " axone. Les dendr.i
partant du soma et assurant le transfert du signal depuis une cellule avoisinante ou depuis un

stimulus du milieu extérieur, alors que |’ axone e
vers une autre cellul e, propageant ainsi |l e signa
cellule effectrice telle que les cellules glandulaires ou musculaires (Uchino et al. 2015; Richard et

a.2013). A | ' extaxmné éseetitouve une excroissance appe
ou | e signal, propagé depuis |l e soma | e long de |

le biais de structures formant la synapse (Figure 1-3).

Au sein du neurone, le signal est transmis sous forme électrique en tant que différence de
potenti el transmembranair e, et est ensuite transnm
cComposés appelés neurotransmetteurs au niveau des synapses (Kandel et al. 2013; Uchino et al.

2015). Toutes ces connexions entre neurones forment ainsi un réseau complexe ou chaque
neurone est connecté a plusieurs autres permettant ainsi le transfert et le traitement des

informations dans le systéme nerveux.
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corps cellulaire appelé soma, et de deux types de prolongements : I'axone, unique, qui

conduit le potentiel d'action vers une autre cellule, et les dendrites, qui conduisent les

potentiels gradués vers le soma. La morphologie, la localisation et le nombre de ces
prolongements, ainsi que la forme du soma, varient et contribuent a définir différentes

familles morphologiques de neurones. Le corps des neurones contient le noyau, bloqué en

interphase et donc incapable de se diviser, et le cytoplasme contenant le réticulum
endoplasmique rugueux, les appareils de Golgi, des mitochondries et des neurofilaments.

Chaque ramification se termine par une synapse ou s'accumulent des vésicules

synaptiques contenant un neurotransmetteur. Certains axones sont recouverts d'une gaine

de myéline, formée par les oligodendrocytes dans le systéeme nerveux central et par les
neurolemmocytes ou cellules de Schwann dans le systéme nerveux périphérique. Ce
recouvrement est en fait di scovietedtpemmetuedlpsar é par
grande vitesse de passage de l'information nerveuse. Les dendrites sont nombreuses,

courtes et trés ramifiées des leur origine. Source : https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurone.

Contrairement aux autres cellules, les neurones matures ne se répliquent plus par division
' i mitant Il e renouvell ement des cellules du SNC,
neurones sont formés a partir de cellules souches
formant principalement des interneurones régulant les interactions entre les neurones sensoriels

et moteurs (Purves et al. 2001).



Il existe plusieurs types de neurones identifiables par le nombre et la longueur des
prolongements issus du soma. A la fin du XIX¢si éc | e, Ramon y Caj al fut I
distinguer ces différents types de neurones en les classifiant en trois catégories : les neurones
uni pol aires possédant un seul grand prolongement
| " axone etes déraritds, etase retrouvant majoritairement dans le SNC des invertébrés
et dans le systéme nerveux autonome chez les vertébrés ; les neurones bipolaires dont le soma
forme deux prolongement s, | "axone d’ uneuropesr t , et
multipolaires possédant un axone et plusieurs prolongements partant du soma et formant des
dendrites, et qui se retrouvent en grande majorité dans le SNC des vertébrés (Figure 1-4). Les
neurones bipolaires sont en grande partie des neurones sensoriels tels que ceux de la rétine ou
de | " épithélium olfactif du nez, ainsi que | es ne
pression et de la douleur a la moelle épiniére qui sont des types de neurones bipolaires appelés
pseudo-unipolaires, car ces cellules se développent initialement comme des neurones bipolaires
avant gue ses deux prolongations ne fusionnent p C
divisant ensuite en deux (Figure 1-4) (Kandel et al. 2013; Uchino et al. 2015).

Afin de protéger | axone du neurone et d’' amél.

dernier, l a plupart des axones sont e @etpardesés d’' u
oligodendrocytes. Ces derniers enroul ent des po
permettant une meill eure transmission du signal é |

En plus du transfert de signaux él ecatani ques,
chimiquement aux autres cellules au niveau des synapses par le biais de neurotransmetteurs tels
que | e glutamat e, | "acétylcholine ou | a dopamine.
au sein du soma et sont ensuslélengdes éxenasipardediaig usqu’' a
d’'"enzymes motrices transportant des vésicules cont
Ces transports peuvent se faire dans le sens antérograde allant du soma vers la synapse par
| ATPase kinésine,réauwogmaade | &I Isaennts de l a synaps

|l i ntermédiaire de | ' ATPase dinéine.
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Figure 1-4 Classification des quatre types de neurones selon Ramon y Cajal . (A) Neurones

unipolaires caractéristiques des systémes nerveux invertébrés. (B) Neurones bipolaires
présentant deux types de prolongement s, I
d’ i n fiomg deacellule a cellule. (C) Neurones pseudo-unipolaires. (D) Neurones
multipolaires retrouvés en grande majorité dans le SNC des vertébrés. Adaptée de Kendal

etal, 2013.

1.2.1.4 Les cellules gliales

Afin d’assurer un bon fonctionnement du
supportés par plusieurs types cellulaires regroupés sous le nom de cellules gliales. Cette
catégorie de cellules regroupe les astrocytes et les oligodendrocytes, communément appelées

macroglies, ainsi qu’un (Wesen2004e me type, | es

SNC

mi

cr



Les astrocytes, qui composent environ 30% des cellules dans le SNC (Liddelow et al.
2017), jouent un rod6le i mportant dans |l e contro6le de
présents autour de ces sites, |ocermainsneurotranngtieldss pe u v e
tels que le glutamate et les cations potassium qui, sinon, seraient toxiques pour les cellules
(Danbolt 2001; Auld et al. 2003; Walz 2000). De plus, les astrocytes modulent également la
transmission d’informations au sein de | encéphal
cellulaire du méme type que les neurones, et sont également présents au niveau des synapses,
modul ant | " échange d’information y ayant i eu. Su
synapse, une partie de ces composeés va étre captée par les astrocytes présents, qui vont ensuite

relache r des gliotransmetteurs influencant | " excital
plasticité synaptique (Figure1-5 A) . De plus, cet effet de |’ intégr
|l es astrocytes peut se transmettre a d’  autres as
permettant que cette modulation locale soit transmise a un autre site synaptique (Figure 1-5 B)
(Haydon 2001; Rochon et al. 2001; Giaume et al. 2010; Saito et al. 2015). Les astrocytes sont
également impliqgués dans le maintien et le renforcement de la barriere hématoencéphalique en
renforgcant | es jonctions serrées des cellules comrg
polarisée de transporteurs et de certains systémes enzymatiques qui permettent le transport
sélectif de composés au travers de la barriere hématoencéphalique, et plus généralement,

permettant a | a barri ér e d(Abottteteni 2006y Abbots2002). e f f i cac i

Les oligodendrocytes sont les cellules responsables de la myélinisation des axones dans

|l e SNC. Les prolongements de ces cellules vont s’
former une gaine de myéline. Cette gaine permet d
transfer t du signal €l ectriqgue | e long de | " axone &en

appel és ncud de Ranvi @ave et &l.12014). De plus,dJaupetsenca derceaite

gaine de myéline apporte un soutien métabolique aux axones aidant a leur maintien (Flnfschilling

et al. 2012). Ces cellules sont également impliquées dans le développement des neurones par la

production de facteurs neurotrophes tels que le facteur neurotrophe dérivé des cellules gliales

(Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor, GDNF), le facteur neurotrophe dérivé du cerveau

(Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF) ou | e facteur desunebi ssanc
(Insulin-like Growth Factor, IGF-1) (Du et al. 2002; Dougherty et al. 2000; Wilkins et al. 2003).



A Synapse tripartie B Synapses et réseau neuroglial

Figure 1-5 Synapse tripartie et réseau neuroglial  : impact sur la transmission synaptique . Rdéle
des astrocytes (bleu) autour d’'une synapse (rou
l ors de | "interaction entre | es: (lneetalygagede de | a
neurotransmetteurs, (2) Action des neurotransmetteurs sur les récepteurs et transporteurs
des astrocytes, (3) Relargage des gliotransmett e
neurotransmetteurs captés par |l es astrocytes pe
par leurs jonctions (étoile jaune), pouvant résulter au (5) relargage de gliotransmetteurs
prés d'une synapse éloignée. Adaptée de Gi aume

Les microglies, gui repr ésent g@otonnded & 20@Lé,s cel | L
sont |l es macrophages du SNC @nh des celutes nootiea rog é e s d e
endommagées et des corps étrangers par phagocytose (Aloisi 2001). Les microglies se retrouvent
sous deux formes dans le SNC : une forme « au repos », présentant de nombreuses ramifications
formant des contacts avec des neurones, des astrocytes et avec les vaisseaux sanguins irriguant
l e SNC, et une seconde formdeionmi ds'uactsiigeamas uidtee d
| " encéphale. Ces microglies activées subissent un
fonctionnels et sont dites amiboides (Nimmerjahn et al. 2005). De méme que les
oligodendrocytes, les microglies sont impliquées dans le développement du SNC en modelant les
synapses neuronal es dKetteamann etlal. 2018pet séaédent des faeeurs
de croissance et des cytokines pro-inflammatoires (Vezzani et al. 2015). De plus, les microglies
ont |l a capacité d’'expri mer jleeusr cdo nipi osstaonctosmpdau i da rhp
(CMH 11) et donc de devenir d e s(RaoseHoff et lale2010)pr é sent
Cependant, leur capacité a activer des lymphocytes T reste encore a établir clairement (Donnou
2007).
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1.2.2 Immunité du SNC

Le systeme immunitaire fonctionne différemment dans le SNC par rapport au reste de
| > organi s me. Pendant | ongtemps, pour | a communaut ¢
immunologiguement isolé et protégé par la barriere hématoencéphalique (Klein et al. 2017).
Cependant, de récentes études ont montré que ce modele est incorrect. En effet, bien que peu
de cellules du systéme immunitaire se retrouvent au sein du SNC en conditions normales, ces
derniéres aident au bon fonctionnement du SNC (Kipnis et al. 2012; Schwartz et al. 2011), et des
cellules inflammatoires sont recrutées suite a une infection ou une blessure du SNC (Klein et al.
2017).

La premiere ligne de défense du SNC contre les pathogenes est la barriére
hématoencéphalique constituée de cellules endothéliales polarisées liées par des jonctions
serrées et adhérentes formant une membrane semi-perméable extrémement sélective,
per mettant |l e passage de composés essentiels au
empéchant divers pathogenes de pénétrer le SNC (Stamatovic et al. 2008). Cette barriere permet
égal ement de filtrer |l es cellules pouvant péneétr
inflammation prolongée dans le SNC (Klein et al. 2017). En plus de cette barriére, le SNC est
surveillé par des cellules immunitaires spécialisées pouvant pénétrer le SNC par différents
chemins les menant au liquide céphalo-rachidien (LCR), aux méninges et aux espaces
périvasculaires (Ransohoff et al. 2012). Ces cellules sont essentiellement des macrophages,
incluant les microglies, et sont les premiéres cellules a détecter la présence de pathogenes

étrangers (Nayak et al. 2012).

Lorsqu’un pathogéne se rend jusqu’  au SNC, ces
les neurones (Lafon et al. 2006) et les astrocytes (A. Nair et al. 2008) peuvent détecter différents
motifs moléculaires associés a des pathogenes grace a des récepteurs de reconnaissance de
motifs (pattern recognition receptors, PRR) tels que les récepteurs de type Toll (Toll-like receptor,
TLR) ou de type RIG (RIG-like receptor, RLR) qui reconnai ssent | ° ARN
virus (Moynagh 2005; Kell et al. 2015), et déclenchent ainsi une réponse immunitaire innée (S.

Nair et al. 2015).

Suite a la détection de ces pathogenes, ces cellules vont sécréter des cytokines pro-

inflammatoires tell es que | interféron de type | etlll es <ch

(Drokhlyansky et al. 2016). La sécr étion d’interféron de type |
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Apres avoir supprimé | infection, | "inflammation dans | e

|l e dével oppement d’ i mmunopathologies. A cette fin
cellules gliales du SNC produisent différents facteurs immunosuppresseurs tels que le ligand de

mort programmée 1 (programmed death ligand-1, PD-L 1) qui per met d’ aider a
lymphocytes T effecteurs (Latchman et al. 2004), ou la cytokine immunosuppressive IL-10 qui

permet de réduire | "activati orfTraddemetal.@011l).Demus, du sy s
afin de pouvoir répondre plus rapidement en cas de réinfection, une partie de la population de

|l ymphocyte T effecteur va s’ ét abésiTménbieesrésidhness, SNC et

représentant une premiére ligne de défense en cas de réinfection (Park et al. 2015).

1.3 Virus neurotropes

Mal gré | a présence de | a barriere hématoencép
multitude de virus ont su trouver des parades leur permettant de traverser cette barriére et
d'"infecter | es cellules présentes. (QWesttNéeiVinus, vi r us
WNV), de | "i mmunodéficience humatongeole sdntecappbtesdeovi r us
traverser la barriere hématoencéphalique en infectant des cellules du systéeme immunitaire qui
sont recrut ées au SNC, d’"induire une perte d’inté
de cette barriére afin de produire et de relacher des particules infectieuses vers le SNC (Verma
et al. 2010; S. Nair et al. 2015; Atluri et al. 2015; Young et al. 2009; Racaniello 2006). D" autres
virus comme | e virus de |l a rage, |l e virus de | ' he
neurones du SNP ou des neurones ol factifs | eur [

rétrograde le long des axones (Lafon 2011; Jang et al. 2009; Diefenbach et al. 2008). Ces virus

sont qualifiés de neuroinvasifs, neur@adiopeguéeilp
peuvent infiltrer | e SNC degpuis$supesveatdiinfiktetEei
cellules gliales du SNC, et qu’'ils peuvent potent.

neur ol ogiqgue suit eDeaforgesata.0d4.t i on du SNC

Une grande majorité des symptémes induits par une infection du SNC se traduisent par
une encéphalite dont la sévérité peut varier, allant de bénigne a mortelle, et dont les symptémes
vont des maux de téte, fievre, confusion, aux convulsions, hallucinations ou a des accidents
vasculaires cérébraux (National Institute of Neurological Disorders and Stroke 2017). Parmi les

Virus capables de provoquer une encéphal(Whtey se troc
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2006), des entérovirus tels que le poliovirus ou le coxsakievirus (Rhoades et al. 2011), WNV (Tyler
et al. 2006), le virus de la rougeole (Buchanan et al. 2012), le virus de la grippe (G. F. Wang et al.
2010) et le virus de la rage (Hemachudha et al. 2013).

De plus, bien que les mécanismes ne soient pas encore bien compris, certaines infections
virales du SNC ont été associées au développement de maladies neurodégénératives telles que
l a mal adie d’ Al zhei mer , l a mal adi e(AlshaikhRPtHI).ke nson o
virus de | ’"i mmunodéficience humaine (VIH) est égal
des troubles neurocognitifs caractérisés par une neurodégénérescence (Eggers et al. 2017).
D" autres rétrovirus danakdes heurblogiques Le ginusolgdymehotepe t
humain de type | (Human T-lymphotropic virus type |, HTLV-1) conduit au développement de la
myélopathie associée a HTLV-I / paraparésie spastique tropicale chez une faible proportion des
individus infectés (Matsuura et al. 2010). De méme, des rétrovirus endogenes humains ont été
associés au développement de la sclérose en plaques, de schizophrénie et de troubles bipolaires
(Christensen 2010). Pl us r écemment, apres |’ épidémie au Br é
associée au développement du syndrome congénital Zika, du syndrome de Guillain-Barré, et au
développement de microcéphalies chez les nouveaux nés bien que les mécanismes impliqués

restent inconnus (Russo et al. 2017).

Une treés grande vari été de virus est donc capa

dommages ayant différentes répercussions sur la santé del " i ndi vi du i nfect é, [
mécanismes encore méconnus ou incomplétement compris. Parmi ces virus, de nombreuses

études se sont attardées aux coronavirus représen

1.4 Pathologies associées aux coronavirus

Les coronavirus, membre de la sous-famille des Coronavirinae, de la famille des
Coronaviridae, et de | Nidovirdlgs,e fontd pasie des plus grands virus a ARN
monocaténaire a polarité positive identifiés a ce
30kb enveloppé dans une membrane pléomorphe (de Groot et al. 2012) et peuvent aussi bien

infect er | " humain que | es ani maux,; mammi f éres ou o0i s

des virus respiratoires infectant les voies respiratoires supérieures, et pouvant, en tant que virus
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opportunistes, infecter les voies respiratoires inférieures, le systeme gastro-entérique et le SNC

provoquant des pathologies plus sévéeres (Desforges et al. 2014).

1.4.1 Coronavirus infectant les animaux

Les coronavirus sont capables d’'induire |l e dév
|l es ani maux menant a de graves conséquimnoms pour
capables d’infecter wune gr an dRorcineepidemit darrlavirud,t es al |
PEDV, et Transmissible gastroenteritis coronavirus, TGEV) aux chats et chiens (Feline
coronavirus, FCoV et Canine coronavirus, CCoV) en incluant les bovins (Bovine coronavirus,

BCoV) et les oiseaux (Infectious bronchitis virus, IBV), provoquant une panoplie de symptémes
plus ou moins graves tels que des vomissements, diarrhées, troubles respiratoires ou
dysfonctionnements rénaux pouvant mener a la mort de I'héte (Lin et al. 2016; Tekes et al. 2016;
Licitra et al. 2014; Saif 2010; Bande et al. 2016). Certains coronavirus sont également capables

d" infecter |l e SNC. C' est |l e cas du virpargnede | ' e
hemagglutinating encephalitis virus, PHEV) pouvant causer des encéphalomyélites chez les
porcelets infectés (Andries et al. 1980). De méme un variant treés virulent de FCoV est capable
d"induire des méningites | orsque (SlausamttalclO9i2on se r
Dépendamment de la souche, le coronavirus murin (Murine coronavirus, MuCoV) est capable
d" infecter | e systeme entérique, | e foie, |l e systeé
de tropismes et de symptoédmes induits par | '"infect
murin (regroupées sous le terme MHV) sont actuellement utilisées en tant que modéles murins
de développements de mal adies humaines telles gque

la pneumonie (S. R. Weiss et al. 2011). Plusieurs études sur ces différentes especes
coronavirales ont pu détermi ner g(¥dgami et al.s1886;t neur
Hirano et al. 2004; Bender et al. 2010; Cowley et al. 2010) bien que MHV reste le plus étudié. En
effet, il a été démontré que MHV atteintle SNCpar | e ner f ol factif, qu’ il pe
aigué |l ors de | atteinte du cerveau ou une mal adi

d'y persister et qu
al. 2010; Lane et al. 2010).

il est capabl e de (Bandérete ment
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142 Coronavirus infectant | 6humai n

La premi ére souche identifiée de coronavirus

initialement isolée et cultivée par Tyrell et Bynoe dans les années 1960, alors que des sujets

volontaires furent inoculés et ont, par la suite, développés des symptémes du rhume (Tyrrell et al.

1965). Peu de temps aprés, Hamre et Procknow isolérent la souche HCoV-229E de patients

présentant des maladies respiratoires mineures (Hamre et al. 1966). Suivant I i sol at |
deux souches, | " équi pe de Chanock réussi-®C4a i sol e
en utilisant la méme techniquedecultur e d’ or gane a partir d’ échantil]l
symptémes du rhume. lIs montrerent également par microscopie électronique que les souches

B814, HCoV-229E et HCoV-OC43 ressemblaient au coronavirus aviaire 1BV faisant un lien entre

ces virus différents des virus respiratoires connus a cette période (Mclntosh et al. 1967).

Suite a ces importantes études, ilfallutat t endr e | ' épi démie du Syndro
Séveére (Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS), causé par le coronavirus SARS-CoV,
survenue en2002-2 003 pour que | es études sur |l es coronavi
premier cas de SRAS en novembre 2002 en Chine (Drosten et al. 2003; Ksiazek et al. 2003; Peiris
etal.2003), jusqu’'a ce que | épidémie soit déclarée fi:
dont 774 décés dans 27 pays, faisantdu SARS-CoV | e pr emi er c oinduireanei r us c
mal adi e mort el (Worldtdbakh2Orghnizdtion084). Dix ans plus tard, une seconde
épi démi e, dont | " agent ¢étiologique se réveéla auss
premier cas de Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient (Middle-East Respiratory Syndrome,
MERS) fut identifié, et |’ agent -Lavi(daki gtaln28612)r espons
De nouveaux cas sont encore identifiés et au 12 ao(t 2017, 2066 cas ont été référencés dont 720

déces dans 27 pays (World Health Organization 2017). Le réservoir naturel de ces deux virus est

la chauve-s our i s, et ils furent d’ abord LoVaetamdss a de
dromadaires pour le MERS-CoV avant d’ étr e (WrlLaeta @005 Zutnlaétalh o mme
2015 dont |’ infection va principalement se traduire

des maux de téte et plus rarement par une diarrhée, des vomissements et une nausée. Dans de
rares cas, les voies respiratoires inférieures peuvent étre infectées et induire des syndromes

respiratoires pouvant mener au déces (de Wit et al. 2016).

L intérét renouvel & pour |l es cor oQo¥ wermius s ui f

| i dentification de deuxHCaVNLree3s fclotr oinsaovli & ud’ uhnu nmean
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d’"une bronchite et d’' une p(Fachieretal 2004evan defblbeket n d e
al. 2004), etHCoV-HKU1 d’ un adulte pr ésent amtiquaiartHengieny adi e

en 2005 (Woo et al. 2005).

Les quatre coronavirus humains (HCoV-229E, -OC43, -HKU1 et -NL63) représentent tous

des virus circulants partout dans | e monde avec

sous différents génotypes (Vabret et al. 2009; Dominguez et al. 2012; Gerna et al. 2006; Lau et
al. 2006; Gaunt et al. 2010). Ces coronavirus infectent principalement les voies respiratoires
supérieures y provoquant des rhinites, laryngites ou otites, mais peuvent également infecter les
voies respiratoires inférieures chez certaines populations vulnérables (nouveau-nés, personnes
agées et patients immunodéprimés) menant a des bronchites, pneumonies ou au syndrome de

détresse respiratoire (Vabret et al. 2009). Une partie des patients infectés montrent une co-

infectonavec d’ autres virus respiratoires tels que

rhinovirus/entérovirus (Gaunt et al. 2010; Lepiller et al. 2013), bien que cette co-infection ne
semble pas avoir d’effet sur | ’'état <clinique
uniguement par |l es coronavirus dGaunpeaal 2010).da plus,e s
historiquement, ces coronavirus furent associés a des maladies autres que respiratoires telles
gue des myocardites, méningites (Riski et al. 1980) et des diarrhées séveéres (Gerna et al. 1985;
Resta et al. 1985).

1.5 Les coronavirus : des virus respiratoires neuroinvasifs,
neurotropes et neurovirulents

Comme précédemment mentionné, les coronavirus sont des virus opportunistes, et sont
capables de se disséminer hors des voies respiratoires pour aller vers le systéme digestif, le foie,
le rein et le SNC (Gu et al. 2005; Riski et al. 1980; Arbour et al. 2000; Yuanyuan Li et al. 2017).
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En effet, |l a détection d’ ARN viral dans dents éc han

de maladies neurologiques a montré que les coronavirus -OC43 et -229E sont naturellement
neuroinvasifs et qu’
patients infectés (Arbour et al. 2000). Le neurotropisme (capacité a infecter les cellules résidentes

du SNC) a ¢été valide a | aide de | ignées celll
humai nes et de modél es mur i nsHCOWRCGARqg 29 (Banavia a

et al. 1997; Arbour, C6té et al. 1999; Arbour, Ekandé et al. 1999; Jacomy et al. 2006).
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Mal gré | a détection de matériel virattonddans | e

SNC et le développement de maladies neurologiques reste circonstancielle. A ce jour, HCoV-

OC43 fut deétecteé dans |l e LCR d’un enfant souffrar
(Yehetal. 2004), et a ¢été tres fortement associ é a-un cas
né ou du matériel génétique et des protéines de HCoV-0OC43 furent détectés dans le cerveau du

patient (Morfopoulou et al. 2016). De plus le virus du SRAS a été détecté dans le cerveau de

patients décédés montrant des signes de dégénérescence (Gu et al. 2005; Xu et al. 2005), et trois

patients dont les voies respiratoires étaient infectées par le virus du MERS présentaient des

symptdmes neurologiques sévéres, voire fatals, suggérant ainsi une possible implication du

MERS-CoV dans le développement de neuropathologies (Arabi et al. 2015).

Des ¢études en modele murin 0043 geatrinduirsle d’ ét ab
développement de mal ad-aeisr @aeaquoil logeé(Rrisoastall2@ld,eist ul er
Brison et al. 2011; Jacomy et al. 2010; Jacomy et al. 2006; Jacomy et al. 2003). De | ARN vira
détecté dans | e cerveau des souris ayant survécu
|l "infection pendant au moins un an et 3faduxede ces
une réduction de la taille de leur hippocampe associée a une perte neuronale (Jacomy et al. 2006).

De plus, | "insertion de mutations identifiées dar
ayant établis une infection persistante en culture de cellules neurales, menat au développement

d " une paralysie des membres postérieurs des sour.i
paralysie fut associée a une excitotoxicité glutamatergique et a une démyélinisation des neurones

(Brison et al. 2011; Jacomy et al. 2010). Il fut récemment démontré que certaines de ces mutations

présentes dans la protéine S modulent la neurovirulence de HCoV-OC43 en le rendant plus ou

moins agressif (Le Coupanec et al. 2015; Meessen-Pinard et al. 2017). Compt e tenu de |
neuroinvasif et neurotrope de HCoV-OC43 démontr é chez |’ homme, de |
chez la souris, et de sa prévalence dans le monde, aussi bien chez des patients sains que chez

des patients atteints de mal adies neurol ogi-ques,
OC43 puisse mener ou participer au développement de maladies neurologiques chez des

individus prédisposés (Arbour et al. 2000).
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2 ORGANISATION DU GENOME DES CORONAVIRUS, CYCLE
REPLICATIF ET FACTEUR DE VIRULENCE

2.1 Organisation du génome et cycle de réplication

Avec son génome de 27-32 kb, la famille des coronavirus représente les plus gros virus a
ARN monocaténaire a polarité positive (de Groot et al. 2012). Ce dernier est polycistronique et
comporte au moins 6 cadres de lecture ouverts (Open Reading Frame, ORF) encadrés de régions
non traduites (Untranslated Regions, UTRs) en 5’ -l)eptoduiBant urf énsemhler e 2
d’ ARNs messagergéhpARNmguesoudses deux tiers du géno
les genes du complexe de réplicase incluant les ORFla et ORF1b. Ces deux ORFs ménent a la
production de deux polyprotéines : ppla a partir depaftirdesFORElaet et pp
ORF1lb par changement ribosomique de cadre de lecture (Sola et al. 2015). Ces deux
polyprotéines sont coupées par autoprotéolyse afin de former 15-16 protéines non structurales
(Non Structural Protein, nsp) impliquées dans la réplication du génome viral et dans la production
d’ ARNmM-gséonuwosmi ques. Le tiers restant du génome en 3
accessoires telles que la glycoprotéine de surface S, la protéine de membrane M, la
nucléocapsideN,I a pr ot éi ne d’ envel egdase HE,et uh nomi@ewarighdel ut i ni r
de protéines accessoires. Les genes de ces protéines accessoires sont intercalés entre les génes
des protéines structurales, leurs nombre et disposition sont dépendants de la souche de
coronavirus, et elles ne sont généralement pas requises pour la réplication en culture cellulaire,
mais joue un ou des rdles dans le processus de pathogeneése et la virulence des virus (Ding Xiang
Liu et al. 2014).

ns2 nsS

Leader polyA

UTR & UTR 3

Figure 2-1 Organisation génomique des coronavirus basée sur la souche OC43 . Les génes non
structuraux des ORFla/lb (complexe réplicase) sont représentés en bleu, les génes
structuraux en rouge, et les génes accessoires en vert. UTR, untranslated region, région
non traduite; ORF, open reading frame, cadre de lecture ouverte; ns, non structural; HE,
hemagglutinine-e st ér as e ( uni g ue meorphavirusde |z ligmée A);tSaspike,s
surface; E, enveloppe; M, membrane; N, nucléocapside. Adapté de St-Jean et al, 2006.
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La premiere étapedu cycl e de réplication virale est | ' e
cellule. Cette étape cruciale implique la liaison de la protéine S en surface du virion avec un
récepteur cellulaire (F. Li 2016). La protéine S est sous forme de trimere dans le virion et est
composée de deux domaines S1 et S2 impliqués a dif
Le domaine S1 est responsable de la liaison au récepteur et du tropisme cellulaire du virus, et le
domaine S2 a pour réle d’enclencher l a fusion de
cellulaire (F. Li2016). De p | u s ;coronavirusg de iatighée B possédent une protéine HE
contenant un domaine de liaison aux lectines permettant aux virions de se fixer sur des acides
sialiques O-acétylés (Langereis et al. 2010). Dépendamment des coronaviru
faire soit par fusion directe a la surface, soit par endocytose suite a quoi le matériel génétique du
virus sera relaché dans le cytoplasme de la cellule infectée (F. Li 2016).

Suivant | entrée de |l a particule virale dans |
positive est relaché dans le cytoplasme de la cellule ou la réplication va avoir lieu (Figure 2-2).
Comme tous les virus, les coronavirus dépendent de la machinerie de la cellule héte afin de
produire les protéines virales et les nouveaux virions. Suite a la traduction des ORFl1a et ORF1b

en deux polyprotéines ppla et ppla/b, des protéases virales coupent ces deux polyprotéines afin

d" obtenir | ensemble des composants nécessaires a
gui va ainsi produire un brin de sens négatif qui
génomique viral (Sawicki et al. 2007; Sola et al. 2015). De pl us, une série d

génomi ques sont synthétisés par transcription dis
positif, et serviront -ganoniigaes guy serorti gas la suite'tréadRtslem s ou s
protéines virales. Lorsqgu’ assez d’' ARN génomique ¢

| ' assembl age des particules virales s’enclenche.
La protéine de membrane M est | e principal facHt
se forment dans la lumiere du compartiment intermédiaire du réticulum endoplasmique et de

| * appar ei éendoglamicreticuum-Gdlgi intermediary compartment, ERGIC) (Siu et al.

2008). La nucl éocapside N et |’ ARN génomique vont s’
relocaliser au | umen de | " ERGIC sous | a forme d’ une nu
prottineN-ARN génomique va s’associer a | " enveloppe vir
(si présente) par | intermédiaire dsSiunvigon(Simeter act i ¢

al. 2008; Masters 2006). Ces virions vont ensuite étre redirigés vers la membrane plasmique de

la cellule par exocytose des vésicules les contenant, et seront relachés dans le milieu
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extracellulaire par fusion de ces vésicules avec la membrane plasmique (Siu et al. 2008; Masters

2006).
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Schéma du cycle de réplication des coronaviru  s. Su i

t e

a | "entrée d’une

dans une cellule aprés liaison a son récepteur (1), le génome viral est décapsidé dans le
cytoplasme (2), et est initialement traduit pour produire les protéines non-structurales afin
de former le complexe réplicase (3). Ce complexe génére un brin de sens négatif servant
e dgénomiques persiettanbd u s

a répliquer le génome viral (4), ainsiqgu’ une s eér i

l a synt heés@), el doAcRdRsprotéines virales (6). Lorsqu’ assez de ¢
génome vVviral et des protéines structurales ont
s'initie afin de pdrtouemerales infectiensess Cantrairement a la

majorité des virus a ARN bourgeonnant a la membrane plasmique des cellules infectées,
les particules virales des coronavirus sont assemblées dans le compartiment intermédiaire
entre le réticulum endoplasmi que et | ' appare{)avdet Gdl §tr eEREI &

par exocytose (8). Image adaptée de De Wilde et al, 2017.
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2.2 Les protéines du coronavirus

L'’ensemble des protéines encodées par l e géno
différents menant a la production de particules pléiomorphes infectieuses mesurant entre 120 et
160 nm, ou au développement de pathologies chez les différents hétes infectés. Ces protéines
sont classifiées en 3 groupes en fonction de leurs réle : les protéines formant les virions sont dites
protéines structurales, les protéines qui ne sont pas incorporées aux virions, mais qui jouent un
role direct ou indirect lors de laréplicat i on ou | ' assemblage du virus so
structurales, et les protéines non nécessaires a la réplication en culture cellulaire mais jouant un
réle in vivo notamment sur le développement de pathologies sont qualifiées de protéines

accessoires.

2.2.1 Protéines structurales

L’"ensemble des coronavirus ont conservés |l es q
adire |l a protéine S, Mgororavirestde laNlignéeste tallgue HQo-©C43,u e s B
possédent une cinquiéme protéine structurale : la protéine HE.

2.2.1.1 La glycoprotéine de surface S
La glycoprotéine de surface S est une grande

aminés présente sous forme d" homotri méres dans | ' ¢
forme caractéristique de « couronne » (Belouzard et al. 2012). La protéine S des coronavirus est
une protéine N-exo, C-endo transmembranaire de type 1 dont la principale fonction est de
permettre | 'entrée du virus dans |l a cellule <cibl
plasmigue (Masters 2006). Cette protéine est hautement glycosylée et est coupée en deux
domaines S1 et S2, ou S1 contient le domaine de liaison au récepteur cellulaire et S2 est
responsable de la fusion a la membrane cellulaire (Ujike et al. 2015; Masters 2006). La région S1
varie grandement entre les différentes souches de coronavirus apportant ainsi la grande variété
de tropisme d organes des coronavirus aMasters que |
2006). Cette protéine a été identifiée comme un facteur de virulence majeur des coronavirus

(discuté a la section 2.3)
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2.2.1.2 La protéine de membrane M

La protéine M est l a protéine structurale | a
coronavirus et est responsable de | a formation de
220-260 acides aminés possede un court ectodomaine suivi de trois domaines
transmembranaires et -taminalnpartielemegt assarit a ilanembane
(Jimenez-Guardenfo et al. 2015; Masters 2006; Ujike et al. 2015). Malgré la faible homologie de
séquence entre les protéines M des différents coronavirus, leurs structures et fonctions restent
conservées, et dépendamment de lasouchede coronavi rus, | "ectodomai ne
N- ou O-glycosylée. La fonction de cette glycosylation reste a déterminer. La protéine M joue un
role i mportant dans | a morphogenése du virus et |
maturation des particules virales en interagissant avec différents facteurs viraux tels que la
protéine N, S et E (Masters 2006; Siu et al. 2008; S. C. Chen et al. 2009; Ujike et al. 2015).

2.2.1.3 La nucléocapside N

Le principal role de | a protéine N consiste a
former un | ong et flexible complexe protégeant | e
inclus dans les virions par interaction entre les protéines M et N (McBride et al. 2014). Cependant,

| " encapsidation du génome viral n’est pas |l e seul
cette protéine de 349 a 470 acides aminés est également impliquée dans la régulation de la

synt hese d’ ARN g é n olatramscriptionaet tradudtion g ieteragissant avec les

ARN génomigueetsous-g é nomi ques. La protéine N est égal ement
au repliement des acides nucl éiques, elle est cap
enstoppant | e systéme de traduction de |l a cellule a |°
d'"interféron de type | impliqgué dans | a réponse ir

de signalisation cellulaire (McBride et al. 2014).

2.2.1.4 La protéine Hémagglutinine-Estérase HE

Ce r t a-comomavirfls tels que les coronavirus humains HCoV-0OC43, HCoV-HKUL1, le
coronavirus bovin BCoV et certaines souches du coronavirus murin MHV possédent un géene
suppl émentaire permettant | ' e x preEstérase,HE. dCette ne pr o
protéine d’'environ 400 acides aminés est wune autr
protéine S menant a | a f or matdowomned Catactéistipedeo nde co

coronavirus (De Groot 2006). Cette protéine transmembranaire de type | contient un domaine
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transmembranaire a son extrémité C-terminale et un ectodomaine N-terminal étant glycosylé, et

menant a | a dimérisation de cette protéine avant
(de Haan et al. 2005). Agissant comme une sialate-O-acetyl-esterase, la protéine HE permet aux
virions de certaines souches de s’ att aacétylés réever
augmentant le tropisme cellulaire de certains coronavirus possédant cette protéine (de Haan et

al. 2005; Huang et al. 2015; Bakkers et al. 2017). De plus il a été récemment démontré que la

protéine HE de HCoV-OC43 ne se lie pas aux acides sialiques O-acétylés, mais est un facteur

viral critique pour la réplication du virus en culture cellulaire permettant également une meilleure

dissémination du virus (Desforges et al. 2013; Bakkers et al. 2017), et que la protéine HE de la

souche MHV-JHM renforce la neurovirulence de ce dernier (Kazi et al. 2005), bien que

| " expression de | a prot-&A%9meluiHE opicturp alsa bséonuécf hi eq uMH 4
éliminée lors de passages successifs (Lissenberg et al. 2005) montrant que la fonction de la

protéine HE reste a déterminer avec plus de précision.

2215 La prot®i ne dobéenveloppe E

La protéine d'  envel oppe E est une pet ilt0& prot é
acides aminés présente chez tous les coronavirus. Bien que les protéines E ne présentent pas
une grande homologie de séquence, plusieurs études suggérent que la structure secondaire de
la protéine est conservée et est plus importante pour les fonctions de la protéine E que la
séquence en acides aminé a proprement parlé (Cohen et al. 2011; Kuo et al. 2007). Ainsi une
structure unique a été identifiée pour la protéine E : un court domaine hydroph
N-terminale suivi d'"un doDai@ate dramsimamde ach@amaiend TI
extrémité C-terminale représentant une grande partie de la protéine et se terminant sur une
séguence consensus d’"un mot i f P2 BindihngaMotsf,oRBM)a ux do
(Jimenez-Guardefio et al. 2014; Ruch et al. 2012a). Bien que la protéine E soit exprimée en
grande quantité dans les cellules infectées, seulement une trés petite quantité de protéine est
incorporée dans les particules virales (Maeda et al. 2001). En effet, chaque virion possede environ

20 copies de la protéine E contre environ 400 et 6000 copies pour les protéines S et M

respectivement (Godet et al. 1992). Cependant | a pr obuékidesdonciionss ' e st \
vari ées allant d’un rodl e dans |(deGrootetmlaz0i2paun et | a
role de facteur de virulence | o+fCeV(DeDiedoktalrRdlé)ct i on n

En effet, de par ses deux domaines fonctionnels TMD et PBM (Figure 2-3), la protéine E pourrait
agir comme une viroporine (protéine virale formant des canaux ioniques) ou détourner des

fonctions cellulaires en interagissant avec des protéines cellulaires possédant un PDZ (DeDiego
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et al. 2014). Les différentes fonctions de la protéine E des coronavirus seront approfondies dans

le chapitre 3.
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schémareprésentant la structure commune de la protéine E des coronavirus. Cette protéine
posséde deux domaines structuraux : un domaine transmembranaire (bleu), et un motif
d’ i nt er ac t-grotéime de type tPBM (arange). La protéine E est capable de former
des canaux ioniques par homo-pentamérisation autour du domaine transmembranaire (en
rouge dans le schéma) et insertion dans une membrane lipidique, permettant le transfert
deux
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processus cellulaires. Schéma tiré de Caillet-Saguy et al, 2015.

2.2.2 Protéines non structurales
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Suite au clivage de leurs polyprotéines ppla et ppla/b, les coronavirus expriment 15 ou

16 protéines non structurales (Sawicki et al. 2007) ay a n't

pol ymér ase, | a

des foncti

P

ons vari ée

mét hyltransf érase qui ajoute | a

encore quelques protéases qui clivent plusieurs protéines précurseurs. Les fonctions de

guelgues-unes de ces protéines non structurales sont détaillées ci-dessous.
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dépendante de |l a présence d’'amorces qui sont gén
posséede une foncti on -dépehAdame. Pemplusy mgle rme un Admplexe

avec | " hélicase nspl3 afin de détaeynthéserderowesauxaci de s
brins d’ ARN. De par ses propriétés de NTPase, dNT
gue nsp8 participe également au coiffage du génome et des ARNm. La protéine nspl peut se lier

a | " ARN et sembl e | oatiede laitraductiénlowde th eéplisation du génénte u

viral. De plus, les protéines nspl de différents coronavirus peuvent interférer avec le cycle

cellulaire, menant a un arrét du cycle dans la phase GO/G1 et a une baisse de la prolifération

cellulaire. La protéine nsp3 est une protéine multifonctionnelle de par les nombreux domaines

gu’ el l e posséde. Nsp3 possede un ou dpapair-liked o mai ne
protéase, PLP) dépendamment de la souche de coronavirus permettant le clivage des

polyprot éi nes ppla et p p 1 adéontaine ABDP-mis b o gospliatase quaestr o

i mpliqué dans | a résistance a | ’'interféron de ty
d exonucl éase jouant wun réle importaht ARNMnNnei 1 al te
contribuant a |l a grande fidélité de |l a synthéese d’
De méme, |l a protéine nspl5 posséde un domaine d’' e
d’" ARN viral, mai s n’' yinkapratéine nsplé foue arsréleimporitast lavee@ . Enf
| *aide de nspl4d4d dans | a formation de |l a coiffe de:
a |l eur deétection par | es PRRs, aidant par |l e faif
prottinesnonstructurales sont égal ement i mpliqguées dan

réponse a | '"interféron de type -CoVetBap3daEARE-CqV | es pr
et du MHV sont capables de bl oquer @terffrofdetypeent s ni

1 (S. R. Weiss et al. 2011).

2.2.3 Protéines accessoires

Tous les coronavirus possedent en plus de leurs protéines structurales et non structurales
une combinaison de protéines accessoires ne jouant pas de réle dans la réplication en culture
cellulaire, mais ayant des impacts in vivo sur le développement de pathologies. Dépendamment
des coronavirus, ces derniers peuvent avoir de une (PEDV et HCoV-NL63) a huit (SARS-CoV)
protéines accessoires dont les géenes sont intercalés entre ceux des protéines structurales
(Masters 2006). La majorité de ces protéines accessoires sont connues pour interférer avec la
réeponse de | " hdéte a | ’'interféron de type 1. En ef

du coronavirus humain OC43 possédent waaivatbrodnai ne p|
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systemel2goBadenyl ate synthétase (OAS)/ RNase L 1ié
type 1, empéchant ai nsi (Zhaoetad 200i2aGbkdteinetl 26018).De’ ARN v i
méme, la protéine ns5 de MHV apporte une protection contre la réponse antivirale induite par

|l "interféron de type 1, bien que | e (Koétznarretias me d’' a
2010). De plus, les protéines ns2 et ns5 de HCoV-OC43 sont capables de moduler la
neurovirulence de ce dernier chez | akmakoutposr ¢ o mme
ces protéines (Desforges et al. 2014) en partie d{ a la nature possible de viroporine de ns5 (Zhang

et al. 2015). La protéineencod é e par | ' eCGofWw idnuhiSbAeRS a voi e de r épo
en inhibant | e transport de certains facteurs tel
des genes sti mul @semanatral. 2007). n tLear fpérrootnéi ne encodée p
égal ement i mpdbmgdéel 1l é&xkxphebds KopackyedBeoomberg etralt 2007 ér o n

ainsi que dans | ’'"induction d’'apopt oBhanetd.20068. nécr o
Cependant il est important de noter que ces études sur le virus SARS-CoV ont été réalisées en
surexprimant | es protéines et non en contexte d’i
MERS-CoV peuvent également interférer avec la voie de réponsede | ' i nt erf ér on en

Il " ARN viral empéchant | eur (Niermeyeo et al.2013),soaendnkibagtar de s

l a production d’'interf @atthawsata 2014, phernbiough et al.2@13)r é pons e

En plus des protéines accessoires, la glycoprotéine de surface S des coronavirus
représente un facteur de virulence majeur. Le rdle de la protéine S a été étudié en profondeur, et
bien que tous les mécanismes impliqués ne soient pas encore établis, plusieurs de ses fonctions

sont déja bien documentées.

2.3 La glycoprotéine de surface S : un facteur de virulence majeur

La protéine S de MHV est déterminante pour le tropisme du virus et pour le développement
de la pathologie dans le foie et le cerveau (Navas et al. 2001; Navas et al. 2003; lacono et al.
2006). Il a été montré qu’  une simple mutation a | a j
importante de neurovirulence entre les souches JHM.SD (souche agressive) et JHM.IA (souche
atténuée) de MHV (Ontiveros et al. 2003), et qu’'une autre mutation a |
capacité de la souche A59 a infecter le foie et a induire une démyélinisation dans le cerveau
(Leparc-Goffart et al. 1997; Leparc-Goffart et al. 1998), indiquant que la protéine S est

responsable du tropisme hépatique et neural ainsi que de la virulence spécifique de certaines
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souches de MHV. De méme, la protéine S de la souche MHV-1 est responsable de la

pneumovirulence bien qu’'elle ne soit pas suffi sa
(Leibowitz et al. 2010). De plus, la protéine S du coronavirus aviaire joue également un réle

i mportant dans | e tropisme et | a pathogendase de ¢
gene S ou | "incorporation du géne S d’'une souche
la génération de virus non pathogéne (Armesto et al. 2011; Hodgson et al. 2004; Wei et al. 2014).

La protéine S du coronavirus humain OC43 représente également un facteur de virulence

i mportant | ors de | "infection du SNC. En effet,
suite a une infection persistante de cellules neurales humaines, méne ala génération de différents

virus mutants de virulence vari ée. Dépendamment C
murin par ces virus mene au développement de pathologies neurologiques de sévérité variable

et associées pour certains a une paralysie des membres postérieurs (Brison et al. 2011; Jacomy

et al. 2010; Meessen-Pinard et al. 2017; Le Coupanec et al. 2015). De plus ces mutations ont été

associ ées au développement d’' u(Besoneekal 201Dt odi anée é&
réponse aux protéines mal repliées (unfolded protein response, UPR) (Favreau etal. 2009), d’' une

augmentation de |l a mort cellulaire suite a | infe
(Meessen-Pinard et al. 2017) et d’' une démyélinisation (Jdcemyetheur on e
al. 2010).

Toutes <ces études démontrent I i mportance de

coronavirus en faisant un déterminant majeur dans la pathogenéseetuneci bl e d’' i nt ér ét
développement de thérapies. Cependant, depuis quelques années, une autre protéine structurale

des coronavirus est mi se de | avant comme étant ur

|l a protéine d’ env adsetpgradiscut&plus enuwétail dansdenchapitre suivant.
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3 LA PROTE£I NE DPBREDNYXEROGAVIRUS

3.1 Caractéristiques

L’essentiel des connaissances concernant | a pr
"étude deviHV,dBY,ITEGEVERVSARSIGOV. A ce jour, aucune donnée concernant

a |
|l es coronavirus humains circulants n’ est di sponi k
d’'établir un contexte introduisant et gtéisaiannt | e p
de | i mportance de -D&43rbobésndeEl denH€oWVi on du SN

avec le développement de maladies neurologiques.

3.1.1 Structure

La protéine E des coronavirus est une petite protéine structurale de 76 a 106 acides
aminés (84 pour HCoV-0OC43) présente chez tous les coronavirus (de Groot et al. 2012), mais qui
futi denti fi ée tardi vement comme p(DoXtLlduietraleldH) puisct ur al
chez TGEV (Godet et al. 1992) et MHV (Yu et al. 1994). Bien que la protéine E présente moins
de 30% d’' homol ogie de séquence(Remda.0l2agdaéiei f f ér er
suggéré que toutes les protéines E présentent la méme structure secondaire, et que cette derniére
est importante pour les différentes fonctions de cette protéine (Cohen et al. 2011; Kuo et al. 2007).
La protéine E est c ons ttérninalé mydraphile de 8 a 12 adidestaminés,é gi on |
Sui vi d’" une r égi o9 drigled anvnpshgoi b &é idbmtifié® domme un domaine
transmembranaire (Torres et al. 2005), et se termine par une grande région hydrophile de 39 a
76 acides aminés compor t ant-praténe appeeté PBM (BDZBinding r act i o
Motif) (Jimenez-Guardefio et al. 2014; Teoh et al. 2010).

3.1.2 Localisation

Contrairement aux autres virus enveloppés dont les virions se forment & la membrane
plasmique de la cellule infectée, les virions des coronavirus se forment dans la zone ERGIC des
cellules, et les vésicules |l es contenant sont ens

de la cellule hote ou la cellule va libérer les nouveaux virions formeés par exocytose (Klumperman
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et al. 1994; Krijnse-Locker et al. 1994). Une des particularités de | a pi
peu présente dans les virions formés, méme si elle est exprimée en grande quantité dans les

cellules infectées ou elle se localise au sein du Réticulum Endoplasmique (RE), dans la zone

ERGI C et dans | " appareil de Gol dulairedElapratéinédede | ' ét u
l a souche A59 de MHV a montr é que-locdlsa avectdes! " i nf e
marqueurs de | a zone ERGI (Renatagophlan et al. 2045). De glus,! de G
cette étude a démontré par immunofluorescence que la protéine E reste au sein de la zone ERGIC

et de | appareil de Golgi durant toute | " infectiol
contrairement aux autres protéines virales M et S. Une précédente étude utilisant la méme souche

aeégal ement pu mettre de |’ avant que | a -@oigoenéi ne E
montrant une co-localisation entre la protéine E et Rab-1 (un marqueur du RE et de la zone

ERGIC) (Raamsman et al. 2000). De méme, plusieurs études ont démontré que la protéine E

d’'" I BV est | ocalis@6el gianet |l damggi oappaeei l de Gol g
(Corse et al. 2000; Lim et al. 2001).

La localisation cellulaire de la protéine E du SARS-CoV a principalement été étudiée a
| ' aide de systémes d' expression de | a protéine E
ainsi pu montrer que la protéine E est localisée dans le RE,lazone ERGI C et | ' appareil
(Alvarez et al. 2010; Liao et al. 2006; L. A. Lopez et al. 2006; Nieto-Torres et al. 2011; Teoh et al.
2010). Cependant, ces études présentent de |égéres variations de localisation qui pourraient étre
causées par une interférence des étiquettes ajoutées a la protéine E empéchant son transport

efficace dans le RE ou en bloquant des interactions avec des protéines cellulaires essentielles a

sa relocalisation (Cohen et al. 2011). L' équipe de Machamer a pu mon
protéine E sans étiquette, que cette derniére est localisée danslazonecis-de | ' appareil de
(Cohenetal. 2011). Toutes ces données indiquent que |l a pr
zone ERGIC et | ' appareil de Gol gi en montrant des

des cellules utilisées.

Afin d' identifier | es régions de | a protéine E
Mac hamer a utilisé un systeme permettant | " expr e
comportant une partie de la glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) et une autre
partie de |l a protéine E d’'IBV. Ainsi cette équipe
cytoplasmique de la protéine située entre les acides aminés 13 et 63, responsable de la

|l ocalisation de | areilpe Gotgi§Corseet & 20D2).Ds pluk, ‘cedte quuipe a
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montr € que | e domaine transmembranaire de | a prot

|l ocalisation de cette protéine au sein de | appar
gue | "importance du domaine transqguedlapodmel e et d
pour sa | ocalisation intracellulaire n’ont pas ét
ou | "importance de |l a partie cytoplasmique a été
protéine E, I " i mp or tembranare alété étddieeneniremglacantrca domaime

par le domaine transmembranaire de VSV-G dans la protéine E entiere. Cette fagon de faire pour

étudier le domaine cytoplasmique pourrait introduire un biais ne permettant donc pas de conclure

formellement sur le réle joué par ce domaine dans la localisation de la protéine E au sein de

| " appareil de Golgi. De plus, dans une étude port e
E du SARS-Co V, | " équipe de Machamer a démentdr @€xenestik
de protéines chimériques, que non seulement la partie cytoplasmique comporte une région
responsable de |l a | ocalisation de | a protéine E d
terminale, incluant le domaine transmembranaire, est également capable de localiser la protéine

E dans cet organite (Cohen et al. 2011). Lorsque la protéine E entiére est exprimée dans des

cellules Hela et que des mutations sont introduites dans sa partie cytoplasmique elle reste

|l ocalisée dans | ' appareil de Golgi, indiguant qu’ L
est capabl e d’ i nduDemples, dars tettecétutiepla srliciure setondaire .de la

région responsable de la localisation de la protéine E dans sa partie cytoplasmique a été prédite

par bio-informatigue comme étant une épingle f or mée autour d’une proline
des coronavirus (Cohenetal. 2011). Cette structure a égal emetnt ¢ét é
y-coronavirus mais pas p 0 u rcorbnavgus tels que HCoV-229E et TGEV. En effet, les parties
cytoplasmiques des protéines E de MHV et de IBV pourraient former cette structure secondaire,

et sont suffisantes pour induire | a | gidGohenetat i on
al. 2011).

L"équipe de Machamer suggeéere que cette multip
local i sation de | a protéine E dans | appareil de Gol
que la protéine y soit bien localisée ou pourrait étre utilisé par différentes populations de la
protéine E qui auraient des roles distincts (Cohen et al. 2011). De plus, une récente étude confirme
que la protéine E du SARS-CoV possede au moins une deuxiéme région de localisation en dehors
de | ' é&panssg padie cytoplasmique. En effet, suite a la délétion de différentes portions de
la partie cytoplasmique, les protéines recombinantes étaient encore toutes localisées dans

| * appar e i(RegladNava@tall 2915). Une récente étude structurale de la protéine E a mis
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en évidence que, bien que la portion C-terminale de cette protéines oi t capabl e -de f or
mé me | ' @ préalalgement prédite, lorsque la protéine entiere est exprimée, cette portion
forme en tres grande partie une hélice a (Yan Li et al. 2014). Dans cette condition, la structure
secondaire d'épingle B ne serait présente qu
dynami gue avec | a @anrLiuet al.201d), dc¢bdéhuce appuie |  hyp

présence de deux populations distinctes de protéine E en cellule.

3.1.3 Topologie

La protéine E des coronavirus est une protéine transmembranaire dont la topologie exacte
reste encore a déterminer. En effet, de nombreuses études sur les protéines E de différents
coronavirus semb | ent indiquer que |l a topologie de |l a pr
coronavirale. Lorsque la protéine E fut initialement identifiée, elle fut associée a une orientation
Cexo-Nendo ( | 7 € x t rteémimale @st ofentée vers le lumen des membranes intracellulaires, et
| e x t r-tenmindleéest Grientée vers le cytoplasme de la cellule, Figure 3-1) en faisant une
protéine transmembranaire de type | (Godet et al. 1992). De méme, des études portant sur les
protéines E de MHV et IBV ont conclu que ces deux protéines montrent la méme orientation
(Corse et al. 2000; Raamsman et al. 2000), orientation qui fut plus récemment confirmée pour la
souche A59 de MHYV et pour le SARS-CoV (Venkatagopalan et al. 2015; Nieto-Torres et al. 2011).
Cependant, une précédente étude a démontré, en utilisant une étiquette FLAG ajoutée a
| ' e xt r-erminalede laprotéine E de MHV, que cette extrémité est en fait orientée elle aussi
vers le cytoplasme (Maeda et al. 2001) suggérant que la protéine E traverse deux fois la
me mbr ane, ou qu’'elle forme une épi nB.lUeetopatogie €ée dan
identique a également été proposée pour la protéine E du SARS-CoV (Yuan et al. 2006). Cette
i ncohérence apparente pourrait étre expliquée pa
Machamer selon laquelle la protéine E formerait deux populations distinctes au sein des cellules

infectées (Cohenetal.2011). Cette équipe a d’'abord sugomgeré que

di fférentes topologies lors de | ’infection de | a
permet d’'interférer avec | a voie de sécrétion, ma
virales, al ors que | a faosr meveen léapiwngile de incer ¢

formation de particules virales (Ruch et al. 2012b). Une plus récente étude a mis en évidence la
présence de ces deux populations dans les cellules infectées, ou la protéine E existerait sous la
forme d’ homopent amer é@\estarbeck et al. 2016)nCette ®bsarvation corréle

avec une étude structurale de la protéine EAuSARS-CoV ou | " expression d’un p:¢
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le domaine transmembranaire ainsi que la portion C-t er mi nal e de | a protéine 1
d un équilidrentdy@mamingu struct uraeous edc cérfdapagtiee d’' h é

potentiellement des rodles di s(fanbetal20lW)or s de | i nf

Lumiére/intérieur du virion

o L
3
Cytoplasme/exterieur
du virion
Figure 3-1 Topologie t r ansmembranaire et en ®pi nglaegrotélne EI a pr ot
pourrait adopter deux topologies différentes : (1) Une protéine transmembranaire de type Il
ayant son extrémit¢é N-t er mi nal e vers |l a | umiére de I|-" appare
terminale dans |l e cytoplasme dans |l a cellule, ou
|l orsque | a protéine est dans | ' e me prbté@ne p e d’ ur
membranaire en épingle a cheveux possédant ses deux extrémités orientées vers le
cytoplasme de | a cellul e, ou vers | "extérieur d
l a membrane d’une particule virale. Adapté de RI

3.1.4 Transformations post -traductionnelles

La principale transformation post-traductionnelle de la protéine E étudiée a ce jour est sa

pal mityl aadiiame, |Ic’'agotut d’'un acide gras (Il acide pa
Sel on | ' e sayréle la pratéine B aomporte entre 2 et 4 cystéines situées juste aprés le
domaine transmembranaire. La protéine E d’'I BV est

cependant I
| ocali sation au s e i(Gorsaletal. 2002 pepnEEme la protéhe E de MH\best

palmitylée sur ces trois cystéines (Boscarino et al. 2008; L. A. Lopez etal. 2008)bi en que | > on

équipe de Mac hamer a démontréa que ¢

sache pas si ces cystéines sont toutes palmitylées en méme temps ou si elles suivent un cycle
dynami que de palmitylati on/ d\pkatdgopalanyet ah 2015).ne dur ant
remplacement de ces cystéines par des alanines a conduit a la génération de virus défectueux

lorsque les trois cystéines sont mutées (Boscarino et al. 2008; L. A. Lopez et al. 2008), indiquant
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gue la palmitylation de la protéine E joue un réle important dans la production de particules virales.
La protéine E du SARS-CoV est également pamitylée sur ses trois cystéines, cependant cette

modification ne semble pas influer la production de particules virales (Tseng et al. 2014), bien

qgu

ell e reste importante pour (Liaoxetsas20@).ati on a | a

Plusieurs études suggérent que la palmitylation de la protéine E permettrait de la
concentrer sur son principal site de localisation en augmentant son association a la membrane
cellulaire afin de facilitersonrél e dans | ' as s e mhihoaigae 2006pLsA. opez ¢to n s
al. 2008; Venkatagopalan et al. 2015). En effet, pour le SARS-CoV les cystéines palmitylées sont
en amont d@grdspppnanagblee de | a | ocalisation de | a p
et pourrait faciliter les interactions entre la partie cytoplasmique de la protéine E et les complexes
protéiques présents a | a mEahdnrtaln201llta éhaleragnt@@r ei | d
suggéré que |l a palmitylation affecte | " interactio
empéchant que la protéine M ne forme des agrégats insolubles, et donc aidant lors de la
morphogénese et la relache des virions (Boscarino et al. 2008).

D' autres tr an staduationeelies enhpsl étne obsdrvées pour la protéine E
bi en gue c es entdpasééiétadiéesen détailaline étude sur le SARS-CoV a montré
qu
glycosylée et influence la topologie de la protéine (Yuanetal.2006). Cet t e asparagine n

en exprimant |l a protéine E portant une -étiquet

conservée chez les autres coronavirus, cette N-glycosylation pourrait étre spécifique au SARS-

CoV. 1 est intéressantedétondeen gupunmopNateédeet
et al. 2005), bien que ces deux études aient ndelhi sé un
protéine E fusionnée a une étiquette FLAG. Hormis le SARS-CoV, la protéine E des coronavirus
est considér ée comme (deGedtetal.t201p).dl s égglément étésdgrhoate
que la protéine E peut étre ubiquitinée sur sa lysine & la position 64 (Alvarez et al. 2010; Keng et
al. 2011), ce qui expliquerait g u ’'(Mal dt al. 2@08),i bien quealpi d e me n

mécanisme complet doive encore étre élucidé.

321 mportance de | a prot® ne E dans | 0in
Suite a | ' émer@V¥edeMERStCESWWRSbeaucoup d’ études o
comprendre quelles protéines sont importantes pour| * ét abl i ssement des diff ér
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induites par Il "infection, et par quels mécani sme:
permis de mettre en évidence | ’'importance de |l a p
variété de fonctions qui lui est attribuée, bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas
encore bien connus. Les prochaines sections de ce chapitre ont pour objectif de faire un état des

|l i eux des connaissances sur | es foncscécommegrusde | a p

3.2.1 Rodle dans le cycle de réplication

Afin d’étudier Il i mportance de | a protéine E

nombreuses études ont générés des virus n’ expri ma
En absence de la protéine E, deux phénotypes ont été identifiés. La protéine E est soit essentielle

a la production de particules virales détectables, soient importante mais non indispensable (une

production de particules virales infectieuses est détectable, mais le titre infectieux est grandement

réduit). En effet, suite a la délétion du géne E de TGEV (Curtis et al. 2002; Ortego et al. 2007;

Ortego et al. 2002) et du MERS-CoV (Almazan et al. 2013), aucune production ni propagation de

virus n’a pu étre détectée bien que | a réplicati
transfectées. Au contraire, la délétion du géne E de MHV a mené a une production de virus

infectieux 1000 fois plus faible (Kuo et al. 2007; Kuo et al. 2003), et entre 20 et 200 fois plus faible

pour le SARS-CoV (DeDiego et al. 2007). De plus, le SARS-CoV n’' expri mant pas | a
est également atténué in vivo (DeDiego et al. 2007; DeDiego et al. 2008). L'’i mportance r ¢

de la protéine E pour la réplication du virus semble donc dépendr e d e | espéce virale
Cependant, l a substitucomonawi genke &v adecetMédVg & B

y-coronavirus a mené a une production de particules virales infectieuses identique a la souche de

référence (Kuo et al. 2007). Néanmoi ns, suite a | a saordomadirist ut i on

une production de virus infectieux a été détectée uniquement aprés que des mutations

compensatrices aient ét é -coronaviéus gréalablecientirgrodlitdKug é ne E

etal. 2007), i ndi quant que |’ i mportance de | a protéine |

une certaine flexibilité, renforcant I'idée que la structure secondaire de la protéine est plus

importante pour le maintien de ses fonctions que sa séquence en acides aminés. De plus, suite a

des amplifications successives de virus mutants N

cellul aire, | "aé gowi pdeé ndoen t Maesrt eqrus une duplication pa

de rétablir en partie la production virale de ces virus (Kuo et al. 2010). Ce phénoméne a également

été observé pour le SARS-CoV ou cette duplication partielle a pu rétablir la cinétique de production
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virale des virus mutants (Jimenez-Guardefio et al. 2015). Ces différents mécanismes de réversion

renf or c e n tedeélaprotémebEpoualaproduction de virus infectieux chez les coronavirus.

Bien que les mécanismes impliqués ne soient pas tous bien caractérisés, il a été démontré
pour plusieurs coronavirus que | a prot aitoules E | o U ¢
virales. En effet, plusieurs études ont suggéré que la protéine E interagit avec les protéines M et
N afin de former les particules virales (Corse et al. 2003; Lim et al. 2001; S. C. Chen et al. 2009;
Hsieh et al. 2008). Cependant, la méthode utilisée, (surexpression de protéines virales), pour
mesurer la production de VLP (Virus-like particle) pourrait mener a la détection de microvésicules
gui compl i grétationadéstrésultatsi(Ruchetral. 2012a). Il a également été suggéreé que
|l a protéine E faciliterait eragissansasemnla prat@ne M,dmais VLP no
en empéchant la protéine M de former des agrégats non solubles, et donc en permettant de former
des virions (Kuo et al. 2007). Enfin, la protéine E pourrait étre impliquée lors du bourgeonnement

des nouveaux vVvirions dans | ’'induction de | a séparcz:
cytoplasmiqgue | ors de | eur formation au-temimdlen de |’
de |l a protéine E de MHV, |l es virions formés sont a

séparation de la membrane inefficace (Fischer et al. 1998).

3.2.2 Domaine transmembranaire

3.2.2.1 Protéines virales transmembranaires

De nombreux virus a ARN possédent des protéines transmembranaires pouvant former
des canaux ionigues et asiamteaversdeamembeanes cekulaite® Casr ansi t
protéines sont appelées viroporines et ont commencé a étre étudiées il y a 20 ans apres
observation qgque <certaines protéines virales sont
perméabilité membranaire dans les cellules infectées (Carrasco 1995). Considérant les
possibilités thérapeutiques ouvertes par cette catégorie de protéine virale, de nombreuses
viroporines ont depuis été identifiées et en partie caractérisées (tableau 3-1). La protéine M2 du
virus de | ' i (Pintbetal. 2006 Pifto ef aV 19825 Sakaguchi et al. 1996), la protéine
Vpu du VIH-1 (Ewart et al. 1996), |l a protéine p7 du v(CarrersKredner | ' hé p
et al. 2002; Griffin et al. 2003; Pavlovic et al. 2003), la protéine SH du virus respiratoire syncytial
humain (Perez et al. 1997) et la protéine 2B du coxsackievirus (De Jong et al. 2006) sont toutes
des exemples de viroporines des virus a ARN. Quelques virus a ADN possédent également des

viroporines telles que | agnoprotéine du polyomayv
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(Suzuki et al. 2010; Raghava et al. 2013). Parmi les protéines des coronavirus, les protéines 3a

et 8a du SARS-CoV (W. Lu et al. 2006; C.-C. Chen et al. 2010), la protéine 4a de HCoV-229E

(Zhang et al. 2013), la protéine ns5 de HCoV-OC43 (Zhang et al. 2015) et la protéine E de

plusieurs coronavirus ont été identifiées comme des viroporines (Y. Ye et al. 2007; Surya et al.

2015; DeDiego et al. 2014). Ces viroporines sont de petites protéines transmembranaires ne
montrant général ement gu'une faible spécificiteée
fonctions telles que | " entrée dans | a cellaule, .
de | i nfectllon (tableau 3

Les connaissances actuelles sur la structure des viroporines suggérent que celles-ci
s’ oligomérisent et forment des canaux ioniqgues apr
collegues ont proposé de classer les viroporines dans deux grandes catégories en fonction du
nombre de domai nes T MNiegauet &.12018)sLespvivopasiresl derclasse |
possédent un domaine TM alors que celles de classe Il en possédent deux (Figure 3-2). Ces
groupes sont ensuite subdivisés en fonction de leur topologie. La classe IA contient un petit
domaine (9 a 25 acides aminés) prés de leur extrémité N-terminale qui est exposé dans la lumiére
des organit es ,terminale plus éonguer (environt5@ aci@es aminés) est exposée au
cytosol , a | "inverse des classes | B. La classe ||
connectés par une boucle d’aci desete&teimndles desasi que

protéines IIA sont exposées a la lumiére, alors que celles des 1B sont orientées vers le cytosol.
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Tableau 3-1 Liste des viroporines identifiées et leurs propriétés . Données de la littérature concernant les fonctions, tailles, spécificités
ioniques et nombre de domaines transmembranaires des viroporines. * : Un tiret signifie inconnu ou incertain; W: Test indirect; 4 :
prédit par simulation bioinformatique. HCV, virus de | "apésppati te C
porcine classique; SARS-CoV, coronavirus associé au syndrome de détresse respiratoire aigu sévere; MHV, virus de I'hépatite
murine; hRSV, virus syncytial respiratoire humain; HIV-1, virus de l'immunodéficience humaine de type 1; HTLV-1, virus T
lymphotrope humain de type 1; SV40, virus simien 40; JC, JC polyomavirus; HPV-16, papillomavirus humain de type 16. Adapté de
Scott et Griffin, 2015.

Taille f o
Classification Famille Virus Protéine (acides TMD S[iaoencilfll::ge Rtl e de | dactivit®
aminés) q
Virus a ARN Picorna- Poliovirus 2B 97 2 Caz* Production de particules virales
simple brin de viridae infectieuses, Induction de la lyse cellulaire
polarité VP4 68 1 —* Entrée du virus
positive
Coxsackievirus B3 2B 99 2 Ca? Production de particules virales
infectieuses, Induction de la lyse cellulaire
Enterovirus 71 2B 99 2 Cl - Propagation virale
Human rhinovirus VP4 68 1 - Entrée du virus
Flaviviridae Hepaititis C virus p7 63 2 H* Production de particules virales infectieuses
BVDV p7 63 2 H* T Production de particules virales infectieuses
CSFV p7 63 2 Ca?* Production de particules virales infectieuses
Dengue virus M 75 2 K*/Na* Production de particules virales infectieuses
Togaviridae Semliki Forest 6K 60 2 K*/Na* Production de particules virales infectieuses
virus

Sindbis virus 6K 55 1 1 K*/Nat Production de particules virales infectieuses
Ross River virus 6K 62 1 1 K*/Nat Production de particules virales infectieuses
Corona- SARS-CoV E 76 1 K*/Na* Production de particules virales infectieuses

viridae 3a 274 3 K* Propagation virale

8a 39 1 K*/Na* -

MHV E 83 1 K*/Na* Production de particules virales infectieuses
HCoV-229E 4da 133 3 - Production de particules virales infectieuses
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Taille

Spécificité

Classification Famille Virus Protéine (acides TMD ionique Rtl e de | dactivit®
aminés) q
HCoV-0C43 ns5 109 1 - Production de particules virales infectieuses
Virus a ARN Paramyxo- hRSV SH 64 1 K*/Na* Antagoniste du TNF, pathogenese
simple brin de viridae
polarite Orthomyxo-  Influenza A virus M2 97 1 H* Entrée du virus, Production de particules
negative viridae virales infectieuses
Influenza B virus BM2 115 1 H* Entrée du virus
NB 100 1 H* -
Influenza C virus CM2 115 1 H* Entrée du virus
Virus @ ARN Reoviridae Rotavirus NSP4 175 1/3 Ca?* Production de particules virales
double brin infectieuses, entérotoxine
Virus a ARN a  Retroviridae HIV-1 Vpu 81 1 K*/Na* Production de particules virales infectieuses
transcription - N PR . :
. HTLV-1 P13ii 87 2 Kt Permeéabilisation de la mitochondrie
Virus & ADN Polyoma- SV40 VP4 125 1 Ca? Production de particules virales infectieuses
double brin viridae JC Agno 71 1 Ca? Production de particules virales infectieuses
Papilloma- HPV-16 E5 83 3 H* T Oncogene, signalling/trafficking
viridae

39




a Class| b Class |l

Subclass A Subclass B Subclass A Subclass B
AV M2 HRSV: SH HCV: p7 PV: P2B
HIV-1: Vpu PV: P3A SV: 6K

CoV:E

N-terminal .
@ domain

.-)' "p”'d‘-f' J\I

ER lumen %

(P
./ ‘7 C-terminal
domain

Figure 3-2 Classification des viroporines en fonction de leur nombre de domaines
transmembranaires ainsi que de leur topologie . (a) Les viroporines de la classe |
possédent un seul domaine TM. Les sous-classes A et B contiennent des protéines qui
sont insérées dans la membrane a l'aide d'une extrémité N-terminale luminale et d'une
extrémité C-terminale cytosolique (classe IA) ou d'une extrémité N-terminale cytosolique
et d'une extrémité C-terminale luminale (classe IB). Les membres de la classe IA sont
généralement phosphorylés a I'extrémité C-terminale. (b) Les viroporines de classe |l
possedent deux domaines transmembranaires relié
membres de la sous-classe A ont des extrémités N- et C-terminales luminales, alors que
les membres de la sous-classe B ont des terminaisons N- et C-terminales cytosoliques.
Les viroporines connues de chaque sous-classe sont indiquées. CoV, coronavirus; E,
enveloppe; HCV, virus de I'hépatite C; HRSV, virus respiratoire syncytial humain; IAV, virus
de la grippe A; M2, protéine de matrice 2; PV, poliovirus; SH, petite protéine hydrophobe;
SV, virus Sindbis; Vpu, protéine virale U. Tiré de Nieva, Madan et Carrasco, 2012.

Les structures de quelques viroporines ont pu étre déterminées par cristallographie aux
rayons X, par spectroscopie RMN, et par microscopie électronique. La protéine M2 du VIA
(I'nfluenza A) se tétramérise afin de former un ca
positonsrespect i ves 37 et 41 sont cr (Achargaebal 2y liaétée t r an
suggéré que les résidus aromatiques bloquant le canal, changent de conformation a bas pH
ouvrant ainsi l e canal , ¢Aichargaeet ain 2000 Schnell etak 2008y ans f er

Hong et al. 2012). La structure du canal ionique formé par la protéineVpuduVIH-1 n' a pas enco

pu étre déterminée a partir de protéines fonctionnelles, cependant plusieurs études ont montré
gu
hexaméres (J. X. Lu et al. 2010), et des modélisations informatiques prédisent que les canaux

ell e est présente sous |l a forme d’'  oligoméres d

ioniques sont formés par des pentameres, ou par des oligoméres plus larges (C. F. Lopez et al.
2002; Cordes et al. 2002). La structure de la protéine p7 du VHC a pu étre déterminée par
microscopie électronique, démontrant que cette protéine forme un hexamére en forme de fleur

ouchaque «pétale» est composé (ukenal 2009.0 mér e
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3.2.2.2 Fonctions des domaines transmembranaires viraux

De par l eur caméci sér aets’ al isg i nt égrer aux 11
cellulaires, | es viroporines peuvent perméabilise
grande vari éteée d’' @ievaetals201@)uParmiyelies, s viraparimes régulent la
production virale. En effet, la délétion totale ou partielle des viroporines méne souvent a une
diminution significative de la production de particules virales infectieuses, comme cela a été
montré pour la protéine p7 du VHC (Steinmann et al. 2007). De plus suite a une
transcomplémentation, la capacité du virus a produire des particules infectieuses a pu étre
rétabl i e, c atantede lmdroporind p7 (Brolpmoet al. 2009). Pour d’autres vi
viroporine semble moins importante. En effet, les délétions des protéines Vpu du VIH-1 et M2 du
VIA ménent a une production de particules virales infectieuses détectable, bien que réduite de 10
a 100 fois (Strebel et al. 1988; Cheung et al. 2005). De méme, en absence des protéines 3a du
SARS-CoV, nsda de 229E et ns5 de HCoV-OC43, la production de particules infectieuses de ces
virus est réduite (W. Lu et al. 2006; Akerstrom et al. 2007; Zhang et al. 2013; Zhang et al. 2015)
indi guant que |’ i mportance des viroporines pour |
virale. Afin de mieux caractériser le rdle des domaines transmembranaires de ces protéines, des
mut ations uniques bloquant | activité de canal i or
Dépendamment des souches de VHC utilisées, les mutations insérées dans la protéine p7 ont
soit totalement inhibé, soit réduite de 100 fois la production de particules infectieuses (Wozniak
et al. 2010; Steinmann etal. 2007). De méme, | i nhibition de | a prot
soit, une réduction de 15 fois de la production de particules infectieuses en culture cellulaire
(Takeda et al. 2002), ou une production classique en culture cellulaire mais réduite in vivo (T.
Watanabe et al. 2001). Des résultats similaires ont &t é obte
viroporines du VIA et du VHC (Grambas et al. 1992; C. Wang et al. 1994; Steinmann et al. 2007).
Ces études confirment gue | "activité de canal i C

particules infectieuses de ces virus.

Ces protéines virales sont également capables de modifier le transport cellulaire,
remodelant certains organites. Les protéines M2 du VIA et p7 de VHC peuvent retarder le
transport de protéines au travers de | appareil C
bloguant son acidification, et jouant un réle dans la production de particules infectieuses
(Sakaguchi et al. 1996; Wozniak et al. 2010). La protéine 2B du rhinovirus est également capable
d’"inhiber |l e transport de prot éi(dedmgehdal.2008).Der s | e
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plus, la protéine précurseure 2B2C du poliovirus induit le remodelage du RE suite & son
expression, afin de former des vésicules a doubles membranes requises pour la réplication de
I 7 A RN (Suhy et al.I2000). De méme, la protéine 3a du SARS-CoV induit la fragmentation de

| "appareil de Gol gi, per meintaeelulaires (Freundtcetan0l®.tli on de
a été suggéré gque cette accumulation permet |’ as:
Iytique (Freundt et al. 2010). De plus, Il "inhibition de | acidifi

sécrétion empruntée par les virus permettrait de protéger les virions. En effet, cette acidification
pourrait altérer les virions, les rendant non infectieux. A cette fin, la protéine M2 inhibe

| "acidification de | " appareil de Gol gi , empécha
Hémagglutinine-Estérase, permettant la production de particules infectieuses (Takeuchi et al.
1994). De méme, la protéine p7 induit une relache de protons depuis différents organites
cellulaires équilibrant ainsi leur pH avec celui du cytoplasme, et permettant une production virale

efficace (Wozniak et al. 2010).

En plus de leur importance dans la réplication virale, les viroporines ont également été

associ ées a |l a pathogenése découlant de | " infecti
n"exprimant pas | a protéine M2 ne montrent ni pel
contre le virus de type sauvage (S. Watanabe et al. 2009). De méme, Il "infection
chimpanzés par le virus respi ratoire syncyti al n"exprimant pa

pathologie atténuée dans les voies respiratoires (Bukreyev et al. 1997; Whitehead et al. 1999).
La délétion de la protéine p7 du virus de la fievre porcine classique (similaire a la protéine p7 du
VHC) meéne elle aussi a une atténuation de la virulence (Gladue et al. 2012). La protéine 3a du
SARS-CoV r égul e | ' act tinflaanmataires teld gue @-dun et NF-kB (Obitsu et al.
2009; Kanzawa et al. 2006), et la production de cytokines pro-inflammatoires qui participent a
| " exacerbation du systéme immunitair-€ovVar dtaéaties
Viroporines ont été impliquées dans | e développe
protéine M2 du VIA, la protéine SH du virus respiratoire syncytial, la protéine 2B du rhinovirus ou
| a protéine p7 du VHC qui indui se une i nfl amma
(Shrivastava et al. 2013; Ichinohe et al. 2010; Triantafilou, Kar, Vakakis et al. 2013; Triantafilou,
Kar, van Kuppeveld et al. 2013; Triantafilou et al. 2014). Toutes ces observations indiquent que
les viroporines sont des éléments importants pour les virus, agissants a différents niveaux lors du

cycle de réplication.
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3.2.2.3 Importance du domaine TM de la protéine E des coronavirus

Outre les protéines 3a du SARS-CoV, ns4a du HCoV-229E et ns5 de HCoV-OC43, la
protéine E des coronavirus représente également une potentielle viroporine grace a son domaine
transmembranaire. En effet, les protéines E du SARS-CoV et de MHV sont capables de
perméabiliser des cellulesE.coliet des cel lules de mammiféres | orsgqg
(Liao et al. 2004, Liao et al. 2006; Madan et al. 2005). Une étude bio-informatique complétée par
une analyse d el pgpmédiesasiyonhédti ques en sol ution
oligomérisation de la protéine E des différents coronavirus, et que ces homo-oligomeéres seraient
présents sous la forme de diméres, triméres ou pentameres (Torres et al. 2005). Cette
configuration pentamérique (Figure 3-3) fut confirmée pour la protéine E du SARS-CoV
(Parthasarathy et al. 2008; Pervushin et al. 2009; Torres et al. 2006; Yan Li et al. 2014), la protéine
E d ' (PaBhasarathy et al. 2012; Westerbeck et al. 2015), et pour la protéine E du MERS-CoV

(Surya et al. 2015) en utilisant différents systemes de membranes artific i el | es ou d’' expr
transitoire de | a protéine E en cellul e. Dans ce
vers | ’"intérieur du canal, et pourrait jouer un |

canal (Torres et al. 2006; Pervushin et al. 2009). La valine a la position 25 est présente dans la

portion la plus étroite du canal, et est impliquée dans les interactions entre les hélices a formant

ce canal ionique (Verdid-Baguena et al. 2012; Torres et al. 2007). L utilisation de

| i pidiqgues synthétiques et d’inhibiteurs chimique
229E, du MHV, duSARS-CoV et d’' I BV posseéedent wune ae2R9EvVvi t é de
( acoronavirus) montre une préférence pour les cations K* par rapport aux cations Na*, alors que

MHV, SARS-Co V et -k B->¢oyofagirus) montrent une préférence pour les cations Na*

(Wilson et al. 2006; Wilson et al. 2004). Cette préférence cationique semble donc dépendante du

genre coronaviral, cependant | utilisation de mod:¢
de | " ERGIC a permis de mont redcamensprarge aihsaqueesacharges i t i on
influe la sélectivité du canal (Verdid-Baguena et al. 2013; Verdia-Baguena et al. 2012; Nieto-

Torres et al. 2015).
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Figure 3-3 Modéle pentamérique de la protéine E du SARS -CoV. Vue de cété (A) et du dessus (B)
de la structure pentamérique proposée pour la protéine E du SARS-CoV. Chaque
monomere est représenté sous forme de ruban d’'u
2014.

Afin de dét er mi ne TMD pour legpcoronavaus,plesiegregroapes ont

inséré des mutations aux positions d’intér-ét 15
CoV, ou a des positions équivalentes pour d’autr
ionique du canal (positon15)ou d’' i nt er f érer avec | e passage des
a | ’'insertion de ces mutat i-€woVvslesdieus ecorhbmantp neot éi ne
montrent plus d’'activité de canal i onique,ésbien ql

plusieurs amplifications sur cellules (Nieto-Torres et al. 2014). De plus, en absence de cette
propri été, | ’'infection de souris mene a une répon
plus élevé (Nieto-Torres et al. 2014), indiquant que le TMD de la protéine E du SARS-CoV est un
facteur de virul efiMDede lalprotéime au SARB-Co/ détaulerait de sa
capacité a transporter des <cations Ca2+ au trave
| "activati on d(Nietd-Torres dt al. 20h%5).eDe us, da position 16 de la protéine E
d’"I BV (position équival ent-@V)a été assogée a la modificatiorll 5 pour
de la voie de sécrétion utilisée par le virus (Ruch et al. 2011; Ruch et al. 2012b; Westerbeck et
al. 2015) suggérant quele TMDd’ | BV est i mpliqgué dans |l e réarran
voie de sécrétion, et dans la modification de leur milieu luminal afin de permettre un meilleur

transit des virions (Ruch et al. 2012a).

44



Le domaine TM de la protéine E a également été associé a la réplication des coronavirus.
En effet, |’ insertion de mutations dans ce domai ne
de virus recombinants défectueux produisant moins de particules infectieuses, et présentant un
défaut de relache (Y. Ye et al. 2007), suggérant que le domaine est important pour la réplication
du virus. Ce défaut de relache a également pu étre montré pour IBV, bien que la production de
particules virales ne semble pas affectée en culture cellulaire (Ruch et al. 2011; Ruch et al.
2012b). La mutation des positions 15 et 25 du SARS-CoV induit un faible défaut de production
de particules infectieuses (moins de 5 fois) en culture cellulaire (Verdid-Baguena et al. 2012), et
une faible différence chez les souris infectées par voie intranasale (Nieto-Torres et al. 2014). Ces
observations indiquent gue le domaine TM de la protéine E des coronavirus représente un facteur
de virulence important, possiblement en jouant un rdle dans le détournement de la voie de
sécrétion, mais ne semble pas requis pour la production virale. Il a été suggéré que ce domaine
serait plus important pour médier les interactions virus-virus ou virus-héte que directement pour
la production virale, bien que ces interactions pourraient affecter directement ou indirectement
| "assembl age des partic(l Yeestayvd007n Cependam,le domainer r el ac
TM de |l a protéine E n’eefenctionpeh £n effat, la peoteinel E ddso ma i n

coronavirus posséede égal ement un mot itdrmirhle.i nt er act

3.2.3 Motif PBM

3.2.3.1 Domaines PDZ et motifs PBM viraux

Les domaines PDZ sont des d-proténe présentsdlans det er act i
nombreuses protéines chez les procaryotes et les eucaryotes. Plus de 270 domaines PDZ ont
été identifiés dans plus de 150 protéines du protéome humain (Caillet-Saguy et al. 2015). Ces
domaines furent découverts chez les protéines PSD-95 (Postsynaptic Density 95), DIg (Discs
Large) et ZO-1 (Zonula Occludens-1) qui lui donnérent son nom au début des années 1990 (Cho
et al. 1992; Kennedy 1995; Willott et al. 1993; Woods et al. 1993). Ces domaines font
généralement entre 80 et 90 acides aminés, forment 5 ou 6 feuillets [ et une ou deux hélices a
(Doyle et al. 1996), et reconnaissent spécifiquement des motifs PBM (PDZ-Binding Motif)
composés de 4 acides aminés ¢éndermmanbledagpratéinds.oc al i s é
Ces motifs forment un feuillet s’ingZ2ratntlodadlsi we
du PDZ (Figure 3-4), et la spécificité de cette interaction est déterminée par les acides aminés

aux positions p0 (résidu C-terminal) et p-2 (résidu antépénultieme). Cependant, les résidus
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jusqu’' a | 41 peuvent modulerra fggmation du complexe protéine-protéine (Terrien et
al. 2012).

GLGF loop

Figure 3-4 Structur e doun. Sechénmaean ruban diPddbaine PDZ de la protéine MAST2
(vert) formant un complexe avec le motif PBM C-terminal de la protéine PTEN (bleu). Tiré
de Calillet-Saguy et al, 2015.

Ces domaines PDZ sont associés a une grande variété de fonctions telles que la
modulation de la polarité et de la migration cellulaire, le maintien des jonctions cellulaires et de
|l " homéostasie cellulaire, ou dan(®loufryaetat 2003nhkemi ssi on
protéines possédant de tels domaines sont en gran
vont réunir différentes protéines en unités fonctionnelles et orienter ces complexes
supramoléculaires vers des compartiments cellulaires spécifiques, contribuant a la spécificité du
signal transmis (Nourry etal. 2003). Deplus, ces prot éines posséedent sou
d’"interaction facilitant | a formation de ces compl

L27 ou le domaine de type guanylate kinase (Figure 3-5) (H.-J. Lee et al. 2010; Feng et al. 2009)
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P5D95

DLG2

SAPS7

CASK

LINY

X

Syntenin

GRIP

Figure 3-5 Représentation schématique de protéines contenant un ou plusieurs domaines PDZ

Les prot éi nes contenant un domai ne PDZ <contienn
d’'interaction protéique. Diverses protéines son
domaines fonctionnels sont schématisés par des blocs. Les fleches indiquent que les deux

domaines reliés peuvent interagir pour former des complexes protéiques. Protéines :

PSD95, post-synaptic density 95; DLG2, Discs Large; SAP97, synapse-associated protein

97; CASK, calmodulin-associated serine/threonine kinase; GRIP, glutamate receptor

interacting protein. Domaines : PDZ, domaine PSD95-DIg-Z0O-1; SH3, Src homology 3

domain; GK, guanylate kinase; CaMK, calmodulin-dependent kinase; PTB,
phosphotyrosine binding domain; Tiré de Feng et Zhang, 2009

Ces domaines PDZ reconnaissent et lient généralement des motifs PBM qui furent
regroupés en trois classes selon la séquence des quatre derniers acides aminés des protéines :

les PBMs de type | dont la séquence est -X-S/T-X-®coon ( X repr ésente n’'import
aminé, et ® est un acide aminé hydrophobe), les PBMs de type Il de séquence -X-®-X-Dcoon, et
les PBMs de type Il de séquence -X-D/E-X-®coon (Songyang et al. 1997; Stricker et al. 1997).

Cependant, wune plus récente étude a déter mi

=)
-

gue

sept derniers résidus, formant ainsi 16 classes de PBM (Tonikian et al. 2008). Ces PBMs sont

utilisés par les cellules pour induire une grande variété de fonctions que les virus ont appris a

détourner a leur avantage. En effet, de plus en plus de protéines virales contenant des motifs

PBM sont identifiées. Les premi éres furent identi

motif a été ident i f-terdinale des proténes|lE4-©ORE L é miet d " @dénovi
humain, Tax du virus humain T-lymphotropique de type 1 (HTLV-1), et E6 du papillomavirus

humain (Rousset et al. 1998; S. S. Lee et al. 1997; Kiyono et al. 1997). Depuis, de hombreuses

autres protéines virales contenant un PBM ont été identifiées ainsi que les domaines PDZ avec
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lesquels ils interagissent (tableau 3-2), telles que la protéine NS1 du VIA (Obenauer et al. 2006),
gl ycopr ot éi n evirud deelanrage (Peelpapdeet ac 20d0) et la protéine ns5 du

Tableau 3-2  Liste de protéines virales possédant un PBM et les protéines cellulaires possédant
un PDZ avec lesquels ils interagissent . Human Ad, adénovirus humain; HBV, virus de
|l " hépatite mBnihyo;encéphalitel & tiquks DV, wirus de la dengue;
SARS, syndrome respiratoire aigu sévere; HPV, papillomavirus humain;
papillomavirus rhésus; CRPV, papillomavirus du lapin a queue de coton; HTLV-1, virus
humain T-lymphotropique de type 1; HIV,vi r us de i mmunodéfi
Javier et al, 2011, et complété a partir de Jimenez-Guardeno et al, 2014.
Adenoviridae Hepadnaviridae Orthomyxoviridae Papillovaviridae Retroviridae
Human Ad HBV Influenza A HPV HTLV |
E4-ORF1 g;roteins Core grotein NS1 groteins E6 Qroteins Tax grotein
PBMSs: ASLI, ATMI,ASNV, | PBM: SQAR Avian PBM: ESEV HPV-16 PBM: ETQL PBM: ETEV
ATLV HPV-18 PBM: ETQV
PDZ targets PDZ target PDZ targets PDZ targets PDZ targets
+ Dig1 * TIP-2/GIPC * Dig1 + CAL/GOPC * B1-syntrophin
+ MAGI-1 - MAGI-1 - Dig1 - Dig1
+ MUPP1 + MAGI-2 + Dig4 + Dig4
« PATJ - MAGI-3 - MAGI-1 + Erbin
+ ZO-2 (Ad9 only) + Scribble + MAGI-2 + MAGI-3
- PDLIM2 - MAGI-3 « pro-IL-16
+ MUPP1 + Scribble
« PAT) = TIP-1
- PTPN3 « TIP-2/GIPC
Flaviviridae Rhabdoviridae Coronaviridae ’ ET?NH SRIRMEE
* Scribble
TBEV Rabies SARS * TIP-1 Env protein
NS5 protein G proteins E protein * TIP-2/GIPC PBM: ESSL
PBM: internal PBM: ETRL PBM: DLLV
RhPV PDZ target
PDZ targets PDZ targets PDZ target E7 protein + Dlg1
« RIMS2 - Dlg1 - PALS1 PBM:ASRV
- Scribble - MAST2 - Syntenin HIV
- 2041 + MUPP1 PDZ target Gag protein
. PTPN4 * Par3 PBM: None
DV
NS5 protein CRPV PDZ target
PBM:internal LE6 and SE6 proteins + Dig1*
PBM: Not identified - PDZD8*
PDZ target
« Z0-1 PDZ target
« Dig1

a

cellulaires a |
pathogenése (Javier et al. 2011). Le motif PBM de la protéine nsl du VIA représente un facteur

virus de la dengue (Ellencrona et al. 2009).

Ces i

nteracti

avantage

ons

3.2.3.2 Fonctions associées aux motifs PBM viraux

de | a
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peuvent

réplication

mener a

de virulence important. En effet, des virus recombinants H7N1 et HIN1 comportant le PBM du

VIA aviaire ménent a une pathologie plus sévere chez la souris que les virus recombinants ayant

et

ci

a

ence

nterf ére
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le PBM du VIA humain (Soubies et al. 2010; Jackson et al. 2008). Cette augmentation de
virulence a ensuite été attribuée a |’ interactior
Scribble, ou cette interaction relocalise Scribble de la membrane cytoplasmique dans des

vésicules cytoplasmiques, inhibant ainsi son activité pro-apoptotique, et permettant une meilleure

réplication virale (H. Liu et al. 2010). De méme, la protéine E4-ORF1 de | ' adénovirus
estunf acteur déterminant dans |l e dével oppement de t
C-terminal a été identifié comme étant essentiel pour ce développement (R. S. Weiss et al. 1997).

Cette protéine, dans sa forme monomérique, peut interagir avec les domaines PDZ des protéines

MUPP1, MAGI-1 et ZO-2 induisant une séquestration de ces protéines, détruisant par ce fait les

jonctions serrées et causant une perte de la polarité des cellules infectées (Latorre et al. 2005).

Dans sa forme trimérique, E4-ORF1 interagit avec DIgl et active la voie de signalisation de la
Phosphatidylinositol 3-kinase, activation qui est essentielle pour le développement de tumeurs

suite a (FréseetdlaI).iLapnotéine E6 des papillomavirus humains de type 16 et 18

agit de facon simil ai r €& menealadestruction des janctiorissenréeaa vec MA
suite a sa dégradation (Kranjec et al. 2011). La glycoprotéine G du virus de la rage représente un
parfaitexempledelas péci fi cité dePDZinErraftteton &M mut ati o
aminé dans le PBM de la protéine G change un virus trés virulent avantageant la survie des

cellules infectées, en un virus atténué induisant la mort des cellules, ralentissant ainsi sa

réplication et sa propagation (Préhaud et al. 2010). Cette différence de phénotype a été attribuée

a une différence de spécificitée d’ i nt er acti on avec des protéines po:
effet, la souche virulente de PBM -QTRL interagit avec le domaine PDZ de la sérine/thréonine

kinase MAST2 promouvant la survie cellulaire, alors que la souche atténuée de PBM -ETRL

interagit en plus avec DIg2, MUPP1 et PTPN4, ce dernier induisant la mort cellulaire suite & son

interaction avec la protéine G (Préhaud et al. 2010). Ces exemples démontrent que de nombreux

virus ont su s’'adapter et incorporer un motif PBI
détourner ou d’'induire des fonctions cellul aires
études ont pu montrer que la protéine E du SARS-CoV posséde un PBM fonctionnel, impliqué

dans | e développement de | a pathologie suite a |

3.2.3.3 Importance du motif PBM de la protéine E des coronavirus

L’infection des voies -Co¥ se fraduit tpar idesedemmagasr l e S
al véol aires di f fus, occasionnell ement par des do
poumons, et par une exacerbation de [I(Teohrefal. a mmat i ¢

2010). En 20 1pé ,de Nal & demontré par criblage par double-hybride et par co-
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immunoprécipitation que la protéine E du SARS-CoV interagit avec la protéine cellulaire PALS1,
et que cette interaction se fait entre le motif PBM-DLLV de la protéine E et le domaine PDZ de
PALSL1 (Teoh et al. 2010). La protéine PALS1 est impliquée dans la formation et le maintien des
jonctions serrées, et suite a son interaction avec la protéine E, PALS1 est relocalisée dans
| " ERGI C et dOdhndel GapbghareCette relocalisation empé:
PBM de CRB3 (Crumbs protein homolog 3) et induit une destruction des jonctions serrées et un
retard dans | établissement de | a polarité dans | e
i mportant dans |l a destruction de | ' épithélium des
(Teoh et al. 2010).

De méme, |’ équipe d’'Enjuanes a cherché a carac
CoV en utilisant des modéles murins et des virus recombinants exprimant une protéine E sans
son PBM (Jimenez-Guardefioetal.2014). L' i nf ection de souris par Vvoi

recombinant n’induit aucune pathologi e, aucune | é
gue le titre infectieux du virus recombinant ne soit pas affecté dans les poumons par rapport au
virus sauvage, indiquant que le PBM de la protéine E du SARS-CoV n’ est pas requi ¢
production de particules infectieuses in vivo, mais représente un facteur de virulence tres
important. Aprés un criblage par double-hybride et une confirmation par co-immunoprécipitation,
|l es auteurs ont identifié |l a Synténine comme par:t
(Jimenez-Guardefio et al. 2014). Cette interaction entraine également la relocalisation de la
Synt énine depuis | e noyau des cellules vers |l e cyt
la MAP kinase p38 (Mitogen-activated protein kinase) qui mene a une augmentation de

| " expressi on dienfdyatnorkait me s e g tSgnténiné setaie dolacceh pastie E

responsable de | ' exacerbation de | infl ammati on ¢
SARS-CoV. Une étude plus récente a montré que suite a la délétion des 11 derniers acides
aminés de |l a protéine E,deetsodiancs durPRBM, vli'riursf a etc
montré de différences dans la pathologie induite par rapport au virus sauvage (Regla-Nava et al.

2015). Les auteurs émettent | hypothése que cette dé
alternati f -tarmihaleeekquerceémotif PBM pQurrait remplacer le motif PBM « de type

sauvage » et assurer les mémes fonctions (Regla-Nava et al. 2015). L"équipe d’ Enju
également identifié par analyse bio-informatique des séquences consensus de PBM chez une

grande partie des protéine E des coronavirus tels que MHV, TGEV, MERS-CoV, HCoV-229E,

HCoV-NL63, HCoV-HKU1 etHCoV-OC4 3 suggérant que | a p-teénpx@nce d’

est une caractéristiqgue c¢omm@meneaGuardeioretsae20bt). e de s
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4 IMPORTANCE DE LA PROTEINE E DE HCOV-OC43 ET DE SES
DOMAINES POUR SA NEUROVIRULENCE

Depuis les épidémies du SARS-CoV en 2002 et du MERS-CoV en 2012, les études
cherchant a mieux caractériser | e processus d’'inf
apportant toujours plus d’ i nd{acentsgpioyés pascete famillel e s mé ¢
de virus et sur les facteurs viraux impligués. Comme préalablement mentionné, parmi ces
facteurs, la glycoprotéine de surface S représente un déterminant majeur de la pathogenése des
coronavirus notamment chez HCoV-OC43 (Brison et al. 2011; Jacomy et al. 2010; Le Coupanec
et al. 2015; Meessen-Pinard et al. 2017). En plus de | a protéine S, | a |
maintenant reconnue comme un autre facteur de virulence important étant impliqué dans la
formation et la maturation des virions, dans la modification de la voie de sécrétion ainsi que dans

la modulation de la pathologie induite (DeDiego et al. 2014). Cette grande variété de fonctions

s'expliquerait par | a présence de deayantddsaGiesi nes f
di stincts : un domaine transmembr an-protdéine. Deplus,un mot i
une récente étude surlapr ot éine E d’ 1 BV a pu démontrer que ¢

populations distinctes dans les cellules infectées (Westerbeck et al. 2015). En effet, la protéine E
d’" 1 BV est présente sous forme monomérique modul a

d ' h caligpmeéres étant essentiels pour la production de particules virales. La formation de ces

deux populations pourrait permettre al a pr ot éine E d’ utiliser distinc
fonctionnels de facon optimale pour aider a | ' ass
| "action du domaine transmembranaire, et détourne.]
lebi ais d’'interactions avec son motif PBM.

Bien que de plus en plus d’' études s’intéressen
E, |l eur i mportance pour | a virulence des coronavi
plus, le réle de la protéine E des coronavirus et de ses domai nes

développement de mal adies neurologiques n’'a que p

démontré par dél étion de | ' enCoVequedette datinere ksh pr ot é
important e pour |’ atteinte et |l a réplication dans | e (
a la virulence du SARS-CoV (DeDiego et al. 2008). Etant donné que HCoV-OC43 est
naturell ement neuroinvasif et neurotrope chez |1
avons émis| " hypot hese que | aOQ043 eb se€domainesBonctiomnels! (T &t
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PBM) sont des facteurs de neurovirulence importants chez la souris, notamment en influencant

la réplication et la propagation du virus dans le SNC.

Cemémoire va présenter pour | a premiere-OC43i s | ét
dans un contexte d’infection du SNC murin. A 1’ ai
protéine E ou comportant des mutations imPBMj bant |

nous déterminerons si la protéine E de HCoV-OC43 joue un rdle dans la capacité du virus a
atteindre |l e SNC depuis un site d’'infection exteér.i

l e dével oppement d’une pathologie neurologique as
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CRITICAL FOR INFECTIOUS VIRUS PRODUCTION AND
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Résumé francais : La souche OC43 du coronavirus humain (HCoV-OC43) est un

pathogéne respiratoires ubiquitaire possédant des capacités neurotropes. La protéine
d énveloppe structurale (E) du coronavirus posséde des motifs spécifiques impliqués dans des
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central de la souris a montré que la protéine E joue un rble important dans la neuroinvasion, la

réplication et la propagation efficace du virus, ainsi que pour sa neurovirulence.
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5.1 Abstract

The OC43 strain of human coronavirus (HCoV-OC43) is an ubiquitous respiratory tract
pathogen possessing neurotropic capacities. Coronavirus structural envelope (E) protein
possesses specific motifs involved in protein-protein interaction or in homo-oligomeric ion channel
formation, which are known to play various roles including in virion morphology/assembly and in
cell response to infection and/or virulence. Making use of recombinant viruses either devoid of the
E protein or harboring mutations either in putative transmembrane domain or PDZ-binding motif,
we demonstrated that a fully functional HCoV-OC43 E protein is needed for optimal production of
recombinant infectious viruses. Furthermore, HCoV-OC43 infection of human epithelial and
neuronal cell lines, of mixed murine primary cultures from the central nervous system and of
mouse central nervous system itself showed that the E protein is critical for efficient and optimal

virus neuroinvasion, replication and propagation, and thereby for neurovirulence.

140 words.

Keywords (max 10): HCoV-OC43, Coronavirus, E protein, Transmembrane domain, PDZ

binding motif, Virus production, Pathogenesis
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5.2 Introduction

Coronaviruses are widespread RNA viruses of the Nidovirales order, Coronaviridae family,
most often associated with human and veterinary respiratory infections (de Groot et al. 2012). Of
the six human-infecting coronavirus strains, four (HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 and
HCoV-0C43) are currently co-circulating and elicit respiratory illnesses (Vabret et al. 2009).
Coronaviruses also represent a significant public health concern due to the recent zoonotically
emerged, highly pathogenic species, SARS corovonavirus (SARS-CoV) (Drosten et al. 2003;
Ksiazek et al. 2003) in 2002-2003 and, since 2012, Middle-East respiratory syndrome coronavirus
(MERS-CoV) (Zaki et al. 2012), localized to the Arabian Peninsula, but with sporadic travel-related
outbreaks worldwide. In addition to their respiratory tropism, human coronaviruses have been
detected concurrently with severe and acute neurological symptoms (Arabi et al. 2015;
Morfopoulou et al. 2016; Yeh et al. 2004) and shown to naturally infect the central nervous system
(CNS) (Arbour et al. 2000; Gu et al. 2005; Xu et al. 2005) with neurons demonstrated as the main
target of infection in HCoV-OC43 (Bonavia et al. 1997; Favreau et al. 2012; Jacomy et al. 2006;
Jacomy et al. 2003) and SARS-CoV (Gu et al. 2005; Xu et al. 2005).

Coronaviruses represent the largest known enveloped RNA (single-stranded positive
sense) viruses with a genome of approximately 30 kb (de Groot et al. 2012). The viral envelope is
composed of four or five proteins, the spike (S), membrane (M), envelope (E) and hemagglutinin-
esterase protein (HE) , t he lgentist such as HCoVsQCHBe
Coronavirus E proteins are 74-109 amino acids in length, 84 amino acids for HCoV-OC43, and
share only a small amount of sequence identity between coronavirus species. However, its
secondary structure, composed of a short N-terminal domain followed by a single hydrophobic
transmembrane domain (TMD) and hydrophilic cytoplasmic tail, remains overall conserved and is
suggested to be more important than sequence for function (Kuo et al. 2007; Torres et al. 2005).
The importance of the presence of the E protein in the viral envelope is emphasized by the fact
that there are only about twenty E molecules incorporated within the virion structure (Godet et al.
1992; D. X. Liu et al. 1991; Yu et al. 1994) and deletion of the protein can either completely prevent
the production of detectable infectious virions (Almazan et al. 2013; Curtis et al. 2002; Ortego et
al. 2007; Ortego et al. 2002) or significantly reduce infectious virus titers (DeDiego et al. 2007;
DeDiego et al. 2008; Kuo et al. 2007; Kuo et al. 2003).

The majority of the coronavirus E protein in the infected cell is localized within the secretory
pathway between the membranes of the endoplasmic reticulum (ER), Golgi and intermediate
compartment between them (ERGIC) (Cohen et al. 2011; Nieto-Torres et al. 2011,
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Venkatagopalan et al. 2015). It is in this intracellular region that additional functions mediated by
various domains of the coronavirus E proteins are proposed to occur. Homo-pentameric
oligomerization of the E protein TMD in membranes to form ion channels, called viroporins, has
been predicted for several coronaviruses (Torres et al. 2005) and extensively studied for species
such as SARS-CoV (Nieto-Torres et al. 2014; Pervushin et al. 2009) or avian infectious bronchitis
virus (IBV) (Ruch et al. 2012b; Westerbeck et al. 2015). Another domain found at the extreme C-
terminal end of the E protein, a PDZ-domain binding motif (PBM), has also been predicted for
several coronavirus species (Jimenez-Guardefio et al. 2014). This protein-protein interaction motif
capable of interrupting normal cellular functions, has been demonstrated in other viruses to play
important roles in replication, dissemination in the host and pathogenesis (Javier et al. 2011). The
multiple properties of coronavirus E proteins have not yet been fully investigated or explained, and
can at times differ between coronavirus species. The multifunctionality of the E protein could be
explained by the presence of two distinct pools (monomeric versus homo-oligomeric states)
present in the infected cell (Westerbeck et al. 2015). Furthermore, the different motifs found within
the protein (Jimenez-Guardeiio et al. 2015) could mediate different specific functions. The
coronavirus E protein was also recently recognized as an important virulence factor for the SARS-
CoV (Jimenez-Guardefio et al. 2014), where deletion of the whole or part of the protein led to an
attenuated pathology in mouse lungs (DeDiego et al. 2008; DeDiego et al. 2007), attenuation
which was later linked to the E protein TMD and PBM (Nieto-Torres et al. 2014; Jimenez-
Guardefio et al. 2014).

HCoV-0OC43 represents a circulating strain of human coronavirus causing respiratory
illness, which is naturally capable of invading the CNS where neurons are preferentially targeted
for infection. In this study, we demonstrate that the fully functional HCoV-OC43 E protein
(harboring specific TMD and PBM) is critical in infectious virus production and dissemination in
epithelial and neuronal cell cultures and in the murine CNS and that it represents a virulence

factor, a first demonstration for this coronavirus species.
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5.3 Results

Deletion of HCoV -OC43 E protein abrogates infectious virion production, introduces

a strong selection pressure for reversion in progeny.

In order to evaluate the importance of the HCoV-OC43 E protein in infectious virion
production, a stop codon was introduced at the beginning of the E gene of our cDNA infectious
clone, pBAC-OC43™ (St-Jean et al. 2006), preventing corresponding full-length E protein
production in the resultant recombinant virus (Figure 5-1A). Transfection of BHK-21 cells with the
pBAC-OC43FL led to the detection of reference HCoV-OC43 recombinant infectious virus
(rOC/ATCC) whereas transfection with the pBAC-OC43-E-Stop mutant did not lead to any
detectable infectious virus (rOC/E-Stop) (Figure 5-1B).

To confirm that the inability to detect infectious viral particles was due to the lack of E
protein expression, we wished to verify whether viral production could be rescued with wild-type
E protein. Transfection of a plasmid containing the reference HCoV-OC43 E gene, pcDNA(OC-
E), in BHK-21 cells clearly showed via Western blot assay (WB) that the E protein was produced
compared to an empty plasmid condition (Figure 5-1C). Subsequently, a transient co-transfection
was conducted in the same cells with pPBAC-E-Stop and pcDNA(OC-E) and, by making use of a
monoclonal antibody against the S protein of HCoV-OC43, we confirmed that the co-transfection
did not affect transfection efficiency, and that the viral S protein was produced at equivalent levels
in cells transfected with pBAC-OC43 alone or pBAC-E-Stop with pcDNA(OC-E) or empty
plasmid (Figure 5-1D). Following the co-transfection, infectious particles production was rescued
to detectable levels in a dose-dependent manner (Figure 5-1E). Viral RNA was harvested and
cDNA sequenced to confirm that the infectious particles detected after transfection corresponded
to rOC/ATCC and rOC/E-Stop mutant (data not shown).

As we were able to rescue infectious particles production through transient
complementation, we wondered whether this resultant virus, still lacking the E gene, could be
amplified further in subsequent passages. To this end, we amplified the viral stocks of all
transfected plasmids three times without trans-complementation on HRT-18 epithelial cells, each
time normalizing viral titers to the lowest detectable titer to infect cells at an identical MOI for all
recombinant viruses (Figure 5-1F). Throughout the amplification process we were consistently
unable to detect infectious viral particles issuing from viral stocks of rOC/E-Stop. Amplifications of

initially complemented viral stocks of rOC/E-Stop led to detectable titers which decreased over
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the course of each subsequent amplification compared to rOC/ATCC. Sequencing of viral RNA
confirmed that the E gene in the viral rOC/E-Stop stocks contained the introduced stop codon at
each amplification step (data not shown). These results demonstrate that production of progeny
infectious HCoV-OC43 virions is still possible in the absence E protein, however the efficiency of

the process is dramatically diminished.
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Figure 5-1 The HCoV-OC43 E protein is critical for infectious particle production. (A)

Representation of the full-length HCoV-OC43 genome found within the pBAC-OC43rL
infectious clone (top) with a schematic representation of the HCoV-OC43 E gene to be
modified at various amino acid positions indicated at their relative positions within the
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protein (bottom). TM, transmembrane; PBM, PDZ-binding motif. (B) Evaluation of infectious
virus production corresponding to pBAC-E-Stop transfection of BHK-21 cells compared to
pBAC-OC43FL. (C) Insertion of wild-type E gene into pcDNA3.1(+) expression vector,
pcDNA(OC-E), yielded corresponding HCoV-OC43 E protein expression compared to
empty vector. (D) Visualization of transfection efficiency on BHK-21 cells of various
conditions by immunofluorescence detection of HCoV-OC43 S protein (green), nucleus
staining with DAPI (blue). Subpanels: (a) mock, (b) pBAC-OC43FL (rOC/ATCC), (c) pBAC-
E-Stop (rOC/E-Stop + 2ug pcDNA(OC-E)), (d) pBAC-E-Stop (rOC/E-Stop + 2ug
pcDNA(empty)). (E) Transient co-transfection of pBAC-E-Stop and lor 2ug pcDNA(OC-E)
in BHK-21 cells rescued detectable infectious virus in a dose-dependent manner. (* P<0.05)
(F) Evaluation of infectious recombinant virus production after transient co-transfection of
pBAC-E-Stop and pcDNA(OC-E) in BHK-21 cells (BHK 0). The supernatants (P0O) were
amplified three times by inoculation of HRT-18 cells (HRT 1-3). Infectious viral titer
differences observed between experiments, revealed, by sequencing (G), the appearance
of reversions at the position in the E gene where a stop codon was introduced are indicated

by bol d and underl ine. LOD, [ i mit of detectio

reversion(s) in the HCoV-OC43 E gene in viral stocks as detected by sequencing.

Interestingly, when conducting independent experiments following the same experimental
approach, the titers of initially complemented rOC/E-Stop sometimes increased substantially after
two or three amplifications, approaching reference virus titer levels after three rounds of
amplification on HRT-18 cells (Figure 5-1F). Sequence analysis of the E gene of the corresponding
viral stocks revealed that a reversion of sequence appeared at the position where the stop codon
had been initially introduced; representing reversion to wild-type or new amino acids (Figure 5-
1G). Taken together, these data demonstrate that the HCoV-OC43 E protein is critical for efficient

infectious virion production in epithelial cells.

Neuronal cells are susceptible to infection with HCoV -OC43 lacking E protein but

progeny virus production is severely inhibited.

HCoV-0C43 is neuroinvasive (Arbour et al. 2000) and neurotropic, with the neuron being
the main target of infection in the CNS (Jacomy et al. 2006; Jacomy et al. 2003). Therefore, we
sought to investigate whether the absence of the E protein would modify these neurotropic
capacities by infecting a susceptible differentiated human neuronal cell line (LA-N-5) or mixed
primary cultures of murine CNS cells. Initially complemented rOC/E-Stop, previously recovered
from transfection on BHK-21 cells (P0), was used for infection and infectious viral titers determined
over a period of 72 hours post-infection (hpi). This revealed an important decrease of infectious
virus production for human cells (Figure 5-2A), which was exacerbated in primary murine cells,
where virus titers were under the limit of detection (Figure 5-2B). However, in these primary

cultures, low levels of infected cells were visualized by immunofluorescence (IFA), suggesting that
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infection was possible even for the complemented rOC/E-Stop virus but that propagation was

severely inhibited (Figure 5-2C).
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Figure 5-2 HCoV-OC43 lacking E protein can infect neuronal cells but replication is severely
impaired. LA-N-5 (A) and mixed primary mouse CNS cells (B) were infected with infectious
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supernatant (P0) lacking E protein, rOC/E-Stop + pcDNA(empty), or initially complemented
virus, rOC/E-Stop + pcDNA(OC-E). Cell-free and cell-associated virus infectious titers were
determined over 72 hours post-infection. Representative of three different experiments.
Statistical significance was tested at 72hpi (*** P<0.001). (C) IFA on infected mixed primary
murine CNS cells over 48h. Green represents the microtubule associated protein 2 (MAP2)
staining in neurons; red represents viral antigens.

HCoV-OC43 E protein putative transmembrane domain integrity is important for

efficient infectious virion production and efficient infection of neuronal cells.

The transmembrane domain (TMD) of some coronavirus E protein is known to homo-
oligomerize in membranes and appears to modulate infectious virus production (Nieto-Torres et
al. 2014). In order to determine the effect of HCoV-OC43 E protein TMD on virus production in
cell culture, pBAC-OC43FL was modified at a key amino acid position previously identified in other
coronaviruses to be critical for the stability of this specific domain (Nieto-Torres et al. 2014; Ruch
et al. 2012b) and compared against wild-type virus during infection of cells. The large, polar
glutamine at position 17 of the HCoV-OC43 E protein putative TMD was modified into a smaller,
non-polar alanine (pBAC-E-TM-Q17A) in order to diminish any possible ion channel selectivity

conveyed by this amino acid (Pervushin et al. 2009) at the opening of the putative ion channel.

Transfection of transmembrane mutant in BHK-21 cells yielded detectable virus titers of
rOC/E-TMoi17a, Which was further amplified on HRT-18 cells (P1) to significantly lower titers
compared to reference virus (Figure 5-3A). Infection of human LA-N-5 cells and mixed primary
cultures of mouse CNS cells showed a similar virus production kinetic with an initial delay over the
first 24hpi in the cell-free fraction (Figure 5-3B and C, left panels). However, in the cell-associated
fractions, the amount of recovered infectious virus particles was almost identical to those of the
reference virus (Figure 5-3B and C, right panels), suggesting a possible defect in virus release. In
order to ascertain this potential defect, human LA-N-5 cells were infected with either rOC/ATCC
or rOC/E-TMaqi7a, and both infectious titer and viral RNA copies (associated to total viral particles)
in the cell-free fraction were quantified at 16 hours post-infection (Figure 5-3D). Only the infectious
titer was quantified in the cell-associated fraction as we are not able to differentiate between viral
genomic and subgenomic RNA and between viral RNA that would be inserted in virion or free in
the infected cell. Similar levels of viral infectious particles were measured in the cell-associated
fractions for both viruses at 16hpi indicating that the cells have been infected with the same
efficiency and that the viral replication early steps are not affected by the alteration of the TMD.

However infectious viral titer in the supernatant (cell-free fraction) of cells infected with rOC/E-
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TMoi17a Was significantly reduced compared to cells infected with rOC/ATCC, although both
viruses produced similar amount of total viral particles. These findings are supported by
immunofluorescence assay showing a delay in propagation of rOC/E-TMoiza Over 72 hpi

compared to reference virus (Figure 5-3E, Figure S5-1).
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Figure 5-3

Figure S 5-1

>

rOC/ATCC
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The putative HCoV -OC43 transmembrane domain plays an important role in
infectious virion production, release, repli cation and propagation in neuronal cells.
(A) Production of infectious virus after transfection of E protein transmembrane mutant in
BHK-21 cells (BHK 0) and amplification on HRT-18 cells (HRT 1). (B) LA-N-5 human
neuronal cells and (C) mixed primary mouse CNS cells were infected with rOC/E-TMqu7a.
Cell-free and cell-associated virus fractions were recovered and tittered over 72 hours. The
results show a representative experiment. Statistical significance was tested at 72hpi (**
P<0.01; *** P<0.001). (D) Infectious virus production was evaluated in the cell-associated
or cell-free fraction, and total viral RNA (representative of total viral particles production)
was quantified by RT-gPCR in the cell-free fraction of rOC/ATCC or rOC/E-TMagz17a infected
cells following 16 hours of incubation with 200nM chloroquine to prevent re-infection. (E)
The percentage of LA-N-5 cells infected by the transmembrane mutant (representative of
viral propagation) was quantified by immunofluorescence and cell profiler software and
compared to the reference virus over 72 hours post-infection. LOD, limit of detection.

16hpi 24hpi 72hpi

HCoV-0C43 E protein transmembrane (TM) domain is important for its efficient

propagation in human and murine neuronal cells. (A) Differentiated LA-N-5 and (B)
mixed primary murine CNS cells were infected with either rOC/ATCC or rOC/E-TMaq17a at
the same MOI and cells were fixed at several time points and HCoV-OC43 S protein (red)
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was revealed by immunofluorescence staining to follow viral propagation. Green represents
the microtubule associated protein 2 (MAP2) staining in neurons of the mixed primary
murine CNS cells. Nucleus were stained with DAPI (blue).

HCoV-OC43 E protein putative C -terminal protein -protein interaction motif is critical

for efficient infectious virion production and dissemination.

Bioinformatics analysis and modeling suggest that several coronavirus species possess a
PDZ-domain binding motif (PBM) at the extreme C-terminus of their E protein that could interact
with cellular and viral proteins (Jimenez-Guardefio et al. 2014). We sought to investigate whether
the putative four-amino acid E protein PBM of HCoV-OC43 modulates production of infectious
particles and infection of susceptible cells. To this end, we modified our cDNA infectious clone to
change the two key amino acids of the putative PBM motif, at the -0 and -2 positions from the C-
terminal end respectively, into inert alanines, and thereby abrogated putative motif recognition by
potential interaction partner(s). Single amino acid mutants (pBAC-OC-E-PBM-D82A and pBAC-
OC-E-PBM-V84A) or double mutant (pBAC-OC-E-PBM-D82A-V84A) (Figure 5-1A), were
transfected in BHK-21 cells and amplified on HRT-18 cells at the same multiplicity of infection and
compared to reference virus (Figure 5-4A). Amplification on HRT-18 cells demonstrated that viral
titers of the double mutant were significantly decreased compared to other viruses.

To investigate whether the ability to infect susceptible cells, replicate and disseminate is
affected by the putative C-terminal PBM in the context of the CNS, LA-N-5 or mixed primary
cultures of murine CNS cells were infected with single or double mutant PBM viruses and viral
titers and propagation were analyzed. In LA-N-5 cells, after 18 hpi, the titers of rOC/E-PBMps2a-
vasa Were significantly decreased in the cell-free and cell-associated virus fraction compared to
single PBM mutants or reference viruses and total infectious virus titers of the double mutant was
severely altered over 72 hours (Figure 5-4B). This trend was exacerbated in primary mixed murine
CNS cultures, which showed no detection of infectious rOC/E-PBMps2a-vsaa cOmpared to single
mutant PBM and reference viruses (Figure 5-4C). As no differences were observed between both
single PBM mutant (rOC/E-PBMps2a and rOC/E-PBMysss) and reference virus, we continued the
characterization of the potential PBM only with the double mutant virus (rOC/E-PBMpsz2a-vsaa).
Immunofluorescence analysis indicated that cells could be infected by all viruses but we detected
a significant difference in propagation for both LA-N-5 cells (Figure 5-4D, Figure S5-2A) and
primary mixed murine CNS cultures (Figure S5-2B), showing a significantly reduced propagation
for the double PBM mutant rOC/E-PBMps2a-vsaa.
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Figure 5-4
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A functional PDZ -domain binding motif at the C -terminal end of the HCoV -OC43 E

protein is critical for efficient virus production and spread in neuronal cells.

(A)

Production of infectious virus after transfection of various E protein mutants with fully or
partially abrogated predicted PBM after transfection in BHK-21 cells (BHK 0) and
amplification on HRT-18 cells (HRT 1). The results show a representative experiment. Cell-
free and cell-associated infectious virus production were determined at indicated timepoints
after infection at an MOI of 0.05 on (B) LA-N-5 cells and (C) mixed primary cultures of
mouse CNS cells. The results show a representative experiment. Statistical significance
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was tested at 72hpi (** P<0.01; *** P<0.001). (D) The percentage of LA-N-5 cells infected
by the transmembrane mutant (representative of viral propagation) was quantified by
immunofluorescence and cell profiler software and compared to the reference virus over 72
hours post-infection. LOD, limit of detection.

>

rOC/E-PBM_,,, ., FOC/ATCC O rOC/E-PBM__, .. rOC/ATCC

Figure S5-2 HCoV-OC43 E protein PBM motif greatly improves i ts propagation in human and
murine neuronal cells. (A) Differentiated LA-N-5 and (B) mixed primary murine CNS cells
were infected with either rOC/ATCC or rOC/E-TMpbs2a-vsaa at the same MOI and cells were
fixed at several time points and HCoV-OC43 S protein (red) was revealed by
immunofluorescence staining to follow viral propagation. Green represents the microtubule
associated protein 2 (MAP2) staining in neurons of the mixed primary murine CNS cells.
Nucleus were stained with DAPI (blue).
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Deletion of HCoV -OC43 E protein or alteration of its putative TMD and PBM alter its
relative infectivity.

Given that the coronavirus E protein is known to play an important role in infectious virion
formation and maturation (de Groot et al. 2012), we then looked if its deletion or the alteration of
its putative functional domains could also alter the total virion production. Using a RT-gPCR
approach, the quantity of total viral particles in stocks of rOC/ATCC, rOC/Estop, FOC/E-TMg17a OF
rOC/E-PBMps2a-vssn Were evaluated and compared to the infectious titer of the corresponding
viruses (Figure 5-5A). Whereas the reference virus possesses a ratio of infectious virion to total
viral particles of approximately 1:100, the rOC/Eswop mutant has a ratio of 1:56 000 correlating with
the defect in infectious virion production previously observed. Surprisingly, the quantity of total
viral particles (evaluated as total RNA copy number by RT-qPCR) was close to the reference virus.
The same defect was observed for rOC/E-TMg17a but to a lesser extent with a ratio of 1:1065, but
it was absent for the rOC/E-PBMps2a-vasa mutant. Indeed, even though this latter mutant produces
less virions compared to the reference virus, a very high proportion of them are infectious, as the
ratio of infectious over total particles is about 1:2 (Figure 5-5A). These observations of modified
ratio were confirmed by immunofluorescence comparing the percentage of infected cells when the
guantity of virus used for the infection of LA-N-5 cells was normalized either to the number of
infectious virions or to the number of total viral particles (Figure 5-5B). All these findings
demonstrate that the HCoV-OC43 E protein is critical for efficient replication in epithelial and
neuronal cells, and that its functional domains play important and potentially distinct roles during

the production of new infectious virions.
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Figure 5-5 HCoV-0OC43 E protein and its putative TMD and PBM modulate relative virus
infectivity. (A) Infectivity assay between viruses: quantification of viral RNA in viral stocks
(absolute quantity in RNA copy representative of total viral particles) and of the number of
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infectious particles in viral stocks. Ratio of infectious to total viral particles are indicated over
each virus. (B) The percentage of LA-N-5 cells infected by the different viruses was
quantified by immunofluorescence and cell profiler software at 16hpi in the presence of
200uM Chloroquine (reinfection inhibitor). Infection were performed with amount of viruses
normalized either on the quantity of viral RNA (total particles) or on the number of infectious
viral particles. (** P<0.01; *** P<0.001)

Fully competent HCoV -OC43 E protein is required for optimal neuroinvasion and is

a dete rminant factor of neurovirulence.

As HCoV-0OC43 is naturally neuroinvasive and neurovirulent in mice (Brison et al. 2011,
Desforges et al. 2014; Le Coupanec et al. 2015) and that the E protein is important for efficient
propagation in neuronal cells (Figure 5-3 and 5-4), we wished to investigate the importance of the
two functional domains of E in the process of neuroinvasion. Seven-day-old C57BI/6 mice were
infected and RT-gPCR performed at 5 days post-infection on complete brain revealed that mutant
viruses were still neuroinvasive compared to reference virus, however the copy number of viral
RNA was significantly lower for both mutants (Figure 5-6A). This indicates that the TMD and PBM
are not essential for HCoV-OC43 neuroinvasion. Moreover, it is interesting to note that the 4 mice
(3 infected with the reference virus, and one with the TMD mutant) with a high number of viral

RNA copy (>10%) were the only ones to show signs of illness at 5 dpi.

To investigate the role of the E protein in the induction of HCoV-OC43-induced neurological
pathology, 22-day-old C57BI/6 mice were intracerebrally infected with either rOC/ATCC, rOC/E-
TMoi7a or rOC/E-PBMps2a-vsaa, and the development of illness was monitored for 21 days after
infection. During this period, only mice infected with the reference virus died, all other mice
survived the infection (Figure 5-6B). Moreover, mice infected with rOC/E-PBMpg2a-vssa did not
show any significant differences of weight gain compared to sham infected mice (Figure 5-6C),
nor did they show any sign of neurological disease compared to mice infected with the reference
virus (Figure 5-6D). However, mice infected with rOC/E-TMo17a Showed an intermediate weight
gain profile between mice infected with the reference virus and the sham infected mice (Figure 5-
6C), suggesting that these mice were developing a disease, which was confirmed by the
neurological symptoms developed by several mice, although to a lesser extent than mice infected
with the reference virus (Figure 5-6D). Mice infected with initially complemented rOC/Esp did not
show any signs of illness whether in terms of weight gain, or neurological symptoms (Figure S5-
3A-C).
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Figure 5-6

Afully f unctional HCoV -OCA43 E protein is associated with optimal neuroinvasion and
increases neurovirulence. (A) 7-day-old C57BI/6 mice received 10° TCIDso/20uL of
rOC/ATCC, rOC/E-TMqi7a or rOC/E-PBMpsz2a-vsaa by the IN route. Neuroinvasion was
detected and quantified by RT-gPCR on brain RNA at 5 days post-infection, each point
represents a single mouse. (B) Twenty-two-day-old C57BI/6 mice received 10%°
TCIDso/10pL of rOC/ATCC, rOC/E-TMqi7a or rOC/E-PBMpsza-vssa by the IC route and were
observed for survival over 21 days following the injection. (C) Infected mice were weighted
every 2 days for a period of 21 days following infection. The weight gain is shown as
percentage of dO set at 100%. (D) Evaluation of the clinical scores (percentage of mice at
each level of the scale) of mice infected by rOC/ATCC, rOC/E-TMg17a or rOC/E-PBMpsg2a-
vaaa based on neurological symptoms described in clinical score scale between level 0 and
4 over a period of 21 days (see Materials and methods). Representative of three different
experiments. (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001)
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Figure S5-3 HCoV-0OC43 E protein is required for pathogenesis in the CNS. (A) Survival curves of
mice in percentage over 21 days following the injection. (B) Infected mice were weighted
every 2 days for a period of 21 days following infection. The weight gain is shown as
percentage of jO set at 100%. (C) Evaluation of the clinical scores (percentage of mice at
each level of the scale) of mice infected by rOC/Eswp based on neurological symptoms
described in clinical score scale between level 0 and 4 (see Materials and methods). (D)
Viral RNA was detected and quantified by RT-gPCR in the brain of infected mice at 5 and
9 days post-infection. Representative of three different experiments. (** P<0.01; ***
P<0.001)

HCoV-OC43 E protein and its TMD and PBM are essential for efficient replication in
the murine CNS.

As HCoV-OC43 E protein and its functional domains modulate viral replication and
propagation in human and murine neuronal cultures (Figure 5-3, and 5-4), we examined if the
differences in neurovirulence observed (Figure 5-6) were associated with defective infectious virus
productions and propagation in the CNS. Infection of 22-day-old C57BI/6 mice with reference and
E protein mutants revealed that the infectious titer in the brain (Figure 5-7A) and the spinal cord
(Figure 5-7B) was significantly reduced for the TMD mutant. This altered replication in the brain
correlates with an extremely weak production in the spinal cord, where infectious virions were

detected in only one mouse at 5 dpi. Production of infectious particles was under the limit of
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detection in mice infected with the PBM mutant, correlating with the total absence of
neurovirulence (Figure 5-6). However, the PBM mutant RNA was detected in the brain at 5 and 9
dpi, although at a lower level than the reference virus or the TMD mutant (Figure 5-7C), indicating
that this virus was capable of replicating at a low level in the brain. Similar observations were
obtained following mouse infection with rOC/Esqp (Figure S5-3D). Viral RNA of each mutant was
extracted at 5 and 9 dpi and sequenced for the E and M gene. No reversion in the targeted genes
were observed (data not shown), indicating that the inserted mutations are stable during
replication in the murine brain for at least 9 days. It is interesting to note than when infected with
a higher viral dose (10?° TCIDso/10uL vs 10%° TCIDso/10pL), infectious virions of the PBM mutant
could be detected in low amount in the brain of mice (Figure S5-4A). Moreover, the apparent
increase of infectious virus production at days 10-11 post-infection suggest that this mutant could
be able to replicate at a low level, avoiding detection by the immune system at first. Viral RNA was
also detected in both the brain and spinal cord (Figure S5-4B and C). Sequencing of the E and M
genes again revealed the absence of reversion, again suggesting that the absence of detectable
infectious virion production previously observed (Figure 5-7) was probably due to the low
infectious dose. Taken together, these data demonstrate that a fully competent E protein (with
both functional TMD and PBM) is essential for HCoV-OC43 neurovirulence in association with
efficient replication in the CNS, correlating with the early observations in neuronal cells (Figures
2-4).
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Figure 5-7 The E protein TM and PBM domain are essential for optimal replication in the murine

brain and spinal cord.
the spinal cord of 22-day-old C57BI/6

infection. LOD, limit of detection. Repr

Infectious viral particles were quantified in (A) the brains and (B)
mice infected by the IC route with 1015 TCIDso/10pL
rOC/ATCC, rOC/E-TM-Q17A or rOC/E-PBM-82-84 over a period of 15 days. (C) Viral RNA
was detected and quantified by RT-gPCR in the brain of infected mice at 5 and 9 days post-

esentative of three different experiments.
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Figure S 5-4 rOC/E-PBMps2a-vsaa is able to produce infectious virions in the brain and to propagate
to the spinal cord after an infection at a higher dose. (A) Infectious viral particles were
guantified in the brains of 22-day-old C57BI/6 mice infected by the IC route by 1025
TCIDso/10pL rOC/ATCC, or rOC/E-PBM-82-84 over 11 days post-infection. Viral RNA was
detected and quantified by RT-gPCR in the (B) brain and (C) spinal cord of infected mice
over 11 days post-infection. LOD, limit of detection.

The putative TMD decreases HCoV-OC43 propagation in the murine brain.

When infection was performed at a 10*° TCIDso/10pL dose, only the E protein TMD mutant
produced detectable virions in the brain (infectious virus is under the limit of detection for PBM
mutant). However, this production was significantly lowered compared to reference virus.
Therefore, based on data obtained in neuronal cultures (Figures 2-4), we investigated if the TMD
mutation also induced a defect in propagation within the brain. Brains of mice infected
intracerebrally with rOC/ATCC or rOC/E-TMq17a were harvested at 3 and 7 dpi, and viral spreading
was observed by immunofluorescence. Whereas the reference virus had already infected the
hippocampus at 3 days post-infection (with positive cells around the lateral ventricle and in the
hypothalamus), and then continued to spread until the rest of the brain was infected at 7 dpi (Figure

5-8 left panels), the rOC/E-TMaqi7a presented an important delay in spreading as only a few number
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of infected cells were visible at 3 dpi except for a small focus of infection around the hippocampus
and the lateral ventricle. Spreading then occurred to the same brain regions compared to
reference virus but to a much lower extent (Figure 5-8 right panels). This suggests that although
the TMD mutant seems to follow the same spreading path in the murine brain, its spreading is
greatly delayed and underlines the fact that HCoV-OC43 E protein TMD is important for efficient

propagation in the murine brain.

rOC/ATCC rOC/E-TM,,,.,

3 dpi

7 dpi

Figure 5-8 HCoV-0C43 E protein putative TM domain is required for efficient spreading in
mouse CNS. Viral spreading in mice brain was examined by immunofluorescence at 3 and
7 days post-infection. The virus was detected using an antibody against the HCoV-OC43 S
protein (green) and nuclei were detected using DAPI (blue). Small white arrows point to
isolated infected cells. Brain regions: 1, Olfactory Bulb; 2, Lateral Ventricle; 3,
Hippocampus; 4, Brainstem; 5, Hypothalamus.
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5.4 Discussion

In this study, by modifying a full-length cDNA infectious clone of the human HCoV-OC43
virus, we demonstrate that E protein is critical for the production of infectious virions, as transient
complementation with wild type E protein rescued infectious viral production and a strong selection
pressure to revert to a functional E protein was observed. Moreover, mutations of specific domains
revealed that a fully functional protein participate in the efficient viral spreading, associated with

neuropathogenesis.

Deletion of the E protein leads to varying degrees of defects for coronaviruses. Indeed,
whereas murine hepatitis virus (MHV) and SARS-CoV are attenuated, showing a reduced ability
to produce infectious virus without E protein, in a cell-type specific manner (DeDiego et al. 2008;
DeDiego et al. 2007; Jimenez-Guardeiio et al. 2015; Kuo et al. 2003), transmissible gastroenteritis
virus (TGEV) (Ortego et al. 2002) and MERS-CoV (Almazan et al. 2013) are replication competent,
but completely propagation defective, with no detectable infectious virus production when the E
protein is deleted. Similarly, we were able to rescue infectious rOC/Estwop production by providing
wild-type E protein in trans, as the recovery of initially complemented rOC/Esop through
complementation, and amplification on epithelial cells yielded detectable infectious virus (Figure
5-1). As suggested for MERS-CoV (Almazan et al. 2013), the apparent low titer detected after the
first passage on HRT-18 cells (especially at P1), could be due to a transfer of detached cells
transfected with the initially complemented pBAC-OC43-E-Stop. Furthermore, the production of
infectious particles (for initially complemented mutant lacking the E protein) was low and
decreased with subsequent amplification attempts. On the other hand, these results also suggest
that production of infectious virions without E protein is possible but with severely affected
efficiency, underlining the requirement of a fully functional E protein. Coronavirus E protein has
been suggested to allow correct virion formation in part by inhibiting M protein aggregation (Kuo
et al. 2007), or by inducing scission events at the ERGIC (Fischer et al. 1998). Our data indicate
that while reducing dramatically the quantity of infectious viral particles formed, the complete
abrogation of HCoV-OC43 E protein did not significantly alter the quantity of total viral particles
produced compared to the reference virus (Figure 5-5), suggesting that the protein is important

for efficient virion maturation that lead to good infectivity.
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This concept is emphasized by the appearance of recombinant HCoV-OC43 E protein
revertants at a very low passage humber (P2 or P3) on HRT-18 cells. Indeed, the appearance of
revertants with different E sequences after only a few rounds of amplification on HRT-18 cells
indicates that low level of viral particles must have been produced earlier during the process as
we already observed previously for HE-deleted recombinant HCoV-OC43 (Desforges et al. 2013).
We observed strong selective pressure at the position where we introduced a stop codon where
nucleotide changes led to reversion to reference E sequence or to another amino acid residue
(tryptophan or leucine). It was previously described that SARS-CoV (Jimenez-Guardeiio et al.
2015) and MHV (Kuo et al. 2010) E protein deletion mutants underwent compensatory mutations
after a few passages in culture to utilize a partially duplicated version of the adjacent M protein to
recover partial virus production. A second type of reversion was observed for SARS-CoV E protein
deletion mutant after an intranasal infection of susceptible mice as the small transmembrane ion
channel forming 8a was modified to incorporate a potential PBM associated with increased
infectious virus production compared to E protein deletion mutant (Jimenez-Guardefio et al. 2015).
Our results support the hypothesis that there is selective pressure to specifically restore the E
protein functionality itself without partial duplication of the M gene (data not shown), however, it is
important to note that we only introduced a stop codon at the beginning of the E gene instead of
deleting part or all of the gene, as it was done for SARS-CoV and MHV (Jimenez-Guardefio et al.
2015; Kuo et al. 2010). A recombinant HCoV-OC43 in which the E gene would have been deleted

could have used the same reversion process in other viral gene.

Production of infectious virus was reduced after infection of neuronal cell cultures with
initially complemented rOC/Eswp compared to reference virus. Immunofluorescence assay for viral
proteins confirmed these latter results showing no defect in entry for the initially complemented
rOC/Eswp Virus compared to reference virus at 16 hpi, while observations at 48 hours indicated an
important defect of viral propagation (Figure6). A decrease in virus spread was also reported for
MHV (Kuo et al. 2007; Kuo et al. 2003) and SARS-CoV (DeDiego etal. 2007) AE mut ant s whi

formed smaller and less numerous plaques.

The coronavirus E protein is now considered as a virulence factor (reviewed extensively in
(DeDiego et al. 2014)) and there have been extensive efforts to characterize the different domains
of this relatively small transmembrane protein and the possibility that it acts as a viroporin, with

ion channel activity. The TMD of several coronavirus E proteins (including HCoV-OC43) was
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predicted (Torres et al. 2005) and shown to form ion channels permeable to small cations in
artificial membranes for species such as IBV, MHV, HCoV-229E (Wilson et al. 2006), MERS-CoV
(Surya et al. 2015) and SARS-CoV (Wilson et al. 2004). Furthermore, it was demonstrated that
the IBV E protein can exist in a penta-oligomeric state (Westerbeck et al. 2015), and that for
MERS-CoV (Surya et al. 2015) and SARS-CoV (Pervushin et al. 2009; Torres et al. 2006; Verdia-
Baguena et al. 2013; Verdid-Baguena et al. 2012), it forms pentameric channels in lipid
membranes. Chemical inhibition of ion channel activity (Wilson et al. 2006), destruction of the
integrity of (Almazéan et al. 2014; Regla-Nava et al. 2015; Y. Ye et al. 2007) or replacement of the
TMD with those of other viral species (Ruch et al. 2011) all led to reduced viral titers for other
coronaviruses species. The E protein of coronaviruses is largely localized within the secretory
pathway (Cohen et al. 2011; Nieto-Torres et al. 2011; Venkatagopalan et al. 2015) where it has
recently been described for IBV to exist in two different pools; one of monomeric E proteins that
disrupt the secretory pathway and a second pool in an oligomeric state, likely serving to facilitate
the assembly of progeny virions (Westerbeck et al. 2015). The transient delay in infectious virus
release observed for the TMD mutant compared to the reference virus (Figure 5-3) suggests a
defect in virus release that could be the result of damaged infectious patrticles as it was observed
for IBV, for which a TMD mutant of the E protein induces a similar defect associated with increased
guantity of non-infectious viral particles released possessing a cleaved S protein near the virion
surface (Ruch et al. 2011). Considering the higher proportion of non-infectious virions released by
cells infected with the TMD mutant compared to cells infected with the reference virus (Figure 5-
3D and 5-5A), a similar process consisting in an alteration of infectious virions in the secretory
pathway may also be involved here, suggesting an important role for TMD within the cellular
secretory pathway. Furthermore, mutation at homologous position T16 of IBV did not have an
effect on VLP formation but rather was required for secretory pathway disruption (Ruch et al.
2012b; Westerbeck et al. 2015). These results suggest that mutation Q17A (homologous to IBV
T16A) in the HCoV-OC43 E protein putative TMD plays a role in modulating infectious virus

release from infected cells.

A four-amino acid C-terminal PBM protein-protein interaction motif has been predicted for
HCoV-0C43 (Jimenez-Guardefio et al. 2014). Through the replacement of the key amino acids of
this motif by alanines, we demonstrated its importance in infectious virion production in the
epithelial and neuronal cells tested (Figure 5-4). Defective propagation without an effect on the

ability to infect cells was observed with the recombinant virus with an abrogated putative PBM.
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Deletion of the PBM in SARS-CoV E protein led to slight decreases in viral titers in some cell types
(Jimenez-Guardefo et al. 2014) while in others viral titers remained unaffected (Regla-Nava et al.
2015).0ur data on HCoV-OC43 reveal significant infectious virus production defects in an
epithelial cell line which was further accentuated in neurons, but only after infection by the double
mutant rOC/E-PBMps2a-vsaa, Suggesting that HCoV-OC43 replication in cultured cells can tolerate
a slight flexibility in the putative PBM sequence. Among coronavirus E proteins, only the SARS-
CoV E protein has been shown to per se possess such a functional motif, which interacts with
PALS1 to disturb secretory pathway membranes to alter tight junction formation (Teoh et al. 2010)
and syntenin to play a role in the exacerbated inflammatory response typical of infection via p38
MAPK activation (Jimenez-Guardefio et al. 2014). For SARS-CoV E protein, the PBM is suggested
to be important in two independent functions: virus stability and virulence/pathogenesis rather than
virus production (Jimenez-Guardefio et al. 2015; Jimenez-Guardefio et al. 2014; Regla-Nava et
al. 2015). Given that the functions of PBM is dependent on their sequence and surrounding
sequence context (F. Ye et al. 2013), further study of the HCoV-OC43 E protein neuronal
interactome is warranted and could provide new insights on the precise function of the protein in
infected cells. Prevention of a functional interaction between HCoV-OC43 E protein PBM and its
PDZ domain-containing ligand could conceivably function in the same vein as seen in case of
neurotropic encephalitic rabies virus, for which differences in disease phenotype, rapid versus
attenuated spread of virus infection, was attributed to differences in PBM sequences on the C-
terminal of the rabies envelope glycoprotein G leading to different cellular interaction partners to
mediate either neuronal cell survival or death (Préhaud et al. 2010). Surprisingly, the PBM mutant
forms less total viral particles but almost all of them are infectious. As protein-protein interaction
motifs, viral PBM are involved in a variety of processes, including viral particle assembly and
maturation (Javier et al. 2011). Abrogation of the E PBM, could prevent critical cellular and/or viral
interaction necessary for the rapid and efficient formation and maturation of viral particles, making

propagation highly inefficient.

The SARS-CoV E protein is critical for neuroinvasiveness in susceptible mice (DeDiego et
al. 2008). HCoV-0OC43 E protein seems to differ from its SARS-CoV homolog as viral RNA is
present in the brain of all mice intranasally infected with either the reference virus, the TMD mutant
or the PBM mutant (Figure 5-7-A), indicating that the fully functional protein is not essential for
neuroinvasion. On the other hand, the amount of viral RNA was significantly lower in the brain of

E mutant-infected mice. Although we cannot rule out that these data represent a difference in
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replication and propagation once the virus is already in the brain, optimal HCoV-OC43
neuroinvasion may necessitate a fully functional E protein. The SARS-CoV E protein was recently
described as an important virulence factor during infection of the lungs, being in part responsible
for the immune response exacerbation (Jimenez-Guardefio et al. 2014), the lung epithelium
destruction (Teoh et al. 2010), and edema accumulation in the lungs (Nieto-Torres et al. 2014).
We demonstrate here that HCoV-OC43 E protein deletion as well as abrogation of the putative
PBM prevented neurological symptoms following CNS infection, correlating with replication and
propagation observations in epithelial and neuronal cells (Figure 5-7). Disappearance of
respiratory tract disease was observed for SARS-CoV in which E PBM was abrogated, preventing
interaction of the viral protein with the PDZ-containing protein syntenin (Jimenez-Guardefio et al.
2014; Regla-Nava et al. 2015). The absence of neurological symptoms following infection by either
rOC/Estop OF rOC/E-PBMps2a-vaaa could potentially be linked to glutamate excitoxicity that we have
previously observed in mice (Brison et al. 2011), possibly by interfering with PDZ-domain
containing proteins found in neuronal cells (Feng et al. 2009). We also demonstrate that HCoV-
0OC43 putative TMD plays a role in the neuropathogenesis following the CNS infection, albeit to a
lesser extent than its PBM. Indeed, infected mice showed some neurological symptoms, even if
their severity and frequency were lower than for the reference virus. This attenuated phenotype
was also associated with reduced viral particles production and propagation in the CNS.
Homologous mutation at the position 15 of SARS-CoV E protein also led to an attenuated
pathology, although infectious viral particle production was not significantly affected compared to
wild-type virus (Nieto-Torres et al. 2014). Taken together, these results demonstrate that HCoV-
OC43 E protein is a virulence factor, with TMD and PBM being important determinants in that

matter.

In summary, the current study demonstrates the critical importance of a fully functional
HCoV-OC43 E protein in infectious virus production and efficient spread in both epithelial and
neuronal cells. Modifications to key amino acids in putative functionally important domains
modulated infectious virion production and delayed virus spread in human and murine neuronal
cells and within mouse CNS. This points towards the presence of a true TMD, which has a role in
the secretory pathway, as seen for other coronaviruses and that the HCoV-OC43 E protein
putative C-terminal PBM plays a significant role in infectious virion production as well as efficient
virus spread. In addition, this study establishes a clear link between both putative functional

domains of HCoV-OC43 E protein and CNS pathogenesis. Functional viroporins and viral PBM
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are associated with viral pathogenesis for a growing number of viruses and their studies to better
understand virus-host interaction represent an emerging field (Javier et al. 2011; Nieva et al. 2012;
Scott et al. 2015). Considering that the HCoV-OC43 E protein seems to possess both functions
and that they seem to be important for the induction of disease, future studies regarding their
functionality and underlying mechanisms resulting in HCoV-OC43 neuropathogenesis previously
described (Brison et al. 2011; Jacomy et al. 2006; Le Coupanec et al. 2015) are warranted and
necessary as they will help to identify virus-host interfaces which could represent therapeutic

target.
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5.5 Materials and Methods

Ethics statement. All animal experiments were approved by the Institutional Animal Care
and Use Ethics Committee (IACUC) of the Institut National de la Recherche Scientifique (INRS)
and conform to the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Animal care and used protocols
numbers 1304-02 and 1604-02 were issued by the IACUC of INRS for the animal experiments

described herein.

Cell lines and mixed primary murine CNS cells. The BHK-21 cell line (ATCC-CCL10)
was cultured in minimal essential medium alpha (MEM-qa ; Life Technologies) suy
10% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS; PAA GE Healthcare) and used for transfection. The HRT-
18 cell line (a gift from the late David Brian, University of Tennessee) was cultured in the same
medium and used for virus infections/amplifications. The LA-N-5 cell line (a kind gift of Stephan
Ladisch, George Washington University School of Medicine) was cultured in RPMI medium
supplemented with 15% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS), 10 mM HEPES, 1 mM sodium
pyruvat e, a n eessdnlaDamipavicids ¢Gibco - Invitrogen). The LA-N-5 cells were
differentiated into human neurons as previously described (Hill et al. 1998). Briefly, cells were
seeded in 24-well plates pre-coated with 0.1% gelatin (1.25 x 102 cells/well) in RPMI medium
suppl emented with 10% (vol/vol) FBS, 10 mM-HEPES,
essential amino acids. The next day and every 2 days for 6 days, the medium was replaced with
the same medium suppl ement ed wi itrénsretddie agidc(Rgma-vol ) FI
Aldrich).

Mixed primary cultures of mouse CNS cells were prepared as previously described (Le
Coupanec et al. 2015). Briefly, embryos at 14 to 16 days of gestation were removed from pregnant
anesthetized CD1 mice and their cortex and hippocampus were harvested and placed in Hanks
balanced salt solution (HBSS) medium, without Ca** and Mg?*, supplemented with 1 mM sodium
pyruvate and 10 mM HEPES buffer. Tissues were gently pipetted up and down with a Pasteur
pipette to dissociate the cells. After a decantation step of 5 min at room temperature, supernatants
were transferred into a 50-mL tube with 36 mL of Neurobasal Medium (Invitrogen) supplemented
with 0.5 mM GlutaMAX-I (Life Technologies), 10 mM HEPES buffer, B27 supplement (Life
Technologies), gentamycin and 10% (vol/vol) of horse serum (Life Technologies). Cells were then

seeded at 1 x 10° cells/cm? and grown on collagen+poly-D-lysine (3:1 for a final concentration at
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50 wpg/ mL -treaded 12bwelltplateés containing glass coverslips (for immunofluorescence) or
not (for evaluation of infectious virus production) in the same medium, which was replaced by
fresh Neurobasal Medium without horse medium the next day. The medium was changed every

2 days after and the cultures were ready for infection after 7 days in culture.

Site-directed mutagenesis. Using our full-length, cDNA infectious clone pBAC-OC43™
(St-Jean et al. 2006) the recombinant HCoV-OC43 virus (rOC/ATCC) was generated. In parallel,
a series of recombinant mutant viruses were produced by site-directed mutagenesis using the
QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) and a variety of primers (Table 1,
Section A) to introduce nucleotide substitutions in the E gene. These substitutions in the cDNA
clone introduced were: nucleotide mutations at positions 24 and 25, corresponding to a change of
amino acid position 9 into a stop codon (pBAC-OC43-E-Stop, plasmid; rOC/Estp, recombinant
virus) or mutations at nucleotide positions 49 and 50 corresponding to amino acid 17 (pBAC-
OC43-E-TM-Q17A; rOC/E-TMag17a), nucleotide position 245 and 246; amino acid 82 (pBAC-OC43-
E-PBM-D82A; rOC/E-PBMpsg2a) Or nucleotide position 251; amino acid 84 (pBAC-OC43-E-PBM-
V84A; rOC/E-PBMyssa). A double mutant cDNA clone pBAC-OC43-E-PBM-D82A-V84A (rOC/E-
PBMps2a-vsan) Was also produced using the pBAC-OC43-E-PBM-D82A as a DNA template for a
second-round of mutagenesis reaction with OC-E-PBM-D82A-V84A primer to introduce a second
mutation at nucleotide position 251; amino acid 84. Prior to transfection of BHK-21 cells, all
samples were sequenced to make sure that only the introduced mutations were present and that

no other mutations appeared.

Table 5-1 Primers us ed to introduce nucleotide substitutions in the E gene of pBAC -OC43F-
(St-Jean et al. 2006) for recombinant HCoV -OC43 virus production with amino acid
modifications within the E protein (Section A). Primers used to verify sequences of
the full HCoV -OC43 E and M gene of recombinant viruses (Section B). Bold and
underlined sections represent newly introduced nucleotide substitutions. Underlined section
in mutant E-PBM 82-84 represents previously introduced nucleotide substitutions.

A1 Primers for site -directed mutagenesis

Recombinant Virus Primer Name Primer Sequence

rOC/Estop OC-E-stop 5-CT GAT GCT TAT CTT ITGA GAC ACT GTG TGG-3 "’
rOC/E-TMaq17a OC-E-TM-Q17A 5-GTG TGG TAT GTG GGG GCA ATAATT TTT ATAGTT GCC-3 "’
rOC/E-PBMbs2a OC-E-PBM-D82A 5-CA GTC CTT GAT GTG GCC GAC GTT TAG GTA ATC-3"’
rOC/E-PBMvsaa OC-E-PBM-V84A 3-GT TTG GAT TAC CTA AGC GTC ATC CAC ATC AAG-5"’

rOC/E-PBMps2a-vasa  OC-E-PBM-D82V-V84A 5 -CTT GAT GTG GCC GAC GCT TAG GTA ATC CAAAC-3 "’
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B i Primer for sequence verification
Primer Name Primer Sequence
OC-ns5-116-E-For 5'GTAGAG TTC CTAGTCATGCTTG-3"’
OC-E-222-For 5 - 'GAT GTAAAACCACCAGTCCT-3"’
OC-M-127-E-Rev 5-ACATACTGC GAC TTG TATAGCC-3"’
OC-M-172-For 5-ATT TTG TGG CTT ATG TGG CCC-3 "’
OC-M-241-E-Rev 5-CTA TAG AAAGGC CAAGATACAC-3"’
OC-M-439-For 5-GTC ACA ATAATACGC GGC CA-3’
OC-M-514-Rev 5-CCT TAG CAA CAG TCATAT AAGC-3 "’
OC-N-60-Rev 5 -CAT TAC CAG AACGATTTCC-3"’
GAPDH-For 5-'CGG AGT CAACGG ATTTGG TCG TAT-3 "’
GAPDH-Rev 5-AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3 "’

Plasmid for transient co -transfection rescue. In order to insert the HCoV-OC43 E gene
into the pcDNA3.1(+) expression vector (pcDNA; Invitrogen) and allow for E protein expression
upon transient co-transfection with pBAC-OC43 infectious clones in BHK-21 cells, restriction
enzymes Nhel and BamHIweread ded t o t he -GETAGC ATGITITeATG GCT 'GAT
GCTTA3' ) and 3-GGATECEC CTAAAC GTR'ATC CACAT-5" ) ends of the
respectively. The E gene with added restriction enzyme sites was PCR-amplified from cDNA
originating from a HCoV-OC43 reference strain (ATCC) infection on HRT-18 cells using
Accuprime Pfx Supermix (Life Technologies) with 1 cycle at 95°C for 5 min, followed by 35 cycles
at 94°C for 15 s, 48°C for 30 s and 68°C for 1 min and 1 cycle at 68°C for 4 min and then introduced
into the pcDNA plasmid.

Recombinant virus production, transient co  -transfection and virus amplification.
The BHK-21 cells were cultured in MEM-a s uppl emented with 10% (vol/ v
transfection of pBAC-OC43 cDNA infectious clones with Lipofectamine 3000 Reagent (Life

Technologies) according to the manufacturer’ s i nsi
viruses, BHK-21 cells were seeded in 6-well cell culture plates at 6x10° cells/well. The next day,
when cells were 70-90% confluent,t he medi um was replaced and cell s

Lipofectamine 3000 Transfection Reag€48torothed yl P30
modi fied pBAC DNA, a rEY or émpty pcDNA plasnd igex (vell.G~or semi-
guantitative determination of transfection efficiency by immunofluorescence assay (IFA), BHK-21
cells were seeded at 5 x 10* cells/well onto glass coverslips in 24-well plates and transfected with
1.5yl Lipofectamine 3000 Transfection -G&43'goent, 6y
other modified pBAC DNA, and 500 ng of pcDNA(OC-E) or empty pcDNA plasmid per well. The
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plates were incubated at 37°C for 8 hours and then medium replaced with MEM-a s uppl ement ed

with 10% (vol/vol) FBS and 0.01% (vol/vol) gentamycin and incubated for 3 days.

The cells from 6-well culture plates were harvested either to recover total RNA or total
protein while the supernatant (P0O) was recovered by aspiration after centrifugation at 500 x g for
7 min and then clarified at 1000 x g for 10 min. The supernatant (P0) served to inoculate HRT-18
cells in order to amplify the viral stocks. The supernatant from this first-round amplification (P1)
served for a second round of viral amplification on HRT-18 cells from which supernatant was
recovered (P2) and in some cases, was repeated again for a third round of amplification (P3). The
production of infectious viral particles corresponding to the different pPBAC-OC43 cDNA clones
was titrated by an immunoperoxidase assay (IPA) prior to each amplification step in order that
titers could be normalized to the lowest detectable titer and replication rates be compared.

Infection of human cell lines and of primary mouse CNS cultures. The HRT-18 and
LA-N-5 cells as well as mixed primary cultures of mouse CNS cells were infected at a MOI
equivalent to the lowest detectable titer of the series of recombinant virus stock used during each
experiment or mock-infected and then incubated at 33°C (HRT-18) or 37°C (LA-N-5 cell line and
primary CNS cultures), for 2 h (for virus adsorption), and incubated at 33°C with fresh MEM-a
supplemented with 1% (vol/vol) FBS (for HRT-18 cells), at 37°C with fresh RPMI medium
supplemented with 2.5% (vol/vol) FBS (for LA-N-5 cells) or at 37°C with fresh Neurobasal Medium
with B27-GlutaMAX-I (for primary murine CNS cell cultures) for different periods of time before
fixing cells for immunofluorescence detection or harvesting the cell-associated and/or cell-free
medium fractions for infectious virus titer determination by IPA. For relative infectivity and release
assay, LA-N-5 cells were infected at a MOI equivalent to the lowest titer of the compared
recombinant viruses and incubated at 37°C for 16 hours with fresh RPMI medium supplemented
with 2.5% (vol/vol) FBS and 200 nM chloroquine (N*-(7-Chloro-4-quinolinyl)-N*,N*-dimethyl-1,4-
pentanediamine diphosphate salt, Sigma, CAS number 50-63-5) in order to prevent re-infection.

Mice, survival curves, body weight varia tions and evaluation of clinical scores.
Infection of 22-day- or 7-day-old female C57BI/6 mice (Charles River) were performed as
previously described (Le Coupanec et al. 2015). Briefly, mice were inoculated respectively by the
IC route with 10 or the intranasal route with 10° of 50% tissue culture infective doses (TCID50)
recombinant virus. Groups of 10 mice infected by each recombinant virus were observed on a

daily basis over a period of 21 dpi, and survival and weight variations were evaluated. Clinical
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scores were evaluated using a scale with 5 distinctive levels (0 to 4); where 0 was equivalent to
the asymptomatic mouse; 1 for mice with early hunched backs; 2 for mice presenting slight social
isolation, weight loss, and abnormal gait; 3 for mice presenting total social isolation, ruffled fur,
hunched backs, weight loss and almost no movement; and number 4 was attributed to mice that

were in moribund state or dead.

Titration of infectious virus using an immunoperoxidase assay (IPA). The IPA was
performed on HRT-18 cells, as previously described (Lambert et al. 2008). Briefly, the primary
antibody used was mAb 4.3E4 (hybridoma supernatant; %2 dilution) directed against the S protein
of HCoV-OC43. The secondary antibody was horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse
immunoglobulin (KPL; 1/500). Immune complexes were detected by incubation with 0.025% (w/v)
3 , -Bidminobenzidine tetrahydrochloride (Bio-Rad) and 0.01% (vol/vol) hydrogen peroxide in PBS
and infectious virus titers were calculated by the Karber method, as previously described (Lambert
et al. 2008).

Immunofluorescence for semi -quantification of transfection efficiency or virus
propagation. BHK-21 and LAN-5 cells as well as mixed primary cultures of mouse CNS were
fixed onto glass coverslips with 4% (wt/vol) paraformaldahyde for 30 min at room temperature and
permeabilized for 5 minutes with 100% methanol at -20°C. For LA-N-5 and BHK-21 cells, to detect
HCoV-0C43 spike (S) protein, one-hour incubations of primary 4.3.E.4 (hybridoma supernatant;
% dilution;) followed by secondary antibody AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG (H + L)
(1/1000; Life Technologies-Molecular probes) were conducted with three PBS washes between
steps. For primary mouse CNS cultures, after blocking with a PBS-BSA 2% (wt/vol) solution for
one hour at room temperature, primary antibody polyclonal rabbit anti-S protein (dilution 1/1000)
and mouse monoclonal antibody against the neuron-specific MAP2 protein (1/1000; BD
Pharmagen, catalog no. 556320) were diluted in PBS + 0.1% Triton X-100 and incubated on cells
for one hour at room temperature followed by three PBS washes. Cells were then incubated one
hour at room temperature with anti-rabbit Alexa Fluor 568- and anti-mouse Alexa Fluor 488-
conjugated secondary antibodies (1/1000; Life Technologies-Molecular probes) in PBS. For all
cell types, nucleus detection was accomplished by a 5-min incubation with 4',6-diamidino-2-
phenyl i ndol el Lfdraddnolpgied). rgplicate samples were mounted on glass slides
with Immuno-Mount medium (Fisher Scientific). Immunofluorescent staining was observed under

a Nikon Eclipse EB00 microscope with a Qlmaging Retiga-EXi Fast 1394 digital camera using

89



Procapture system software. Percentage of infected cells was quantified from

immunofluorescence pictures with the CellProfiler software (Carpenter et al. 2006).

For immunofluorescence on brain section, perfusion with 4% (wt/vol) paraformaldehyde
(PFA) was performed on infected C57BI/6 mice for each virus, at 3 and 7 dpi. Murine brains were
carefully harvested and conserved in 30% (wt/vol) sucrose at 4°C. Prior to section, harvested
brains were embedded in Tissue-Tek OCT compound (Sakura Finetek, WWR) at -20°C. Sagittal
brain sections were pr epar endcrolrme cgostatiiM 625, Meems. of 60
Serial sections were collected and Prior to staining, sections were incubated with a solution of two
droplets of H.O; in PBS for 10 min at RT and washed with PBS. Sections were then blocked with
a solution of PBS containing 1 droplet of hor se
protocol (ABC kit Vectastain, Vector Laboratories) for 1 hour at RT. For detection of viral antigens,
sections were incubated overnight at 4°C in a 1/1000 dilutions of ascites fluid from the 4.E.11.3
hybridoma secreting a murine monoclonal antibody against the viral N protein (Bonavia et al.
1997). After three washes with PBS, sections were incubated in the dark for 1 h at room
temperature with the secondary fluorescent antibodies Alexa Fluor 488 anti-mouse (1/500; Life
Technologies). After three PBS washes, sections were incubated for 5 min at room temperature
with 4 ' -di@nidino-2 phenyl i ndol e (DAPI; 1 pyg/ ml; Life Techn
water and then mounted with Immuno-Mount mounting medium (Fisher Scientific).

Immunofluorescent staining was observed under a Zeiss LSM780 confocal microscope.

RNA extraction, cDNA synthesis and gene amplification. After transfection of BHK-21
cells or infection of HRT-18 cells, cells were scraped from wells or plates, centrifuged at 500 x g
for 7 min at 4°C, medium was removed and cell pellet resuspended with 1.5ml ice-cold PBS and
centrifuged at 1000 x g for 10 min at 4°C. PBS was aspirated and the dry pellet stored at -80°C
until use. Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (QIAGEN) with QlAshredder spin
columns (QIAGEN) to lyse cells accordingtomanufact ur er ' s i nstructions. RNA
using the Agilent 2100 Bioanalyzer using the Agilent RNA 6000 Nano Assay protocol according
to manufacturer’s instructions and concentration
(Nanodrop). To produce cDN A, 5pg of tot al extracted RNA was r
SuperScript Il First-Strand Synthesis Supermix Kit using oligo(dT) primer (Invitrogen) according

to manufacturer’'s instructions.

PCR was conducted using Accuprime Pfx Supermix (Life Technologies) with one cycle at
95°C for 1 min, followed by 40 cycles at 95°C for 35 sec, 50°C for 45 sec and 68°C for 2 min,
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followed by one cycle at 68°C for 7 min using several sets of primers to amplify the E gene (forward
primer, OC-ns5-116-E-For, OC-E-222-For, OC-M-172-For or OC-M-439-For; reverse primers,
OC-M127-E-Rev, OC-M-514-Rev, OC-M241-E-Rev or OC-N-60-Rev) and GAPDH gene as
control (forward primer, GAPDH-For; reverse primer, GADPH-Rev). A complete list and

description of all primers is presented in Table 1, section B.

RNA extraction for infectivity assay and quantification of viral RNA in mouse tissue.

Real time RT-PCR for the absolute quantification of viral RNA in viral stocks and during infection

of murine CNS, was modified from Vijgen and collaborators (Vijgen et al. 2005) using the Tagman

technology and the use of cRNA standards for the generation of a standard curve and to evaluate

the copy number of viral RNA in samples with the MEGAshortscript kit (Ambion/Life Technologies)

(Vijgen et al. 2005; Fronhoffs et al. 2002). Briefly, total RNA was extracted with the Qiazol reagent

(Qiagen) for HRT-18 cell culture supernatant and mouse tissue to evaluate the amount of viral

RNA in virus stock and in mouse tissue respectively. cRNA standards were constructed exactly

as described elsewhere made as previously described (Vijgen et al. 2005). RNA concentrations

were evaluated in all samples and quantified using a ND1000 spectrophotometer (Nanodrop).

Real-time quantitative RT-PCR was performed with the TagMan-RNA-to-CT 1-Step kit (Applied

Bi osystems/ Life Technologies) in a 20 pRCRMxact i on
(containing ROX as a passive reference dye), 900 nM of forward and reverse primers, and 200

nM of FAM BHQ1-TP probe. Fourp L of RNA f or supernatant sampl es &
dilutions), were used for the reaction. Amplification and detection were performed in a
StepOnePlus Realtime PCR system apparatus and analysis were performed with the StepOne

software version 2.3 (Applied Biosystems).

Protein extraction and Western blot analysis. To confirm E protein production after
transfection of pcDNA(OC-E) in BHK-21 cells, proteins from whole cell lysates were extracted.
Harvested cells were pipetted up and down into RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4,

1% (v/v) NP-40, 0.25% (wt/vol) sodium deoxycholate, 1 mM EDTA) supplemented with protease
cocktail inhibitor (Sigma). Lysates were incubated on ice for 20 min and centrifuged at 17,000 x g
for 10 min at 4° C. Supernatants were harvested,

analyzed.

Protein concentrations were determined using a bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit

( Novagen) according to the manufacturer’”s iknstruc
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Glycine 4-15% gradient gel, transferred to PVDF membrane with a semi-dry trans-blot apparatus
(Bio-Rad). Membranes were blocked overnight at 4 °C with TBS buffer containing 1% (vol/vol)
Tween (TBS-T) and 5% (wt/vol) non-fat milk. The following day all steps were conducted at room
temperature, with, or solutions diluted in, TBS-T and milk. A primary rabbit polyclonal antibody
was used to detect either the HCoV-OC43 E protein (1/5000) or GAPDH (1/10 000) for 1 hour,
followed by three 10 min washes. Anti-rabbit IgG horseradish peroxidase linked whole antibody
(from donkey) (GE Healthcare) was the secondary antibody used, followed by three 10 min
washes. Detection was performed using 1/1 solution of Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad)
for one minute followed by membrane exposure on CL-X-Posure Film (Thermo Scientific).

Statistical tests. For cell experiments (percentage of infection), statistical analysis were
conducted by oneeway anal ysis of variance (ANOVA), foll owe
test. For mice experiments, results were compared using two non-parametric statistical tests:
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney. Survival rates were plotted as Kaplan—Meier survival curves
and were compared using the log rank (Mantel-Cox) test. Statistical significance was defined as
p<0.05 and is indicated with * (Student's t-test p value <0.05), ** (Student's t-test p value <0.01)
or *** (Student's t-test p value <0.001).

92



5.6 Acknowledgements

We thank Jessie Tremblay for excellent technical assistance with confocal microscopy.
J.K.S. and G.D. wishes to thank Mathieu Meessen-Pinard, Mathieu Dubé, and especially Marc
Desforges and Pierre J. Talbot for their advice and support throughout the project. Additionally,
J.K.S. and G.D. wishes to thank M.D. and P.J.T. for guidance in the preparation of this manuscript.
This study was supported by Discovery grant 42619-2009 from the National Sciences and
Engineering Research Council of Canada and operating grant MT-9203 from the Institute of
Infection and Immunity of the Canadian Institutes for Health Research to P.J.T. who is the holder
of the Tier-1 (Senior) Canada Research Chair in Neuroimmunovirology award. J.K.S. gratefully
acknowledges a masters studentship from the Fondation Universitaire Armand-Frappier de
I 6 | N'ReSunders had no role in study design, data collection and interpretation, or the decision

to submit the work for publication.

93






6 DISCUSSION ET CONCLUSION

Ce mémoire présente pour |l a premiére fois |’ ¢é
coronavirushumai n OC43 dans un cont epiésemtéeddans e ¢hapitrée5.An du S
| " aide de virus ruwepadne Btrangiée @ ayant sesetantiels domaines
fonctionnels altérés, nous avons démontré qu'enplusd’ ét re i mpor t amdiandgoour un
particules virales infectieuses et une propagat.ic
épithéliales et neuronales ainsi que dans le SNC de souris, cette protéine représente un important
facteur de virulence pour |l e développement de mal i
murin.Bi e n g wéjaiconnugjeeiqtelques coronavirus comme le MHV, le PHEV, le FCoV et
le HCoV-OC43 soient clairement neuroinvasifs et neurovirulents (Andries et al. 1980; Jacomy et
al. 2006; Morfopoulou et al. 2016; Slauson et al. 1972; S. R. Weiss et al. 2011), et gue d’ aut
tels que le SARS-CoV et MERS-CoV (Arabi et al. 2015; Gu et al. 2005; Xu et al. 2005) sont
associés au développement de symptdmes neurologiques, | i mportance connue de¢
dans ce contexte se limite a son effet sur le tropisme tissulaire du virus, ainsi que sur la sévérité
del " i n f(BeDiego etial. 2008). En e f f et ,intrhnasalerde sourts susceptibles par le
SARS-CoVr ecombi nant n’expri maént a gné matalitt aéduiperebuneé i ne E
atteinte non détectable du SNC, méme aprées une injection par la voie intracérébrale (DeDiego et
al. 2008).

Sui t efection du'SNQUe souris C57BI/6 par levirusmutantn ® ex pr i mant pas | a
E (rOC/Estwp), aucune mortalité ni aucun symptdémes neurologiques ne sont observés (Figure 5-
S3), bien que le virus soit capable de se répliquer trés faiblement dans le cerveau des souris
pl usi eur s |njection @igureSb-4).sDe INémie, la délétion du géne de la protéine E de
HCoV-0OC43 méne a une production de particules virales infectieuses en culture de cellules
épithéliales et neuronales détectable uniquement lorsque le gene E est ajouté par
transcomplémentation (Figure 5-1), indiquant que la protéine E de HCoV-OC43 est essentielle
pour la réplication virale. De pl us, l or s d’amplifications sub
transcomplémentation, la capacité de production de particules infectieuses du virus rOC/Estop
décroit jusqu’a ce qu’'aucune particules infectie
amplification (Figure 5-1), indiquant que bien que la protéine E ne soit pas essentielle a la
production de particules infectieuses, elle est nécéssaire pour une production efficace et durable.

Comme suggéré par | " équi pe d’ ERQouVanre’se xl porrismachd Ip’
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protéine E (Almazan et al. 2013), la faible production de particules virales infectieuses pourrait

étre due a un transfert de cellules épithéliales transfectées avec le clone pBAC-OC43-E-Stop

initialement complémenté (P0). Cependant, étant donné que le surnageant prélevé du PO est

clarifié par centrifugation et est conservé a -80°C sans ajout de composés protégeant les cellules,

il parait peu probable que cela soit le cas. Une PCR ciblant des régions du pBAC hors génome

viral ou du pcDNA de transcompbk éetllues infectéésgpour s ur d e
produire |l e P1 permettrait de répondre a cette hyp
E pour la réplication de HCoV-OC43. De méme,I' é qui pe d’ Enjuanes a démont |
E du SARS-CoV joue un rble anti-apoptotique dans les cellules infectées en réduisant la réponse

au stress cellulaire, notamment en inhibant la réponse aux protéines mal repliées (UPR), ainsi

gue la réponse inflammatoire innée en réduisant la production des citokines pro-inflammatoire

CCL2 et CXCL2 (DeDiego et al. 2011). Cet effet anti-apoptotique permettrait au virus de mieux

échapper au systéme immunitaire et de produire des particules virales infectieuses plus

efficacement, permettant le développement de la pathologie associée au SARS-CoV. Etant

donné que | ’'infection de cel | udC43sinduitéauapansealxe s h u me
protéines mal repliées (UPR; Unfolded protein response) q u i est exacerbée suite
de mutations dans la protéine S (Favreau et al. 2009), la délétion de la protéine E pourrait induire

une augmentation de cette UPR, et donc de la mort cellulaire et de la réponse immunitaire,

menanta une suppression de ll 'sierfagdt iionnt éplerss ama p idd e.t

protéine E de HCoV-OC43 dans ce contexte,en comparant | induction de |
dans les cellules neuronales infectées par le virus de référence ou par les virus mutants
n"exprimant pas | a pr ot éansiguela répandeiinBammatogetinddite nct i on

chez |l a souri s aprmtamnientia prédecton deaytokime pro-Bffi@matoire.

Surprenamment,hnous n’' avons pu mahtat ¢ e i denbdlasfdulSNEN c e

infectées par voie intranasale par le virus de référence ou par les virus recombinants ayant de

potentiels d omai ne transmembranaire e tprotédietde typed®PBM nt er ac
altérés. En effet, ces trois virus montrent un pourcentage de souris infectées identique (Figure 5-

6) suggérant que les potentiels domaines fonctionnels de la protéine E ne sont pas requis pour

la neuroinvasion de HCoV-OC43.Cependant , | e ral guardifeé dangllés AdRvBaux i

n’ est pasaldrsqqauine qpuleus grande quant estdétectkepoortepi es d’
virus de référence que pour le mutant TMD, et encore plus que pour le mutant PBM. Cette

di fférence pourrait étre due a une modul ation de
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domaines fonctionnels. Le virus de référence pourrait atteindre plus rapidement le SNC que le

mutant TMD, qui serait lui-méme plus rapide que le mutant PBM. Cette différence pourrait

également résulter du défaut de réplication et de propagation dans le cerveau des souris observé

suite a | ’infection pa+7etb-8)i,e etntirnatceérrvéibernad rea i(tF idgour
du SNC. Il serait donc intéressant de répéter cette expérience en faisant varier la dose injectée

ou |l a durée d’incubation avanafindédétermiéecsll bt duateon

du TMD et du PBM module I'efficacité de neuroinvasion de HCoV-OC43 comme le faitI' a énese

de la protéine E du SARS-CoV (DeDiego et al. 2008). Cependant,| ' al t ér ati on de <ces

pourrait av oi ren dffetesfufi ete ocap plduspétentid PBM de HEoV-OC43,

Il "infection de cellB méne & uné podactiog totale deeparticuteRr Virales

réduite, mais dont la proportion de particules infectieuses par rapport a la production de particule

totale est grandement augmenté (50% pour le mutant PBM contre moins de 1% pour le virus de

référence) (Figure 5-5). L o r s inféotion He souris avec une méme quantité de particules virales

infectieuses, les souris infectées avec le mutant PBM seront donc en présence de beaucoup

moins de particules défectives par rapport au virus de référence, ce qui pourrait compenser le

défaut de production et de propagation du mutant en étant potentiellement moins détectable par

|l e systéme i mmunitaire, ou en amédtiiogwmnd d’eisn fcehcatn

cellule.

Suite a des infections persistantes de cellules neurales, le géne de la protéine S de HCoV-
OC43 a acqui s pl usieurs mut ations d’' adaptaati on
neurovirulence du virus et ayant différentes conséquences sur les mécanismes induits par
Il i nf ecteilsn que | " augmehtakconotdexilcilPRR, glduet amat e
cellulaire régulée, la modification du clivage de cette protéine et la neurovirulence associée

(Brison et al. 2011; Favreau et al. 2009; Jacomy et al. 2010; Le Coupanec et al. 2015; Meessen-

Pinard et al. 2017). L'"étude de | a stabilité du géne de | ¢
fonctionnels pourraitmettreen évi dence de nouvelles mutations d’
d" " obtenir plus d’'informations sur | e rd6le de cett

conduite tres récemment sur le coronavirus porcin PEDV, ou apres 40 amplifications successives
en culture cellul aire, une dél étion de 5 acides &
acide aminé dans le domaine transmembranaire de la protéine E ont été observée (Sun et al.
2017). Cette adaptation est responsable d" une augmer

la réponse inflammatoire,et de | ' apopt ose g@ganantjowedslrialpahslogienf ect ée
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De méme, il a été montré suite a la délétion du géne E du MHV et du SARS-CoV, que ces
coronavirus peuvent rétablir leur phénotype en dupliquant une portion du géne M, ou en modifiant
| * e xt r €feminale du Qéne de la protéine 8a du SARS-CoV afin de rétablir un PBM
fonctionnel (Jimenez-Guardefio et al. 2015; Kuo et al. 2010). Ces réversions furent observées
suite a des amplifications successives sur cultures de cellules et non pas in vivo. Nous avons
égal ement démontr é que s ui-dtop daas ldgéne detlarpmidinecEtdée on d ' u
HCoV-0C43, le virus mutant initialement complémenté montrait des signes de réversions dés le
deuxieme cycle d’' amnrpl.i fLi'caantailoyns e( Fdiug ugénobme de ces
montré que le géne E muté avaits u b i une réversion afin de revenir
aunautre acide aminé permettant |l a synthédNeusd’ une

n"avons cependéade tpealsl eosb sreékwer si ons dans | e cont e
souri s. Nous supposons que Illda hdu mpreepsipan t ke tlir’einm
la réponse immunitaire ne per met pas aux popul ations de vir
suffisamment pour étre observable, bien que ce processus soit trés rapide en culture de cellules

épithéliales (réversion observable des la deuxieme amplification) (Figure 5-1). De plus, nous

n’ av o nnon pusabservé de duplication du géne M lors d’infections du SNC de souris ou de

culturesde cellules. L appr oche qgque noudihtraduire onscodprrstopdansée ét é
géne E plutdét que de supprimer une partie du géene. On peut donc | oguhequement
simple réversi on ds$paraitpliasimgleeat plus mapide d fare dfin dd retrouver

une protéine E fonctionnelle plutdt gu’ une dupl i cati on pauipdurealt!| e d’ u
engendrer une protéine permettant de palier | es |
Néanmoins, cette pression de sélection sur la protéine E de HCoV-OC43 que nous avons

observé, souligne de fagon tres nette | i mportance (e Reant@ie et fonocticaneller ot é

pour une infection efficace par le virus.

Bien que |l es expériences présentées dans ce tr
pour étudier la fonctionnalité des potentiels domaines fonctionnels de la protéine E, les résultats
obtenus suggerent gue ces domaines sont i mpl i queé:c
cellules et la pathogenése. En effet, la mutation de la glutamine a la position 17 (Q17A) méne a
un important défaut de production de particules virales infectieuses et de propagation en culture
de cellules épithéliales et neuronales, et dans le SNC de souris. Cette mutation induit également

un phénotype atténué chez les souris infectées. La mutation équivalente a la position 15 (N15A)
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dans la protéine E du SARS-CoV induit aussi un phénotype atténué avec une mortalité
grandement réduite, ce qui a éteé associ é a |l a per:t
(Nieto-Torres et al. 2014). Cette activité de canal ionique a aussi été associée a la modulation de

la production de particules virales infectieuses, notamment en facilitant la relache de nouvelles

particules. Eneffet,]| " i nserti on de mutations dans | e TMD des
a | " appar it derelache deyarticules infactieuses nouvellement formées (Ruch et al.

2011; Y. Ye et al. 2007). La quantification des titres infectieux du surnageant et des cellules

infectées par le virus de référence ou par le mutant rOC/E-TMai7a, €t la quantification des

particules infectieuses et totales relachées a 16 heures s ui vant par iemdewx witug o n

(Figure 5-3B, C et D) suggérent que le potentiel TMD de la protéine E de HCoV-OC43 joue un

réle important dans la relache de virions nouvellement formés en protégeantce s vi ri ons d’' U
potentielle dégradation. En effet, en absence du domaine TMD d’' I BV, U
virions formés présente des protéines S clivées a la surface des virions les rendant non infectieux

(Ruch et al. 2011). Un rdle similaire a été attribué a la viroporine M2 du VIA qui inhibe

| "acidification des vésicules transportant | es vi
Hemaggl utinine, et awvriena (Takeuthi et dl. 1994).dDe tels mécaniemes e s
pourraient expliquer | ' apparente dégradation de |
mutant rOC/E-TMgizas ui t e a DéipfFestiphusi eurs viroporines s
remodel age des organites cellulaires permettant I
effet, la protéine M2 du VIA, p7 du VHC, 2B du rhinovirus et 3a du SARS-CoV peuvent moduler

l e transport de protéines au travers du RE et d
favorables a la production de particules virales infectieuses (Sakaguchi et al. 1996; Wozniak et

al. 2010; de Jong et al. 2008; Freundt et al. 2010). Il a été suggéré que le TMD de la protéine E

des coronavirus permetauvirusd ' i nt er f érer avec | a voie de sécré
détournant afin de relacher les virions nouvellement formés dans le milieu extracellulaire (Ruch

et al. 2012b). En effet, | " altération de ce domai ne meéne
nouvellement formées pour le SARS-CoV, TGEV et IBV (DeDiego et al. 2007; Ortego et al. 2007,

Ruch et al. 2011). L ' a b s e m emécandrheusimilaire pourrait égalementét r e a | > or i gi ne
dégradation des particules virales infectieuses du mutant TMD observé en culture cellulaire

(Figure 5-3C et D). L 0 b s enmpar anicroscopie €léctronique de cellules neuronales infectées

par le virus de référence ou le mutant TMD apporterait plus de précisions sur la nature du défaut

de production observeé suite a |-OC48, et&ur antpotentel du don
réarrangement des organites cellulaires de la voie de sécrétion. Ces résultats renforcent

| " hypothése que | aOQ#3 ppiséde imaomBinedransme@lmavaire formant
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un canal ionique, et que cette activité est lieée au développement de neuropathologies suite a

i nfection du SNC. Cependan toligonéfisérterucdllale eflmiers a c ap a
membrane artificielle, et de la perméabilité ionique induite par ces homo-oligomeres est requise

pour démontrer la nature de viroporine de cette protéine.

Lutilisation d’inhibiteurs de <canaudinfrmerni ques
Il i mportance de ce do Baeffal, plusieursanhisiteues wr déja étéuiilisés .
pour étudier la fonction de canal ionique des protéines E de différents coronavirus et d'autres
viroporines. Le HMA (5-N\NHe xamet hyl ene amil oride) est capable

ionique de HCoV-229E, de MHV et du SARS-CoV, et ayant également un impact sur la production

de particules virales infectieuses (Wilson et al. 2006). De méme, I' amant adi ne
(tricyclo(3.3.1.1*")décan-1-amine hydrochloride)e st capabl e d’inhiber | e car
la protéine E du SARS-CoV, par la protéine p7 du VHC, et par la protéine M2 du VIA (Griffin et

al. 2003; Pinto et al. 2006; Torres et al. 2007). L' ut i |l i sati on de <ces i nhi bi
combinaison avec des modeles de membranes artificiellesper met t rait d’ établ ir si
HCoV-OC43 possede une fonction de canal i oni que, et
cellulaire apporterait plus dtondhdsteayclé deréplicaton!| ' i mp o
viral. |11 serait également intéressant de déter mi:

infectées apporteraitun ef f et pr ot ect eur c o serait gécifiqueauT™MDct i on,

de la protéine E a l'aide du mutant transmembranaire. | | est a noter que |’ u
mémantine  (3,5-dimethyl-tricyclo-(3.3.1.1*")decan-1-amine  hydrochloride), un composé
apparenté al ' aman tpetdgeteesour i s contre | -GCaA3feedniinuelma par H

réplication virale dansle SNC|1 or squ’ i | est administr @rispneehal ant ou

2014). Et an't donné que | e s neddntconnus pourdinhibel des vin@aorinea d i

(Tanner et al. 2005; Ickes et al. 1990; Cady et al. 2011), | " hypothéese que | " effe
mémantine est |ié a |’ inhibition deestheénaisageibai t é de
comparaison des neuropathologi es i nduites par Il "infection par

mutant TMD avec ou sans traitement a la mémantine per mettr ai t de préciser

domaine transmembranaire de la protéine E de HCoV-OC43 pour sa neurovirulence.

De plus, le domaine transmembranaire de la protéine E pourrait également jouer un réle
l ors de | ' e jptanté@iesi ud ble mportamtspour| " i nf ect i vit é .des viri

seul exemple connu de viroporine agi sssaceluidd ors de
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VI A. En effet), suite a |’ endocytose du virus, | e

rn

progressivement lors de la formation des endolysosomes. Cette acidification va entrainer
plusieurs changements conformationnels sur les protéines virales et va également activer les
guel ques copies de | a protéine M2 présentes dans
particules virales et leur décapsidation. En pr ésence d’'inhibiteur chi mi
souches du VIA ne sont pas complétement décapsidées modulantl a s ui t e d@Gambasi nf ect |
et al. 1992; C. Wang et al. 1994). HCov-OC4 3 ¢ét ant capable d  entrer d
endocytose (Le Coupanec, résultats non publiés) (Keyaerts et al. 2009; Shen et al. 2016), il serait

intéressant de déterminer si sa protéine E aunréle similaire.Bi en quw’ eloliga qu’ un ¢ o my
mineur du virion (environ 20 copies par virion), cette faible quantité pourrait étre suffisante pour
faciliter la décapsidation des virions. En effet, la protéine M2 du VIA est également trés peu
présente dans le virion (entre 14 et 68 copies par virion) (Zebedee et al. 1988). Cependant,
'i mportance des viroporines |l ors de |’ eneréleée du v
est possiblement moins fréquent, étant donné la rareté de la présence de viroporines dans les

enveloppes virales.

La protéine E des coronavirus est connue pour avoir de multiples fonctions en plus de
celles associées a son domaine transmembranaire. En effet, la protéine E du SARS-CoV a été
associé au tropisme neural alors que son absence empéche la réplication du virus dans le SNC
de souris (DeDiego et al. 2008), a |a morphogénéeése avec un degr é
fonction des systémes util i ¢D&Biegoeet al. R@l4),let @ mpeéce ¢
pathogenése ou la délétion de la protéine E induit un phénotype atténué chez les souris infectées
(DeDiego et al. 2007). De plus, la protéine E est fortement liée a la réponse du systeme
immunitaire (DeDiego et al. 2011; Jimenez-Guardefio et al. 2014). Cet ensemble de rdles, qui
reste a bien définir, montre que la protéine E des coronavirus est une protéine multifonctionnelle
dont |l es rod6les découl ent en partie de son TMD, ma

tesgue | e motif d’ -pnbeéaoktide pyptéPBBbd-tegmnédlsdent a |

la protéine (Jimenez-Guardefio et al. 2014; Teoh et al. 2010).

Dans cette ¢étude, nous avons caract éri sé I 70 n
protéine E de HCoV-OC43 pour la réplication et propagation virale, ainsi que pour sa
neurovirulence. Nous avons démont r(fOC/EtRBMgsn et al t ér

rOC/E-PBMvgap) N7 i ndui t pas de déf aut de production de p
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indiquant que HCoV-OC43 tolére une certaine flexibilité dans la séquence du motif PBM, alors

gue | " altérat i on(rOC/B-FBMbs2 \ls:€ Mm&he a uh® ploduction de particules

virales infectieuses grandement réduite en culture de cellules épithéliales (Figure 5-4). Il est a

noter que ce défaut de production est exacerbé en culture de cellules neuronales humaines et

neurales murines, suggérantque | ' i mportance du mot i f PBM de | a
cellulaire infecté, ce qui pouvait étre attendu compte tenu du fait que le réle du PBM dépend de

ses partenaires cellulaires qui peuvent changer en fonction des types cellulaires (Javier et al.

2011). De plus, nous avons démontré que ce domaine est essentiel pour une production efficace

de particules virales infectieuses dans le SNC de souris, modulant ainsi la neurovirulence de

HCoV-0C43 (Figure 5-6 et 5-7). Cependant, le motif PBM de la protéine E du SARS-CoV (-DLLV)

semble étre aussi important pour la production de virus infectieux dans les cellules épithéliales

gue dans les cellules astrocytaires (Jimenez-Guardefio et al. 2014), et étant donné que

| " abr o @ ad motf PBMIméne a une production |égérement réduite ou non affectée en

cellules et dans les poumons (Jimenez-Guardefio et al. 2014; Regla-Nava et al. 2015), nos
résultats confirment gue | 7 i mp @&galeraentcde d e ed méecper

coronavirale.

Bien que notre étude suggére que la protéine E de HCoV-OC43 possede un motif PBM
f oncti onndacondelleduéntiegqgunei ner est d’identifier un par:
possédant un domaine PDZ, et de montrer que cette interaction est spécifique au motif PBM. En

pl us de confirmer l a fonctionnalité dalulamest i f PB
permettrait de mieux comprendre les mécanismes induits par la protéine Edur ant |éti nf ect
donc, apporterait des informations supplémentaires sur le role de cette protéine. L > ut i I i sati on

co-i mmunopr écipitation a Ilifiquaiadae proiheubh coupléd taide tar p s s p
spectroscopie de masse,-hylur ild eu tdul basmetdt grotéinese dou bl
représentatives du protéome des neurones permettr
protéine E de HCoV-OC43. A ce jour, la seule protéine E de coronavirus étudiée dans ce contexte
est celle du SARS-CoV ou son interaction avec les domaines PDZ des protéines PALS1 et
Synténine modulent sa virulence en induisant respectivement la destruction des jonctions serrées
d e pithélidm des poumons (Teohetal. 2010), et | ' exacer bation de | a reép
les poumons (Jimenez-Guardefio et al. 2014). L’ édeu tl & ennetdesrPBM viraux dans les
interactonsent re PBM et PDZ cellul aires représente un d

surtout la capacité oncogénique de ces virus (James et al. 2016; Javier et al. 2011). Cependant,
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la grande diversité de protéines cellulaires possédant un ou plusieurs domaines PDZ dans les

neurones (Feng et al. 2009) en f ai t un domaine treés prometteu
neurovirulents, notamment pour trouver de nouvelles pistes thérapeutiques. Le virus de la rage
représente | un des s adelPBMwad @étogra des interactions®DZA c r e t
PBM neuronales (Caillet-Saguy et al. 2015).

L' étude dusimbtuéf a PBMemnalademiltad o0l ycoprot éine d’
virus de |l a rage a montré que | detypalpautinduredeuk’ un aci
phénotypes totalement différents : le motif -QTRL est associé a une virulence accrue, et le motif
-ETRL est associé a une virulence atténuée (Préhaud et al. 2010). Cette différence de phénotype
est associée a une modificaton de partenaires d'interaction cell u
interagit en plus avec le domaine PDZ de la tyrosine phosphatase PTPN4,i nd ui geptose | ' a
des cellules infectées, contrairement a la souche virulente qui interagit avec le domaine PDZ de
la sérine-thréonine kinase MAST2, promouvant la survie cellulaire, et donc une réplication et
propagation virale plus efficace (Préhaud et al. 2010; Terrien et al. 2012). Etant donné que la
protéine E du SARS-CoV joue un réle anti-apoptotique (DeDiego et al. 2011), il serait intéressant
de déterminer si la protéine E de HCoV-OC43 peut interagir avec le domaine PDZ de MAST?2 afin
de promouvoir la survie cellulaire des neurones infectés et si cette interaction est spécifique au
motif PBM en déterminant sielleestmodi fi ée par | altération du mot
| " aide du vi r yee qunexpliquerait leadéfaubde réglication et propagation virale
observé en culture neuronale suite a Mé{Figmgbect i on
4). De plus, le motif PBM de la protéine E du SARS-CoV est lié a une exacerbation de la réponse
immunitaire dans les poumons. En effet, suite a la liaison de ce motif PBM avec le domaine PDZ

de la synténine, cette derniére est relocalisée au noyau de la cellule infectée, activant la MAP

Kinase p38, et menant a une augmentation de | express
inflammatoire a | " infection (génes des <cytokines
(Jimenez-Guardefio et al. 2014). Et ant donné que | infection du SNC
référence induit une infiltration de lymphocytes T CD4* et CD8*, ai nsi qgqu’' une augmen:
production des cytokines CCL2, CXCL10, IL-1, IL-6 et INF-y (Jacomy et al. 2010), une implication

de la protéine E dans la régulation de cette réponse inflammatoire est a envisager, et | ' ét ude
la réponse immunitaire dans le SNC de sourissui vant | i nfecti éeBMpopaar | e 1

vasa €N comparaison au virus de référence pourrait apporter de nouvelles perspectives quant a

ce ro6le Il ors de | "infection du SNC.
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En conclusion, dans cette étude, nous avons démontré pour la premiére fois que la
protéine E du coronavirus humain OC43 est un facteur déterminant pour la production de
particules virales infectieuses et pour la propagation du virus en culture de cellules épithéliales et
neuronal es, ainsi gue dans urmsousoDetmémet telle gué lanf ect i ¢
protéine Edu SARS-CoV, de MHV et d’' | BV,-OQd4areppesentt uhfactesr E d e H
de virulence important influencant le développementdelama |l adi e neur ol ogi que sui
du SNC. Nous avons également montré que ce rble important semble relié aux deux domaines
fonctionnels potentiellement présents dans la protéine. Le potentiel domaine transmembranaire
joue un réle important dans la modulation de la production de particules virales infectieuses ainsi

gqguedansla propagation de | infection, not amment dan

facilitant la relache de particules nouvellement formées. Nos résultats semblent appuyer
| " hypothéese déja envisagée pourcatégorieantdgarpeotéiceeE par t i €
des coronavirus dans la classe des viroporines. Cette hypothése nécessite toutefois une étude

plus approfondi e afai nd édrioéntsrter ad d rofni rdneéagemérsecpaci t é

et a former des canaux ioniques fonctionnels en membrane artifi ci el | e, compl ét é par
d’"inhibiteurs chimiques spécifiques a | activitée
d’information sur |l a natur e de-OW4B.De pus,feipotentielde | a p

mot i f d ' i motéieerpeot@inei spérifiqyeraux PDZ (PBM) préalablement identifié a
| 7 e x t r-termindleéde 1€ protéine E de HCoV-OC43 est trés important pour une réplication
efficace en cellules neuronales ainsi Bbuetiopéuoua | a
de ce domaine abolit la neurovirulence en empéchant le développement de symptémes suivant
l i nfection du SNC de souris. L’'identification de:
et interagissant spécifiguement avec la protéine E de HCoV-OC43 (interactome neuronale)
dur ant |l "infection apporterait de précieuses infc
virusafinde se propager a Ild”imudériireudedu p@fl@oétogi es ne
la fonctionnalité de ce potentiel motif PBM. Ces études plus approfondies permettraient
d" approfondir l a compréhension de tel apprathesani s me
thérapeutiques permettantde | i mi t er | " i mpact de ce owdulanussirler espi r a

développement de pathologies neurologiques chez certaines populations a risque.
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