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(Communication présentée le 6 juin 2013)

— RESUME

Le virus de la fieévre catarrhale ovine (FCO ; Bluetongue virus, BTV) est un arbovirus appartenant a la
famille des Reoviridae. Il est responsable d'une maladie hémorragique chez les ruminants qui pro-
voque d'importantes pertes économiques. L'infection par le BTV induit la production des interférons
de type I (IFN-a/B) in vivo et in vitro, événement essentiel pour I'établissement d’une réponse cellu-
laire antivirale. Cette production requiert la réplication virale puisqu’un virus inactivé aux UV a perdu
la capacité d’induire la synthése d’IFN-B. Nous avons aussi pu démontrer que les ARN hélicases RIG-
| et MDAS étaient impliquées dans la production d'IFN-a/B en réponse au BTV. Cette réponse étant
délétére pour la multiplication virale, la plupart des virus ont développé des stratégies pour limiter
I'action de I'interféron. Nous avons ainsi pu montrer que la protéine non structurale NS3 de BTV était
un puissant antagoniste de la voie des IFN-a/p.

Mots-Clés : Fievre catarrhale ovine, NS3, immunité innée, interféron-o/

— SUMMARY

Bluetongue virus (BTV) is an arthropod-borne virus belonging to the Reoviridae family. It causes an
haemorrhagic disease in ruminants that induces important economic losses. BTV infection triggers
type | interferon (IFN-&/B) synthesis in vivo and in vitro, which is crucial to mount an efficient cellu-
lar antiviral response. This event requires viral replication since a UV inactivate virus is unable to induce
IFN-B synthesis. We also showed that RNA helicases RIG-I and MDAS5 are both involved in IFN-&/B pro-
duction upon BTV infection. As this response is deleterious for viral replication, most of viruses have
developed strategies to circumvent IFN action. We found that the non structural NS3 protein of BTV
is a potent IFN-a/B inhibitor.
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INTRODUCTION

La fievre catarrhale ovine (FCO) est une maladie non conta-
gieuse qui affecte les ruminants). Elle est provoquée par le virus
de la langue bleue (Bluetongue virus, BTV), un agent viral
appartenant au genre Orbivirus de la famille des Reoviridae
[Schwartz-Cornil et al., 2008]. Le génome viral est composé de
10 segments ’ ARN double-brin (ARNdb) qui codent pour sept
protéines structurales (VP1 a 7) et cinq protéines non struc-
turales (NS1 a NS4, NS3A) [Roy, 2005; Belhouchet et al., 2011;
Ratinier et al., 2011]. On dénombre actuellement 26 sérotypes
de BTV a travers le monde (BTV-1 4 -26) [Maan etal., 2011].
Le BTV est transmis par des petits moucherons hématophages
du genre Culicoides [Tabachnick, 2004]. Il infecte de nom-
breuses especes de ruminants domestiques et sauvages et induit
un large éventail de signes cliniques dont la sévérité dépend de
multiples facteurs tels que 'espece, la race ou la virulence de
la souche virale. Les moutons représentent 'espece la plus sen-
sible au virus. La FCO est endémique dans de nombreuses
régions du monde mais n’était pas présente en Europe jusqu’a
récemment [James Maclachlan and Mayo, 2013]. Depuis 1998,
de multiples sérotypes de BTV (BTV-1, 2, 4, 9 et 16) ont été
introduits dans le bassin méditerranéen ou, de facon plus sur-
prenante, dans le nord de 'Europe (sérotypes 6, 8 et 11, 14)
[James Maclachlan and Mayo, 2013]. En 2006, une souche de
BTV de sérotype 8 émergea en Belgique et aux Pays-Bas et se
propagea ensuite rapidement a de nombreux autres pays euro-
péens, provoquant d’'importantes pertes économiques [Schwartz-
Cornil, Mertens et al., 2008; Saegerman et al., 2010]. Cette
souche de BTV-8 présentait des propriétés atypiques, dont une
capacité a provoquer une maladie chez les bovins [Elbers et al.,

2008].

La réponse immunitaire innée est la premiere ligne de défense
contre les virus et se caractérise notamment par la production
des interférons de type I (IFN-ot/B) et d’autres cytokines pro-
inflammatoires qui maitrisent l'infection [Randall and
Goodbourn, 2008]. La liaison de ces cytokines sur leurs récep-
teurs géneére une cascade de signalisation qui induit I'expression
de génes 2 activité antivirale. L'activation de ces voies de signa-
lisation permet & I'organisme infecté d’établir un état antiviral
dans les cellules infectées et les cellules avoisinantes non
infectées de fagcon autocrine et paracrine. Elle régule également
la réponse immunitaire adaptative générée par les lymphocytes
B et C [Mattei et al., 2010; Huber and Farrar, 2011]. Les
réponses immunitaires innées sont activées par la reconnaissance
de motifs moléculaires spécifiques (pathogen-associated mole-
cular patterns, PAMPs) par des récepteurs cellulaires spéciali-
sés (pattern recognition receptors, PRRs) [Akira et al., 2006;
Meylan et al., 2006]. Pour les virus & ARN, les molécules
d’ARNGsb et db présents dans les génomes viraux ou produits
lors de la réplication virale constituent deux PAMPs majeurs.
Deux grandes familles de récepteurs sont capables de détecter
ces motifs : les récepteurs Toll-like (TLRs) et la famille des ARN
hélicases RIG-I-like (RLRs) [Akira, Uematsu et al., 2006].
Plusieurs PRRs ont été identifiés pour la famille des Reoviridae,
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incluant le TLR3 [Alexopoulou et al., 2001], les hélicases
RIG-I et MDAS [Broquet et al.; Yoneyama et al., 2004], la PKR
[Broquet, Hirata et al.; Gitlin et al., 2006] et les hélicases
DexD/H de découvertes récentes [Zhang et al.]. Les mécanismes
d’induction de 'immunité innée antivirale peuvent considé-
rablement varier d’un type cellulaire a 'autre. Ces différences
sont liées notamment a 'expression et a activation des PRRs
impliqués [Segura et al.; Kato et al., 2005; Nalubamba et al.,
2007; O'Mahony et al., 2008]. Par exemple, RIG-I joue un role
crucial pour I'induction d'IFN-o/B en réponse aux virus 38 ARN
dans les fibroblastes et la plupart des sous-populations de cel-
lules dendritiques conventionnelles (cDCs) alors que les cel-
lules dendritiques plasmacytoides (pDCs) utilisent préféren-
tiellement le systéme TLR [Kato, Sato et al., 2005; Luber et al.,
2010].

Le BTV est connu depuis de nombreuses années pour étre un
puissant inducteur des interférons de type I dans de nombreux
modeles in vitro et in vivo provenant de tissus et d’especes variés
(ovins, bovins, murins, humains) [Huismans, 1969; Jameson et
al., 1978; Jameson and Grossberg, 1979; Fulton and Pearson,
1982; MacLachlan and Thompson, 1985; Foster et al., 1991;
Russell et al., 1996; Hemati et al., 2009]. Cependant, peu de don-
nées étaient disponibles sur les mécanismes responsables de cette
induction.

MECANISMES D'INDUCTION DE LA
SYNTHESE D'IFN o/ PAR LE BTV

La réplication du BTV-8 provoque une forte
production d'IFN-B.

Afin d’étudier les mécanismes de synthese des interférons de type
I en réponse a une infection par le BTV, nous avons tout d'abord
testé la capacité du BTV-8 (souche européenne qui a circulé en
2006-2009) a induire I'IFN-B dans divers types cellulaires. Nous
avons ainsi pu confirmer que le BTV se réplique et induit la syn-
thése 'IFN-B dans de multiples types cellulaires, incluant des
cellules endothéliales ou épithéliales bovines ou humaines
[Chauveau et al., 2012]. De facon intéressante, dans des cellules
épithéliales bronchiques humaines A549, la cinétique d'appa-
rition de I'ARN viral se superposait a celle de ' ARNm de I'IFN-
B (Figure 1). Cette corrélation suggérait que la réplication était
requise pour médier la syntheése d'IFN-B. Pour tester cette hypo-
these, nous avons utilisé un virus inactivé aux UV et nous avons
pu noter que la production d'IFN-B se trouvait des lors inhi-
bée confirmant dans ce modele l'importance de la réplication
virale pour activer une réponse cellulaire efficace (Figure 2).

Les ARN hélicases RIG-I et MDAS5 participent a
I'induction d'IFN-B et au controéle de l'infection
par le BTV

Afin d'identifier la voie de signalisation cellulaire activée par
l'infection par le BTV pour la synthése d'IFN-, nous avons pro-
cédé a la transfection de cellules A549 avec des petits ARN
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interférents (siRNA) pour cibler spécifiquement I'extinction
de 'expression des génes codant pour MAVS, TLR3, MyD88,
TRIF et DDX1 via la dégradation des ARNm respectifs. Apres
48h, les cellules ont été infectées par le BTV-8 et ' ARNm
d'IFN-B mesuré par RT-qPCR. Seul le siRNA ciblant MAVS
permettait de réduire significativement la production d'IFN-8
induite par le BTV (Figure 3). MAVS étant une protéine adap-
tatrice essentielle de la voie des RLRs située en aval des ARN
hélicases RIG-I et MDAS5, nous avons cherché a préciser la
contribution de ces deux protéines dans l'activation de la pro-
duction d'TFN-B par le BTV. Nous avons employé la méme

approche que précédemment et bloquer I'expression de RIG-
[ ou MDAS a l'aide de siRNA spécifiques avant d'infecter les
cellules par le BTV-8. Linhibition de I'expression de RIG-I, et
dans une moindre mesure MDAS5, diminue la quantité ’ ARNm
d'TFN-B produit dans les A549 infectées (Figure 4A). Des résul-
tats similaires étaient retrouvées au niveau protéique en mesu-
rant PIFN-B dans le surnageant des cellules infectées par un test
ELISA (Figure 4B). Ces données soulignent 'importance de
RIG-I et MDA dans la signalisation de I'TFN-f au cours de I'in-
fection par le BTV.
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Figure 4 : Implication des ARN hélicases RIG-I et MDAS dans Uinduction d’'IFN- par le BTV. Des cellules A549 ont été transfectées ou non (-) avec des
petits ARN interférents (siRNA) spécifiques de RIG-I ou MDAS5 ou des siRNA controles (CTRL). Apres 48h de transfection, les cellules ont été infectées ou
non (MOCK) avec du BTV-8 (0,1 TCIDs/cellule). Aprés 24h d’infection, les ARN totaux ont été extraits et ['expression de ' ARNm de U'IFN-B a été déter-

minée par RT-PCR quantitative.

Afin de déterminer I'effet de la signalisation dépendante de RIG-
[ et MDADS sur la multiplication du BTV dans les cellules A549,
nous avons mesuré I’ARN viral, I'expression de la protéine VP5,
et le titre viral 24h aprés infection dans des cellules surexpri-
mant RIG-I, MDA5 ou les deux protéines. Comme indiqué dans
la figure 5A, la surexpression de RIG-I, MDAS ou des deux héli-

cases avant I'infection entraine une diminution significative de

Arn BTV (variations) [x 10]

la quantité d’ARN viral. Cet effet antiviral était également
observé au niveau protéique avec moins de VP5 détectée dans
les mémes conditions (Figure 5B). Enfin, le titre viral était éga-
lement réduit dans les cellules surexprimant ces hélicases
(Figure 5C). Ces résultats démontrent que la voie des RLRs
apparait tres efficace pour établir une réponse antivirale contre
l'infection par le BTV.
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» 87 Figure 5 : RIG-1 et MDAS inhibe la multiplication du BTV.
? 70 1 Des cellules A549 ont été transfectées ou non (-) avec un plas-
& 60 mide codant pour FLAG-RIG-I, MDAS ou un plasmide
2 50 —| . controle (CTRL). Apres 24h de transfection, les cellules ont été
E 40 | p=0.05 infectées ou non (MOCK) avec du BTV-8 (0,1 TCID50]cel-
E 30 | I lule). (A) Apres 24h d’infection, les ARN totaux ont été extra-
5 | its et 'expression de ' ARNm de 'IFN-B a été déterminée par
g 20 | RT-PCR quantitative. (B) Les lysats cellulaires ont été extraits
= 10 | — et utilisés pour analyser par Western blot I'expression des
0 +— _ mmem constructions RIG-I et MDAS transfectées , ainsi que la protéine
O CTROL RIG-I MDAS RIG-I+ VPS5 de BTV. Lactine- a ?’tf’f utilisée}z comme c}ontr(?le. (C) .Les
MDAS surnageants de culture ont été collectées pour déterminer les titres

viraux.
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INHIBITION DE LA SYNTHESE DE L'IFN-I PAR
LA PROTEINE NS3 DE BTV

LIEN-I étant délétere pour la réplication virale, la plupart des
virus ont développé des mécanismes pour contrer la réponse
antivirale de ’hote induite par I'infection. Cependant, peu de
choses sont connues sur la capacité du BTV a controler ces
mécanismes de défense cellulaire. Au cours d'un travail récent,
nous avons cherché 2 déterminer la capacité du BTV et des dif-
férentes protéines codées par le virus a interférer avec la voie
de signalisation des RLRs qui induit la synthese d'TFEN-I.

Des cellules 293T humaines ont été infectées avec différentes
quantités d’'une souche de BTV-8, puis transfectées avec un plas-
mide rapporteur permettant 'expression du géne de la lucifé-
rase sous le controle d’'un promoteur IFN-f, ainsi qu'un plas-
mide codant pour un domaine constitutivement actif de RIG-I
afin d’activer le promoteur IFN-B. Une réduction significative
de I'activité luciférase était observée dans les cellules infectées
avec le BTV-8 démontrant par la méme la capacité du virus a

bloquer la voie des RLRs (Figure 6A).

Afin d’évaluer quelle(s) protéine(s) virale(s) pouvaient étre a
'origine de cet effet inhibiteur, I'effet de chaque protéine de
BTV-8 a été évalué sur 'activation du promoteur IFN-B aprés
stimulation par RIG-I. De facon intéressante, I’activation du
promoteur IFN-B était drastiquement affectée par la surex-
pression de la protéine NS3 (Figure 6B). Par la suite, nous avons
pu observer que cette action apparaissait conservée parmi
d’autres sérotypes de BTV.

Laction de NS3 semble intervenir au niveau transcriptionnel
et non traductionnel puisque NS3 ne modifie pas I'activité d'un
ARNm codant pour la luciférase (données non montrées).

Par ailleurs, en mesurant I'expression de multiples génes cel-
lulaires en présence de NS3, nous avons pu montrer que celle-
ci bloquait spécifiquement I’expression de génes liés a la voie
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Relatve luciferase activity
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L
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NI 0.001

IFN et écarter ainsi un effet global de NS3 sur la transcription
des genes cellulaires (données non montrées).

Afin de vérifier que NS3 bloque I'activation du promoteur IFN-
B apres activation de la voie des RLRs, plusieurs agonistes de
cette voie ont été utilisés : virus Sendai, poly(I:C), poly(dA:dT)
(Figure 7A-C). NS3 est capable de bloquer I'activation du pro-
moteur IFN-B induit par ces trois stimuli, confirmant Peffet anta-

goniste de NS3 sur la voie des RLRs.

Afin de mieux comprendre a quel niveau intervient NS3 dans
la voie des RLRs, nous avons surexprimé les protéines MAVS,
TBK1, IKKe et IRF3-5D (une forme constitutivement active
d'IRF3) comme activateurs du promoteur IFN-B (Figure 7D-
E). Alors que 'action de TBK1, IKKe et IRF3-5D n’était pas
ou peu affectée par NS3, ce dernier était en revanche capable
de bloquer I'activation du promoteur IFN-B médiée par MAVS.
Ce résultat suggere que NS3 interfere avec la voie de signali-
sation des RLRs en amont des kinases TBK1/IKKe et au
niveau ou en aval de MAVS. Afin de confirmer ce résultat, la
phosphorylation d'IRF3 a été mesurée par Western blot dans
des cellules surexprimant RIG-I ou IKKE, en présence de NS3
(Figure 7F). La forme phosphorylée de NS3 était détectée apres
stimulation par IKK€ et non par RIG-I, confirmant I'effet anta-
goniste de NS3 en amont de IKKE et en aval de 'activation de

RIG-I.

DISCUSSION

Comme évoqué a travers cet article, le BTV peut induire
I'IFN-B, un acteur clé de la réponse innée antivirale, dans plu-
sieurs types cellulaires, incluant les cellules endothéliales ou épi-
théliales bovines ou humaines. Nous avons pu montrer que le
BTV peut activer les facteurs de transcription IRF3 et NF-kB
pour induire 'expression d’IFN-f et d’autres cytokines proin-
flammatoires. Cette induction requiert les ARN hélicases cyto-
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Figure 6 : Activation du promoteur IFN- dans des cellules infectées par le BTV ou exprimant des protéines codées par le virus. (A) Des cellules 293T ont été
infectées ounon (NI) avec différentes quantités de BTV-8 (0.001 a 0,1 TCID50/cellule) , puis ont été transfectées avec les plasmides rapporteurs pRSV- Gal (controle
de transfection), pIFN -Luc (luciférase sous controle du promoteur IFN-B), ainsi qu’avec un plasmide codant pour une forme constitutivement active de RIG-I
afin d’activer le promoteur IFN-B. (B) Des cellules 293T ont été transfectées comme en (A) avec de plus 50 ou 250ng d'un plasmide controle (CTRL), d'un
plasmide codant pour PLK1-PBD (un inhibiteur de la voie RIG-I) ou bien des plasmides codant pour chacune des protéines de BTV-8. L activité luciférase a été

mesurée a partir des lysats cellulaires collectés 16h post-transfection.
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Figure 7 : Effet de NS3 sur activation du promoteur IFN- et la phosphorylation d'IRF3 aprés stimulation par différents agonistes de la voie des récepteurs

RIGI/IMDADS. Des cellules 293T ont été transfectées avec les plasmides rapporteurs pRSV- Gal (controle de transfection), pIFNB

-Luc (luciférase sous controle

du promoteur IFN-B), ainsi qu’avec un plasmide contréle (CTRL) ou un plasmide codant pour FLAG-NS3. Le promoteur IFN-B a été activé avec du virus
Sendai (A), des poly(I:C) (B) ou des poly(dA:dT) (C) ou par transfection d'un plasmide codant pour une forme constitutivement active de RIG-1, MAVS, TBK1,
IKK et une forme constitutivement active de IRF3 (IRF3-5D) (D). L activité luciférase a été mesurée a partir des lysats cellulaires collectés 16h post-transfec-
tion. (E) Des cellules 293T ont été transfectées avec un plasmide controle (CTRL) ou un plasmide codant pour FLAG-NS3, ainsi qu'un plasmide codant pour
RIG-1 ouIKK . Les cellules ont été lysées 16h post-transfection et I'expression d'IRF3 totale, IRF3 phosphorylée, NS3, RIG-I et IKK a été analysée par Western

blot.
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soliques RIG-I et MDAS5 et la surexpression de ces récepteurs
diminue la réplication du BTV, indiquant que RIG-I et MDAS5

contribue a la maitrise de I'infection virale.

Les changements conformationnels de RIG-1 et MDAS induits
par l'infection virale permettent le recrutement et 'activation
de la protéine mitochondriale MAVS. Nous avons pu démon-
trer que les ARN hélicases RIG-1 et MDAS avec MAVS sont
critiques pour la production ’IFN- dans des cellules humaines
(A549) et bovines (MDBK) en réponse a I'infection par le BTV,
révélant le role majeur de la voie RLR/MAVS dans la réponse
anti-BTV. Au contraire, les protéines TLR3, MyD88, TRIF ou
DDX1 ne semblent pas contribuer a la production d’IFN- dans
ce modele.

Récemment, la voie RLR/MAVS a été décrite comme jouant
un r6le important dans la production d'IFN-B par le rotavirus,
un autre membre de la famille des Reoviridae, suggérant que
des mécanismes de reconnaissance sont conservés a l'intérieur
de cette famille [Broquet et al., 2011; Sen et al., 2011].
L'ARNdb génomique du rotavirus induit la réponse IFN [Zhou
etal., 2007; Deal et al., 2010]. Il serait intéressant de détermi-
ner si ce mécanisme est conservé pour le BTV.

Bien que nous ayons pu démontrer l'implication de RIG-I et
MDAS5 dans la synthése d'IFN-B au cours de 'infection par le
BTV, d'autres PRRs pourraient contribuer a ce processus dans
certaines cellules ou especes. En outre, les RLRs ne semblent
pas intervenir dans les pDCs [Kato, Sato et al., 2005; Luber, Cox
etal., 2010], au contraire des TLR7 et TLR9 qui induisent une
cascade de signalisation mettant en jeu la protéine adaptatrice
MyD88 [Honda et al., 2004; Kawai et al., 2004]. Dans une étude
récente, des collaborateurs de I'INRA de Jouy-en-Josas ont
montré que le BTV infecte a la fois les pDCs et cDCs ovines
mais induit la production d'IFN-&/B uniquement dans les
pDCs via un mécanisme qui requiert la maturation des endo-
somes en absence de réplication virale [Ruscanu et al., 2012].
Ils démontrerent également que le BTV active la voie de signa-
lisation des IFN-a/B dans les pDCs via MyD88, ainsi via les
kinases PKR et JNK.

Dans cette étude, nous avons montré que la synthése d'IFN-
dans les A549 nécessitait la réplication du BT V. Ce résultat est
en contradiction avec les observations faites dans les pDCs
[Ruscanu, Pascale et al., 2012], indiquant des réponses cellu-
laires différentes entre les cellules immunes et non immunes.
Ainsi, au cours de premiers stades de I'infection, une forte pro-
duction systémique d'IFN-a/B et d'autres cytokines serait
induites dans des cellules présentatrices d'antigéne spécialisées
(principalement des pDCs) par un mécanisme RLR-indépen-
dant qui requiert la réplication virale, puis dans les principales
cellules cibles de I'infection, telles que les cellules endothéliales,
des PRRs distincts répondent aux produits de la réplication du
BTV afin d'induire une réponse antivirale locale.

Il est intéressant d'explorer si un lien existe entre la pathoge-
nése virale et l'intensité de la signalistion IFN-&/B.
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L'induction d'IFN-&/B est généralement délétere pour les
virus et la plupart d'entre eux ont élaboré des stratégies pour
contourner cette réponse antivirale. En cherchant a savoir si
le BTV possédait également un mécanisme de blocage de la voie
IFN-&/B, nous avons identifié la protéine NS3 de BTV comme
étant un puissant inhibiteur de la voie des RLRs.

Un équilibre doit exister entre la capacité de 1'hote a induire
la production d'IFN et la capacité des virus a bloquer cette voie
de signalisation antivirale. On peut ainsi imaginer qu'en
absence de NS3 le BTV produirait davantage d'IFN. Le BTV
étant reconnu par différents PRRs en fonction de la nature des
cellules infectées, il est également possible que cette capacité
de blocage soit spécifique du type cellulaire. Différentes protéines
virales pourraient aussi &tre requises en fonction des voies de
signalisation activées par l'infection virale. Il serait intéressant
également de déterminer a Pavenir les limites de 'action inhi-
bitrice de NS3 sur la production des IFN-&/B et d’évaluer son
activité antagoniste dans différents types cellulaires, apres sti-
mulation de différentes voies de signalisation. Une meilleure
compréhension du mode d’action de NS3 et des autres méca-
nismes développés par le BTV pour contrecarrer la réponse cel-
lulaire de ’héte fournira des informations essentielles dans la
compréhension de la pathogénése associée a I'infection par le
BTV et aidera a générer des meilleurs outils prophylactiques
pour maitriser le virus.
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