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I  Les Alphavirus

Les Alphavirus sont des virus a ARN enveloppés, d’un diametre de 70 nm, a structure
icosaédrique a symétrie de type T=4 (Choi et al. 1991; Cheng et al. 1995, Garoff et al. 2004).
Ces virus, dont la répartition est mondiale, sont capables d’infecter une grande variété¢ d’animaux
vertébrés (mammiferes, oiseaux, poissons). Ces virus sont des arbovirus, c’est-a dire des virus
transmis par des arthropodes hématophages, dans le cas des Alphavirus, la vectorisation est faite
par des moustiques appartenant a plusieurs especes.

A ce jour, 29 especes d’Alphavirus ont été identifiées, dont au moins 6 sont pathogénes pour
I’Homme. Chez I’Homme, certains Alphavirus sont responsables d'encéphalites, d'arthrites, de
fievres, d'éruptions cutanées et peuvent étre fatals (Thiruvengadam et al. 1965; Pialoux et al.
2006).

Le premier Alphavirus isolé fut I'Encephalite Equine de 1'Ouest (WEE), en 1930 (Meyer et
al. 1931). Les virus de l'encéphalite de 1'Est (VEE) et le virus de 1'Encephalite Equine du
Vénézuéla (VEEV) furent isolés respectivement en 1933 et 1938 (Gibbs EP. 1976 ; Beck et
al. 1938 ; Kubes et al. 1939). Le Virus Sindbis isolé¢ en Egypte en 1952 (Taylor et al. 1955),
fut le premier Alphavirus responsables d’arthrites a étre isolé. La mise en évidence de
I'existence du CHIKV se fera 1952 en Tanzanie (Robinson 1955) (Lumsden 1955).
Suivent alors les découvertes de 1'ensemble des autres Alphavirus. Le South Elephent Seal
virus (SESV), identifi¢ en 2000 sur 1'ile australienne de Macquarie a été récemment identifié, le
virus de la maladie du pancréas du saumon (SPDV) est a I’heure actuelle le dernier Alphavirus
découvert.

Tableaux 1.1;1.2

Famille Genre Virus Acide nucléique Capside Enveloppe Taille
Bc:bicaténaire Symétrie (nm)
Mc:monocaténaire Nombre de
capsomeres
Adenoviridae Mastadenovirus Adénovirus ADN Bc Icosaédrique ) 70 a90
(42 types) 252
Hepadnaviridae (VHB) ADN Bc Icosaédrique (6] 42
(circulaire)
oaHerpesvirinae (HSV-1)
Herpesviridae (HSV-2)
(VZV)
BHerpesvirinae (CMV) ADN Bc Icosaédrique ) 150
(HHV-6) 162 A
(HHV-7) 200
yHerpesvirinae (EBV)
(HHV-8)
Parvoviridae Parvovirus (B19) ADN Mc Icosaédrique ©) 25
32
Papillomaviridae Papillomavirus (VPH) ADN Bc Icosaédrique ) 45
(120 Types) Superenroulé A
55
Polyomaviridae Polyomavirus (BK,JC) ADN Bc Icosaédrique ) 40a50
Superenroulé
Poxviridae Orthopoxvirus Variole Vaccine ADN Bc (6] 200
Cowpox A
Monkeypox 300X100
Tab. 1.1




Famille Genre Virus Acide nucléique Capside Enveloppe Taille
Bc:bicaténaire Symétrie (nm)
Mc:monocaténaire Nombre de
capsomeres
(CML) ARN Mc 80
Arenaviridae Arenavirus Fievre de Lassa Segmenté Hélicoidale +) a
Junin 150
Mchupo
Tascaribe
Sabia
Bunyamwera
Bunyaviridae California
Bunyavirus Tahyna
Hataan 90
ARN Mc Hélicoidale ) a
Segmenté 100
Nairovirus Crimée-Congo
Fiévre a
Phlebovirus phlébotomes
Rift
Coronaviridae Coronavirus Coronavirus 80
Entériques a
229E ARN Mc Hélicoidale +) 120
SARS
Filoviridae Filovirus Marburg ARN Mc Hélicoidale (6] 800
Ebola a
1000X80
Flaviviridae Fiévre jaune
(DEN 1,2,3,4)
(WN)
Flavivirus (SLE)
(JE) ARN Mc Icosaédrique (+) 40
(VHC)
(VHG)
Rubivirus Rubéole
Orthomyxoviridae Influenzavirus InfluenzaA ARN Mc Hélicoidale (6] 80 a20
InfluenzaB Segmenté
InfluenzaC
Paramyxoviridae Paramyxovirus Parainfluenza
1,2,34 150
Oreillons ARN Hélicoidale (-) a
Morbillivirus Rougeole 300
Pneumovirus (VRS)
Métapneumovirus
Poliovirus 1,2,3
Picornaviridae Entérovirus Coxsckie A(23) ARN Mc Icosaédrique (-) 20230
Coxsckie B(6)
Entérovirus 68 a 71
Reoviridae Rotavirus Rotavirus humains ARN Bc Segmenté Icosaédrique double (-) 70 a 80
32
Retroviridae Oncornavirus HTLV-LHTLV-II ARN Mc+Transcriptase (core) ) 100
Lentivirus HIV-1,HIV-2 inverse
CHIK
Togaviridae Alphavirus WEE,EEE ARN Mc Icosaédrique +) 40 a80
ONN

Tab. 1.2




A Taxonomie

Les Alphavirus peuvent étre divisés en deux groupes: les Alphavirus de I'Ancien Monde, dont
le prototype est le virus Sindbis (SINV), responsables d'arthrites et d'éruptions cutanées et les
Alphavirus du Nouveau Monde responsables d'encéphalites et répartis en deux complexes de
I'encéphalite équine de I'Est (EEEV) et de I'encéphalite équine du Venezuela (VEEV) sont
les représentants (Weaver et al. 1997). Ces virus transmis par des arthropodes étaient
initialement regroupés parmi les Arbovirus du groupe A (Porterfield 1986). Cette
classification, fondée sur les réactions croisées a la suite des tests d'inhibition
d'hémagglutination (Casals et al. 1954), laissera place a une classification reposant sur les
caractéristiques fondamentales des virus et de leurs génomes.

La famille des Togaviridae contient également le genre des Rubivirus qui ne compte qu’une
seule espece (Westaway et al. 1985 ; Powers et al. 2001; Weaver et al. 2005, Gould E.A. et
al. 2009) et genre Alphavirus sont actuellement 29 les espéces connus. Sur la base de
I’analyse comparative des séquences, les Alphavirus transmis par les arthropodes partagent un
minimum d'environ 40% d'identité en acides aminés dans la plus divergentes des protéines de
structure et 60% dans les protéines non structurales, laissent la place a une classification
reposant sur les caractéristiques fondamentales des virus et de leurs génomes (Figl).

Sl 1 95
. Lo EEW-Ag80 Birds [Aves]
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ssmiz  [BOVE ?
FI Birds [Aves]
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1.2071.00
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alig
- clakr]
L0 e 0100 ——CHIEW Frix
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0.1 substitutions per site
Fig.1 Arbre phylogénétique des Alphavirus taxons viraux indiqués en noir, a c6té de leur aire de
répartition réservoir hote probable (en rouge) (Kitchen A. et al. 2010)



B Distribution géographique

Différents études ont été réalisées pour expliquer la distribution géographique des
Alphavirus a travers le monde. Plusieurs hypothéses sont fondées sur 1'évolution des
Alphavirus et tentent d'expliquer cette large diffusion. En 1988, la comparaison des
séquences nucléotidiques a révélé que plusieurs Alphavirus résultaient de la recombinaison
entre différents virus. Par exemple le WEEV est un virus recombinant entre les formes
ancestrales des EEEV et SINV (Hahn et al. 1988). La suite des analyses phylogénétiques a
confirmé cette interprétation (Levinson et al. 1990) et il a été¢ estimé que la recombinaison
avait eu lieu avant la divergence des EEEV pour produire les lignées Sud américaines
(Weaver et al. 1993). Ces observations ont une grande importance dans notre compréhension
des Alphavirus, et leur diversité. Elles soulévent une question intéressante concernant 1'origine
géographique des arbovirus dans le genre Alphavirus. Les arbres phylogénétiques basés sur
des séquences qui incluent les protéines d'enveloppe (E1, E2) sont congruentes avec celles qui
sont fondées uniquement sur la séquence des geénes non-structuraux. Tous les arbres basés sur
la région E1 montrent que la séquence SINV, un virus de I'Ancien Monde, diverge avec le
WEEV virus complexe, soit la Nouvelle-virus du monde, alors que 1'autre Nouveau Monde
virus encéphalite équine, i.e. EEEV et VEEV divergent indépendamment de la WEEV/SINV
complexes et aussi indépendamment des virus autochtones du Vieux Monde qui comprennent
le Semliki Forest virus (SFV), le virus Ross River (RRV) et CHIKV. Selon les études de
génes non structuraux, SINV et AURAV divergent indépendamment du WEEV complexe
virus qui sont aujourd'’hui considérés comme ayant divergé avec VEEE et VEEV. Une autre
observation importante est que les arbres sur la base soit E1 ou des génes non-structurels
montrent que le Nouveau Monde Alphavirus, virus Mayaro (MAYV) et le virus de Una
(VNU), toujours avec le cluster Alphavirus Vieux Monde, RRV, SFV, GETV dans le SFV
complexe antigénique, confirmant que les introductions transocéaniques des Alphavirus ont
eu lieu, comme proposé précédemment (Powers et al. 2001, Weaver et al. 1997). Dans le cas
de MAYV la supposition d’introductions transocéaniques est également appuyée par la
preuve que le Nouveau Monde virus provoque une maladie arthritique chez I'homme, comme
cela est caractéristique de I’Ancien Alphavirus mondial, plutét que la maladie encéphalique,
comme celles relatives aux virus du Nouveau Monde, et VEEE VEEV (Poidinger et al. 1997,
Russell, 1998 ;Weaver et al. 1997) a proposé que ces Alphavirus les patrons de dispersion
pourrait étre plus facile a expliquer si l'origine de ces virus était le Nouveau Monde.
Toutefois, afin d’appuyer cet argument, il a été nécessaire de proposer plusieurs traversées
océaniques (au moins trois) doit avoir eu lieu, dans les deux directions, vers 1'ouest et vers
l'est (Powers et al. 2001). En outre, il a été estimé que la recombinaison, comme on ’observe
avec le WEEV et les virus descendants étroitement liés, est susceptible d'avoir eu lieu entre
1300 et 1900 ans (Weaver et al. 1997). Ce virus serait alors a la rencontre d'un virus ancestral
VEEE 1i¢é au méme habitat €cologique dans le Nouveau Monde et donc susceptible de
produire des infections mixtes chez les rongeurs ou autres espéces animales comme les
oiseaux. Enfin, il faut prendre en compte la répartition géographique des différents vecteurs
hématophages qui transmettent ces virus et qui, en fonction de leur répartition
territoriale, jouent aussi un réle dans la distribution des Alphavirus (Calisher et al. 1988a ;
b). Les principaux vecteurs des Alphavirus étant les moustiques, cela explique qu'ils
soient généralement retrouvés de mani¢re abondante dans les régions tropicales.
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C Organisation du génome des Alphavirus

Le génome des Alphavirus se compose dun simple brin d'ARN a polarité positive. La
longueur totale du génome varie entre 11000 et 12000 nucléotides, et il dispose d'une coiffe a
I’extrémité 5' de ’ARN et d’une queue poly (A) a I’extrémité 3'. 1l existe deux cadres ouverts
de lecture (ORF) dans le génome, Le premier encode les 4 proteines non structurales
nécessaires a la transcription et a la réplication de I'ARN viral. La second encode quatre
protéines de structure: la protéine C de la capside, la glycoprotéine d'enveloppe El, la
glycoprotéine d'enveloppe E2 et la glycoprotéine d'enveloppe E3 (Simmons et al. 1972;
Strauss et al. 1984) (Fig2). L'expression de ces protéines et la réplication du génome viral se
déroulent dans le cytoplasme de la cellule hote (Strauss et al. 1986). C’est a partir du
promoteur subgénomique que va étre transcrit I'ARN subgénomique. Les protéines traduites a
partir de cet ARN constituent les unités structurales des nouveaux virions (Strauss et al.
1986).

> 265
scapd msP1 | w2 | esP3 | msea [ ] B2 ]| E1 }oPoiyial
1=3 siramd I.“ A helicase, R A symibisis RAA I-:.I_'l ﬁE‘\-.
vy nihesis proieinase Puly merase
capplmg of KN4 envelnpe
il pl parat
Fig2 schéma génome Alphavirus
1 Les régions non traduites du génome (NTR)

Les régions 5'NTR et 3'NTR ont une taille variable dans le genre Alphavirus. Pour
le virus Sinbis SINV (Strauss et al. 1994), les NTR ils ont une taille de 59 nts et 322 nts
respectivement, la 5’NTR et 1a 3’NTR sont des régions importantes pour la réplication virale
(Ou et al. 1983; Pfeffer et al. 1998). Par comparaison au SINV, la région 5NTR du CHIKV
est composée de 76 nts et la région 3'NTR de 526 nts (Khan et al. 2002). Ces deux regions
contiennent des éléments impliqués dans la régulation de la transcription et la réplication du
génome.

La région 3' NTR a des ¢léments répétés (RSEs). Ces RSEs en 3' du génome des
Alphavirus constituent des ¢léments d'ancrage de protéines virales et cellulaires qui différent
d'un type cellulaire a I'autre ce qui explique les différents phénotypes observés (Kuhn et al.
1990, Pardigon et al. 1992; Fayzulin et al. 2004).

Les ¢léments de séquences nucléotidiques conservées (CSE) ou « cis-acting » sont été
identifiés au niveau de la 5' NTR appelé CSElet la CSE2, 3' NTR la CSE3 et de la région
jonction la CSE du génome des Alphavirus (Fig.11) (Ou et al. 1981 ; 1982 ; 1983, Pfeffer et al.
1998). Quatre de ces régions ont ét¢ montrées comme trés conservées chez les Alphavirus.
Ces régions sont attribuées a des fonctions trés importantes dans la réplication virale.

Une séquence de 19 nts CSE3 hautement conservés précede la queue poly(A) en 3' du
génome (SINV, SFV et le virus de Middelburg MIDV). Cette s€quence constituerait un site
de reconnaissance pour l'initiation de la synthése du brin d'ARN(-), et donc un site d'initiation
pour la réplicase virale. Un role dans I'encapsidation de I'ARN viral est aussi proposé (Ou et
al. 1981; Kuhn et al. 1990), (Fig.3).
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Fig.3 Localisation des séquences CSE et NTR dans le génome des Alphavirus.

A. structure du CSE1, B. structure du CSE2, C séquence nucléotidique de la région « jonction » et D.
organisation du 31\ITR du CHIKV ; adapté de George et al. 2000.

La région de jonction la CSE est une séquence de 24 nts, révélée par 1'équipe du Dr.
Strauss, en 1982, proche de la région de jonction et dans laquelle il a été retrouvé le site
d'initiation de I'ARN 26S. Cette séquence qui correspond au promoteur pour la transcription
de I'ARN subgénomique, permettrait donc l'initiation de la transcription de 1'ARN
subgénomique (Weaver et al. 1988; Levis et al. 1990).

La CSE2 située en 5' posseéde une taille de 51 nts. (Ou et al. 1983). Elle correspond a une
séquence pouvant former deux boucles en épingle a cheveux. Les phénotypes associés aux
mutations opérées au niveau de cette séquence indiquent un rdle dans la réplication de
I'ARN et notamment au niveau de 1'étape de cyclisation (Niesters et al. 1990b, Frolov et al.
2001). Par ailleurs, des travaux récents visant a déstabiliser la structure secondaire de
I'extrémité 5' du SINV ont permis de préciser la fonction de cette séquence de 51 nts. Son
role dans la réplication différe en fonction du type cellulaire (vertébré ou non vertébré). Une
grande adaptabilité de réplication découle de ces séquences et des phénotypes qui y sont
associés (George et al. 2000; Fayzulin et al. 2004).

La derniére région de 44 nts située en 5' du génome du SINV a été identifiée. Au cours de la
réplication virale, cette région est capable de former une boucle en épingle a cheveux
nécessaire a l'initiation de la synthése du brin d'ARN(+) a partir du brin d'ARN(-)
complémentaire (Ou et al. 1983). Les travaux menés par 1'équipe du Dr. Strauss sur 1'étude
de délétions dans la région 5' NTR du SINV confirment I'importance de cette région dans la
réplication virale (Niesters et al. 1990a).

2 Les protéines non structurales

Quatre protéines non structurales (NSP1, 2, 3 et 4), correspondant aux quatre domaines
résultant de la maturation de la polyprotéine, sont associ¢es au complexe de réplication du
virus. Elles sont synthétisées sous forme d'une polyprotéine courte nsP1234 (ou P123).
Différentes activités protéolytiques aboutiront a la formation des divers intermédiaires
de clivage, eux-méme a l'origine de chacune des nsP (Kaariainen et al. 1978; Keranen et al.
1983; Strauss et al. 1994).

12



a). nsP1

La nsPl est indispensable a la formation du complexe de réplication des Alphavirus. Elle
permet l'ancrage membranaire du complexe de réplication au niveau des vacuoles
endosomales et posséde une activité methyltransferase (Froshauer et al. 1988, Peranen et al.
1995, Kujala et al. 2001, E.A. Gould et al. 2009). Dans un premier temps, l'attachement aux
membranes cellulaires s'effectue par l'intermédiaire d'un segment peptidique amphipathique
au centre de la protéine (acides aminés 245 a 264). Cette étape est nécessaire pour
l'activation de l'activité enzymatique de la nsPl (Spuul et al. 2007). La deuxiéme étape
consiste en la palmitoylation de la nsP1. Le nombre de sites de palmitoylation va étre
différent en fonction des Alphavirus. Les palmitoylations vont rendre la nsP 1 hydrophobe et
donc resserrer l'association aux membranes cellulaires (Laakkonen et al. 1996). Une
autre fonction est attribuée a la nsPl. C’est sa capacit¢ a moduler 1’activité protéinase de la
nsP2 lorsqu'elle est présente au sein de la polyprotéine (de Groot et al. 1990).

b). nsP2

La région N-terminale du géne de la nsP2 code pour I'hélicase (Gorbalenya et al. 1988). Des
tests in vitro ont montré que pour le SFV nsP2 a une activité triphosphatase utilisant de I'ATP
et le GTP (Rikkonen et al. 1994). La nsP2 pourrait donc agir au moins a deux étapes dans la
cellule infectée. D'abord, comme la protéine NS3 des flavivirus, la triphosphatase nsP2
nucléotidique peut produire 5 diphosphate ARNm, l'accepteur final attendu de la nsPl
réaction catalysée par la médiation guanylyltransferase nsPl (Vasiljeva et al. 2000).
Deuxiémement, l'activit¢ ATPase nsP2 est considérée comme nécessaire pour stimuler
l'activité de ' hélicase (Strauss et al. 1992, Vasiljeva et al. 2001). L’ analyse structurale de la
région C-terminale nsP2 dans le VEEV a révélé deux domaines distincts (Russo et al. 2006).
Le premier a deux résidus catalytiques, une cystine et une histidine, que sont situées dans le
sous-domaine N-terminal. Le second domaine est important en particulier pour l'action de la
protéase (Pastorino et al. 2008; Russo et al, 2006). Les effets cytopathiques observés lors
d'infections par certains Alphavirus ont été attribués en partie a la nsP2, ces effets sont a
rapprocher de l'inhibition de la transcription/traduction induite par la nsP2 dans les cellules
infectées (Gorchakov et al. 2005, Garmashova et al. 2006, Mayuri et al. 2008), au moins
chez les Alphavirus de 1'Ancien Monde (Garmashova et al. 2007). De fait, les effets
toxiques qui en découlent ainsi que de la réponse antivirale (Frolova et al. 2002, Breakwell et
al. 2007) expliquent la présence d'une séquence de localisation nucléaire sur cette protéine
(Peranen et al. 1990) chez des virus dont le cycle est exclusivement cytoplasmique (7arnm
et al. 2008). Les symptomes comme la neurovirulence déclenchée chez les patients infectés
par le SFV dépendent aussi de cette localisation nucléaire (Fazakerley et al. 2002).

¢). nsP3

La région N-terminale de nsP3 a été initialement décrite comme un domaine conservé avec
une fonction inconnue (X de domaine) dans les grandes protéines de réplication des
Alphavirus, des Coronavirus et des Rubivirus (Gorbalenya et al. 1991). La nsP3 est une
phosphoprotéine constituée de trois domaines distincts. Le domaine Nter de cette protéine
présente des séquences conservées retrouvées chez les Coronavirus et les Rubivirus
(Gorbalenya et al. 1991; Koonin et al. 1993; Pehrson et al. 1998). Le deuxieéme domaine de la
nsp3 est un domaine conservé chez les Alphavirus. La fonction de ces deux premiers
domaines reste encore inconnue. Le dernier domaine de la nsp3, situ¢ au niveau Cter de la
protéine, présente une séquence hypervariable ou ont été identifiés des résidus sérine et
thréonine phosphorylables (Li et al. 1990, Peranen 1991, Vihinen et al. 2000). La fonction de
ces phosphorylations reste encore peu connue mais un role potentiel au niveau de I'ARN 26S
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du brin d'ARN(-) et du complexe de réplication est proposé du fait de son affinité pour les
membranes (Hahn et al. 1989; Lemm et al. 1994; Wang et al. 1994; Vihinen et al. 2001). De
plus, un réle dans la virulence chez le SFV est envisagé (Tuittila et al. 2003; Galbraith et al.
2000).

d). nsP4

Le nsP4 Alphavirus contient un motif canonique GDD et il est considéré comme 1I'ARN
polymérase ARN-dépendante (RdRp) (Kamer et Argos, 1984). L'extrémité Nter de la nsP4
dans laquelle se situe le motif GDD présente un rdle au niveau du complexe de réplication et
dans la syntheése du brin d'ARN(-) (Fata et al. 2002) en interagissant avec la risP1 (Merits et al.
2001), Tres récemment, 1’activité RdRp a été démontrée in vitro (Rubach JK. et al. 2009).
Enfin, chez de nombreux Alphavirus, il a été découvert la présence d'un codon opale entre
les nsP3 et nsP4 au sein de la polyprotéine P1234 (Shirako et al. 1990). La translecture de
ce codon qui est efficace de 5 a 20% aboutit a la formation d'une polyprotéine P1234 cette
derniér est synthétisée lorsque le codon stop intervient (de Groot et al. 1990, Shirako et al.
1994). La présence de ce codon régule la quantité de nsP4 traduite lors de I'infection (Myles et
al. 2000).

3 Les protéines structurales

Les protéines structurales des Alphavirus sont traduites a partir de I'ARN subgénomique.
Apres la traduction, des étapes de protéolyse permettent la formation de quatre protéines : pC,
6K, El, et PE2 qui sera ensuite clivée en E2 et E3 (Melancon et al. 1987; Strauss et al.
1994). Les pC s'associent dans le cytoplasme, et interagent avec 'ARN viral permettant
I'encapsidation (Weiss et al. 1989). Les pC vont alors interagir avec les glycoprotéines
d'enveloppe (Skoging et al. 1996) qui, aprés avoir subi des modifications post
traductionnelles (Sefton 1977, Bonatti et al. 1989) au niveau du réticulum endoplasmique
(RE) (Garoff et al. 1978), se retrouvent enchassées dans la membrane plasmique de la
cellule hote. C'est a ce niveau que les nouveaux virions matures vont pouvoir bourgeonner
(Owen et al. 1997).

a). La protéine de capside

La premiére protéine est la pC au sein de la polyprotéine a étre clivée. Ce clivage,
moprotéolytique est permis par une activité de type sérine protéase de la pC elle-
méme (Aliperti et al. 1978). Elle est constituée deux domaines, Nter, Cter. La taille de la
pC varie en fonction des Alphavirus.

Le domaine Nter cette séquence varie au sein des Alphavirus (Rice et al. 1981; Dalgarno
et al. 1983) a l'exception de 18 acides aminés (dans I'hélice I) qui facilitent
I'oligomérisation des monomeres de pC (Perera et al. 2001). En outre, un particulier
motif est le M113-X-1115 mis en évidence chez le SFV est impliqué dans 1'assemblage des
pC. Ce domaine est riche en lysines et en arginines ce qui lui confére une charge positive
permettant des interactions ¢électrostatiques avec I'ARN viral. Enfin une séquence
spécifique d'encapsidation de I'ARN viral y est retrouvée (Weiss et al. 1989, Weiss et al.
1994). Le domaine Cter de la pC, a l'activité sérine protéase (Hahn et al. 1990, Choi et
al. 1991)et posséd un motif conservé chez les Alphavirus qui est identifiable, il s'agit
du domaine KPCiIKRQRLMALKLEAD. Ce domaine permet une interaction avec la grosse
sous-unité des ribosomes (Wengler 1984; Wengler et al. 1992), qui jouent alors un role
au niveau de la décapsidation (Singh et al. 1992). Ce domaine est aussi proposé comme
impliqué dans des interactions pC-pC pour former la nucléocapside constituée de 240
monomeres de pC (Fuller 1987).
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b). Les glycoprotéines d'enveloppe

Apres l'autoprotéolyse de pC, la présence d'un signal spécifique (site d'attachement d'un
carbohydrate sur l'asparagine en position 13) va initier la translocation de la
polyprotéine PE2-6K-E1 (Bonatti et al. 1984; Garoff et al. 1990). Dans le RE, une
signalase catalyse le clivage entre PE2 et 6K libérant ainsi un second signal de
translocation qui est suivie du clivage de 6K-E1 (Fig.4) (Melancon et al. 1987; Liljestrom
etal 1991b).

Les hétérotriméres PE2-E1 formés dans le RE (Ziemieeki et al. 1978, Rice et al. 1982) vont
migrer dans le Golgi aprés avoir subi différentes modifications post-traductionnelles
telles que des glycosylations (Sefton 1977; Schlesinger 1975) et des palmytoylations
(Bonatti et al. 1989). Ce n'est que sous la forme d'hétérodimeres PE2-El, que
les plycoprotéines d'enveloppe des Alphavirus vont é&tre exportées jusqu'a la
membrane plasmique de la cellule hote (Strauss et al. 1994).
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Fig.4 Modele de production par clivage des protéines PE2 et E1 des Alphavirus. (Strauss et Strauss 1994)

Au niveau de la membrane plasmique, une furine cellulaire va permettre le clivage de PE2
en E2 et E3 (de Curtis et al. 1988). Les hétérodimeres El -E2 enchassés dans la
membrane seront retrouvés sous forme de 80 spicules trimériques (von Bonsdorff et al.
1975, von Bonsdorff et al. 1978) associés ou non avec E3 (Presely et al. 1989; Presley et
al. 1991) a la surface des virions.
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Le rdéle principal des glycoprotéines d'enveloppe est l'attachement au niveau des
récepteurs cellulaires de la cellule hote (Mukhopadhyay et al. 2006). Les glycoprotéines
d’enveloppe, p62 et El, suivent la voie sécrétoire au cours de laquelle elles vont se
dimériser et étre maturées. La protéine p62 est clivée en deux protéines E2 et E3. La
protéine E3 n’est retrouvée que dans certaines souches de SFV. Parall¢element, la forte
production de protéines de capside entraine leur multimérisation et 1’association avec les
diméres E1E2. Cette interaction se fait par le biais du domaine intracytoplasmique de la
protéine E2 et de la poche hydrophobe du domaine protéase de la protéine de capside.
L’assemblage de la particule s’effectue par liaison de la nucléocapside aux glycoprotéines
E2. Ce modéle d’assemblage est confirmé par la persistance d’une production de particules
virales lors de I’utilisation d’une protéine de capside amputée de son domaine de
dimérisation (Forsell K. et al. 1996 ; Nieva et al. 2004).

Les glycoprotéines d’enveloppe E1-E2, associées a la capside, sont adressées a la membrane
sous forme de complexes de prébourgeonnement. En 1’absence de capside ou lors de
I’utilisation d’une protéine de capside amputée du motif d’interaction avec E2, les
glycoprotéines d’enveloppe ne s’accumulent plus a la membrane cellulaire, ce qui indique
un role d’adressage des glycoprotéines par la protéine de capside. S’il est classiquement
décrit un bourgeonnement des particules virales a la membrane, les résultats de Griffiths
mise en évidence une colocalisation de la protéine de capside et des glycoprotéines
d’enveloppe dans un compartiment dérivant des endosomes, les CPVIL. Le SFV compléte
ainsi la liste des virus enveloppés a assemblage intracellulaire (Basyuk E. et al. 2003).

Les protéines non structurales jouent un rdle prépondérant au cours de la réplication. La
protéine nsP1 est constituée de 537 acides aminés (aa). Elle possede deux activités
enzymatiques, une méthyltransférase et une guanylyltransférase, impliquées dans la coiffe
des ARN viraux qui peuvent alors étre traduits par la machinerie cellulaire. La protéine nsP1
possede deux motifs d’interaction avec les membranes cellulaires. Le premier est un triplet
de cystéines (418-420) qui est un motif de palmitoylation. Le second est une séquence de 20
acides aminés hydrophobes (245-264) (4hola T. et al. 1999). L’ancrage membranaire du
complexe de réplication est nécessaire a l’activité enzymatique de la protéine nsP1
(Ahola T. et al. 1999). La protéine nsP2, 798 aa, est constituée de deux domaines. Le
domaine N-terminal posséde trois activités : nucléoside phosphatase, ARN hélicase et ARN
phosphatase. Le second domaine est caractéris€ par son activité protéase a cystéine.
L’analyse de cellules infectées montre qu’environ 50 % des protéines nsP2 sont localisées
dans le noyau. Cette localisation résulte de la présence d’un signal d’adressage nucléaire
(NLS) constitué d’une proline et d’un triplet d’arginines P*’RRR. La nsP3 est une protéine
de 482 aa structurée en trois domaines. Les deux premiers sont conservés chez les
alphavirus, le troisieme est variable et contient des sites de phosphorylation. La protéine
nsP3 augmente la spécificité de la protéase nsP2 pour le clivage nsP3/nsP4. La protéine
nsP4, constituée de 614 aa, possede un motif GDD caractéristique des ARN polymérases
(Kamer G et al. 1984).

¢). Protéine 6K

La 6K est une protéine de 6kDa riche eu cystéines. Elle est acylée avec des acides gras
(Gaedigk-Nitschko et al. 1990a). Dans I’interaction avec les protéines d’enveloppe E1 et
E2, pendant le clivage protéolytique, il apparait que la 6K forme des canaux ioniques au
niveau de la membrane plasmique (Melton et al. 2002), ces canaux sont nécessaires au
bourgeonnement et a la maturation virale (Waite et al. 1970a, b).
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Enfin, le réle d'une autre petite protéine de 8 kDa identifiée depuis de nombreuses années a
récemment été proposé. Cette protéine est issue d'un décalage du cadre de lecture (Gaedigk-
Nitschko et al. 1990a; Ivanova et al. 1995) qui s'effectue avec une efficacité allant de 5 a
40% en fonction de l'espece virale (Firth et al. 2008). La protéine de 8 kDa incorporée dans
les virions serait impliquée dans leur composition structurale et donc dans la morphologie des
virions lorsqu'elle est incorporée (Fig.5) (Schlesinger et al. 1993).
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Fig.5 Production des différentes protéines virales des Alphavirus a partir de ’ARN génomique et
subgénomique
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D  Cycle réplicatif des Alphavirus

Le cycle réplicatif des Alphavirus (Fig.6) est exclusivement intracytoplasmique. Il
commence par l'attachement/fusion des particules virales a la membrane de la cellule hote.
A ce jour peu de récepteurs cellulaires pour les Alphavirus (qui possédent un tropisme large)
ont été clairement identifiés. Bien qu'ils aient certains mécanismes d'entrée communs, des
différences significatives sont observées en fonction de I'Alphavirus considéré. Suite a
l'entrée et a la décapsidation, le génome, directement codant, va étre traduit pour former les
nsP nécessaires a la réplication et a la syntheése des sP. L'interaction ARNm viral et pC
s’effectue dans le cytoplasme, avant que le complexe ne migre & la membrane ou les
virions matures vont bourgeonner.
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Fig.6 Cycle réplicatif des Alphavirus adapté du Fields 5°™ édition

1 Mécanismes d'entrée dans la cellule hote

a). Récepteurs viraux

Les Alphavirus ont un large tropisme. Plusieurs récepteurs potentiels du SINV sont envisagés.
Les récepteurs aux héparanes sulfates sont proposés dans les types cellulaires THP1 et CHO
(Jan et al. 1999). Une bonne affinité entre les héparanes sulfates avec les glycoprotéines de
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l'enveloppe virale est décrite pour de nombreux virus comme le HIV, le DENV, le Virus
Herpes (HSV) ou celui de 1'Hépatite C (HCV). De plus, trois mutations adaptatives identifiées
sur la glycoprotéine E2 (en position 1, 70 et 114) augmentent de maniére indépendante
l'affinité aux héparanes sulfates (Klimstra et al. 1998). En 1991, deux protéines de cellules de
neuroblastorne murin ont été proposées comme récepteurs du SINV : une de 110 kDa et l'autre
de 74kDa.

Enfin la présence d'une protéine de 63kDa dans les cellules embryonnaires de poulet, (Wang
et al. 1991) est proposée comme récepteur potentiel. Le récepteur de haute affinité de
67kDa et le récepteur de 32kDa sont clairement identifiés comme récepteurs du SINV dans
les cellules de rein de hamster (Wang et al. 1992; Byrnes et al. 1998) et du VEEV dans les
cellules larvaires C6/36 de moustique (Ludwig et al. 1996). Récemment, il s'est avéré que les
récepteurs de type lectine (DC-SIGN et L-SIGN) présents notamment sur les cellules
dendritiques (DCs) permettraient 1'attachement d'Alphavirus (au moins chez le SINV)
avec une efficacité plus marquée pour les virus produits dans les cellules de
moustiques (Klimstra et al. 2003), probablement due aux glycosylations. Ces
observations sont a confronter a celles qui sont faites sur le CHIKV qui est montré comme
n'infectant pas les DCs (Sourisseau et al. 2007). Cependant le CHIKV ni infecte pas le DCS.

b). Mécanismes d'attachement

L'attachement spécifique des Alphavirus a un récepteur donné, n'est pas clairement défini et
des différences sont observées en fonction des especes. Dans le cas du SFV, il est considéré
que l'attachement a un récepteur membranaire n'est pas nécessaire pour assurer la fusion a la
membrane plasmique, et que dans ce cas, il pénétre dans les cellules uniquement par fusion
passive. D'autre part, dans le cas du SVF, il est démontré que l'entrée des particules
virales est facilit¢ par un réarrangement des glycoprotéines d'enveloppe El et E2, par
réduction des ponts disulfures, mais sans fusion. L'attachement avec la membrane
cellulaire, détermine un changement conformationnel dans la structure des
glycoprotéines d'enveloppe El et E2 s'effectue en laissant disponible de nouveaux épitopes
(Flynn et al. 1990). L'un d'entre eux est caractéris¢. Il s'agit d'une région de la glycoprotéine
E2 en position 200-202 de la protéine (Meyer et al. 1993). Ce changement conformationnel
semble important dans I'efficacité de l'infection. Pendant 1’entrée dans la cellule hote, les
particules virales suivent la voie des endosomes. Apres ce passage dans les vacuoles
intracytoplasmiques que va avoir lieu la fusion qui conduit a la libération de la nucléocapside
dans le cytoplasme. La fusion est dépendante de la glycoprotéine El, du pH et de la composition
des membranes en cholestérol (Kielian et al. 1984).

¢). Fusion

La glycoprotéine El des Alphavirus est une protéine de fusion de classe II. Les
alphavirus sont caractérisés par une composition prédominante en feuillets
contenant le peptide de fusion ainsi qu'une seconde protéine permettant la stabilisation du
complexe (Kielian 2006). L'entrée des Alphavirus commence par un mécanisme de
préfusion qui nécessite une exposition des hétérodimeres de EI-E2 a un pH faible (White et al.
1980, Hammar et al. 2003). Ce pH entraine: 1 la déstabilisation du complexe, et 2 un
changement conformationnel des glycoprotéines d'enveloppe El1 et de E2 aboutissant a
I'exposition du peptide de fusion (Wahlberg et al. 1992b; Ahn et al. 1999a). Ce peptide
possede un domaine conservé situé sur l'extrémité distale de la glycoprotéine El en position
83-100 (Lescar et al. 2001). Suite a la trimérisation de la glycoprotéine El, la fusion se
poursuit alors (Klimjack et al. 1994) de manic¢re dépendante du pH et du cholestérol
(Wahlberg et al. 1992a; Gibbons et al. 2000).
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Différentes études font état de cette dépendance au cholestérol nécessaire a la fusion. Il en
ressort que les domaines constitués de sphingolipides (Moesby et al. 1995; Waarts et al.
2002) et de stérols du groupe 3P-hydroxyl (Corver et al. 1995, Stiasny et al. 2003) sont
indispensables a la fusion. Ces structures correspondent aux radeaux lipidiques (Chazal et al.
2003).

La formation d'hétérotrimeres de la glycoprotéine El permet l'insertion du peptide de
fusion dans la membrane cible (Gibbons et al. 2003). 1l s'ensuit la déformation des
membranes puis, leur perméabilisation par la formation d'un pore nécessitant des contacts
protéine-protéine au sein des trimeres (Gibbons et al. 2004a ; b; Wengler et al. 2004). Lorsque la
fusion est terminée, il y a la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme.

d). Décapsidation

La nucléocapside des Alphavirus as un diamétre de 45nm. Elle est constituée de 240 pC et
protege le génome viral. Aprés la fusion membranaire, la décapsidation virale
(Helenius et al. 1980). Mais il est possible qu'une étape d'amorcage de la décapsidation ait
lieu avant la libération compléte de la nucléocapside dans le cytoplasme.

Différents modeles de décapsidation ont été proposés. Un premier modele propose que la
décapsidation soit réalisée via les ribosomes. Plusieurs expériences de saturation des
ribosomes avec des pC ou des expériences d'incubation de nucléocapsides avec des lysats
cellulaires infectés ou non infectés (Singh et al. 1992) ont mis en évidence, in vitro, que les
pC interagissent avec la sous unité 60S des ribosomes. Les ribosomes entrainent une
décapsidation rapide, mais dans des proportions moindres qu'in vivo (seulement 20% contre
80% in vivo) (Ulmanen et al. 1976; Ulmanen et al. 1979). Le composant actif de cette sous-
unité 60S est 'ARNr 28S. La région de liaison entre les pC, présumée comme impliquée dans
l'association avec la sous-unit¢ 60S des ribosomes, est identifiée. Il s'agit d'une séquence
conservée chez les Alphavirus, elle est située entre la lysine en position 94 et la méthionine
en position 106 (Wengler et al. 1992) chez le SINV et identifiée entre les positions 98 et 112
chez le CHIKV (souche africaine 37997 ; GenBank: AY726732.1).

Le second mod¢le est bas¢ sur la formation de pores perméables aux ions. Les flux ioniques
entraineraient une modification du pH dans les particules virales aboutissant a I'activation d'un
clivage protéolytique dans la séquence de liaison pC-pC. Cette hypothése suggére que les
glycoprotéines d'enveloppe des Alphavirus sont aptes a former des pores perméables aux
ions dans les membranes ou elles sont enchassées (Schlegel et al. 1991) ou au niveau des
endosomes, suite a la fusion, créant un microenvironnement avec un pH faible (Wengler
2002; Koschinski et al. 2003; Wengler et al. 2003).

Les ¢études effectuées sur le clivage protéolytique indiquent que 5% des
nueléocapsides sont clivés, et que ce clivage est di a une réactivation de l'activité protéase de
la pC de manicre dépendante du pH (Schlegel et al. 1993; Mrkic et al. 1997).

Le troisiéme mod¢le est basé sur la formation de pores perméables aux ions. Dans ce cas, la
diminution du pH entrainerait des modifications conformationelles des pC démasquant alors le
site de liaison aux ribosomes (Lanzrein et al. 1994). Ces modeles montrent une probable
implication des ribosomes dans la décapsidation des Alphavirus via la séquence de liaison
aux ribosomes et de facteurs cellulaires.

2 La réplication

La réplication commence aprés la traduction des nsP I, nsP2, nsP3 et nsP4 a partir de
I'"ARN génomique. L'assemblage a lieu a niveau des membranes endosomales/
lysosomales pour former le complexe de réplication, ou réplicase (Froshauer et al. 1988).
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C'est la disponibilité des nsP et le clivage de la P1234 qui vont réguler la syntheése de trois
types d'ARN : I'ARN(+) génomique, I'ARN(-) complémentaire de I'ARN(+) génomique
et 'ARN subgénomique (Lemm et al. 1993; Lemm et al. 1994). Différents intermédiaires
de clivages sont présents (Fig.7). La présence de sites préférentiels de clivage permettant
d'obtenir ces intermédiaires est directement liée a la régulation de la réplication (de Groot et
al. 1990).

Des facteurs cellulaires interviennent pendant la réplication, I'extrémité 3' du brin d'ARN
(-) est capable de lier des protéines qui interagiraient avec le complexe de réplication et
semblent indispensables a la transcription de 'ARN(+) en ARN(-) (Kuhn et al. 1990; George
et al. 2000; Frolov et al. 2001 ; Pardigon et al. 1992, Pardigon et al. 1993).
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Fig.7 par White and Fenner. Medical Virology: Fourth edition, 1994.

a). La transcription de ' ARN(+)

L'initiation de la synthése du brin d'ARN, par l'extrémité 3' de 'ARN(+) (George et al. 2000),
est le début de la réplication. Cependant, la séquence CSE de 51 nts présente en 3' ne semble
importante que pour la transcription dans les cellules de moustiques (Fayzulin et al. 2004).
Les séquences 5SNTR jouent un réle dans l'initiation de la synthése du brin d'ARN(-) et du
brin d'ARN(+) (Frolov et al. 2001).

Le complexe de transcription de I'ARN(+) en ARN(-) qui se fixe sur le 3'CSE est constitué¢ de
la polyprotéine P123 associ¢e a la nsP4 (Lemm et al. 1993; 1994, Shirako et al. 1994). Ces
protéines sont majoritairement retrouvées suite a l'infection (Fig.15). L'initiation de la
transcription est alors trés rapide a la suite de l'infection. La syntheése de I'ARN(-) est régulée
et cesse des 4h post-infection cependant la quantité d'ARN(+) ne cesse d'augmenter (Sawicki
et al. 1980). La régulation est probablement liée a la présence d'une quantité limitée de
partenaires cellulaires impliqués dans le complexe de réplication. Les protéines non
structurales qui sont toujours traduites durant la synthése du brin d'ARN(-) ne semblent donc
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pas limitantes (Sawicki et al. 1986b). Cependant, la régulation est dépendante du clivage
protéolytique de la P123 dont le clivage induit I'arrét de la synthése du brin d'ARN(-) (Hardy
et al. 1989; Shirako et al. 1990, Strauss et al. 1992, Shirako et al. 1994).

A l'inverse, la synthése d'ARN(+) a partir de I'ARN(-) néo synthétisé est permise par le
clivage de la P 123. La synthése de I'ARN(+) commence au niveau de l'extrémité 3' du brin
d'ARN(-) par un complexe de réplication formé des risPl, nsP2, nsP3 et nsP4. La protéine
nsP4 est indispensable a la synthése de 'ARN(+) (Shirako et al. 1994).

Il semble que deux complexes de transcriptions permettaient la réplication : l'un (P123 +
nsP4) pour la synthése de I'ARN(-), l'autre (nsP1 + nsP2+ nsP3+ nsP4) pour I'ARN(+). Deux
hypothéses sont proposées pour tenter d'expliquer la relation entre le clivage de P123 et le
passage du complexe de réplication de la synthése d'ARN(-) a celle du brin d'ARN(+). La
premicre propose que le clivage de P1234 entraine la perte de partenaires cellulaires associés
nécessaires a la synthése du brin d'’ARN(-) mais pas ceux nécessaire au brin d'ARN(+).
La deuxieme décrit le fait que le clivage entraine un changement conforrmationnel du
complexe de réplication ne permettant plus la synthése du brin d'ARN(-) (Sawicki et al.
1986a; Sawicki et al. 1990).

b). Transcription de I'ARN subgénomique

C’est un promoteur interne compris entre les positions -98 et +14 qui controlent la synthése
de I'ARN subgénomique par rapport a la position de départ de la synthése de cet ARN. Bien
que la séquence comprise entre -19 et +5 semble suffisante pour permettre la synthése de
I'ARN subgénomique, la quantité¢ d'ARN synthétisé a partir de cette séquence est inférieure de 6
fois de maniere comparative avec la région comprise entre -98 et +14 (Raju et al. 1991). Des
mutations réalisées au niveau des régions 3'CSE et 5'NTR dans le promoteur
subgénomique entrainent des effets différentiels en fonction du type cellulaire (cellules de
mammiferes ou cellules de moustiques). Ces effets impliquent que des interactions avec des
partenaires cellulaires soient possibles au niveau du promoteur de I'ARN subgénomique
(Hertz et al. 1995b; Hertz et al. 1995a; Wielgosz et al. 2001). Apres la réplication virale,
I'ARN subgénomique va étre traduit en différentes sP du virus. La polyprotéine pC-PE2-
(E2+E3)-6K-E1 est maturée par le biais de différents clivages. Les protéines pC sont
retrouvées dans le cytoplasme et les glycoprotéines d'enveloppe seront enchassées
dans la membrane plasmique de la cellule. L'ARN génomique se lie de maniére
spécifique a une ou plusieurs pC grace a la présence d'un signal d'encapsidation (Weiss et
al. 1989; Weiss et al. 1994). L'assemblage des particules virales débute par un événement de
nucléation avec une pC ou un petit assemblage de pC. A la suite de l'initiation, des pC
supplémentaires se lient au complexe probablement par l'intermédiaire d'interactions
¢lectrostatiques non spécifiques dues a la charge fortement positive du Nter des pC
(Wengler 1987) et d’interactions dues a la charge négative de I'ARN. Ces interactions
¢lectrostatiques sont importantes par le fait qu'elles empécheraient la formation de
nucléocapsides vides et donc de particules virales dépourves de génome. Des interactions
latérales spécifiques au niveau du Cter ont lieu et sont a 1'origine de la structure de type
icosaédrique de la nucléocapside. Ces interactions se font via la séquence conservée
KPGKRQRLMALKLEAD (Fuller 1987). De plus, une séquence de 18 nts située dans le
domaine terminal joue aussi un role dans ces interactions pC-pC (Perera et al. 2001).

Les pC sont toujours retrouvées associées avec de I'ARN, sauf pour le virus Aura
(AURAYV), l'encapsidation d'ARN subgénomique a ¢été observée, ce qui suggere la
présence d'un signal d'encapsidation spécifique présent sur cet ARN (Rumenapf et al.
1994). Les particules qui encapsident 'ARN subgénomique sont de taille inférieure et
présentent une symétrie d'ordre T=3 (triangulation).
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Aussi le motif M-X-I identifi¢ sur la pC intervient dans les interactions pC-pC et semble
nécessaire a 'assemblage et au bourgeonnement viral (Skoging-Nyberg et al. 2001). Apres
I'interaction avec I'ARN génomique et I'assemblage/préassemblage des
nucléocapsides qui diffusent librement dans le cytoplasme, celles-ci migrent jusqu'a la
membrane plasmique de la cellule hote pour bourgeonner. Pour cela, elles vont devoir
interagir avec les glycoprotéines d'enveloppe et plus particuliecrement avec le domaine
intracytoplasmique de la glycoprotéine E2 et ce, de maniere spécifique (Suomalainen et
al. 1992). Deux mode¢les sont établis pour définir ces interactions entre les pC et
les protéines d'enveloppe.Historiquement, le premier modéle fait état d'un assemblage
complet des pC dans le cytoplasme qui migrent alors a la membrane, ou le contact avec
les glycoprotéines d’enveloppe permet le bourgeonnement (Garoff et al. 1974). Ce premier
modele repose sur I’observation de nombreuses structures équivalentes a des nucléocapsides
(Laine et al. 1973). Plus récemment, le second modéle implique une interaction avec les
glycoprotéines d'enveloppe et une nucléocapside qui n'est pas complétement assemblée.
Cette interaction permet de finaliser l'assemblage des nucléocapsides avant de
bourgeonner. Ce modéele est basé¢ sur l'observation d'une implication directe des
glycoprotéines d'enveloppe dans la conformation icosaédrique des nucléocapsides
d'Alphavirus (Forsell et al. 2000) ainsi que leurs interactions latérales (von Bonsdorff et
al. 1978). Le point commun entre ces deux mode¢les est l'interaction entre les pC et les
glycoprotéines d'enveloppe et plus précisément avec la glycoprotéine E2.

Le domaine intracytoplasmique de la glycoprotéine E2 des Alphavirus, d'une longueur de
33 acides aminés (chez le RRV), présente 12 résidus conservés dont un domaine Y-X-L,
capable d'interagir avec la poche hydrophobe retrouvée en Cter de la pC (Zhao et al.
1994; Lee et al. 1996). Trois cystéines sont présentes parmi ces 12 résidus ainsi quun
tripeptide TPY. Les trois cystéines ont été montrées comme étant palmitoylées (Ivanova
et al. 1993) chez le SINV et le tripeptide TPY semble é&tre a l'origine des
phosphorylations présentes sur la glycoprotéine E2 (Skoging et al. 1996). Ces résidus sont
impliqués respectivement dans le bourgeonnement et le contact E2-pC.

Comme indiqué précédemment, la protéine 6K est aussi impliquée dans le processus de
formation des virions et le bourgeonnement (Gaedigk-Nitschko et al. 1990b; Liljestrom et
al. 1991a). Si l'on considére que la 6K est apte a former des canaux ioniques (Melton et al.
2002) et que les flux ioniques sont importants dans le bourgeonnement du SINV (Ulug et
al. 1989), pourrait étre que la 6K joue un role important dans le bourgeonnement des
Alphavirus. Enfin, la présence de cholestérol membranaire semble jouer un réle au niveau
du bourgeonnement (Lu et al. 1999).
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II  Le virus Chikungunya

Les Arbovirus (sont du virus transmis par des arthropodes). Les Togaviridae sont une famille
de virus a ARN, comprenant les Alphavirus et Rubivirus. Le virus Chikungunya (CHIKV) qui
signifie « qui se recourbe, qui se recroqueville » a été isolé pour la premicre fois en 1952-
1953 lors d'une épidémie de fievre qui sévissait sur le plateau du Makonde dans la province de
Newala au Tanganyika (actuelle Tanzanie) (Pialoux G. 2007).

Des ¢études phylogénétiques portant sur des virus isolés de différents pays ont permis de
montré que les virus se répartissaient dans 3 clusters distincts (Powers et al. 2000). Jusqu’a
I’épidémie de 2005, ces clusters étaient corrélés avec la répartition géographique des souches
(Fig.7).

Le CHIKYV est stable a pH 7-8, et il est inactivée a pH 5, le CHIKV est sensible aux
ultraviolets, il est inactivée par des températures supérieures a 58°C, des détergents et
solvants organiques, sa durée de demi-vie est de 7 jours a 37°C en milieu liquide (Nakoune et
al. 2007).

Fig.7 a) Représentation des différentes couches d’un virion de CHIKV (Lancet Infect Dis. 2007 7: 319-327)

b) Photo de microscopie électronique de particules virales de CHIKV (Institut Pasteur et INSERM)
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A Les épidémies de CHIKV

1 L’Afrique

Le Chikungunya a été caractérisé pour la premicre fois en 1952-1953 lors d'une épidémie de
fievre qui sévissait sur le plateau du Makonde dans la province de Newala au Tanganyika
(actuelle Tanzanie). Depuis la description initiale en Tanzanie, le virus Chikungunya a été
réguliérment a D’origine de petites poussées ¢€pidémiques cycliques en milieu rural,
principalement en Afrique australe et de I’Est, I’ Afrique du Sud et an Afrique Centrale. Dans
les années 1964-1970, le virus s'est répandu au Niger (Moore et al. 1974 ; al. 1975) puis
dans tout 1'Ouest de I’Afrique, et plus particuliérement au Sénégal avec plusieurs vagues
épidémiques en 1966 (Roche et al. 1967), 1982 (Saluzzo et al. 1983), 1996 et 1997 (Diallo et
al. 1999; Thonnon et al.1999) ainsi qu'en République Démocratique Congo en 2000. En
Afrique le virus est maintenu au sein d’un cycle forestier faisant intervenir des
primates et des moustiques sylvatiques (Ae. luteocephalus, Ae. furcifer ou Ae. taylori).
Plus récemment des épidemies ont eu lieu Afrique de 1'Est (au Kenya en 2004), en
Afrique centrale : Congo en 2004 (Muyembe-Tamfum et al. 2003), Cameroun en 2006
(Peyrefitte et al. 2007) et au Gabon en 2006-2007 (Peyrefitte et al. 2008, Pages et al.
2009) ou 5000 cas sont suspectés.

3 L’Inde et Asie
Dans les années 1960 et 1970, I’alphavirus du chikungunya a été responsable de nombreuses
¢pidémies en Inde de grande ampleur en milieu urbain. Les principales ont eu lieu en 1963-
1965 a Calcutta, en 1964 a Pondichéry et dans le Tamil Nadu (400 000 cas), en 1965 dans
I’Andhra Pradesh, le Madhya Pradesh et le Maharastra, et en 1973 dans le Maharastra (taux
d’attaque de 37,5 %) (Myers et al. 1965, Thiruvengadam et al. 1965; Carey et al. 1969).
L’agent responsable de ces épisodes était une souche asiatique du virus du chikungunya.
Quelques rares cas de complications neurologiques avaient été observés. La surveillance du
chikungunya n’a pas été maintenue en Inde, mais il ne semble pas y avoir eu d’autres
épidémies importantes au cours des 30 ans qui ont suivi. Lors d’une étude sérologique menée
en 1995 a Calcutta, seules 4,37 % des 389 personnes testées présentaient des anticorps dirigés
contre le virus du chikungunya, et principalement dans la classe des 51-55 ans (12,5 %).
Depuis 2000, des cas sporadiques sont notifiés dans le Maharastra (Padbidri et al. 1979).
Dernier épidémie a débuté en décembre 2005 dans 1’Etat d’ Andhra Pradesh jusqu'a le 2008 en
Inde sont signalé des épidémies.
En Asie du Sud, la présence du CHIKV enregistrée dans les années 1960 et touchant la
Birmanie (Ming et al. 1974), le Vietnam, le Cambodge (Chastel 1964) ou le Sri Lanka
(Obeyesekere et al. 1972), jusqu'aux épidémies de 2009 :
Thailande en 2009, une importante épidémie de chikungunya touche les régions du sud,
dont certaines zones touristiques en particulier I’ile de Phuket. Entre le 2001 et le 2006, plus
de 24 000 cas ont été notifiés dans 36 provinces. L’épidémie semble se diffuser rapidement
des provinces du sud vers le nord du pays. Des cas confirmés sont maintenant rapportés
dans les provinces centrales, du nord et du nord est.
Malaise entre le 2001 et le 2009, plus de 2 500 ont été reportés en Malaisie. En semaine 20
de 2009, 475 cas ont été identifiés principalement dans la province de Kedah (4dpandi Y.et
al.2010).
Singapour entre le 2001 et le 2009, 275 cas de chikungunya ont été identifiés (28 cas
importés et 247 cas de transmission autochtones); En mars 2009, un cas de chikungunya
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avait été identifié chez un patient frangais revenant d’un court séjour a Singapour (Ho K. et
al. 2011).

3 L'épidémie de 2005-2006
Apres la réémergence du CHIKV sur la cote Est de 1'Afrique, 1'épidémie de 1'Océan
Indien a débuté aux Comores avec pres de 5000 cas identifiés début 2005 (InVS 2005 ;
Paquet et al. 2006, Sergon et al. 2007). La population de 1'Océan Indien étant une
population non immune pour ce virus (Fontenille et al. 1988, Zeller 1998), 1'épidémie
s'est alors étendue aux Seychelles, a Mayotte (Sissoko et al. 2010, Sissoko et al. 2008a ;
2008b) et a I'lle Maurice avec plusieurs milliers de cas enregistrés (InVS 2006). Aprées
quelques cas importés sur 1'lle de La Réunion, les premiers cas autochtones ont clairement
¢été identifiés le 9 mai 2005.
Le premier foyer a ét¢ déclaré en mai 2005 avec 450 cas par semaine, jusqu'a, en Février 2006
ou le pic épidémique est arrivé a 22000 cas. Au éstime que le 30% de la population totale fut
touche. L’extension rapide de 1’aire de répartition des souches originaires d’Afrique, ces
souches ont ainsi atteint 1’Inde ou elles ont été responsables de plusieurs épidémies avec 6421
cas dans I'état d'Andhra Pradesh et plus de 75000 cas a Bangalore (Saxena et al. 2006).
L'épidémie a atteint avec plus de 151 millions de personnes infectées (DGHS 2007).
De manicre concommitante a ces ¢pidémies de nombreux cas importés ont été découvert en
2005/2006 en France métropolitaine, principalement dans le sud de la France en région
Provence-Alpes-Cote d'Azur (Cordel et al. 2006, Hochedez et al. 20006).
En 2007 en Italie (Emilia Romagne) sont été enregistré 277 cas autochtones du CHIKV
importé par un touriste infecté au cours d'un voyage en Inde, la présance connue de son vécteur
Ae. albopictus sur le territoire peuvent avoir contribué a la difusion du virus (Charrel RN et al.
2008 ; Angelini P. et al. 2007a; Angelini P. et al. 2007b, Rezza et al. 2007).
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4 Phylogenie du CHIKV

La phylogénétique des souches de Chikungunya permet d’identifier des clades différents pour
les souches d’Afrique de I’Est, de 1’Ouest ou d’Asie, et 1’analyse phylogénétique est trés
proche du O’Nyong-Nyong (Powers et al. 2000), (Fig.9).

Le séquencage de différents isolats de I’épidémie de 2005, a permis de mettre en évidence
chez certains d’entre eux une mutation dans la glycoprotéine de I'enveloppe plus précisément
dans la protéine d’enveloppe El, (Schuffenecker et al. 2006). Cette mutation entraine la
substitution d'une arginine en position 226 au lieu d’une valine (A226V). Cette mutation est
décrite comme une adaptation du virus au nouveau vecteur I’Ae. albopictus (Tsetsarkin et al.
2007). Cette mutation a ensuite été retrouvée en Inde en 2007. (Arankalle et al. 2007; Kumar
et al. 2008; Santhosh et al. 2008).
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Fig.9 Représentation de 3 clades du CHIKV

B.Les insectes vecteurs du virus Chikungunya

Le CHIKYV est vectoris¢ par des moustiques du genre Aedes ; a ce jour, 2 epeces, Aedes
aegypti et Aedes albopictus ont été a ce jour identifiés comme vecteurs épidémiques, a cause
de leur adaptation aux zones d'habitat humain. Ces mémes espéces sont ¢galement impliquées
dans la transmission d'autres arbovirus: dengue, fievre dengue hémorragique (DHF), fiévre
jaune, etc.

D’autres espeéces de moustiques du genre Aedes peuvent étre infectées par le CHIKV ;
certaines de ces especes seraient impliquées dans la circulation du virus par de cycle
sylvatique. Les vecteurs sont un ¢élément essentiel dans le cycle de transmission des
Alphavirus. Ce sont eux qui font le lien entre le cycle forestier, ou I'on retrouve les virus
chez leur héte réservoir, et le cycle urbain, ou le vecteur va transmettre le virus a I'homme. 11
est important de considérer ces vecteurs, car ce sont leur répartition géographique et leur
capacité a transmettre les virus qui, de maniere directe ou indirecte, sont a l'origine de
I'émergence ou de la réémergence de nombreuses arboviroses.
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1 Vecteurs et cycles de transmission du CHIKV

En Afrique, le cycle de transmission du virus est du type sylvatique. Les principaux vecteurs
identifiés sont les Aedes furcifer, Aedes luteocephalus et Aedes Taylori (Diallo et al. 1999). La
seule espece de moustiques retrouvée associée au CHIKV dans les habitations concerne Aedes
aegypti (Fontenille et al. 1997) qui serait donc a l'origine du cycle urbain (de maniere
sporadique). Aedes aegypti est impliqué dans plusieurs épidémies et notamment au Niger
(Moore et al. 1974). Deux cycles de transmission sont envisageables en Afrique de I'Ouest le
cycle sylvatique et le cycle urbain.

Le cycle sylvatique serait entretenu par les moustiques simioanthropophiles et les singes. Apres
I'immunisation les singes, a cause des déplacements pourraient permettre la transmission a
d'autres especes immunologiquement naives, ceci peut aussi expliquer la périodicité de la
recrudescence des cas de 3 a 4 ans. Le cycle urbain serait entretenu par les rongeurs et les
oiseaux chez qui des anticorps spécifiques contre le CHIKV ont été retrouvés. Ce cycle a
permis le maintien du virus dans des régions endémiques ou les singes sont immunisés
(Diallo et al. 1999).

En Asie, le cycle de maintien du CHIKYV est urbain et les vecteurs fréquemment rencontrés et
infectés par le CHIKV sont Adedes Aegypti et Aedes Albopictus, des moustiques
péridomestiques (Tesh et al. 1976, Turell et al. 1992). Aucun réservoir vertébré, ni cycle
selvatique n'a été observé en Asie. Ceci est probablement di au fait que le CHIKV,
originaire d'Afrique, a été exporté en Asie (Powers et al. 2001).

Pendant I'épidémie de CHIKV qui a sévi en 2005 et 2006, dans 1'Océan Indien, le principal
vecteur identifi¢ est le moustique Aedes albopictus (Enserink 2006, Schuffenecker et al.
2006). Du fait d'une compétence vectorielle moindre par rapport & Aedes aegypti, un autre
moustique impliqué lors d'arboviroses sur le territoire de I'ile de la Réunion, Aedes
albopictus était considéré comme un vecteur secondaire (Tsetsarkin et al. 2007). Cependant des
essais de compétence vectorielle réalisés en laboratoire, la micro-épidémie localisée en Italie
en 2007 a confirmé et mis en évidence d'un cycle entre Aedes albopictus et 'homme (Seyler et
al. 2008).

a) Les réservoirs du CHIKV

Les réservoirs du CHIKYV sont principalement les singes comme le Macaca identifié
en Malaisie (Marchette et al. 1978) et aux Philippines (Inoue et al. 2003) mais aussi le
Cercophithecus aethiop pygerythrus en Afrique du Sud et le Bornean a Bornéo (Wolfe et
al. 2001). Autres réservoirs ont été proposés comme le cheval (Olaleye et al. 1989) et
les oiseaux migrateurs comme le montrent les expériences de transmissions du virus a la
souris par des parasites nidicoles (Six/ al. 1988). En 1974 une étude sérologique indique que
de nombreuses espéces d’oiseaux migrateurs sont séropositives pour le CHIKV (Sidenko et
al. 1982). En 1978 une deuxiéme étude au Sénégal, a confirmé l'importance des oiseaux
migrateurs comme reservoir potentiel du CHIKV (Renaudet et al. 1978).

b) L'infection virale chez le moustique
Le temps mis par EEE depuis l'ingestion sous forme de repas sanguin jusqu'a la
dissémination dans les glandes salivaires du moustique est rapide et ne dépasse jamais 7 jours
(Scott et al. 1984a). Au début de l'infection, le virus provoque une phase de virémie chez son
héte vertébré. Le premier site d'infection chez le moustique est au niveau des cellules
¢épithéliales (au niveau des microvillosités), dans la partie postérieure du mésantéron (Scott et
al. 1984b; Weaver et al. 1990) (Fig.7). L'épithélium du mésantéron représente une
barriere critique dans l'infection du virus. C'est a cette étape du cycle viral qu'il y a
interaction entre les glycoprotéines d'enveloppe des Alphavirus avec leurs récepteurs
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spécifiques de maniére a infecter les cellules épithéliales de l'intestin (Houk et al. 1990,
Mpyles et al. 2003). Deux protéines de 60 kDa et de 38 kDa ont été identifiées comme
potentiels récepteurs pour le CHIKV pour l'infection des cellules épithéliles de Aedes
aegypti (Mourya et al. 1998).

Il est important dire que chez les moustiques, les stérols ne sont obtenus que par apport de sang
lors des repas sanguins. Ainsi l'indépendance des virus au cholestérol pour leur
mécanisme d'entrée permettrait une meilleure infection/réplication. Par exemple c'est le cas
par SFV dont les mutants indépendants du cholestérol se répliquent mieux dans Aedes
albopictus que les virus de type sauvage (4hn et al. 1999b).

Fig.7 Anatomie interne du moustique et les principaux sites de réplication du CHIKV;

M=microvillosités, BL=Lame basale, H=Hemoc¢le, SG= Glandes salivaires, BR=Labyrinte

basal, NU=Noyau.

Les virus se réplique avant de si disséminer dans les espaces intercellulaires du moustique
entre la lame basale et la couche épithéliale. Le virus se dissémine alors, via I'hémolymphe,
dans les organes du moustique, ou il se réplique avant de rejoindre les glandes salivaires.
Dans les glandes salivaires, une phase intense de réplication est réalisée. Le virus, accumulé
dans les canaux salivaires, sera transmis a I'hote par la salive du vecteur lors d'un repas de
sang (Scott et al. 1984a; Scott et al. 1984b; Scott et al. 1989). Le temps nécessaire au virus
pour se répliquer et se disséminer dans les glandes salivaires de moustique dépend de la
température ambiante (Turell 1993). Durant les saisons séches ou inappropriées au
développement des moustiques, une transmission verticale, transovarienne ou apres
fertilisation des ceufs est possible dans certains cas (Lindsay et al. 1993, Dhileepan et al.
1996). Pour cela, le virus doit infecter les oocytes au début de leur développement (Weaver et
al. 1981; Bowers et al. 1995). Une possibilité verticale est envisagée dans le cas de 1'épidémie
de CHIKYV sur I'lle de La Réunion (Delatte et al. 2008).

¢) Pathogenése chez le moustique

Aprés D’infection chez le moustique il y a une réponse immunitaire humorale et
cellulaire, activées par une série de réactions de cascades protéolytiques induisant la
coagulation et la mélanisation du sang avec production de peptides antimicrobiens (7zou et al.
2002). 11 est possible de citer la voie de Toll, les voies du déficit immunitaire (Imd) (De
Gregorio et al. 2002) enfin la voie des JAK/STAT (Agaisse et al. 2004). Un autre mécanisme
de défense est la synthése d’ARNi (Campbell et al. 2008). Est le principal mécanisme de
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défense qui va moduler I’infection par les Alphavirus. Par exemple I’infection par ONNV
¢tudi¢ dans des expériences par la répression de l'expression de génes qui participent a la
d'ARNi chez Anopheles gambiae indiquent une augmentation de la réplication virale
(Keene et al. 2004). Les virus ont développé des techniques pour contourner le systeme
immunitaire, par exemple aprés l’infection de cellules Aedes albopicius par le SFV,
I'expression des genes cellulaires est considérablement diminuée, ce qui entraine
I'absence d'une réponse efficace de 1'hote (Fragkoudis et al. 2008). Si les mécanismes
immunitaires n’étant pas efficaces, le moustique resterait infecté toute sa vie. Apres la
phase aigué la quantité de virus diminue rapidement, mais de grandes quantités de virus
persistent toute la vie du moustique dans son tissu adipeux et dans les glandes salivaires
(Scott et al. 1984b). Les conséquences de l'infection chez le moustique sont différentes :
diminution de la longévité des moustiques, ainsi que leur capacité a se reproduire (Mahmood
et al. 2004, Scott et al. 1998).

2 Caractéristiques et distribution géographique du vecteur

Aedes albopictus a été décrit pour la premicre fois par Skuse, un entomologiste d’origine
australien/anglais, qui lui a donné le nom de moustique tigré d'Asie (albopictus) di a I’aspect
rayé de ses pattes et a son corps tacheté¢ de blanc. Originaire d'Asie du Sud il n'a cessé de
coloniser tous les continents depuis les années 1970. 11 a été observé pour la premiere fois en
France métropolitaine en 1999 (Guillet et al. 1999), il fait partie de la famille des Culicidae,
de la sous-famille des Culicinae alors que le genre fait aujourd'hui débat, a savoir : Aedes
(Savage 2005) ou Stegomyia (Reinert et al. 2004), historiquement il s'agit du genre Aedes et
de l'espece albopictus. Aedes albopictus est un moustique d'une taille de 2 a 10 mm de long
(Huang 1968). On le trouve aussi bien en zone rurale qu'en zone urbaine ou périurbaine
(Salvan et al. 1994). Sur 1'lle de La Réunion, 80% des gites larvaires retrouvés sont des gites
péridomestiques alors qu'il peut étre retrouvé jusqu'a 1200 metres dans les zones non habitées.
Les larves se développent dans des lieux d'origine naturelle (tiges de bambou, trous d'arbre,
creux de rocher...) ou anthropiques (boites de conserve, vases, pneus, flts,...), mais toujours
avec une eau douce peu chargée en matiére organique et peu agitée (Pialoux et al. 2006). Les
ceufs sont résistants a la dessiccation ce qui permet de passer les saisons seéches, avant d'éclore
quand débute la saison des pluies. C'est un moustique diurne, dont le pic d'activité est
maximal en fin d'aprés-midi. Seule la femelle prend des repas de sang qui lui sont nécessaires
pour les oeufs. Elle est donc seule capable de la transmission des virus. Zoophile et
anthropophile, Aedes albopictus est décrit comme un moustique agressif, toujours a la
recherche d'un héte qui peut étre un mammifére ou un oiseau (Hawley 1988).

Outre 1’épidémie de CHIKV, Aedes albopictus est responsable des épidémies de DENV qui
ont sévi en 1977, 1978 et 2004 sur 1'lle de La Réunion (Zeller 1998).

Aedes albopictus est en expansion depuis plusieurs décennies, originaire de I'Asie du Sud, il a
d'abord envahi les Etats-Unis (Texas) (Hawley, 1988), avec le développement du transport
aérien il s'est rapidement propagé dans les iles de I'océan Indien, tandis qu'en Europe, on le
trouve dans le sud, I'Albanie en 1979, I'lItalie (Ravenne en Emilie-Romagne) en 1990 (Adhami
et al 1998; Romi et al. 1999), la France (Sud) (Scaffner 2000) 1999 (Vazeille et al. 2007 ;
Guillet P. et al. 1999). Aujourd’hui Ae. albopictus est largement distridé dans le minde (Fig.
9). Lors de I'épidémie de I’ile de la Réunion le moustique résponsable de 1'épidémie a été
l'Aedes Albopictus et non Aedes aegypti abondant dans 1'Océan Indien et théoriquement
plus compétent dans la transmission d'arboviroses, comme le Chikungunya.

Ae. aegypti reste dominant dans les zones urbaines (Hobbs et al. 1991), Ae. albopictus est
abondant dans les zones suburbaines et les zones rurales (Hornby et al. 1994, O'Meara et al.
1995). Différentes hypothéses ont été avancées pour expliquer ce phénomene: il a été observé
une concurrence entre les larves de différentes densités et une inhibition de la fermeture des
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oeufs Ae. aegypti par Ae. albopictus (Edgerly et al. 1999). La seconde hypothése parle des
gites larvaires restreints, les larves d'de. albopictus seraient de meilleurs compétiteurs vis a
vis des ressources en comparaison avec des larves de Ae. aegypti (Juliano 1998). Enfin, il a
¢té observé que la reproduction interspécifique entre males et femelles d'de. albopictus et
Ae. aegypti le résultat donne descendants stériles, ce qui pourrait contribuer au déclin
des populations d’Ade. aegypti (Nasci et al. 1989). Considérant l'ensemble de ces résultats,
il est possible de penser que des phénomenes d'exclusion compétitive aient aussi eu lieu sur
I'lle de La Réunion entre ces deux especes de moustiques. Ae. albopictus a une capacité vectorielle
supérieure pour le génotype africain du CHIKV par rapport a Ae. aegypti. Pendant 1’épidémie a l'ile
de La Réunion il a ét¢ découvert une souche du CHIKV possédant une mutation sur l'acide
226 (A226V) de la glycoprotéine El, souche isolée par I’Istitut Pasteur, LR-OPYT isolée par
le Pr. de Lamballerie, en opposition a la souche identifiée en début d'épidénne, la souche
africaine de référence 37997 (Schuffeneeker et al. 2006). Une différence de susceptibilité
a l'infection du CHIKYV d’A4e. albopictus selon qu'ils proviennent de Mayotte ou de I'ile
de La Réunion. Puis, de manicre intéressante, la réplication et la dissémination du
CHIKV dans Ae. albopictus a été montrée comme significativement plus efficace
lorsqu'il s'agit de la souche réunionase Ae. albopictus.Cependant les glandes salivaires des
Ae. albopictus infectés par l'une ou l'autre des deux souches présentaient une infection
quantitativement équivalente. Ceci implique donc une différence dans la capacité du virus a
franchir la barriére intestinale (Vazeille et al. 2007). Une étude menée par 1'équipe du Dr.
Higgs a confirmé des résultats simileire démontrant une augmentation significative de la
valeur sélective de la souche possédant la mutation A226V pour Ae. albopictus. De plus,
I'acide aminé en position 226 de la glycoprotéine El est responsable de la dépendance au
cholestérol pour l'entrée du virus dans la cellule hote (Vashishtha et al. 1998).
L'augmentation de la valeur sélective est liée a la dépendance au cholestérol
membranaire dans les cellules de moustiques (Tsetsarkin et al. 2007). Entre 2004 et 2006,
des souches de CHIKV portant la mutation A226V ont été retrouvées dans les iles de
I'Océan Indien, ainsi qu’Afrique (Gabon-Cameroom), avec un point commun, la
présence dans ce territoire d’'de. albopictus seul ou avec Ae. aegypti, cette épidémie a
¢té mis en cause dans la transmission du CHIKV en Afrique centrale, au Gabon par
1'dAe. albopictus (Leroy et al.2007). La souche virale impliquée posséde la mutation sur
I'acide aminé 226 (Pages et al. 2009). 11 semble donc qu'une convergence évolutive
rapide ait eu lieu naturellement (de Lamballerie et al. 2008b). Ces données nous font
réaliser l'importance de la distribution géographique, la compétence vectorielle et les
phénomenes d'exclusion compétitive dans la dissémination des Alphavirus.

Légende : Modélisation tridimensionnelle de la protéine d'enveloppe E1 du virus Chikungunya. La mutation en
position 226, indiquée par I'étoile blanche, pourrait expliquer une adaptation particuliére au moustique vecteur
Aedes albopictus (Schuffenecker et al. 2006).
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Fig.8: Vecteurs du CHIKV

(A) : Ae. albopictus est le principal vecteur du CHIKV dans I'Océan Indien. (B) : Ae. aegypti est le principal
vecteur du CHIKV en Asie.

E: épidémies

I: cas imnortés

Fig.9 Carte du virus Chikungunya : données cartographiques@2008 Europa Technologies
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C Aspects cliniques de l'infection

1 Les formes classiques

a) Forme asymptomatique

Cette forme de chikungunya est celle ou il n'y a pas de symptdmes visibles, mais la présence
de l'infection peut étre identifiées par des tests sérologiques (Porte 2004). Un exemple sont
les cas récents en Italie et a 1'lle de la Réunion avec 15% des cas asymptomatiques (Brouard
et al. 2008). Cette forme est déterminée par la présence d’ARN viral dans le sang de
personnes infectés et qui peut potentiellement étre transmis lors de transfusions sanguines
(Bianco 2008; Brouard et al. 2008, Liumbruno et al. 2008).

b) Forme aigué typique

Les symptomes aigus surviennent apres une période d'incubation silencieuse, qui varie entre
quatre et sept jours a la suite de la piqure d’un moustique infestant (Robinson 1955, Kennedy
et al. 1980). Le tableau clinique classique débute souvent par 1’apparition brutale d’une forte
fievre (40°C) pendant 3 / 10 jours accompagnée de frissons intermittents (Deller et al.1967).
La fiévre est, dans certains cas, bi-phasique, c’est-a-dire qu’elle diminue durant un ou deux
jours, avant de remonter brutalement. Elle est généralement suivie d’érythémes, de
courbatures douloureuses ou myalgies et douleurs musculaires (Ozden et al. 2007) en
particulier celles impliquant la douleur au niveau des extrémités (poignés, phalanges et
chevilles) (Robinson 1955; Jadhav et al. 1965; Thiruvengadam et al. 1965), de migraine,
éruptions cutanées maculo-papuleuses parfois prurigineuses. L'éruption touchant le thorax, le
visage, les mains et les pieds, chez les enfants ont été observées des éruptions de type bulleux
accompagné par un détachement cutané (Talarmin et al. 2007). L'évolution de la maladie
régresse progressivement.

Eruption _BT

Myalgies _ ey

coptatees
Arthralgies

Fiévre —

0% U 0% U BU™ 100%

Tab.4. Signes cliniques du CHIKV Pialoux et al. 2007

2 Effets secondaires

Chez certains patients, les arthralgies peuvent é&tre récurrentes ou persistantes pendant
plusieurs mois ou années (Brighton et al. 1983; Paquet et al. 2006, Volpe et al. 2006;
Carmona et al. 2008; Lokireddy et al. 2008). Ces formes chroniques sont particuliérement
retrouvées chez les personnes agées et rarement observée chez les enfants (Fourie et al. 1979;
Brighton et al. 1983).

Le patrimoine génétique peut aussi €tre un facteur facilitant la survenue de formes chroniques.
Des études ont été faites pendant 1'épidémie en Afrique du Sud ont montré que ’haplo type
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HLA B27, associ¢ aux spondylarthrites ankylosantes ou a d’autres arthrites, est
majoritairement présent chez les patients souffrant d’arthralgies chroniques. Ces symptomes
semblent étre corrélés par une augmentation des anticorps spécifiques contre le CHIKV. Ces
arthralgies peuvent persister pendant 4 mois dans 33% des cas (Kennedy et al. 1980), plus
d’un an dans le 15% des cas (Fourie et al. 1979) et de 3 a 5 ans pour 10% des patients
(Brighton et al. 1983).

3 Formes atypiques

Des formes atypiques graves ont été observées lors de 1'épidémie a 1'lle de la Réunion
(Schuffenecker et al. 2006). Sur un total de 878 cas atypiques ont été déclarés au cours de
cette épidémie dont 247 (30%) cas graves ayant donné lieu a 68 déces. Ces formes
représentaient 3,6 pour mille des cas de Chikungunya dans la population.

Les manifestations cliniques des cas atypiques les plus fréquentes étaient : les manifestations
digestives (39%), avec des douleurs abdominales, des vomissements, des diarrhées et les
manifestations neurologiques (34%).

Quelques cas d’hépatites graves, de méningo-encéphalites, de myocardites et d’insuffisances
rénales aigués ont également été rapportés. Les cas atypiques survenaient principalement chez
des sujets vulnérables (jeunes enfants, personnes agées, patients présentant des antécédents
médicaux). La survenue de cas chez des nouveau-nés par transmission mere-enfant (materna-
néonatale) a également été observée a La Réunion. Ce type de transmission n’avait pas été
rapporté jusqu’a présent dans la littérature médicale internationale (D.R.A.S.S. de La Réunion
2008).

4 Forme létale

Bien qu’aucun cas mortel n’ait été relevé dans la littérature, une surmortalité temporaire a été
observée a La Réunion (février et mars 2006, avril dans une moindre mesure), contemporaine
du passage de 1’épidémie. Les analyses épidémiologiques ont permis, pour la premicre fois,
d’estimer «grossi¢rementy la 1étalité a 1/1000. Plusieurs certificats de déces ont mentionné le
Chikungunya en 2006. Dans la plupart des cas, la mention de Chikungunya a été portée en
diagnostic associé et la cause premiere du déces. L’analyse des certificats et I’investigation
aupres des médecins ayant pris en charge ces personnes ont montré qu’il s’agissait
essentiellement de sujets agés, fragilisés par d’autres pathologies chroniques. Toutefois,
quelques déces ont été rapportés chez des personnes plus jeunes contaminées par le virus du
Chikungunya, sans pourvoir les rattacher a une autre cause ou a une maladie sous-jacente. La
1étalité est estimée a 1 cas pour 1000 (Josseran et al. 2006).

D Physiopathologie de ’infection par le CHIKV

Comprendre les mécanismes de mise en place de la maladie (pathogénése) est
particuliérement difficile chez ’Homme. D’une part parce qu’il est impossible d’obtenir des
¢chantillons biologiques pertinents, comme les tissus profonds (foie, rate...) dans lesquels le
virus se réplique et, d’autre part, du fait de la multiplicité des antécédents médicaux et des
maladies chroniques des patients. En effet, les cas les plus séveres de Chikungunya sont plus
fréquents chez des patients agés et fragilisés par d’autres pathologies préexistantes
(cardiaques, rénales et hépatiques...). Pour trouver le virus dans 1’organisme et caractériser ses
interactions avec les cellules de 1’hdte dans leur contexte on doit utiliser les modéles, qui font
appel a des animaux soit nouveaux nés, soit adultes mais dépourvus de défenses naturelles du
fait de modifications génétiques, ne sont que trés partiellement représentatifs de ce qui se
passe chez ’Homme. Des études récentes ont montré un modéle de la maladie chez des
macaques cynomolgus adultes ayant un systéme immunitaire fonctionnel et une physiologie

36



trés similaires a celui de I’homme ont montré que ces animaux, infectés par le virus du
Chikungunya isolé chez les patients au cours de 1’épidémie de 1’lle de la Réunion, présentent
toutes les caractéristiques virologiques et cliniques observées chez I’Homme. Elles ont mis en
¢vidence certaines caractéristiques propres de la pathologie comme des atteintes du foie en
phase aigué. Mais la découverte la plus marquante est le fait que ce virus infecte, notamment,
des cellules impliquées dans les premicres €tapes des mécanismes de défense de I’organisme :
les macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules peuvent héberger le virus pendant
plusieurs mois et possédent également la propriété d’infiltrer des tissus comme les
articulations, les muscles, les organes lymphoides et le foie. Ceci peut expliquer les
symptomes typiques de cette maladie, comme les douleurs musculaires et articulaires tres
invalidantes observées a long terme chez les patients. Les macrophages infectés, représentent
donc une cible potentielle pour le développement de nouvelles thérapies pour les atteintes
chroniques. Ces résultats, qui permettent de mieux comprendre les mécanismes conduisant a
la maladie, constituent une ¢étape importante dans le processus de 1’innovation en
thérapeutique (Labadie et al. 2010).

1 Tropisme

Les ¢études sur le CHIKV pendant les années 60-70 ont permis d’établir que ce virus possede
la capacité de se répliquer dans des lignées cellulaires différentes (Glasgow 1966; Rinaldo et
al. 1975). Aujourd'hui nous savons se répliquait dans les macrophages (cellules phagocytaires
d'origine sanguine et localisées dans les tissus). Ces cellules pourraient donc €tre impliquées
dans l'infection des tissus touchés par la maladie, comme les muscles et les articulations. Le
virus infecte des cellules dites "adhérentes": cellules endothéliales, cellules épithéliales,
fibroblastes... Les chercheurs souhaitent aujourd'hui identifier les voies d'entrées du virus
dans ces types cellulaires, et aussi mieux comprendre les interactions du virus avec le systeme
immunitaire. Leur travail pourrait d'ores et déja permettre de tester des médicaments en
culture cellulaire, en vue de sélectionner ceux qui inhibent l'infection des cellules cibles
(Sourisseau M. et al. 2007).

Une autre étude a montré que dans certains cas les cellules infectées présentes dans le tissu
musculaire sont des cibles du virus Chikungunya. IIs ont trouvé dans une biopsie prélevée en
phase aigué de la maladie chez un patient, et dans une autre prélevée a un stade plus tardif
chez une autre patiente, que les cellules précurseur des cellules musculaires - les cellules
satellites - étaient infectées par le virus. De plus, ces cellules s'averent, en culture cellulaire,
trés permissives au virus. Les auteurs cherchent aujourd'’hui a savoir si ces cellules ne
joueraient pas un réle de "réservoir" du virus, ce qui expliquerait les récidives des douleurs
musculaires observées chez certains patients (Ozden S. et al. 2007).

2 Sites de la réplication virale

La contamination chez I’homme par le CHIKV se fait via la salive du moustique vecteur. Les
cellules satellites des muscles striés participent a la réplication virale (Ozden et al. 2007).
Apres la réplication virale dans le site d’inoculation le virus est disséminé vers les différents
organes a travers la circulation sanguine. Les cellules de Langherans et dendritiques avec
I’antigéne et les macrophages étroitement liés aux cellules des muscles squelettiques
(Chazaud et al. 2007) doivent initier la propagation du virus avant de rejoindre la circulation
sanguine périphérique. Afin de mieux comprendre comment le virus du Chikungunya affecte
I’organisme, un modele murin de 1’infection a €té mis au point. Ce mode¢le est porteur d’une
délétion d’un gene codant I'une des protéines cles de la réponse immunitaire antivirale aigué.
Lorsqu’une seule des deux copies du gene est mutée, les souris miment la maladie sous sa
forme bénigne. Avec deux versions modifiées, et donc incapables de produire la protéine,
elles constituent un modele des formes séveres de I’infection. Ce modele animal du
Chikungunya a permis d’identifier les cibles tissulaires et cellulaires du virus. On a démontré
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qu’aprés une phase initiale touchant le foie, I’infection s’étendait aux articulations, aux
muscles, a la peau, le systtme nerveux central. Ces travaux révelent également que la cible
cellulaire principale du virus est le fibroblaste. La maladie était plus sévére chez les
souriceaux nouveau-nés, et grace a ce modele, on a pu étudier la transmission du virus de la
mere a I’enfant, une complication qui a été décrite pour la premicre fois lors de I’épidémie
réunionnaise (Couderc et al. 2008).

3 Réponses immunitaires

a). Réponse innée

La réponse a la présence d’ARN étranger dans I’organisme, suite a une infection virale, dans
un Alphavirus a été observée par des modeles animaux testés réagissent rapidement par une
réponse Interféron (INF) de type I o/p (Gifford et al. 1964; Trgovcich et al. 1999). In vivo
cette réponse (INF) est rapide et ne requiert pas la réplication virale, est proportionnelle au
titre du virus chez les animaux tests la concentration INF peut varier en fonction de certains
facteurs, elle diminue si les souris sont infectées par plus d’un virus en méme temps (Schilte
etal. 2010).

Les premicres expériences sur des cellules embryonnaires de poulet pour I’étude de
I’induction d’IFN de type I par le CHIKV (Friedman 1964;Wagner 1964), ils ont montré
comment tous les Alphavirus, pendant I’infection I’IFNy de type I ou II inhibent la réplication
virale. L’étude du modele murin (Couderc et al. 2008) a montré que des souris déficientes
dans la voie d’induction de I’IFN présentent une infection et des symptomes plus séveres que
des souris sauvages. Lasévérité est de plus dépendante de 1'age.

Fig.4 Schéma de la pathogeneése classiquement associée aux Alphavirus;(Field geme édition)
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b). Réponse adaptative

La réponse immunitaire humorale apres 1’infection par le CHIKV est quantifiable par analyse
sérologique, avec la production d’immunoglobuline (Ig) de type M a partir de quatre a sept
jours apres 1’apparition des premiers signes cliniques, et production d’IgG apres quinze jours.
Les IgM ont une durée de vie moyenne de quelques semaines jusqu’a trois moins, tandis que
les IgG produits aprés la phase aigué et pendant le période de la convalescence peuvent
persister pendant des années (Pialoux et al. 2006). Le CHIKV induit une immunité protectrice
de tres longue durée (Greiser-Wilke et al. 1989; Blackburn et al. 1995).

ol

Signes s
Inaculation clinicueas |
| ! | |
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Incubation
ARN VIRAL

Fig.5 Schéma de la cinétique de production des IgM et IgG apreés infection par CHIKV

E Diagnostic

a) Tests sérologiques

L’ immunofluorescence, inhibition d’hémagglutination et la fixation du complément (Calisher
et al.1986), mais avec ces techniques de diagnostic indirect n’avons pas la quantification
réelle du titre d’anticorps, et si on utilise un virus similaire on peut avoir des faux positifs
(Blackburn et al. 1995).

Un autre test utilisé est le dosage par technique immun-enzymologique (ELISA)
(Thein et al. 1992). Depuis 1'épidémie de I'ille de La Réunion, le développement de tests
ELISA et la production de protéines recombinantes ont permis d'élaborer des tests
fiables, mais qui ne sont pas toujours commercialisés (Cho et al. 2008a; Cho et al. 2008b).
Limites a cause du risque de « croisement ».

b) RT-PCR

Suite a I'épidémie de CHIKV sur I'ile de La Réunion depuis 2002 (Pfeffer et al. 2002), la
technique a été rapidement mise au point (sans étape d'extraction d'ARN). Cette technique a
utilisé des sondes destinées a amplifier spécifiquement un fragment de la glycoprotéine
d'enveloppe El (Pastorino et al. 2004; Pastorino et al. 2005). L’usage de la RT-PCR pour
le diagnostic est utile seulement pendant la phase virémique qui correspond aux sept
premiers jours d'infection. D’autres techniques de RT-PCR ont été développées (Edwards
et al. 2007, Santhosh et al. 2007). Tous les tests ont ét¢ validés et leur faisabilité a été
¢valuée au cours de différentes études (Panning et al. 2009a; Panning et al. 2009b).
Aussi, un kit de détection du CHIKV fondé sur la technologie d'amplification de
séquence nucléotidique (méthode NASBA) a récemment été développé pour le diagnostic
clinique. Les tests réalisés indiquent que ce kit est rapide, trés sensible et spécifique (7elles
et al. 2009).
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F Les traitements

1 Les vaccins

Différents vaccins ont été réalisés ou sont en cours de développement. Les premiers
prototypes de vaccin ont été développés dans les années ‘70, ont été réalisés a partir de
virus inactivés par extraction a l'éther (Eckels et al. 1970) ou par traitement a la formaline
(Harrison et al. 1971), mais ils n'ont pas donné de résultats satisfaisants.

Récemment, un vaccin développé par l'armée américaine a partir de virus (souche
thailandaise 15561) atténués a été utilisé chez I'homme. Testé d'abord par Levitt en 1986
en phase I et sur 16 volontaires (Levitt et al. 19586), le vaccin, nommé TSI-GSD-218, I’a
ensuite été en phase I, en double aveugle, sur 73 volontaires agés de 18 a 40 ans. Ce vaccin
de phase II a montré des résultats satisfaisants, car, dans les jours apres l'inoculation du vaccin
le taux de séroconversion était de 98% et 85% apres 1-2 mois. Seuls 8% des patients ayant
recu le vaccin présentaient des arthralgies (McClain et al. 1998 ; Edelman et al. 2000).
Cependant les essais concernant ce vaccin ont été abandonnés en 2003.

Récemment, des virus naturellement atténuées du VEEV, EEEV ou SINV et du
CHIKV de la souche réunionnaise LR-OPY1 ont été utilisés afin de développer un
vaccin dirigé contre le CHIKV. Les résultats préliminaires chez la souris indiquent une
quantité satisfaisante d’anticorps neutralisants synthétisés et une significative
diminution de la réplication virale dans différents organes (Wang et al. 2008). Enfin, un
vaccin préparé a partir de virus du clade ECSA atténués par la formaline a été testé sur un
modele murin. Ce vaccin induit la production de forts titres d'anticorps neutralisants
chez les souris, et qui pendurent jusqu'a huit semaines (Tiwari et al. 2009).

2 Les molécules antivirales

Il n’y a aucun traitement antiviral efficace contre le CHIKV. Le traitement est donc
essentiellement symptomatique et composé¢ d'antalgiques non salicylés, de
paracétamol et d'anti-inflammatoires non stéroidiens. Du fait des complications iatrogénes
(hépatites aggravées, insuffisance rénale, hémorragies) liées a ces traitements, l'utilisation
d'ibuproféne ou d'acétaminophéne est préférée (Tesh 1982).

Dans les cas d'arthralgies chroniques liées au CHIKYV, l'utilisation de Chloroquine en
substitution aux anti-inflammatoires non stéroidiens a été testée sur les patients.
Une amélioration s'est avérée significative (Brighton 1984). Au contraire, en 2006, une
¢tude réalisée en Afrique du Sud a révélé l'inefficacité de l'utilisation de la Chloroquine
dans le traitement des arthralgies (Savarino et al. 2006). Ces résultats sont confirmés
par l'essai réalisé en double aveugle sur 58 personnes traitées avec de la Chloroquine
en 2008 (De Lamballerie et al. 2008a).

In vitro, la combinaison de I'IFN «, de la ribavirine, de la 6-azauridine, et de la
glycyrhizine semble avoir un effet antiviral synergique efficace (Briolant et al. 2004 ;
2007). Ces quatre composés ont déja été montrés comme efficaces dans le traitement de
certaines fievres hémorragiques (Andrei et al. 1993) ou d'encéphalites dues a des
Alphavirus (Grieder et al. 1999).

Enfin, d'autres essais ont été réalisés et notamment 1’utilisation du decanoyl-
RVKR-chloromethyl ketone, un inhibiteur d'une furine cellulaire (protéase
nécessaire au clivage protéolytique du précurseur des glycoprotéines d'enveloppe E2-E3)
capable d'endiguer l'expansion virale dans les cellules (Ozden et al. 2008). 1l
apparait que l'utilisation d'ARN interférant (ARNi) spécifiquement dirigé contre des
fragments de séquences nucléotidiques codantes pour la nsP3 ou la glycoprotéine El du
CHIKYV est capable d'inhiber efficacement sa réplication au sein de cultures cellulaires
(Dash al. 2008).
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are iranslocated, via ihe Golgl apparatus, (o the plasmia membrane
and assembled nucieocap@ds bud Lhigugh (hase membranos. [hus
soguliring a lipid envelope conlsining the inlegral membrane gly-
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in this review, we analyss (8] progress in genomics, lowards
undevstanding alphavirus svolution, laxonomy, and veclor-host
redationships in the confext of their epidem iclogy and pathogens-

mha wnd dhfthe ebes ot or ae of setios dnon smneon sl phoscieoe el ek dea
enzymes wiih (he ullimate objective of identitying sultabie [gets
fir molecules that can inhikit their function and tharsby serve as
antivirals

2. The slphaviruses gs human pathogens

Ten of the arthropod-borne alphoviruses are considered (o be

Al e et lnart Ancs in Fares e Al @il e Raakil b sed il s
recan] emed gance of chikungunya lever [Seo |ales | asa magor human
disamse in Asia and poloniially globally, the siphavirus profile has
boon sgnificantly rassd. Alphaviruses Lhat circulate in the Oid
Wearld moast ~rmemaniy Fmioes fabeila 0 s s ool afod selBesd odes
or polysrthraigias, particularly in the small joints, A characteristic
macular-papular rash often appears 3-5 days afler |liness onsel.
In severe cases (ha joints are swollen and tender, and rheumalic

sione @and semnoinms mes el for weasks nr monthe followina

the acute|liness. in general, infectionawith Old Waorld alphaviruses
such a8 CHIKY, or O'nyong nyong virus {ONNY) In Alrica/Asia, Sod-
biw virus (SINV) and closely relsled viruses (Ocieibo, Whatarca)
which e widssnrend thronahoul the Old World ar Rnss River
(FRV), and Barmah Forest virus {BFV), which are confined fo Aus
Iralia. ore roredy Tolad and only infrequently result in oncephalitic
diseass {Lewihwnle of . 2009)

In contrasl 1o lhede Old World disssssds 1he New World
alphaviruses VEEY, Easlorn equine encophalilis wirus (EEEV), and
Waslorn squine encephalilis virus {WEEV) present a dillerenl spi-
demiolegical and clinical picture. VEEY is cne speces in the VEE

s | g s g Hmms vy |l i ol sl S i ol Ll g il

types (Waiton and Grayson. 1988, Younyg. 1972 Young and Johnson,
1969), Subtypes |AB and |C are sssocialed w iTh m ajor epidemics and
sqguine spi zootics during which eguine mortalily due lo sncephali-

Ba s el BFTE ke YOOE & e g el Bl de U el B
Colombia, was associaled with the VEEY sublype IC Thisepldemic
resulied in roughly 100,000 human cases, with more than 300
fatal ancephalitiscases (Diaz & al | 1997), Other epidemicsindicate

that VERS et il ranrsssnite o earimsie paibl e haali b arahl s (9 s s
ol al., 19561 In humans whilst the overnll mortalily rate 5 low
(%1%, nourological diseass, Includ|ng disoflentalion, saxia, man-
1ol depression. and convulsions, can bo defected in up to Wikol
et e dbm Al A o el R LA e | e s Bl 174
Meurclogice seguelas in humans are also common (Leon, 1975).
However, most human infecticns prasenl as a non-spacific lebrile
ilinvess or aseplic meningitis. In rare cases. Lho lever and hoadache
s srngrass fRroooh amisea and veamiline ta snmnalaness o Aalira.
wum and coma wilh seirures impaired sensorium, and paralysis
being commonly cbserved. The severily of neurciogic involveman!
and sequslae is grealer wilh decreasing age.

Horsss aré modn suscrantibls (hasn hoem ons bo neoroloosieal dis

e caused by thess VEEY sublypes [AB and IC but are consldered
to e dead-ond hosts for EEEY and WEEV, M oreover, velerinary voc-
cines are mvallable o reduce the risk of cinical disease. EEEY and
WFFRY mraw idesnsesd throvohoo! The aast srn shd w ast arn feolsns
ol Morth America, induding Canada, and bolh are also found in
Soulh America atd Cuba, In North America, they are transmilted
1o horses by infected ornithophilic (bird-biling) mosquiloes that
thrive in walland habitats. Hishlands Jvirus iHW) o dose reiative
of WEEV, |srod know n io be pathogenic for humans bul appearsio

ba an impofiant pathogen of several domestic bird species. VEEV
#il3o cayses encephali lic 8 sease in horses snd, cccasionally, humans

bitten by mosouiloss norm ally associated with tive horses (WY eaver.
2005: Weaver and Barreil, 2004, Weaver &t ol . 1087}, The natu-

ral life cycle of VEEV invoives small mammals, particularly rodents
in forest envirgnments more freguently found in Soulth America
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Cther closely relaled alphaviruses afe recognised in the Ameficas
bul in mosl cases |hey are nol known o cause dissase in humans

LR aRlLE 4

3. Molecular epidemiclogy and blogeography
31, Evolutionary ofiging of the alphayiruses

In 1388, nucieotide sequence compaisons of several

i wrne wTvsswsd el WWEDY wos @ rwsasridvemn vitwe
thai had apparenily arisen Lhrough mixed infeciicn of cells by
ancesiral EEEV-related and SINV-related viruses (Hahn of o, 1988),
Subsiquent phylogenelic analyses confirmed this inferprelation

flmrdanmer wh ol 330 ) mord il e wwiiccimied el 1w b Sy
had gocurred prior to the divergence of EEEV Lo produce the extant
South American linsages (Weaver et al , 1893) These cbservations
werd important milasiones in our understanding of alphavirus
whiwym pity werad s iyl wey §rnioie gy P A Frad v arermieem Sw e ol el

tarily resolved, viz, the geagraphic arigin of the arthropod.borne
virLigsas in 1he genus Al phavirus
Priylegenslic rees based on Mphiviius sequences Lhat Include

ihe woreleps (B4, ER) gecae ece inesogreect with ihees bocesd
sclely on non-#ructural gene seguenca. All irees based on E1 gene
sequence show [hat SINY, an Old World virus, diverges with ihe
WEEV-complax viruses, (e New World viruses (Rg 2a), whereas

e mibras Blee Woidd smeice e badlilie ciemame, S OO and
VEEV diverge indepandanily ol the WEEV/ SNV complax and also
indepandantly of the Iindigenous Oid Waorld viruses that includs
Sem ik Forast virus (SFV), Ross River virus (RRY) and CHIKY . How -

mums brsam A me s et iral, mem s sl g m, i aas
both SINV and the antigenically cossly reialed New World vires,
Aura wirus [AURAV) diverge fram the New World viruses snd are
included in & dlade of Old World alphaviruses that conlain Bebaru

sermasm (EEHIY. Dol mb cciram (SETL B OFRS ol b sr sclml od corsmas
{Fg. Zb). In othar words, in Lrees based on non-siruclural gones,
ANV, and AURAY diverge independently from the WEEV.complax
wiruses which are now seen 0 have diverged wilh EEEY and VEEY .

B i o el il e G el e Bl e el =4
of non-sreciural genes show (hat 1he New World siphaviruses,
M ayaro virus (MAYV) and Una vires (UKY), alw ays cduster wilh the
Old World siphoviruses, RRY, 5PV, GETV in the SFV antigenic com«

plow sonfirooag the fraonencasnin alphseiroe i nteas et laone omoosk
hawe ocourred, as previously proposed (Fowersel al 2007, Weaver
ol al, 1397), In the case of MAYY (he suppostion of (ransoceanic
introductionsis also supporled by the evidence that thisNew World
[ e T e T L T T g A N S e S e TP T [y
Old World alphaviruses, rather than encephalitic disease as [ypis
fied by New World viruses such as EEEV and YEEV (Poidinger at
al. 1987, Russall, 1998) Weaver el ol. (1997) proposed thal these
mlFkmerrurm diaracanl Asll arnn e idd s mne fasdily arenl sanadA o DRa
origin of these viruses was the New Waorld. However, in order (o
support (his argumant, || was necessary o proposs Lhat several
lransoceanic crossings (i & al |easl three) mus hiave taken place, in
hath dirartione | & e scdsw arde and acct e srde (Poscsrs ot & 20010
Marsaver, I1 was estimaled that recombination, as seen in WEEY
and closaly related cescendant viruses |a likely 1o have coourred
betweon 1300 and 1900 yoars agy (Weever of al , 1897},

Azmiming this ta he a rasnnahls sadimate for tha time of The
recombinaticn evenl. and assuming a New World origin for the
alphaviruses, il would have beon noecesary for an ancestral SINY-
related wirus (o be present in tho Mew World, ssther by evolulionary
srigination of by Iniroduclon from Lhe Old Waorld . This virus o ould
than have to encounier an ancestral EEEV-relsled virus in lhe
sama ocological habital in tha Mew Warld and than produce mixved
infections in rodenis, or other animal speces such 28 birds. More-

over, belore or afler this recombination event, it must also be

assuimed thal one or more of Thesa ancaestral alphaviruses (nol the
PRI WM TR VTN SRR BT W LTI WA VYR, TWT L

alphaviruses lo-establish in the new anvironm entaand 1o continue
their global dispecsal. Whilsl this scenario may be iheorelically

possbie, it ks hard 1o Imagine thal 1hess lransoceanic movem enis
TAETW VAT TR T R UG W B TR TR A, ST R

if any commercisdl movement of ships ook place during the fre
millennium AD,
If one argues that birds could have moved the viruses acrossthe

LA P W L YRS e e, G wew |--||11n-“.-dr e g e
ask why is [hisnol acommaon occurrence loday? On ihe other hand,
during the past $00-600 years, iransoceanic crosaings by ships for
commercial and/or immigradion and dave-irading purposes have

ewnar s LEew see q‘-- Pamacdrgn Fsn blam fonis el iwme fovd s a0y m Pues me s sl ey
different Old Weorld mosquito species, including Aedes segypli. the
Culex piprens complex, Asdes slbopiclus [Calder and Laird, 1504)
and African arboviruses induding Yellow faver vifus Dengue virus,
B hemie wr g b i, W Bl vt we med P meen wirme

{reviewed in Bloom . 1993 da Lam baileris of al, 20085 Gould el
o, 2003 Loynibos, 2002, Srode, 1951; Tabachn ek, 1991, Talem «
&l 2006). Whilsl in the moden efa, Inlfoductions do actut in the

v mr e b wadb e (Fluer Wil G S8l Woecld jobhay mrm wewadfy oo g

tations of recognised arboviruses by virsemic individuald returning
e thaer country of ongn, following & business or sisuta Lrip in
the Americas. In lemperate regions of the Old World, thess individ-

PEPE f VIS TSR ¥ RS RN W Y ERITR PV R [ SRS TR DT 1 SR e

etlablishmenl ol endem ic/epi demic aboviruses. Thare is adetailed
tecord of YFV being introduced into South 'Wales (United Kingdom )
from Cuba; the vifus caused a small localised outbreak of yellow

dacrnr, bisd sapldly dleappansnd fegomm sraulintian (B iit mmd Slmana.

1986 presum ably, becauss the habitet incked 8 sultadde vecior for
YFV 1o becom s establishad.
The sternative possibility, |.& that the alphoviruses originated

i e S W ol i s mrrm g e (L g s i  SOOE B arm
ol 2001; Weaver ol ol 1887 ).In Alrica, aw ide ramga of siphindruses
such ms SPV, SNV, CHIKYV. ONMNV and ofhers circulate 1 goo-
graphically overlaoping envircnmoents, where (hey have relalively

B T o e O LU PR R |
siphaviruses in Alrica cousing mixed infections of vertebratos and
recombining to produce an ancesiral lineage of & virus such as
WEEY, inat leasl plausibie. Secondly, during the centuries of inten-

s s o arreal frading nalus ass Afrcsa smd tha S aricee s o oo
many of these al phaviruses could have been carried Lo the Americas.
im the s sy that many feiviruses and mosquitoss were iransport ed
o the Now World (Bloam, 1893, Bryant of ol , 2007 Gould of al .

AT WAL acalBae 900 Tekarhaicsk 1909 lndes FRla are.
nario, [ransocean|c alphmvires disperssl would nol need Lo ocour in
both directions. Moreover, the axirem ely low probabil ity of amixed
inlection oocurring between an entoolic New YWorld virus and an
el Wearld wirmm | nlradicnd 1o the Am sl eee s oos thas 1000 vasrs
g0, no fonger naeds (0 be explmned. In addition, the geographi-
cally wide disiribution of Lhe alphaviruses in nalural cyclas in Lhe
Cid World |s entlirely consiston] with Old World anthropological
digdribation and commarsa and hird mioratore ostterne Mol
mara alphaviruses need {0 be lated and sudied in dalall 1o fill
tha gaps in our knowledge and bo rascive 1he quostion of how {hese
viruses have svolved and dispersed during [he pasl few millennia.
Hinw svar The idens rel sl ad shove ssnear o feenar an O8d Warld
origin for the alphaviruses |hat & e currently circulsting,

3.2, Alphavirus emergance in Lhe New World
In the New World, prioe Lo late 2004 or early 2005, slphaviruses

wire known lo cause spaamodic human culbreaks in differant
geographic regions of the world, For example, in equatorial South

44



LS, L0ARE i @l ATV SRR B | SUTH) 11T LaE 1=

= =

—

| |

L

Ol World

gt
—
[ A
- L - i | NewWord
|
_| | e LAG TWona

TRy
A
T Nirw Wornd

= ] e

ik AVEASSIE AICA

1 vausrow

1w

ML 006558 GETV

NC 003215 SFV

S
0o —— NOBOTEEVER
mnl:_

100 NC CO1512 ONNY*
DOs4 3544 CHIKV®
LI3B305 SINV
NC 022500 AURAN

g & Prylogenedc el yves of sebected alphavimased. (8] Moot rooted Tres gonaenated ping par e E1 snveops glycoprofan @ming sod ssuenoes and the i gidour
jpimng program implamas| st oo FUP 40 ) S olford, 1900 | NumSiersindicate boof urepn values gEnarated uung W00 roeemphngs. Scada imm caten S Namina pod swegEeros
PR

[EVETEAREE. W) PR W TSP R FPRITTEEE LN WY YR TR SRS E I EERY Y Y.

TUTE FTRGETE ST ETHE NI (9] W

e v G P e P e, o e 11 A ST el 1 Bl A e i g im0 et e 181 SEMGAT M e BBt W 1O0E Feaampling, i e Adigated.
Agirad 7] indlestns dudien b WIZTER, shaded background indicales Mew Weoitd viruses.

and Cantral Amarica VEEV axists in fwo spidemicloaical forme
i) anzoolic viruses thal are transmitied continuously in sylvatic

habiiats beiween mosguiioes and rodent reservolr hosts and (i)
epidemiciepizoolic viruses [Wesver and Barretl, 2004, Weaver of

ai. 20041 thal emearoe caricdically o cause oulbraaks involy-
ing large numbers of humans and horses (Weaver of ai. 1998)

A Maxican equine epizoclic, involving @ proven eplzoolic veclor
Cohlorolatus (lormerly Aedes] |aeniorfynchos, serves a5 an oxcel-
lenl axampole. When compared wilh ciosely reloted entoolicsirane
WVEEV isolaies from infscisd horses axhibiled significantly greater

infactivily fer the vector thal was assccial ed with horses, suggesl-
ing thal adaptaticn to the appropriale vector contribuled to dissase

ameroence || was subssouantly demonsirated fhat & Ser-Asn sub-
sitution in the E2 gens was the scle determinani of ihe |ncreased

vecior infectivily (Brault ot al , 2004). Smilar paiterns ol enzoatic
and epizootic beahaviour have also been observed with EEEY and

WEEV althouah these viruses are nol known to show [noreased
patierns of virulence during these oulbreaks,

3.3, Recenl emergence of Chikungunya virus

I (e Old World, spasmodic febrila/arihrillc oul broaks are asso-
cigied with infeclicns dua to SNV, CHIKY, ONNV. RRY, or BFY
in Africa, and/or Eurcpe, Asia. Soulh Easl Ama’Ausiralesia Frior
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lo 2005, thess alphaviruses were considersd (o be of relatively
minor importancs by most governmen! health departmaents largely

s (e cmee el ol (nssllsad ik sl
relatively lew individusie and |n genaral they ware considared
1o b (Asighifican! agents o encephalillc dissase or lalal infec-
liane. Moreower dinical miwd|agross of many of (hese alphiwirus

B R L et T L el L R B
probably ancther reason that [hey have beoen underappeaciaied pa
cosses of febrile |liness. However, (hisattibude changsd, from 2005,
onw ards when CHIKY unéxpeciedly afose a5 0 maor epidamic

Fivnn new ik hngam e s focoicnes e fhess gpheo ol nasfead sad snudboesen
Adrica, the Idands of the southern Indian Ccean. India, Indonesa
angd Mol aysia. As the result of thess spreading epidem|cs, CHIKY i3
now fiequanily being infroduced into othed regions of Asia, Europa,
Bt padim s A bha A sei e By sl Lare ralorning Praee PR s
domic areas of Asia Indeed in Northern Ialy the introduced vitus
Bocam ¢ established in A slibopictus and caused |ocalised cutbrasks
ol chivungunyn fover (Rezza of ol 2007). Although case fatalily
ral s ramiliina feam CHIKY infaclinn wfa sensdaiad ta ha LR
the very large numbers of clinical cases in Asia (now unclfcialy
aslimated to be millions} have almost certainly resulled (n signil-
icantly mare mortality (han |8 currenlly recognised, pariicularty
in coomtrise whads Beal b asrvices and fecordinng nencasdurss wre
poarly developed. Moreover. it hasnow become apparent that thou-
sands of axcess deaths. wilth many involving neurclogical d|sease,
Mave accom panied recent CHIKY outbreaks (Josseran of o 2006;
Menlankar = al M08 Robin o &l M08 Addilionallv recent
studies on children in India. reported that af least 14% ol CHIKY
infections may fesull in neurological complicalions (Low [hw mie af
al. 20089}

Until 2085 CHIKY was ussally deseribad a8 a virus That eir-
culaled in & natural cycle amongsl foresi-associaled smians and

sylvalic mosguilo species (Medes furdier, Asdes luleccephalus, Asdes
laylori), in the ceniral and west Alncan jungles, spasmodically
coauming oulbrasks of varving s2e and nléenuly amonast thae local
populsiions living near {he jungles. Hum an oulbreaks wers assoc-

aled wilh domestic mosquilo species such a8 A aegypti and il has
always been assumed that ihe virus isiransmitted down the chain
of avlvatle/domestic mosouito specles via humans and smians that
come inlo conlact with the vifus &t the sdged of Lhe junghes and
in tha nearby local villagesiowns {Gould and Higgs, 2008) CHIKY
was also known to causs spasmodic cuibreaks in many paris of

Agiaalthouah a forest reservolr cycle has naver beon identifiod in
Asla (Powers and Logue, 2007), However, o8 indicaled above, [his

spasmodic pailern of culbredks changod dramilically from 2005
anwards. when a major CHIKY fever spidemic was lirst identified
on La Réunion island in tha southern Indian Ocean (Charrel of al
2007; de Lom ballsrie of &l - 20080 Schulfenecker =l al | 2008). Epi-
demice ware also reporléd on many neighbouring (slands and the
virusdispersed rapidly o India, and souih-2ast Asa (delamballens

ol al. 2008b). This vitus is continuing to couse major apidemics
theoughout Asia invelving millions of humans.

L ekt LT R L e N e
widedy, reaching and becoming firmly established in Europe, and
tropical America. This potential global sm e gence of CHIKY appaars
to be at least partly atiributabie to its adaptation 1o the Asian 1igar

Lt CREL -]hnp.-ld.._ﬂ{m-l_. vl | il VINELA . e | s Bl e e el

J008b; Schuffenscker of &l 2006, Testearcm of o, 2007), which
has disperssa widely in [he pasl two decades, These conclusicns
were derived from a combination of genomic, phylogenatic, and

el s o e o s ol A e Frouen b L v me el s el i o s mon
sirated that the adaptatian of CHIKY 1o high vector competence in A
albopictus resulled directly from the subetitution of the aming acid
sonine by valine of position 226 (A226Y] in the envelopa gene (E1)

ol E A ke { Rrebo iMlanack ar af =l I0AR Tesbesrkin el o I0ATE Buean
morasurprisingly, based on phylogenefic evidonceand hocal knawl-
adge of CHIKY epideminiogy. |1 Isclear that {hisselect ive adaptsion

for the liger mosguito his occurfed on severnl indepondon! occe-
wlnna sl s hallaris s ol 200RK)

The gisbal invasion by A aibopicius, manly lacilitmded by tyre
shipmanis, is regarded as the “third wave' of human sided disper-
sal of mosguile veclors of human diseass, follow ing the previcus
enamintroniral snresd of & ssevnd| and C nindens (Bssnedict ef =
2007; Calder and Laird, 1994 ). A albopictus in now estatiished in
wirtually all tropical, sub-tropical and southorn temperate regions
{Lounibos, 2002}, Morsover, lochl species of A albopictusin Rorida,
USA have now Besn ahow n Lo he suwrsnt bl to infaetion b CHIKWY
and compelant 1o transmil this virus (Reiskind of &l 2008}, Thus,
il is aimost cortainly anly a matier of lime belore CHIKY invades
tha Americas. beingintroduced by infected hum ans relurning from

encdamiearsasol Alricaor Asia nossibly causing arsatsr oroblsmsin
the tropical regionsdus lo the behavioural advaniages of A segypli.

Qlearly, there i5.a pressing need lor elfective antivirais and vaccines
with which to develop CHIKY dissase control siralegies.

4. Rudieson Ihe activa domains of alphavirus replicative
enzymes

Althounh rrvelallizalion of slohasrue nrolaing arovided sl
data concerned with the mechanism of virus eniry Into suscepli-
ble colls (Lescar of ai . 2001) progress hias been much slower in the
case of mon-siruciural protens The major difficully to overcome
has basn the orablem of sxoressing siitable recom binant §sros

proteing This is reflected by the facl that the litersiurs reporis
tha siructures of only two non-siructurad projein domaine viz,,
the amphipathic nelix of naP1, @ 20 amino scd peptide (Lampio et
al_ 20080 and the orodease-melhwllransfersss subdomain of naP2
(Russo et of, 2006} Therefore, alphavirus nsP enzyme domains

wore (denlified as potlent ally important targets for siructural stud-
o in VIZIER, and Table 1 summarises the current numbers and
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Fig. 3. Wagarn sfuctirms of @ phavitus AWl (proteams) sod e} (mace domaa) (4) Carloon raptesentaicon of he VELV prolmme |C-teimnal part of nePY) (Fussc o ol .
004), The domain coloured in aenge oo reponds [0 ke eyl domain wihate the calalyblc cyalaine and hidkline e highBghted reapect ively o pellos w14 red [b)
Caiogn represartation o (ha CHIKY mstm domen (in proesn) comptes aeih ADP i (in Bles). (2] Cartnmn repseserd Mo of tha VEEV mumrs damasn [in gind | complan

il AP iess ia vellow | (M slel & sl 300

status (in {erms of prolein solubility and crysial formatien) of

mprassed slphavicusnsPlorgels The decison lo produce and study
al the dructural level, non-sructural protein dommns active in

viral replication hes proved lo be highly bensficial since genomics
progressed al & rapid rade, and most of IM- predicted (ideniified)

siructursl Tolds appear 1o be original (Rg 3
Fout pon-sirdctural proteins (nsPt, 2, 3 and 4), corresponding

to the four domalns fesulting from maturadion (post-iransialional
processing by prolesss enzymalic funclion of nsP2) of [he polypre-

Iedn (Flg. 1], are astocialed with the virus replicalion complex
They are synihesizted as a shorl polyprotein neP123, the trans-

latign leeminaticn of which is letminated al a UGA sop codon,
leund |n most al phavirus genomes, and |ocated near [he junclion

Belwaan NaP3 and nsPd {Fg. 1), Alternativaly, 1ha ribasoms can
“read-thraugh” thiscoden, using arare suppressor {RNA Lo produce

the complets nsP1234 polyprolein (U snd Rice, 1989) whioh is sub-
seqpuenitly processad lo the m alure productsin regul sted ssquental

prder (Vaslljeva o al, 2003). The currenl stote of our knowledge
conoerning (he siruciursl and enzymatic properties of [hese four

processed non-struclural slphavirus protng s summmaissd in
Table 2.

41, Alphavitus ne™l prolan

The indication {hat the nsP gone carries RNA mel hyltransler ase

acilvily was deflved using 8 SINV ns™ mulant engineeraed (o allow
replication in insscl colls deplated of melhionine (M| o &l 1989),

This hnding wes extended in studies in which in vilro mathylirans-
lorase activity of the SINV psPY (M| and Stollar, 1991) and the 5PV

ng™M [Laakkonen of ol 1994} was demonsiraied. The aclive sile
residues of MT were idenlified by comparalive ssquence analysis

which demonsirated thai this enzyme is conserved in many virus
familied ferming an alpha-like supergroup (Fozancy el & . 1882)

The substrate of the reaction is GTP which becomes mathylaied at
its NT position (™" GTPY. The product ™ GTP is then covalently

bound 1o naf 1o gmerale & covalent ™ GMP-neP adduct and

inorganic pyrophosphale [Ahcla and Kiridinen, 1995, However,

guanylyliranser of the "* GLP onto RMA remains fo be demon-
strated. ngP1 activity i dapendent on m am hranae Asoc ation (ANala

el al, 1999 This inleraction |s mediated by an amphipaihic helix
located n the middie of ihe neP1 sequence (Spuul of al . 2007). This

halix contains hydrophobic aming scids Ehat can inferact with acyl
groupsol the membrane and a custer of polively charged rediduess

that conlad he phospholipid polar heads (Lamplo el al. 2000). 11
femmnsunclear if palmitaylaion of several cysleltes contributesilo

mambrane binding (Ahoizel al , 2000), bul this post-transialional
muodification plays a rofe in the cellultar localization of Lhe replice-

tien complax (Laak konan ot al . 1994].

42 Alohavirud neP? orolain

The N-terminal rogion of tha nsP2 gene was predicted 1o encode
a helicase demain (Gorbalenya of @, 1988; Hodgman, 1988) thal

wiaa e classfied &8 tha helicass Suserfamily 1 (Corbalenva mnd
Koonin, 1883, Sngleton of sl 2007). Using n vitro ey, the nsP2
gane of FV exhibits nucleoside triphosphatase activily utilizing
GTF and ATP (Rikkonen ef ol 1994) and stimulated by RMNA. This
mclivity isstimulated in (he pressnce of RNA_nsP2 could thus act at
loast ot wo stagesin the infectad cel| Frslly, sswith the NS protein
of fimviviruses, the naP? nudeciide triphosphatase may produce
5 diphosphaie mRMNA, the expecied final acoceplor of the nefi-

modialed guanyiviireveerase reacilon cataivsed by nsP (Vasiliova
&l al , 2000}, Secondly, 1he naPf2 ATPase activily |s belleved 1o be

necessary (o fuel RMNA helicose aclivily. The deRNA unwinding is
magresium-dependent in SFV {Gom oz de Cedrén of al . 1999). The

C-tarminal reglon of nsP2 isa cyslelna prolease which is responai-
ble for viral polyprotein processing (Srauss o al_, 1992; Vasiljeva

elal, 2001
Sructural analysis of the VEEY neP? C-terminal region fevealad

two dislinct domaine [Russo el ol _ 2006). Thefirst adopting an orig-
iral a'b-fold very distantly rel ated 1o that of papain-like proteases,

e v Dwi o 7 e pal Cat i fesldues, o cystina and ahigiding, are

Tabde 2
Semm ey of purrent syl e sbduoiurel date ol fhe & phavrad grodeons e, naP2, /P and el
Ll T net nfl
= T —— s == s T
Oy R e
Beuclyrel dets Yo (paribp) (Bl o L2 Vs (Fuven ot @, J900)  Yen(Malwt e al, 3000 Na L3
W ar)
Engymaric datas  Yea partly] (ARols eng  Veayes (Hlikpeen o [V e ol @ Ve ipwrtly) (Ve o Ha Ve [Lamm oh @ OB
o s iy - by ey -y b
Tamas o i 3004
Irhedion das Yol (Lampen o ol s et [Pstoring f o, i Har L'
1) o)
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uniguely localed in tha N-lerminal subdomain. The second dom ain
has o classical methyllrensersss fold although it doos nol exhibit

MWL ETY LT BV TP Y SR AUT B T IR P W A
projeases of VEEV and CHIKY nsP2 suppeort the hypothesistha this
second domain contnbutes to subsirate presentation 1o the pro-
Iease aclive site (Pastoring of o, 2008 PFusso of o, 2006) This

U LA | SO L T PR ) LR LS T IR T BT A

possibie RNA binding.

43, Alphavirus nsP3 protain

The N-lerminal reglon of nsP3 was initially described as a con-
served domain with an unknown function (X dommin) in large
replicative protens of alphaviruses. coronaviruses and rublyiruses

(Drs iy i wmly, 1EA ], Thie 188 masine ol donsmin by i
& large prolein lamily including more than 1000 domairs from all
kingdoms of life, dubbed the matro domain family alter a unigue
doman In the hum an macraH2AY histon e (Perhson and Fujl, 1998).

Tirie Flslerns seersisdien woee fewod oy b om emell oo ef
domaingin the family. Several mambers of Lhis family were shown
16 potsessa diphosphate-ribose 1 -phosphste activity and can bind
ADP.ribose (Mumaran sl o, 2005, Shull et al,, 2005). For same

wlbherey we seemEelified by the feviiews Brocehille ssrenericee 3

domain. ADPriboge binding was nol rovealed in viteo (Plol row sk
el al. 2009). Tha macro domains of VEEV and CHIKY ara very
similar. Their siructures wears found Lo resamble Lhe homologous

Ebiaiafila. aull dermae mere sledely ko ko corasdaiiine mae =
domains (M aisl ol &l , 2009),

Both VEEV and CHIKY macro domaing have a spacific affinity
for ADP-ribose, vin 8 conserved aspartic scid and they also display
e mbs i icdby & mesidbosby b sy d
amino soid palch piso enables (he binding of aligonuc solides sach
8s poly-ADP.ribose (PAR) or RMNA, but the common determinant
ol substrate binding is a conserved adenosing 5 -monophosphate

isnadimg el W s o bemne sl m el e sl ime ol e o ol

10 and 24 from asparagine (o alaning in [he ADP-ribose binding
region of the SNV macro domain impars replication and vical RNA
wnthess particulady in mouse neurones wilhoul any sieralion

b by APV sibedea ) ey (Db med TeclBe, TOAE] L s
mulation al position 10 had tha groastest offecl and caused naFl
instability in neurones, decreased SNY-Induced death of mature,
bul not immature nearones, and attenuated virulence in 2 weaeks

mledl st mad Bodag.ndd mica Thoe the aelFl osero dooon sdn spnoaecs
lo be mgnificantly involved in bolh SINY replication snd age-
dependent susceplibility lo encephalomyelitis. As & part of the
ructural genom ics ssction in VIZIER, wa Nave also dotermined the
rrwt all @l et ora af s FREW moarss damain The leuvsl af smins
acid conservation of the entite nef3 when compared with VEEY
and EEEY s 43%idonlily How ever, the structural model for EEEV 15
still under rafl memoni, mnd wos therofore nol included im our most
racwr] moblleatian (Malst &f 6l W06 Ssramnes analsss sf tha O
lerminal region ol the nsP2 prolein does nol suggest any pulative
anzymatic activily Thisregion encodes a dusier of up lo 18 serines
and threonines thal can be phosphorylated (LaStarza o al . 1994
Il et al 1960 althoooh i is not ot slvesd By a3 dihinan «t al

2001). lis decroased phosphorylation in SNV produces less minus
srand RMA comparad to wild type (Dol sl 2003) Moreover, vari-
ants of SFY that are poorly phosphorylated or have delelions in

rhie hvnarvariable domain sahibit & low wviral pathoasnicily o
file in mice and show reduced viral RNA synihesis in cell culfure
(Gal braith of @l 2005: Vihinen ot al . 2001), The absonce of the naF)
C-lorminus also ailers SFY nourovirulenco (Tulltila of ol 2000),
The C-tarminal realon of AP has soecil e sasusnce laalures ol
nalively unfelded proteins, suggesting thal [his domain Is invglved

in transcriplion regulation as proposed previcusly (Wang of al.
1994

i it i

4.4, Alphavirus ns™d prolein

Thoe el ta i el e lad — e i e el esl BEE o 2l e
sidorod 16 b Lha ANA-dependant RNA polymerase (FiRp) (Kamar
and Argos, 1984) 11 is balieved thatl this protein synthesizes bath
nogative- and positive-sirand BNA In SNV, the swilch batw sen

Al praduat ae 2f aallacsas PRI e gua-ssila asd Sk g 2o s ERLA
is madiated by processing of the nsP123 region of Lha pelyprotain
{Lemm ot of . 1998, 1994, Shirsko and Srauss. 1994). bn vilre, this
sctivity has besn reporisd o be sequence-spacific (Lemm af al,

L e
inpromoler sequence recognition 1o initiale the synihesisof subge-
momic ANA (L ot ol 2004}, The N-terminal region of nsPd is paorly
conserved mnd nalively uniolded. It could be involved in the recruil-

i sl CRIA ar moat sin potasrs Alans melhd dsss mat cagel laat o EhA

An N-Terminaily [runcaled vergon of SNV nsPd carries oul Lemi=
nal adonylyitransferwse (TATase) activily that might be imvolved in
manienance ol tho 3 poly A toil {Tomar el ol . 2008). Very recently,

=L I T T P P P T S R PN - O P

SNV nsPé protein (Rubak of sl 2008).

5. Prograsstowards therapy and prevention

Chikungunys Tavid commonly prosents aa a penful Tebrile
ilness (hist |5 quite often accompanied by folapsing and incapac-
ilating polyarthraigia thal may persist for seversl moniha During

A ool § B s PRI na o s s bl §ens ol Afsasas
ond Asip cousing morbidity amongst millions of infected patisnts.
However, this may be only the tip of the iceberg because the two
most imporisni veclors of this virus, A segypli and A albopic-

five Ara eanilinoally avponding thadr sesgrondin diebedbo il e
denmiy emongsi domesiic and peridomestic human populations.
Thus it is the strongly held balisf that CHIKY will spraad aven
more widely, and gquite possibly into the Amwericas, during the
Al B pasrs Thed s sre sorteatly ma Pacragn | e i el .
apies or human vaccnes with which to control infecticns dus o
CHIKY

B Sawrrb ber snbisiral deogs

Fadlure to develop approved antiviral therapeutic agents of vik-
cines has besn particularly axposed during the recont oculbreks of

FHIEY A fhn lndl s Cass Thioe sosloas ol moae e B osed
on non-salicylate snalgosics and non-steroidal anti-inf ammatory
drugs (Paloun of al, 2007} However, the siaboration of mouse
(Couderc o o, 2008, Ziogler of al . 2008) and non-human pri-
malameded s i Breoes et ol 00T et b wbih el ral e eorreni e
undergoing dinical irials and new appreaches involving natural
productsof plants (Li ot ol 2007) provide 1he stimulus for improv-
ing development of antiviral candidate.

511, Chioroquing

Chloroguing was first reported to inhibit SINY and SFV infectiv-
ity in vitro more than 35 years ago (Cassell of al , 1984, Coombs ol
al 1GA1- Hedsnivmst al 1SR lnoiod 1663 Shimiro et ol 16721 Bt
studles in mics suggested that (he Srug might snhanos viral rephi-
cation and aggravate the dissase (Manashwari of ol 1891). Recent
resaarch on the affi cacy of Chilgroquineg nas Tecused on the dosags
ussd o treal Acule CHIKY infactions (de Lambalisria sl al  P008a’'
Swaring o .. 2007). Chisroguine phosphate has also besn ussd
{0 troat chronic chikungunya artheilis {Brighton, 1584) by ulitising
the anti-infl ammatory properiies of the molecule, rsther than pos
sible anlhviral affacds Based on exosdimenisin call collure. rasulls
comparable wilh those oblained using CHIKY, were also obseryed
with the SARS coronavirus. Chiaroguine was therefore proposed as
apolential anfiviral molecute for the ireatment of humans infected
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with the SARS coronavirus (Keyaerts of ai . 2004; Leyssen of al.,
2008

T ERIVETLE LFE ML T LY Qllllmllll Y Y, B TR
blind placebe-conitolied randomized trial (see hitp fdinicaliriaia
gov/cl/show /NCTO0381313) (de Lambailerie ot ol . 2008a; Leyssen
of ol . 2006) was conducied on Réunien (sand {Indian Ocean), No

B LR T PO P T R TR AP W E W S g e
placebo groups eiiher in mean duration of febrile arihralgia or rate
ol decreasa of virpemia (betw een day | and day 3), Al day 200 post -
infection Chlofoguine-irealed pallenis declared more frequenity

g =SBy e vy e e T vl Trwrre e vl i iR e i v e
had recelved Lhe placebo. How ever, Ihenumber of pallent s included
in the siudy was{oo small 1o draw definifive conclusions regarding
the elficacy of the Chloroguine treaimenl. Recen! experiments In

g - 1“—_ Tt o - I-’ nf e Padtoud bo id --ﬁlr R e S
anliviral affect el Chioroquine following experimaental [nfections
and wmilar doses of Ohioroguine (Le Grand & ol , manuscripl In
preparation ), Thus, the use of Chlorequine o traal CHIKY-intected

polizriedeas nel oppeer (e bo el fod

512 Cuining
Tha antimalarial drug. Guinine, inhibils replication of CHIKV in
il Belcilos Sppasrs is ke 8 = ere lhaly sscdidats T antlfaal

tharagy sgainst CHIKY because the S0%inhibitery concentration
[ICss) walus is much lower than that of Chloroguing (0.1 g/mi
fed Cerinine versus 1.1 g/m for Chioroguine, using Vero cefls and

Ao AT mmtl mabbiars ImPesdinss demss (O}, A,
with Chioroguine. resistant mulanis were oblmned by growing
CHIKY in increasing concenl ratisnsof Quinine. The mulationswere
detectad in 1he nsP1 protein, suggesting impalrment of function of

L T T T L . T I T L |
Thig region of naP! has also been indirectly related 1o malhyliransg-
lerase activity in SINV |solates (Laakkonen o1 af . 1994, M o al
1989 Miand Soller, 1987, Wang ol o, 1996 ) which fias besn ahown

P i s it s B sl s . s il ERRILY o b g | ey don s s Fliann b

ol .. 2009}, Thus, the slphavirus nef mighl prove (o be 8 good |angsl
far antiviral therapy

]

R17 Bhosdrin

Ribavirin shows wide in witrg inhibitory activity agmnst RNA
viruses with difforent modes of action depending on the virus
{Layssan wt al_ 2006). In soma coses It inhibits IMP dehydro-

panpis danisting rallidar TTR ancls s athora i1 (& eased aa &
non-canonical substrate for RNA synihests infroducing num erous
miutadions w hose accum ulation may lead (o virus inect ivistion due
I arror cotasirophe (Crotty of o, 2001, Severson ot ol . 2003). In
e Sk Al drama drefnsdindsd ribaainn § Jtri.ohoanbals inlafact €
with ihe viral polymerase (Sun of al . 2007) it was also tested as.an
mwronol for the treaimaent of pasdiatric Respiratory Syncylial Virus
infections bul was nol approved and [his method has now besn dis-
eanlinuad. Rihavirin ig ueed (0 combinalion with slohsntareron
fer thetroatmant of hepatitis Cvirus (HOVY) infection bul themecha-
alam of action is multifactorial. The predominanl direct maechanism
by which rbavirin exerts its anliviral activily in vitro aganst la-

wiviruses and parsmyrovirosss is mediated bv inhibition of IMP
dehydrogen ase (Leyssen of al, JODS5), because viral RNA synihe-

&% requires a high GTP concentration, and siso becatise res s ance
mutalions can De isclaled that map on the NS5b polymarase | Young
st ol . 20030 An indirect meachanism via decressinag the GTP pools
miay siso be important (Zhow e al , 2003,

In ihe cose of dphoviruses, resistance (o ribavirin wos firg
reperted follow ing sludies with SINV (Scheidel et al, 1387), Resls-
lani mutants wers mapped lo the naPY profledn (Scheidel and
Sollar, 19591). It was propased (hat Lhe muiani encoded an allered

RMA guanylyliransderase anryme with increased alfinity for GTP,
enabling it to replicale in cells with reduced levels of GTP. This is

conssteni wilh ihe hypolhesis thal ribavirin ects mainly as an IMP
dahydrogenase inhibitot against aiphaviruses.

514 Interteron and nbavirin
A combination of Inlerfaron-alpha and ribavirin show s a gyn-

argistic effect on Lhe in vilro inhibilion of CHIKY (Briclant of o,
Z2004), Howavar, hor olinical applicalion it is exponsivo and requires

parenteral injection, making it unsuilable for large-scale wse dur-
ing spldemics. Human infection with CHIKV appears to induce

immunological dysfunction How ever_inlerferon usually booslsihe
immune MeSponds. TNeCMIOrS CAULION IN 1S USESge 13 Frecomm anded

unlil more extensive non-human primate models hive been sud-
ind. Pegylated siphainterferon appears (o be sn elfect ive treat menl

against infection with VEEV and has profound effecis on iha host
IMMUNe FEsponNss 10 INFECHION [LUKALSEWNA AND BrODSS, JUUW)

Thus, It might be |ustified 1o test pegyiated alpha interferon an
CHIKV and other pithogenic alph miruses.

515, |nhibilors of alphavirus enlry and maturstion
Molecules that inhibll alphavirus anlry inte susceptible cells
hiwee al 6o Been [ ivistigaled wilh premising results A study recently

reparind 1he possible inhibition of the replication of VEEV using
palyelonal mnlibodias te laminin-binding protein |Bondarsnko et

ol 2008) CHIKY infection of cullured human csllswes iso shown
o ba inhibited by impairing the maturation of the CHIKY E2 surface

glycoprotein using furin inhibitors (Ozden at al , 2008), A similar
observation wis previously reporied usng the avivicus Tick-borne

ancephalitia virug (S adler o al 1997

516 Carboding
Raceni sudies on the carbocyclic analogue of cytldine

{cyciopeniylcytesine or carbodine) suggest that it has poteniial as
an antiviral agent agamsl VEEV (Lilandera ¢t ., 2004), Carpodine

was shown to inhibit ceflular cvtidine triphosphats (CTPY swn-
thetase, w hich converts UTP to CTF, resulting in indirect inhibition

of virus replication through reduciion of CTPpoals (de Oercy ef o,
1890), In oel| culture, carboding is i broad- specirum antiviral with

activity sgainat seversl unrelaied vireses (Andred and Da Qercg
1990, Neyts sl al.. 1994) although cyloloxicity has besn deman-

sirated. The addition of exogencus cylidine (cyd ) or uridine resulis
in Feversil of antivirel activity of carbodine |n varigus cuil lines
{Andrel and Da Cercg, 1950) The nalursl nudecsdet dre dextroro-
tatory (d). bul both 2- and lasvorotatory ([}-analogues can inhibdll
maelabolic engymes (Gumina e al, 2002) and 1ha d-emantiom er
may shiw reduced cylotoioty. Accordingly. Ihe d-enantiom er wis

rocanily used (o lest the inkibilory qualilies of cerbodine against
VEEV-challanged mice (Lisnders &t al, 2008}, Increased survival

Ttes, increased pverags lims o death and reduced bran virustitres
were obssrved when carbodine fresimen! was followed by chal-

m& the micewith the sltenusted vaccine strain (TCEY) of VEEY
ceol inhibitory affect & w s also deleciad if the carbodine w as

sdministered up 1o d days pout-infection

517 Bmadl BNA molecules
In commen with many olher RNA viruses, inhibition of

slphavirus replication in cell culture has been demonstrated using
nﬂﬂ'frvng RNAs and aniisense ollgonusleclides. Inhibition of VEEY

a5 observed using & mixture of four short intarfering RMAS
{ﬂli'lllr 2007), and antisense morpheling cligomers wers sut-

censfully used Tor the inhibition of SINY infection, in cell culture
mnd in mice (Peossler of al , 2008) sirongly suggesiing fhal sim-

ilor approaches should be applisd (o other alphpvirutes such s
CHIKY, Maihods lo overcom e Lhe diffcullles encountersd in dediv-

eding 1hese anlivire molecules are currently the subject of major
roseaich,
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5.1.8. Panl compounds
Compounds axtracled from planls have alwo shown very

PULAME ST BT SITTAR SPEITTE W P TH TR THE
seco-pregnans siercdd glaucogenin Cand |is moncaugar-glycoside
cynatratoside A extracted from Srobilanthes cuma, together with
three new pantasuga-glycosidesof glaucogenin Cfrom Cynanchum

FE LA, A P Y TR W AT W PR T e DR W e
including Tobacco mosaic virus (TMY), and the alphaviruses,
SNV, EEEV, and Gatah virus in cell cullure Morsover, mice
wera prolecied from lethal SNV infeciions wiih no adverse

wilwwiw wf ifrw wwvnpresrrds wn i iofesiwy mniresde (ki o e

2007)

519, naP acties domains aa a targe for inhittion
1N BAGITION 10 INE FESEMTN 3CIIVITISS DESCTIDED S0OvVE. recent

afforts have focused on (he (dentification of specific inhibilors of
virsl enzymes involved n replication. Engyma production pro-

cosses, #clivily assays. and siructural dals are sl avmlabie, and
EOUID [ Org Provioe o DERS 108 iNmiNLOE §Cron i ng. Jnoe N iy

Ihve main anzyma involved in RNA capping, an essantial steg in pro-
moling viral FNA transiation, nsP) |5 an excellent largel candidate

for anfiviral therapy. SINV and SPV nsP1s can be produced Lo high
IRV T GO O UG GEIEE, ATTG DO IR T TN A AChIVIY

on GTF and guanyly!transferae sctivily have been tesied in vilio
Following this strategy, several GTP analogues have been reporisd
b inhibil the tweo activities with K, valuss below 100 M (Lampia

L., TREw).

5190, neP? active domains as 8 largel for inhibilion

Il higs also besn damonstrated Ihl halicases are good anlivi-
tal targels in Navivituses (Goodell ef ol Z008), picornaviryses

{Do Palma ot of, 2008) and hupnn-.drum {Borowski ot &l 2002),
Tha helicass region of SPY nsP2 can be sxpresssd n E ol

bul the proten (s unstable after purification, requiring a high
salt concentralion [Comez de Cedran & &l . 1999). Neverihaless

ihe protein is active and production yields could be compatible
with existing halicase HTP assays using non-radicactive readouts
(Boguszew ska-Chachulska et ol , 2004, Tani of al , 2009} Currendly,
Ihg profedss domain of NSFZ 8 INe Moy promigng [ege for
rational inhibdlor screening This proteass is reaponsible for non-
stiuciurgl polyprofein processing, on essential fupction for virus

replicalion (Balisireri of & 2007; de Grool of al, 1880 Mayur|
ol 0, ZUGE) INNIDILONS CAN DO SEecied INIGUGN 0 RIUCIUre-Dase0

maothod, using tha VEEY prolesss structural dale s a tlemplate
[Russo of ol , 2006). This srategy could be combined with enzy-

matic sssays already described for soveral alphavirus prolesses
LMD BT B, SURIY ). INTEEESIN Y, [0UPepTin, 8 If 0a0-Specirum cys-

lwine protedss inhibitor, has no sffect on the protesss activily ol
CHIKY nsPZ (Pastoring ot sl 2008), suggesting that this protoase

has sructural and functional spectficitiss that could be specifically
e eg

S0 ngP3 active domalng as @ Ladgel for (nhibation

Aruclural dala and sngymalic properties of mados domaing of
nePdin two alphavirusoes have recenily beon reporied (Malof of al.,

2008). On (ha bases of vary recontly published resulls (Park and
Griffin, 2009), the naPd mago doman appears o be asignif cantly

invelvad in both SNV replication and age-dspendent susceplibil-
ity lo encephaiomyeiitis and therefore m sy become a0 appropriale

tar gt for tha developmant of antivirals

5112 neY active demains as a larosl fod inhimlion
The RdRp isthe crucial enzyma in FNAvirusreplication, Because

viral RdRps have no cose homologues amangst cellular replica-
liwm snzymes, they have been targelad since the sarliest Limes in

ihe search for antivirals The first demonsiration of antiviral activ-
ity provided by a nbclecside analogue (Feviewsd in Liryssen of al .

ATEO] VLN VTR R R TN L T WM O ST Y e
tive enzymes as highly promising targets in the fisld of antiviral
drug giscovery and design

Prigr to the commencement of the VIZER project (Coutard el

- EE ), NI T I L PG D AL LI IR L
in the context of drug discovery. How éver, as discussed easiior_ this
sllualion began 1o change from 2005 cawards, following [he sur-
prisingly large-scale cutbreaks of chikungunya levesr on many of

whrs ivvinmieiywsd el esde wed slve surecie e inrattene Snouemn. Gumsmegerwo Ry
{he recont frsl demonsiralion thal slphavirus RdRp aclivily s
encoded in the nsPd gene (Fubok of al, 2008) provides a sirong
incentive for vigorous studies to identity effective nhibilors af

g o e iy e fre o g s b wrmn mpmmn by wel i Fra e R e b
replicalion complax is required for demonsiralion of RdRp activ-
ity, Thus, in vitfo assays requice ol least nsP123 and nsfd in the

feaction migtufe, and (he assays are only effective il recombi-

el el le s eeeed wilh fhe MNoterosioed fpeesioes (Peibah et
Al 2009; Shirako &t ol 2003). Whilst experimental conditions for
the ganeration of suthentic nsfd hive been defined. recombinmt
na12N s il expressed exclusively (n mammalian colls |Rubak

il wly 3SRV w il srwld prwre te ke = e latien in the eeobiend
of HT inhibitar scresning Clearly many problsms remain 1o be
rosolvad,

. Agideal vassines

An allernative spprosch to virus di seass control involves the use

of vaccines Whilst some afe ovallable 1o immunise horses mgainst
UACEDLS GATICEN mm e EEOWF, mm ol embin foon mm ol It it mod ommmd o o e o

bean used o iImmunise iaboralory workers o risk of exposure (o
encephilic Mphaviruses. 1here oo no licensed human vaccines
agains alpheviruses. A live-attenutated vactine against VEEV was
Borad el o AEES (g o ol SR el s s oo i

iglared o more Than BOOO individuals (Alevizatos of ol 1987
Burke ol al ., 1977 Pitman of al. 1998}, As the resull of adverse
effects in a significant proportion of Lhese vaccinated individu-

L L e T 1 = e R R R DL R
and B more pramising highly sitenualed vaccine (V3526) basad
on an infectious cDMA clone of VEEV was Mso developed (Devia
&t al, 995 Hwt o al, 2000) bul concerns over the possibility of

s aer e mon Fe widnolanca b soa nosd B fed ol sdlooiofod Hesca adfar
native approaches such as the developmeant of chimaeric viruses
with the repiicative machinery from SINV, and tha structural genes
from VEEV sre slill being pursuved (Berge of af . 1961, Poeasler
wl al WIART Tha frod sttample 1n develfrs §aset ool el e oo
oganyd CHIKY wora reported in 1970 (Eckels of ol . 1970), How-
vl {hese aarly |mmunogens have nol bean daveloped as liconsed
VICCI NS,

I alwr & lhves. @t anooet &l wereina slron e es deavelaeed by oseoal
plague-{o-plague possages of CHIKY (Edeman et al , 2000). This
vaccine proved highly immunogenic bul some phasa || voluniesrs
deweloped lransent arthraigia. Al least three diffarent mathods
are cuiranite onder dessinnmaent o oroducs sfe sifeciiue sae.
cines agalnel CHIKY. One mathod involves the preparation of
purified insctivated virus using methods similar to those thal
hawn proved successful for the development of By inactivated vag-
cine sasins Tiok.borne snesshalilie viroe (Pavlova o sl 20030
A second melhod Invelves The use of cDMA fragments represent-
ing tha impoitant immunogonic regions of the CHIKY genome
(Muthumani ef ol , 20081, Finaity, chimoe o dphayiryses conton-
ina iha senelic backbona sl SNV TCAD or a naturally allsnualed
EEEV glrain, and the siruciural proteins of wild-iype CHIKV, have
produced promisingrasullsin muring afficacy studies (Wang el al..
Z008).
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B. Conclusion

Lo  BLALL R P tLLLLE R L LUL LI REL e == ok L TR Tl Ll L R
given areimively low profile because other, spparently mere wor-
risome RNA viruses, in tarms of their polentisl virulence such as
SARS coronavirus, avian influenza virus, Nipah virus, rables virus
I Y T (RO WA R TR e PRl SR TR e
How ever, In 2008, the relalive loved of importiance of slphaviruses
s & sgnificant public heallth problem was ralsed when CHIKV
unaxpeciedly smerged as @ maor human pathogen in Alrica, ihe

Bpndimmr  Ghowemt, forsine i Sy wm Tha wwisiresiiy wpridwmerie wf
chikungunya lever, which has now lasled for 4 yoars and shows
litile sign of abating, has the poteniial to resch lhe Amaricas
where f pasl hislary of other invading RMA viruses is prediclive,
il b s Epighy lurymde wsf breapcees s befuiip. ol oew bils Bivia
prospect and the possibiily that as the resull of human impact
on habital and global/lccal distnbution of veciors and hosis, of her
alphaviiuses sich 88 OMNY might sl emaige o produce mudh
mrmrm el e mgldariem e ey beaes dens lo b greesd G

gearch for antivires to combat ihess viruses clearly needs 1o be
intengif e

P | T R e W e

The work reporied in ihis review wis supporied undes
ihe progect enfitled VIZIER (Comparsiive Sruciural Genomics

wi wirml Deaprowe deewivesd i Pepiiessiwo—GCuwmes  pese i
{2004-511980). Professor Scoll Weaver's siphavirus resewch was
supported by Mational Instilule of Health grants US4.AIDST156,
RO1- ANOT1192 and RD1- A6 145
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Introduction

Chikungunya virus (CHIKV, family Togaviridae, genus Alphavirus), is a classical arbovirus, discovered more than
50 years ago in East Africa (Ross 1956) and responsible for acute febrile arthralgia, with possible complicated
presentations at the acute phase (e.g. neurological forms) but also possible long-term persistence of arthritic
signs (Pialoux et al. 2007). Over the last 10 years, CHIKV has been responsible for significant outbreaks
involving millions of human cases in Eastern and Central Africa, the Indian Ocean, India and South-East Asia,
and a limited —but alarming- number of autochthonous cases in Europe.

The viruses responsible for these recent epidemics belong to different genetic clades: (i) some cases identified
in South-East Asia (Malaysia, Indonesia) were caused by viruses belonging to the Asian canonical clade; (ii) the
Central Africa outbreaks (e.g. Cameroon, Gabon), and (iii) the massive Indian Ocean — India — South-East Asia —
Europe (IOISEAE) outbreaks were caused by viruses issued from the ECSA (East — Central — South Africa) clade.

CHIKV is usually transmitted to humans by Aedes aegypti mosquitoes. However, since 2005, it was
shown that an increasing number of transmission cases implicated Aedes albopictus mosquitoes. In a previous
study (de Lamballerie et al. 2008), we demonstrated three distinct epidemiological examples (in the Indian
Ocean islands, India and Central Africa) of the independent acquisition of a single adaptive mutation in CHIKV,
that when exposed to Aedes albopictus, acquired a mutation in the envelope gene (E1, A226V) that has been
reported to provide a selective advantage for the virus to be transmitted by this mosquito (Schuffenecker et al.
2006, Tsetsarkin et al. 2006).
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Here, we analysed a large dataset of CHIKV complete coding sequences, including newly produced sequences,
and examined a number of epidemiological and evolutionary aspects of the recent CHIKV epidemics that
complement and extend previous analyses.
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Materials and methods

In a recent article, Volk and collaborators (2010) produced a comprehensive genome-scale analysis of
CHIKV evolution over time. The complete coding sequence nucleotide alignment dataset used for phylogenetic
analyses was kindly provided by the authors. It was complemented by a number of non-redundant sequences
from public databases and new sequences established from Indian Ocean and European isolates (by
sequencing overlapping PCR products —protocol available upon request to the corresponding author).
Two codon positions non-informative for phylogenetic reconstructions were removed from the alignment: they
correspond to (i) residue 1,857 of the nonstructural polyprotein (associated with readthrough within the NSP4
protein) and (ii) residue 1,035 of the structural polyprotein (associated with the single adaptive mutation
providing selective advantage for transmission by Aedes albopictus at E1 position 226).
Phylogenetic analyses were performed using Neighbour-Joining (NL) and Maximum Likelihood (ML) methods
implemented in the Mega 5.0 software programme (Tamura et al. 2011). In addition, Bayesian (BY) analysis
was conducted (after partitioning the codons into first, second and third positions and allowing Mr Bayes to
estimate different substitution rates for each position).

Results and Discussion

A ML tree is presented in figure 1. It's general topology identifies the West African, Asian and ECSA clades, and
conforms with previously proposed phylogenies (Powers et al. 2000), and with that of NJ and BY
reconstructions obtained using the same dataset.

Strain GABOPY1, collected in Gabon in 2007, appears in the ECSA clade (ECSA2 sub-clade). As described
elsewhere (Leroy et al. 2007), the Gabon outbreak was associated with significant transmission by Aedes
albopictus, and all Gabonese strains characterised to date harboured the A226V mutation. The ECSA2 group
includes a number of strains collected in Central Africa before 1990 (and, anecdotally, the 2000 MH4 Indian
strain which is highly similar to a 1982 Uganda strain and may represent a laboratory contamination, as
previously suggested (Volk et al. 2010)). The Cameroon and Gabon strains identified in 2006-2007 represent
the only recent isolates. The GABOPY1 isolate is the only one made available for genome-scale analysis, which
demonstrates the persistence of ECSA2 viruses in this region and the ability of ECSA2 viruses to adapt to Aedes
albopictus by E1 mutation.

Regarding strains associated with IOISEAE outbreaks, the tree topology is similar to that proposed by Volk and
collaborators (2010) and supports the early hypothesis (de Lamballerie et al. 2008) that the Indian Ocean and
Indian subcontinent outbreaks emerged independently, presumably from Kenyan or early Comoran Aedes
aegypti-adapted CHIKV variants (this hypothesis was supported in Volk's phylogenetic reconstruction by high
(>0.98) BY posterior probability values).

We established full coding sequences of isolates from Mayotte (OPY4, 2006) and Madagascar (MADOPY1,
2006) to be able to include them in genome-scale analysis. Like all other isolates characterised to date
(Schuffenecker et al. 2006), the Mayotte strain includes the A226V mutation, in contrast with two 2005
available sequences from other Comoran islands. Since both Aedes albopictus and Aedes aegypti mosquitoes
are present in Mayotte, this may imply either that original A226 strains from Comoros became rapidly adapted
to Aedes albopictus, or alternatively, that the Mayotte CHIKV strains originated from Reunion island or
Mauritius where a rapid shift to Aedes albopictus-adapted strains was observed (Schuffenecker et al. 2006).
The MADOPY1 strain was isolated in 2006 from a French patient returning from Madagascar. Interestingly, this
strain includes the A226V mutation. This is in contrast with eight 2006 Malagasy isolates characterised by
Schuffenecker and collaborators (2006). Since both Aedes albopictus and Aedes aegypti mosquitoes are
present in distinct areas of Madagascar, this finding may indicate that both Aedes albopictus- and Aedes
aegypti-adapted strains have co-circulated in Madagascar as early as 2006. The presence of Aedes albopictus-
adapted virus strains has been subsequently confirmed in 2007 in a traveller returning from Madagascar
(Pistone et al. 2009).

In addition, we analysed and included isolates made from autochthonous transmission of CHIKV in Europe.
Strain OPY6 (2006) was isolated from a case of autochthonous nosocomial infection in a nurse in metropolitan
France (Parola et al. 2006). The index case was a patient returning from Reunion island. As expected, OPY6
sequence includes the A226V mutation and is grouped with the other 2006 Indian Ocean CHIKV sequences.

Other cases were identified in Italy during the 2007 outbreak. Strains StVE and StBI (isolated from human cases
of autochthonous CHIKV transmission that occurred in Northern Italy) form a cluster with the previously
characterised ITAQ7-RA1 strain (Fallacara and Bonilauri 2008, unpublished), indicating a single viral introduction

57



event and subsequent spread in Italy in 2007. All of them contain the A226V mutation, in accordance with the
local exclusive transmission by Aedes albopictus (Bonilauri et al. 2008).

The analysis of IOISEAE strains illustrates the CHIKV propensity for dispersal and emergence in remote
ecological environments. For example, numerous putative instances of CHIKV introduction in Singapore (Sing1-
Sing3) or Sri Lanka (SL1-SL4) can be identified (figure 1). In addition, this phylogeny supports the hypothesis
that, after 2006, the primary introduction and spread of CHIKV from Kenya in the Indian subcontinent and
South-East Asia was associated with Aedes aegypti-adapted strains (harbouring the E1 residue A226)(de
Lamballerie et al. 2008). In different locations, the selective pressure exerted on CHIKV through the constraint
of having to replicate in a new vector (Aedes albopictus), was associated with independent events of adaptive
mutation (A226V) constituting new examples of "evolutionary convergence". This is illustrated by clusters SL1
and SL4, which contain both A226 and A226V sequences and are supported by NJ and ML bootstrap values
>95%, and by BY posterior probability values of 100%, suggesting that at least two introductions of Aedes
aegypti-adapted strains in Sri Lanka were followed by the emergence of Aedes albopictus-adapted strains.
However, it must be noted that, during the last decade, CHIKV strains belonging to the canonical Asian clade
also circulated in Malaysia & Indonesia. We could identify in databases six Malaysian strains belonging to this
clade, isolated in 2006, and for which E1 position 226 had been characterised. All of them harbour the E1
residue A226 (Aedes aegypti-adapted) despite the fact that the most recent common ancestor of the Asian
clade strains existed around 1950 (Volk et al. 2010), i.e. strains belonging to that clade have been circulating for
more than 50 years in Asian areas where Aedes albopictus is prevalent. This indicates, either that they were
not vectored by Aedes albopictus mosquitoes, or that they were vectored without the appearance of the
A226V adaptive mutation. By contrast, 17 out of 17 strains belonging to the IOISEAE clade and collected
between 2006 and 2009 in Malaysia contained the A226V adaptive mutation. This indicates that viruses
belonging to the Asian and IOISEAE clades do not have the same propensity to acquire the A226V adaptive
mutation, depending on their genetic background. Paradoxically, regarding viruses of the Asian clade, in the
absence of specific entomological field studies, we ignore whether this reflects efficient transmission by Aedes
albopictus without the requirement for an adaptative mutation in the E1 protein, or a poor transmission by this
mosquito, associated with a specific constraint that would prevent the appearance of an adaptative mutation.

In conclusion, the genome-scale phylogenetic analysis of Chikungunya viruses confirms the remarkable CHIKV
propensity for spread in remote naive populations. During the recent outbreaks in the Indian subcontinent and
South-East Asia, the virus dispersal was most certainly supported by viraemic travellers moving to areas where
Aedes mosquitoes are prevalent, resulting in multiple independent viral introductions in locations such as Sri
Lanka and Singapore. Analyses also identified new events of evolutionary convergence that confirm the ability
of viruses belonging to the ECSA2 sub-clade to acquire a single adaptive mutation providing selective
advantage for transmission by Aedes albopictus. The absence of adaptative mutation in viruses belonging to
the Asian clade isolated in the same regions raises the question of their actual transmission by Aedes albopictus
and that of the influence of the viral genetic background on the propensity to acquire the A226V mutation. No
information is available regarding the possible adaptation to the transmission by Aedes albopictus in the case
of strains belonging to the Asian and West African clades, and to the ECSA1 sub-clade.

Complementing previous competence studies (Tsetsarkin et al. 2006) by constructing infectious cDNA clones of
CHIKV using the genetic backbone from isolates from the different clades (the Asian and West African clades,
the ECAS1 sub-clade), and using A226 and A226V viruses for performing experimental infection of Aedes
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes, as well as fitness analyses in both mosquito and mammalian cells,
could be of great benefit. It would increase our understanding of the potential for adaptation to new vectors
of chikungunya viruses, and thus improve our ability to predict potential for emergence in new ecological
niches.
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Figure 1. Genome-scale phylogenetic analysis.

The tree was built using the ML statistical method, the Tamura-Nei substitution and Gamma distribution with
Invariant sites (G+l) models implemented in the Mega 5.0 software, and 500 bootstrap replications. It includes
the 3 major recognised clades (West Africa, Asia, East — Central — South Africa [ECSA]), and viruses
characterised during the recent Indian Ocean — India — South-East Asia — Europe [IOISEAE] outbreaks.
Sequences in red were produced by the authors; sequences in orange represent Malaysian CHIKV isolates;
sequences in blue represent Sri Lankan isolates; sequences in green represent Singapore isolates.

Strains are labelled as follows: strain name_date of collection_country_residue at position E1 226.
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La plupart des arbovirus circulent dans les régions tempérées et tropicales ou leurs vecteurs
sont adaptés. Le virus Chikungunya, un Alphavirus transmis par des moustiques, n’ayant
jamais sévi dans le Sud-Ouest de 1’océan Indien, y a fait, & partir de février 2005, une
incursion spectaculaire (Chastel C. 2005). 1l a atteint successivement la République islamique
des Comores, Mayotte, I’lle Maurice, la Réunion, les Seychelles et Madagascar (Sissoko et al.
2007, Ratsitorahina M. et al. 2008). L’impact le plus grave, s’est produit a la Réunion, ou
quelques 260 000 cas ont été recensés, soit plus du tiers de la population réunionnaise. Les
moyens les plus efficaces de prévention sont la protection contre les contacts avec les
moustiques porteurs de maladies et la lutte contre les moustiques. Il s'agit notamment
d'utiliser un insectifuge avec des substances comme le DEET (N, N-diéthyl-m-toluamide,
¢galement appelé N, N'-diéthyl-3-méthylbenzamide ou NNDB), icaridine (également connu
sous le nom de picaridine et KBR3023), PMD (p -menthane-3, une substance dérivée de
l'eucalyptus citron), ou IR3535. Le port de vétements a manches longues et pantalons offre
¢galement une protection. En outre, les vétements peuvent étre traités avec des pyréthrinoides,
une classe d'insecticides qui a souvent des propriétés répulsives, les pyréthrinoides vaporisé
(Ex : spirales anti-moustiques) sont ¢galement des insectifuges. La sécurisation par des écrans
sur les fenétres et portes aidera a empécher I’entrée des moustiques péridomestiques. Il
n’existe aucun traitement, aucun vaccin commercialis€ contre le CHIKV. In cellulo,
I’interféron alpha recombinant humain (IFN-alpha2b), la glycyrrhizine, la 6-azauridine et la
ribavirine sont efficaces sur le CHIKV. Cependant des essais chez I’homme restent a
effectuer. Afin de trouver rapidement un traitement contre ce virus, nous avons criblé les
molécules de notre chimiotheque AMM (de principes actifs commercialisés). La chloroquine
s’est montrée efficace in vitro, mais 1’essai clinique mené a la Réunion n’a pas montré
d’efficacité chez ’homme. Un autre antipaludéen s’est montré efficace sur le CHIKV.
L’objectif de ce travail était donc d’évaluer 1’activité d’un antiviral, précisément 1’ Arbidol sur
le CHIKYV in vitro afin de vérifier si le mécanisme d’action se situe au niveau de ’entrée du
virus dans la cellule, comme pour le virus influenza puisque le CHIKV est un virus
enveloppé.
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1. Le développement des antiviraux contre le CHIKV

A Résumé

Dans les 5 derniéres années, le CHIKV a été a 1’origine d’une forte morbidité en Afrique et en
Asie. L'expansion géographique continue des deux vecteurs Ae. aegypti et Ae. albopictus
pourrait conduire au cours des prochaines années, a une expansion de la maladie en
Amérique. Il n'existe actuellement aucune thérapie antivirale ou de prophylaxie (vaccins) chez
I’homme. Ainsi, lors des dernieres épidémies apparues dans 1’océan indien, seul un traitement
symptomatique (de type antalgique non salicylate ou anti-inflammatoires) a pu étre apporté
aux patients (Pialoux et al. 2007). Cependant le developpement de modeles murin (Couderc
et al. 2008, Ziegler et al. 2008 ; de Lamballerie et al. 2009) et primate, (Roques et al. 2009)
ainsi qu’une nouvelle approche impliquant des molécules naturelles végétales, contribuent a
accroitre le développement de nouveaux candidats antiviraux (Li et al. 2007).

1 Chloroquine

La chloroquine a été utilisée pour inhiber le Sindbis Virus (SINV) et l'infectiosité Simliky
forest virus (SFV) in vitro (Cassell et al. 1984, Coombs et al. 1981, Helenius et al. 1982;
Inglot, 1969, Shimizu et al. 1972), mais des études chez la souris ont suggéré que ce
médicament pourrait augmenter la réplication virale et aggraver la maladie (Maheshwari et al.
1991). Les derniéres recherches ont porté sur I'efficacité de la posologie chloroquine utilisée
pour traiter une infection aigué par le CHIKV (de Lamballerie et al. 2008. Savarino et al.
2007). La Chloroquine phosphate a également été utilisée pour traiter l'arthrite chronique du
chikungunya (Brighton, 1984) basé sur les propriétés anti-inflammatoires de la molécule. Sur
la base des expériences de cultures cellulaires, des résultats comparables a ceux obtenus pour
le CHIKYV, ont également été observés par le coronavirus du SARS. La chloroquine a été
envisagée comme potentiellement antivirale pour le traitement des personnes infectées par le
coronavirus du SARS (Keyaerts et al. 2004, Leyssen et al. 2006). Pour faire avancer ces
¢tudes sur la chloroquine et le CHIKV, un double aveugle contrdlé versus placebo (voir
http://clinicaltrials. gov/ct/show/NCT00391313) (de Lamballerie et al. 2008a; Leyssen et al.
2006) a été mené a la Réunion (Océan Indien). Aucune différence statistique n'a été observée
entre la chloroquine et les groupes placebo, tant sur la durée moyenne d’arthralgies fébriles
que sur la virémie. Apres 200 jours de traitements et d’observations, les patients traités avec la
chloroquine souffraient toujours de douleurs arthralgiques comparés aux patients ayant recus
un placebo. Cependant, le nombre de patients inclus dans 1'étude était trop petit pour tirer des
conclusions définitives au sujet 1'effet de la chloroquine. Alors que l'inhibition in vitro de la
réplication du CHIKYV par la chloroquine est fortement observée, 1’index thérapeutique étroit
ainsi que l'absence d'amélioration biologique ou clinique, au cours d'un essai clinique, ne
militent pas en faveur d'une utilisation thérapeutique dans les cas non compliqués.
L’utilisation de la chloroquine a des fin de prophylaxie ou de traitement de cas grave
d’infection au CHIKYV necessiterait de plus amples études, notamment sur un modele animal
primate non humain (Labadie et al. 2010).

2 Ribavirine

La ribavirine montre une vaste activité inhibitrice in vitro contre les virus ARN avec des
modes d'action différents selon les virus (Leyssen et al. 2006). Dans certains cas, elle inhibe
I’IMP déshydrogénase, appauvrissant la synthése GTP. Dans d'autres, elle est utilisée comme
substrat non-canonique pour la synthése de I'ARN qui introduit un certain nombre de
mutations, dont l'accumulation peut provoquer l'inactivation du virus (Crotty et al. 2001;
Severson et al. 2003). La ribavirine est utilisée en association avec l'interféron o pour le
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traitement de I'hépatite C (VHC), mais le mécanisme d’action est multifactoriel. Le
mécanisme prédominant direct pour lequel la ribavirine exerce son activité antivirale in vitro
contre des flavivirus et paramyxovirus est facilité par l'inhibition de 'IMP déshydrogénase
(Leyssen et al. 2005). Dans le cas des Alphavirus, Le SINV a developpé une résistance a la
ribavirine (Scheidel et al. 1987). La résistanca été associée a une mutation sur la protéine nsP1
(Scheidel et Stollar, 1991). 11 a été suggéré que le mutant codifie une modification de
I’enzyme ARN guanylyltransferase qui a une grande affinité¢ pour le GTP, cela favorise la
réplication dans les cellules avec des niveaux réduits de GTP. Ceci est cohérent avec
I'hypothése que la ribavirine agit principalement comme un IMP inhibiteur de Ia
déhydrogénase contre les Alphavirus. Dans d'autres cas, la Ribavirine est utilisée comme
substrat non-canonique pour la synthése de I'ARN, qui introduit un certain nombre de
mutations dont l'accumulation peut provoquer l'inactivation du virus (Crotty et al. 2001;
Severson et al. 2003).

La ribavirine est utilisée en association avec l'interféron a pour le traitement de I'hépatite C
(VHC), mais le mécanisme d’action est multifactoriel. Une combinaison d'interféron alpha et
ribavirine montre une synergie sur l'inhibition in vitro de CHIKV (Briolant et al. 2004).
Cependant, D’application clinique nécessitant une injection parentale est couteuse et
inimaginable pour une application a grande échelle, la rendant impropre a l'utilisation a
grande échelle au cours des épidémies.

3 Carbodine

Des ¢études récentes sur la Cyclopentylcytosine ou Carbodine suggerent son potentiel en tant
qu’agent antiviral contre le Venezuelan equine encephalite virus (VEEV) (Julandera et al.
2008). On a montré que la carbodine peut inhiber la cytidine triphosphate synthétase cellulaire
(CTP), qui a la fonction de convertir I’'UTP en CTP, entrainant 1'inhibition indirecte de la
réplication du virus en réduisant le nombre CTP (de Clercq et al. 1990). En cultures
cellulaires, la carbodine est un antiviral a large spectre (Andrei et De Clercq, 1990, Neyts et
al, 1996). Dans la nature les nucléosides sont dextrogyres (d), mais les deux formes d-et
lévogyre (1)-analogues peuvent inhiber les enzymes métaboliques (Gumina et al. 2002), la
difference étant que la forme L provoque une cytotoxicité importante alors que le D-
énantiomére est responsable d’une cytotoxicité réduite. Par conséquent, la D-énantiomere a
été récemment utilisée pour tester l'inhibition du VEEV en utilisant des souris infectées
(Julandera et al. 2008). L’augmentation du taux de survie, plus grande augmentation de la
durée moyenne de la vie et la réduction de la virémie dans le cerveau ont été observées,
lorsque le traitement par carbodine a été réalisé sur des souris traitées avec le vaccin vivant
atténué¢ (TC83) de VEEV. La carbodine a une action inhibitrice jusqu’a 4 jours apres
l'infection.

B Vaccins anti-CHIKYV

Un vaccin vivant atténué, a été développé par passages succéssifs avec la lignée cellulaire
MRCS (fibroblastes humains) du CHIKV (Edelman et al. 2000). Ce vaccin s'est révélé
hautement immunogeéne, mais sur certains essais de phase II, des volontaires ont développé
une arthralgie transitoire. Au moins deux méthodes différentes sont actuellement en cours
d'¢laboration pour la production de vaccins sirs et efficaces contre le CHIKV. Une méthode
consiste a la préparation de virus purifiés et inactivés par des méthodes similaires a celles qui
ont fait leurs preuves, pour le développement d'un vaccin inactivé contre le virus de
I'encéphalite a tiques (Paviova et al. 2003). Une deuxiéme méthode consiste a utiliser des
fragments d'ADNc représentant d’importantes régions immunogenes du génome CHIKV
(Muthumani et al. 2008).
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II  Définition des modéles d’études

A Arbidol

L’Arbidol (HZ2) a été développé par I'Institut de recherche pharmaceutique Russe dans les
années 1990 (Obrosova Serova et al. 1991). 11 est utilis¢ dans le traitement mais aussi dans la
prévention des infections respiratoires virales séveres (influenza A et B, virus respiratoire
syncytial (VRS, SARS) chez les adultes et les enfants (Khamitov RA et al. 2008). Dans la
littérature, on retrouve d’autres virus sur lesquels I’ Arbidol est actif (Deng HY, et al. 2008).
Une équipe américaine a ¢tudié les virus des hépatites B et C, ils ont démontré que cette
molécule inhibe la fusion membranaire et donc Dl’entrée du virus dans la cellule. Ce
mécanisme d’action a déja été décrit pour le virus de la grippe. Une étude récente publiée par
une équipe chinoise en 2007 démontre ainsi son efficacité sur plusieurs virus: influenza A,
Virus Respiratoire Syncitial (VRS), rhinovirus (HRV), virus Coxsackie, Adénovirus (Shi L. et
al. 2007). Les tests prenant en compte les résultats des ICsy (concentration d’antiviral inhibant
50% de l’infection virale sur culture cellulaire) (Tab.1) ont démontré que le mécanisme
d’actions de 1’Arbidol est lié a la phase précoce du cycle réplicatif viral pour les virus
enveloppes (absorption ou fusion) (Shi L. et al. 2007).
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Tab.1 : activité antivirale de I’Arbidol sur différents virus

B VIRUS CHIKUNGUNYA

Le CHIKV est un Alphavirus de la famille des Togaviridae, il est transmis aux humains par
piqiire de moustiques infectés, du genre Aedes. Le CHIKV a été découvert lors d’épidémies
en Afrique de ’Est en 1952-1953. 1l est responsable d’épidémies en Afrique, en Asie et en
Océanie. Les études phylogénétiques des différentes souches de CHIKV ont suggéré une
origine Africaine du virus et ont identifié¢ trois lignages différents au plan génotypique:
lignage ouest africain d’une part et lignage est/central-africain et asiatique (Powers et al.
2000, Charrel R.N. et de Lamballerie 2006,;de Lamballerie 2008).

En 2005, une épidémie de CHIKV a sévi a I’ile de la Réunion avec plus des 260000 cas
(Parola et al. 2006 ; D’Ortenzio et al. 2011), le virus était encore transmis uniquement par le
vecteur Aedes aegypti présent dans les régions tropicales ou sub tropicales. La mutation
A226V du CHIKYV, a permis la transmission du virus par un second vecteur : 1’4e.albopictus
(de Lamballerie et al. 2008b), ce vecteur étant présent dans un grand nombre de pays et
notamment en régions tempérées, on souligne ici I'importance de trouver des antiviraux contre
le virus du Chikungunya (CHIKV).
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IIl Stratégies expérimentales

L’objectif de cette étude était de caractériser l'efficacité de 1’ Arbidol, sur la réplication virale
du CHIKYV et de préciser le mécanisme d'action. Nous avons utilisé, pour cela, deux lignées
cellulaires, les VERO (lignée cellulaire immortelle (cellules rénales de singe vert africain
(Cercopithecus aethiops) et le MRCS5 (lignée de cellules primaires ; fibroblastes humains)
(Krejbich-Trotot P., 2011).

La premiere lignée a été utilisé car c'est un modele cellulaire bien caractérisé, la seconde
lignée a été utilisé pour €tre plus proche de la situation in vivo puis qu’il s’agit de cellule
d’origine humaine.

Les différents points de notre stratégie expérimentale sont :

o Cinétique d’action de I’ Arbidol sur la réplication virale du CHIKYV, incubant I’ Arbidol
(HZ2) a différents temps avant, pendant et aprés 1’infection, nous avons constaté que
I’inhibition était plus efficace avant I’infection, et donc avant I’entrée du virus dans les
cellules.

o Etudiées les effets des différents métabolites de 1’ Arbidol (HZ2) sur la réplication viral
du CHIKV HZ1 et HZ3.

° Déterminer I’ICsq.

o Sélectionner un mutant résistant. Grace a la pression de la molécule, a été sélectionné
un mutant capable d’échapper a la réponse thérapeutique.

o Caractériser le mutant

1.  Séquencage.
2. Comparer les cinétiques de réplication entre les souches mutant et wild type

(WT).

Dans le but de connaitre les génes impliqués a déterminer la résistance, ainsi que

mécanisme d’action a été impliqué, une fois obtenu la souche résistante il a été

identifi¢ la mutation en position G407R (E2).
e Construction IC: Pour comparer la souche sauvage avec la nouvelle souche résistante un
nouveau clone infectieux (IC) a été developé.
o Le clone infectieux (IC) de la souche LR2006 OPY1 CHIKV (CHIKV-LRic) a été
aimablement fourni par le Pr. S. Higgs (Tsetsarkin et al. 2006). Nous avons changé¢ le
promoteur SP6 par un promoteur CMV qui permet la synthése d’ARN in cellulo. Le
promoteur CMV est suivit du génome complet du CHIKV terminer par le ribozyme de HDV
(hépatites delta virus) qui permet a I’ARN viral d’étre coupé juste a la fin de la queue poly A
du génome viral. Pour permettre la multiplication du clone Infectieux ainsi que la selection de
celui-ci, une partie plasmidique contenant une origine de réplication pBR322 et un geéne de
résistance a I’ampicilline sont venu refermer le clone infectieux. Le clone infectieux Tonile
obtenu, nous avons introduit la mutation G407R pour obtenir le clone infectieux Tonile-ARB.
Les deux clones infectieux ont étés obtenus par des techniques classiques de biologie
moléculaire. Les différents fragments des clones infectrieux ont étés obtenus par PCR, et les
constructions ont ¢ét¢ monté a 1’aide d’enzyme de restriction de ligation. Pour le clone
infectieux Tonile-ARB, les amplicons contenant la mutation ont été¢ digérés et insérés entre
les sites de restriction uniques Agel et Xhol de I’IC Tonile (Vanlaningham et al. 2005). Le
Tonile et les clones Tonile-ARB infectieux ont été séquencés complétement afin de valider
qu'il n’y avait pas des erreurs dans les constructions.
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A Tests d’efficacité in vitro

1 Matériels et méthodes

L’Arbidol (HZ2) et deux métabolites dérivés, le HZ1 (6-bromo-4-(diméthylamino)-5-
hydroxy-1-méthyl-2-(phenylsulphonylmethyl)-1H-indole-3-carboxylate) et le HZ3 (6-bromo -
4-diméthylamino)-5-hydroxy-1-méthyl-2-(methylphenylsulphoxyde)-1H-indole-3-
carboxylate) (Fig. 2) ont été fournis par Stragen Pharma SA (Geneéve, Suisse). Les poudre du
HZ2, HZ1 et HZ3 ont été dissoutes dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) a une concentration
finale de 10 mg / ml suivie d'une dilution dans de I'eau distillée stérile a 1 mg / ml et stockage
a-20°C.
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Fig.2 structures chimiques HZ2 (A), HZ1 (B) and HZ3 (C)

a) Cellules et virus

Les cellules MRCS5 (fibroblastes humains) sont maintenues a 37°C sous 5% de CO2, dans le
milieu de culture BME additionné de 10% de sérum de veau feetal (SVF), 100 U/ml de
Pénicilline, 100 U/ml de Streptomycine, 2 mM de Glutamine et de 100 U/ml de Fungizone.
Les cellules HEK-293 (cellules embryonnaires humaines de rein), utilis€ uniquement pour la
transfection du IC (Tonile-ARB) sont maintenues a 37°C sous 5% de CO2, dans le milieu de
culture DMEM additionné de 4.5 g/l of D-glucose, 1| mM pyruvate de sodium et 2 mM de
Glutamine, additionné de 10% de sérum de veau feetal (SVF) 100 U/ml de Pénicilline, 100
U/ml de Streptomycine. Les cellules VERO (cellules rénales de singe vert africain
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(Cercopithecus aethiops) sont maintenues a 37°C sous 5% de CO2, dans le milieu de culture
MEM + 1% Peni/Streptomycine + 1% Glutamine + 7% SVF décomplémenté.

La souche de CHIKV utilisée est LR2006 OPY1 (CHIKV-OPY1, NC004162), elle a été
isolée, suite a I’épidémie de fin 2005 a la Réunion, par le laboratoire de virologie de 1’hdpital
La Timone a Marseille (Tsetsarkin K. et al. 2006).

b) Test de cytotoxicité de I’Arbidol HZ2 sur les cellules MRC5 et VERO

La cytotoxicité de I’ Arbidol HZ2 pour les cellules MRCS et Vero a été évaluée en utilisant le
rouge neutre (NR) pour les dosages de l'absorption du colorant et les observations
microscopiques (Repetto et al. 2008). Nous avons utilisé des Plaques 96 puits MRC5 et Vero
confluentes avec des concentrations variables d’Arbidol HZ2 (0 a 100 pg / ml), les plaques
ont été incubées a 37 ° C, 5% de CO2 pendant 18 ou 48 heures (respectivement pour les
cellules MRCS5 ou Vero), nous avons ensuite ajouté a chaque puits du rouge neutre (40pg/ml).
Apres 3 heures d'incubation, le colorant a été lavé avec une solution d'éthanol acidifié puis les
densités optiques (DO) ont été lut avec un spectrophotometre pour microplaques a 540 nm
(TECAN Sunrise). Les résultats sont exprimés en CCsg qui est la concentration de la molécule
qui induit la mort de 50% des cellules.

¢) Les Tests d’infection des cellules MRCS par le CHIKV

Pour déterminer I’IC50 par analyse immunofluorescence indirecte (IFI), les cellules MRC-5
ont été cultivées sur LabTek II Chamber Slide System 8 Welles (Nalge nunc internationale)
Nous avons aussi utilis¢ le test de TCID50, valeur quantitative d'un agent pathogene
produisant un changement pathologique dans 50% des les cellules inoculées, exprimé en
TCID50/ml.

IFI (Immunofluorescence Indirecte)

On a utilis¢é le systéme LabTek II Chamber Slide System 8 Welles (Nalge nunc international).
(Annexe 1).

Les cellules MRCS5, a 80% ou 100% de confluence sont incubées pendant 1 heure a 37°C sous
5% de CO2 avec 250ul de CHIKV a différentes dilutions (1/100¢me, 1/200¢me, 1/1000eéme,
1/2000éme, 1/10000¢me, 1/20000¢me, 1/100000¢me) (Fig. 3).

CHIKV CHIKV CHIKV CHIKV

1/100°™ 1/200°™ 1/1000&me 1/2000&me
CHIKV CHIKV CHIKV

T- 1/10000éme | 1/20000éme | 1/100000éme

Fig. 3 : plan de lame LabTek utilisé pour les test d’infection des MRC5 par le CHIKV
Dans chaque puits : 250ul de virus CHIKV-Opy1 dilué dans du BME semi gélifié

Pour le T- : témoin négatif : 250ul de milieu BME semi gélifié sans virus

Ensuite le surnageant est ¢liminé et apreés un ringage des cellules au HBSS (GIBCO), il est
remplacé par 250ul de milieu de culture semi gélifi¢ (METHOCULT™ H4100 : gel
ralentissant la lyse des cellules par le virus) additionné de 10% de sérum de veau feetal, 100
U/ml de Pénicilline, 100 U/ml de Streptomycine, 2 Mm de Glutamine, 100 U/ml de Fung
zone. Apres 48 heures a 37°C sous 5% de CO2, les surnageant sont éliminés et les cellules
sont rincées au HBSS. Aprées retrait du systéme d’incubation des Labre, les lames sont rincées
trois fois pour 5 minutes avec du Phosphate Buffer Salin(PBS), suivi d’un ringage rapide de
10 secondes avec de 1’eau distillée puis incubées 20 minutes dans de I’acétone afin de fixer
les cellules aux lames. Les lames sont révélées par immunofluorescence indirecte : apres une
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incubation de 30 minutes en chambre humide a 37°C avec un sérum de patient immunisé
contre le CHIKYV, dilu¢ au 1/20 dans du PBS, les lames sont rincées deux fois pour 5 minutes
avec du PBS et une fois 10 secondes environ a I’eau distillée. Elles sont ensuite incubées 30
minutes en chambre humide a 37°C avec un anticorps secondaire anti-IgM humaine (Fluoline
G, BioM¢érieux) et du Bleu d’Evans, les deux dilués au 1/400 dans du PBS. Aprés un ringage
identique au premier, les lames sont montées et lues au microscope a fluorescence. On estime
le pourcentage de cellules infectées pour chaque puits, par observation au grossissement x20
du microscope a fluorescence. (Fig. 4 et 5).

Fig.4 : Exemple d'immunofluorescence négative
Cellules MRC5

Microscope a fluorescence au grossissement X20

Fig.5 : Exemple d’'immunofluorescence positive
Cellules MRC5

Microscope a fluorescence au grossissement X20

Ce test a été réalisé 8 fois. Il permet d’obtenir la concentration de CHIKV qui infecte environ
50% des cellules MRCS5 sur systeme LabTek a 48h post d’infection. Cette concentration sera
la notre dilution de référence pour tous les autres tests.

d) Test de sensibilit¢ du CHIKV-Opyl a I’Arbidol

On a utilisé¢ le méme systeme LabTek afin de déterminer la concentration d’Arbidol qui
permet ’inhibition de 50% de ’infection par le CHIKV sur les cellules MRC5. L’Arbidol a
¢té fourni par le laboratoire Stragen Pharma, il a été solubilis¢ dans 100ul de DMSO
(dimethylsulfoxide), dilué dans de 1’eau stérile & une concentration de 300ul/ml et stocké a -
20°C. Les cellules MRC5, a 80% ou 100% de confluence sont incubées 1 heure a 37°C sous
5% de CO2 avec 250ul de virus CHIKV-Opyl dilué au 1/2000i¢me. Puis le surnageant est
¢liminé et aprés un ringage des cellules au HBSS (GIBCO), il est remplacé par 250ul de
milieu de culture semi gélifi¢ (METHOCULT™ H4100 : gel ralentissant la lyse des cellules
par le virus) additionné de 10% de sérum de veau feetal, 100 U/ml de Penicilline, 100 U/ml de
Streptomycine, 2 Mm de Glutamine, 100 U/ml de Fungizone ainsi que de différentes
concentrations de Arbidol (0,9 ; 1,8 ; 3,75 ; 7,5 ; 15 et 30ug/ml) (Fig. 6).
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V + AV V+AV V+AV
T+ 0,9ug/ml 1,8ug/ml 3,7ug/ml

V+AV V+ AV V+ AV
T- 7,5ug/ml 15ug/ml 30ug/ml

Fig. 6: plan de lame utilisé \
T+ : témoin positif : 250l de CHIKV-Opy1 a la dilution 1/2000°™ dilué dans du BME semi gélifié
T- : témoin négatif : 250ul de BME semi gélifié sans virus

Apres 48 heures a 37°C sous 5% de COa, les surnageants sont ¢éliminés et les cellules sont
rincées au HBSS. Apres retrait du systéme d’incubation des LabTek, les lames sont rincées
trois fois pour 5 minutes avec du Phosphate Buffer Salin(PBS), suivi d’un ringage rapide de
10 secondes avec de 1’eau distillée puis incubées 20 minutes dans de I’acétone afin de fixer
les cellules aux lames. Les lames sont révélées par immunofluorescence indirecte. Apres une
incubation de 30 minutes en chambre humide a 37°C avec un sérum de patient immunisé
contre le CHIKYV, dilué au 1/20 dans du PBS, les lames sont rincées deux fois 5 minutes au
PBS et une fois 10 secondes environ a I’eau distillée. Elles sont ensuite incubées 30 minutes
en chambre humide a 37°C avec un anticorps secondaire anti-IgG humaine (Fluoline G*,
BioMe¢érieux) et du Bleu d’Evans, les deux dilués au 1/400 dans du PBS. Aprés un ringage
identique au premier, les lames sont montées et lues au microscope a fluorescence. On estime
le pourcentage de cellules infectées pour chaque puits, par observation au grossissement x20
du microscope a fluorescence. L’IC50 est calculé grace a la droite de régression issue du
calcul du pourcentage d’inhibition (rapport du % d’infection mesuré sur le % d’infection sans
Arbidol)

% d’inhibition = [(A x In(concentration en STR 108)] + B

Aprés D’obtention de A et B par régression linéaire, on calcule 1I’'IC50, c'est-a-dire la
concentration d’Arbidol qui entraine 50% d’inhibition grace a I’équation de la droite. Ce test a
été effectué N8 fois.

En paralléle, nous avons évalué I’ICsy sur un autre support cellulaire: les plaques 12 puits
(FALCON) et aussi sur d’autres cellules BGM (cellules de foie de singe), Hep-2(cellules de
lignée tumorale humaine). Dans un premier temps, il faut déterminer la dilution de virus qui
infecte environ 50% des cellules. Les cellules MRC5, BGM et Hep, a 80% ou 100% de
confluence sont incubées 1 heure a 37°C sous 5% de CO2 avec 500ul de virus CHIKV-Opyl
dilu¢ au 1/100ieme, 1/1000¢me, 1/10000éme, 1/100000éme et 1/1000000¢me. Puis le
surnageant est ¢liminé et apres un ringage des cellules au HBSS (GIBCO), il est remplacé par
1ml de milieu de culture additionné de 10% de sérum de veau foetal, 100 U/ml de Pénicilline,
100 U/ml de Streptomycine, 2 Mm de Glutamine, 100 U/ml de Fungizone. Apres 48 heures a
37°C sous 5% de CO2, les surnageants sont ¢liminés et les cellules sont rincées au HBSS.
500ul de trypsine sont ajoutés, on incube a 37°C jusqu’a ce que les cellules soient
completement décollées, on ajoute alors 1,5ml de milieu de culture pour inhiber 1’action de la
trypsine. On met 150ul de chaque échantillon dans un FUNNEL de SHANDON. On
centrifuge 3minutes a 900 rpm. Apres avoir séché et fixé les lames, on réalise un test
d’immunofluorescence indirecte décrit précédemment. Une fois cette dilution déterminée
pour chaque type cellulaire, on teste 1’efficacité de I’ Arbidol en utilisant le méme procédé et
en ajoutant les concentrations d’antiviral (0,9 ; 1,8; 3,75; 7,5; 15 et 30ug/ml) 1h apres
I’infection des cellules. Ce test a été réalisé 1fois.

e) Test de sensibilité du CHIKV-Opyl1 a I’Arbidol activé

Une équipe russe (Obrosova-Serova NP. et al. 1991) a démontré que cette molécule est plus
efficace sur le virus de la grippe si on ’incube au préalable 12h a 37°C avant d’infecter les
cellules. Pour cela, on a utilis¢ le systtme LabTek et la méme procédure décrite
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précédemment et on prépare les dilutions d’Arbidol dans le méme milieu 12h avant I’infection
des cellules, on I’incube a 37°C. Ce test a été réalisé 5 fois.

f) Test de sensibilité du CHIKV-Opyl aux métabolites de I’ Arbidol

Le laboratoire STRAGENE nous a fourni 2 métabolites d’origine chimique du HZ1 et HZ3.
Pour les tester on a utilisé la méme procédure que celle utilisée pour tester 1’ Arbidol et aux
mémes concentrations. Ce test a été réalisé 5 fois.

g) Test cinétique de I’activité de I’Arbidol sur le CHIKV-Opy1

Traitement antiviral avant infection virale: les cellules dans le systéme LabTek sont incubées
avec 250ul de Arbidol aux mémes concentrations décrites précédemment 1, 3, 5, 8, 24h avant
I’infection par le virus. Aprés 1h d’incubation pour I’adsorption virale, les cellules sont
débarrassées du surnageant, rincées au HBSS et rée-incubées avec 250ul d’Arbidol pendant
48h. La détermination de I’'IC50 est réalisée par immunofluorescence indirecte com décrite
précédemment. Ce test a été réalisé 5 fois.

Traitement antiviral et infection virale simultanés Le virus est dilué dans du milieu dans
lequel il a déja été dilué 1’Arbidol dans ses différentes concentrations. Les cellules sont
infectées avec cette suspension (virust+antiviral). Aprés lh d’incubation pour 1’adsorption
virale, les cellules sont débarrassées du surnageant, rincées au HBSS et rée-incubées avec
250ul d’Arbidol pendant 48h. La détermination de I’'ICsy est réalisée par IFI com décrite
précédemment. Ce test a été répliqué 5 fois.

B Effet direct de I’ Arbidol sur le virus

Le virus et I’Arbidol ont été incubés ensemble dans du milieu de culture cellulaire pendant 30
et 60 min avant D’infection des cellules avec 250ul de cette suspension. Aprés 1 heure
d’incubation pour 1’adsorption virale, les cellules sont débarrassées du surnageant, rincées au
HBSS et rée-incubées avec de 1’Arbidol aux différentes concentrations pendant 48h. La
détermination de 1I’ICsg est réalisée par IFI décrite précédemment. Ce test a été répliqué 3 fois.

1 Obtention d’un CHIKYV mutant Arbidol résistant (CHIKV-Opy1-
ARB)

Il s’agit de repasser un certain nombre de fois le CHIKV sur des cellules en présence
d’Arbidol en débutant par une faible concentration pour arriver a une concentration
importante d’antiviral. Enfin que le virus s’adapte a la pression de sélection imposée par
I’antiviral, cela pour pouvoir observer cette adaptation au niveau moléculaire.

On a utilise des plaques 12 puits (FALCON), le virus est passé en multiplicité d’infection
(dilutions a 10-3, 10-4, 10-5 et 10-6), avec une concentration d’antiviral 3,5ug/ml en parall¢le
a un test sans antiviral. On récupere le surnageant de la dernicre dilution de virus dont I’effet
cytopathogéne est observable au microscope. Ce dernier est ensuite utilis€ pour étre repassé
en multiplicit¢ d’infection (dilutions a 10-3, 10-4, 10-5 et 10-6), avec les concentrations
d’antiviral augmentées (3,5 4,5 et 5,5). Le méme schéma est réalisé¢ avec une augmentation de
la concentration de 1 et 2ug/ml. On récupere le surnageant du passage 17 avec 30pg/ml
d’Arbidol, et congele a -80°C. L’ICsy d’Arbidol pour ce mutant en s’appuyant sur la méme
procédure utilisée pour le virus sauvage.

2 Séquencage du génome complet du CHIKV mutant résistant a
I’ Arbidol

Pour obtenir les ARN viraux, 100ul de surnageant sont extraits (EZ1 Virus Mini kit V2.0 sur
BioRobot EZ1, QIAGEN ; volume d’¢lution : 60ul) puis aprés transcription inverse (Reverse
Transcriptase Multiscribe™, Applied Biosystems Roche, avec randoms hexamers), I’ADN
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complémentaire est amplifi¢é par PCR avec 18 couples (Annexe.2) d’amorces qui permettent
I’obtention du génome complet de CHIKV (Taq DNA Hi Fi Polymerase, Invitrogen, avec
température d’hybridation entre 45 et 60°C). Apres vérification des produits de PCR, par
migration sur gel d’agarose 1,5% en parallele d’un marqueur de poids moléculaire (1 kb DNA
Ladder, Biolabs), ces derniers sont séquencés. Les chromatogrammes ainsi obtenus sont
analysés avec le logiciel Séquencer 4.7 (Gene codes corporation, Ann Arbor, USA).

3 Construction de I'IC Tonile

Notre clone infectieux (nommé IC Tonile) dérive du clone infectieux pCHIK-LR (Fig.21)
construit par I’équipe du Pr. Higgs a Galveston au Texas (Tsetsarkin et al. 2006). Nous avons
remplacé le promoteur SP6 par un promoteur CMV (pCMYV) qui permet la synthése d’ARN in
cellulo. Nous avons également ajouté le ribozyme du virus de I’hépatite delta (HDV
ribozymze) qui permet a I’ARN viral d’étre coupé juste a la fin de la queue poly A du génome
viral puis remplacé la partie plasmidique qui dérive désormais d’un pBR322 avec un gene de
résistance a I’ampicilline (Fig.22).

DL Tl

PUATR-T.R i 1

13766 bp

Sl sl
Fig21 Représente en schéma le pCHIK-LR

Génome Complet du IC Tonile

L
I |
Agel ahol
36835 33518
| |

Non-structural protein - Structural protein
fenes

Fig.22 Schéma du clone infectieux CHKIV Tonile

Afin d’obtenir ce clone infectieux, différents fragments on été obtenus par PCR (Herculase 11
Fusion; Stragene) a partir de pCHIK-LR et d’un clone infectieux d’Enterovirus obtenu au
laboratoire (pour la partie plasmidique, le pCMV et le HDV ribozyme). Les différents
fragments obtenus sont détaillés en figure 23 (A, B, C, D et E). Les fragments A et B ont été
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ensuite fusionnés a 1’aide de I’enzyme de restriction Notl (digestion, purification sur gel,
ligation avec la T4 DNA Ligase). Les fragments C et D ont également ¢été fusionnés grace a
I’enzyme de restriction HindIII puis le nouveau fragment obtenu (CD) fusionné au fragment E
a I’aide de I’enzyme de restriction Xhol (digestion, purification sur gel, ligation avec la T4
DNA Ligase). Apres une ligation « blunt » pour AB avec de la T4 DNA ligase qui contient le
pBR322 et amplification de CDE par PCR (Herculase II Fusion; Stragene), ces deux
fragments ont été digérés par BamH1 et Avrll, purifiés sur gel et ligués (T4 DNA Ligase).

Suite a la transformation de la ligation dans des bactéries STBL4 electrocompetentes
(Invitrogen), des colonies résistantes a I’ampicilline ont été obtenus. Apres leur repiquage en
milieu liquide, 60 colonies ont été criblées par PCR (Taq Invitrogen) avec deux systémes a
cheval sur les sites de restriction BamHI et Avrll. Les 14 clones doublement positifs ont été
congelés, puis les plasmides purifiés par miniprep (Qiagen). Apres vérification de 1’intégrité
des clones par carte de restriction (Nhe) et par PCR (Taq Invitrogen), un clone a été choisi,
puis produit en grande quantité (Midiprep, Macherey Nagel) et enfin séquencé entierement
(BigDye Terminator vl.1, AB). Ce clone infectieux, nommé IC-Tonile, a ensuite été
transfecté (Fugeéne6, Roche) directement dans des cellules Vero (75% confluentes). Aprés
ringage des cellules avec HBSS et 3 heures et incubation des cellules 4 jours a 37°C sous 5%
CO2, le virus issu du clone infectieux a produit un effet cytopathique. Afin de vérifier
I’intégrité du virus, ce dernier a été repassé 2 fois au 1/1000 sur cellules Vero puis testé en
gqRT-PCR (surnageant) et immunofluorescence (cellules) tous deux positifs a chaque passage.

A : pCMV + début du génome viral (1nt-80nts) 746pb Notl = BamH]I
B : pBR322 modifé 2516pb Avrll Notl
C : fin du génome viral (11697nts-11851nts) + queue polyA + HDV ribozyme 332pb Hindlll s Avrll
D : génome viral (9518nts-11851nts) 2333pb Xhol —Hind ]
E : génome viral (80nts-9518nts) 9438pb BamHI Xhol

Fig.23 Schéma de la digestion de chaque fragment.

4 Insertion de la mutation G407R dans le IC Tonile

Dans le nouveau IC (Tonile) la mutation G407R a été inseré enfin de obtenir le clone
infectieux, appelé Tonile-ARB, construit par des techniques classiques de biologie
moléculaire. Les fragments de PCR contenant la mutation ont été¢ clonés et insérés entre les
sites uniques de restriction Agel et Xhol existantes dans le plasmide Tonile (Vanlaningham et
al. 2005). Les clones: Tonile et Tonile-ARB ont été entierement séquencés pour vérifier que
nous avons toujours eu les bonnes séquences.

a) Construction de I'IC Tonile-ARB

Pour insérer la mutation G407R dans le clone infectieux Tonile il a été nécessaire de
rechercher dans les environs de la mutation en position 8785 nts deux sites de restriction
uniques, de maniere a libérer I’amplicon sans la mutation, pour faciliter l'insertion de
I'amplicon contenant la mutation, coupe avec les enzymes de restriction Agel en position
5685 nts et Xhol en position 9518 nts, obtenant donc un amplicon de 3833 pb.

b) Construction de ’amplicon de 3833 pb

L’amplicon de 3833 pb a été construit en trois étapes :

Premiére étape: le fragment qui commence a 5685 nts jusqu'a 8785 nts, a ¢été obtenu par PCR
avec le kit pFu Ultra II HS Fusion DNA Polymerase (STRAGENE) en utilisant le systéme
d'amorces FAgel 5685/RMut8785 (Annexe3).
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Deuxiéme étape: le deuxiéme fragment qui commence a 8785 nts jusqu'a 9518 nts a été
obtenu par PCR avec le kit pFu Ultra II HS Fusion DNA Polymerase (STRAGENE) en
utilisant le systéme d'amorces FMut8785/RXhol9518 (Annexe3).

Troisiéme étape: les deux fragments, obtenus ont été¢ purifiés par le kit QIAquick PCR
Purification Kit (250) (QIAGEN), les deux fragments ont été additionnées par PCR de fusion
par le kit pFu Ultra II HS Fusion DNA Polymerase (STRAGENE) en utilisant le systéme
d'amorces FAgel 5685/RXhol9518(Annexe3).

¢) Assemblage

Une fois obtenu, I’amplicon de 3833 pb a été purifié par le kit QIAquick PCR Purification Kit
(250) (QIAGEN), ensuite évalué¢ la présence de la mutation en position 8785 nts par
séquengage (BigDye Terminator v1.1). Pour insérer I'amplicon 3833 pb muté, il a été
nécessaire de digérer simultanément dans un tube 1’IC Tonile par les enzymes de restriction
Agel en position 5685 nts et Xhol en position 9518 nts avec le Tamponl durant 3h a 37C° et
dans un autre tube ’amplicon 3833 pb muté a été¢ digéré par la méme procédure que celle
décrite ci-dessus. Pour séparer les fragments obtenus par digestion enzymatique de I'IC
Tonile, nous avons procédé avec une purification sur gel avec le Kit Purification Gel
(QIAGEN). Aprés séparation sur gel des fragments de digestion de 11453pb et de 3833pb, la
bande a 11453pb est récupérée. L’amplicon de 3833 pb, digéré est purifié¢ sur colonne avec le
kit PCR Purification Kit (250) (QIAGEN).

d) Ligation, Transformation et Transfection

Pour selectionner les constructions viables, 1.5ul de produit de la ligation est transformé dans
50ul de bactéries électrocompétantes Stbl4 (ElectroMAX™ Stbl4™ Competent Cells
INVITROGENE). Aprés une période d’incubation, sur boite de petri, de 24h a 30°C, les
différente colonies observées sont criblées par PCR (Tag INVITROGENE) a 1’aide de
primers chevauchant la partie de 11453 pb et I’insert de 3833pb. Sur un totale de 300 colonies
qui ont ¢été testées par PCR (Taq INVITROGENE), environ 54 colonies positive, qui on été
criblées. Trois colonies positives ont été utilisée pour continuer mon travail, et la mise en
production pour chacune des 3 colonies a été faite par (QIAGEN Plasmid Midi Kit (25)) midiprep
an partir d’une culture dans 250mL LB plus ampicilline 1/1000 24h a 30°C.

Afin de vérifier la présence de la mutation en position 8785nts, les produits de PCR entourant
cette région ont été séquencés (BigDye Terminator v1.1). Pour finir nous avons selectioné un
seul clone que nous avons séquencé entierement.

Apres dosage du clone infectieux obtenu, nous I’avons transfecter dans les cellules HEK-293
(cellules rénales embryonnaires humaines). Nous avons utilisé ces cellules, notament pour la
production de véhicules pour le transfert de génes.Nous avons utilisé pour la transfection la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) avec ratio 1 pg de ADN pour 1.5ul de Lipofectamine.Apres
incubation de 4h, trois lavages sont éffectué¢ avec du HBSS, le milieu est ainsi remplacé par
du DMEM additionné 30 pg/ml d’Arbidol et I’incubation ce poursuit durant 16h. Les
surnagents récupérés sont repassés en multiplicité d’infection, aprés 24h d’incubation, les
surnageants sont aliquotés dans des tubes de 1.5ml stockés a -80°C.

200ul de surnageant de I’infections ont été utilisés pour extraire I’ARN viral (EZ1 Virus Mini
Kit v2.0 (48)) puis testée par RT-PCR quantitative (Applied Biosystems Roche; Taq Man
Reverse Trascription Reagents) et totalement séquencé. Les chromatogrammes ainsi obtenus
sont analysés avec le logiciel Sequencher 4.7 (Gene codes corporation, Ann Arbor, USA)
pour étre sire d'avoir la bonne séquence (Fig25).
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Génome Complet du IC Tonile-ARB

1
[ |

5 RCCGGT 3 3833nt 5 CTCGAG 3
3 TGQCCA s Agﬁ'f Axhol a CAGCTLC &

5685 8785nlL 9518
"

Non-structural protein Structural protein
genes genes

Fig.25 Génome complet du IC Tonile-ARB

L4 TCID50

Les titres de virus ont été déterminés par le Dose50 Tissue Culture Infectieuse (TCIDsy), le
titrage du virus a été effectué¢ avec des plaques a 96 puits « ELISA » a fond rond, les cellules
Vero doit étre confluentes a 80% donc aprées la décongélation des souches :

LR2006-OPY1 (CHIKV WT)

CHIKV-ARB (mutante résistant a 1’ Arbidol)
Tonile (clone infectieux)

Tonile-ARB (clone infectieux avec la mutation)

1 1 ] a1 5 & 7 = a ple] 11 13

Fig.26 Représentation de la plaque a 96 puits

Par chaque souche :

On a préparé en premier les dilutions de virus dans la plaque 96 puits dans chaque puits, il y a
150pl de milieu+Virus, incubé a 37°C avec 5% CO,. Les manipulations ont été produites en
double. Pendant 7 jours elles ont été observées au microscope pour vérifier la présence d’un
CPE. Pour chaque échantillon le surnageant, de toutes les dilutions ont été¢ exprimées en
TCID50/ml en utilisant les formules Karber.

Calcul TCID50 = 10 log dilution au dessus de 50% - (Ix h)

I=h (%dilution >50%-50% / %dilution>50% - % dilution <50%)
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Dilutions des souches virales il y a une valeur de : MOIs a partir de 1 a 0.0001
TCIDsg/cellule.

e) Détermination ICs en utilisant 1'analyse comparative RT-PCR quantitative

Une fois qu’on a la concentration pour chaque souche virale capable d'infecter 50% des
cellules, en utilisant cette concentration virale pour préparer deux plaques 96 puits, pour
chaque souche virale avec 150ul de milieu+Virus, incubé a 37°C avec 5% CO; apres 1h de
l'infection on a mis I’antiviral Arbidol en suspension dans un milieu de culture et incubé
pendant 24h a 37°C.

[Arbidol HZ2]
Lontroll Lontroll
RS [10pe/mi]  [20pg/mil] [20ue/ml] [40pug/ml] [S0ueg/ml]
=g 2 3 4 5 6 7 8 y 10 11 12
A |
L] [=—=1]
C |- | .
e |4
¢ |
¢ |4
H |

Fig27 Plaque utilisé pour le test d'efficacité de I’Arbidol

Le lendemain on a regardé au microscope les plaques infectées, prélevés 200ul pour chaque
puits de toutes les souches virales, lequel on a extrait I’ARN viral avec (EZ1 Virus Mini Kit
v2.0 (48)). Ensuit sont été toutes testée par RT-PCR quantitative (Applied Biosystems Roche;
Taq Man Reverse Trascription Reagents).
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CHAPITRE III:
RESULTATS



ARTICLE 1

AVANT-PROPOS

«In vitro antiviral activity of arbidol against Chikungunya virus and
characteristics of a selected resistant mutant»

L’Arbidol (HZ2) a été développé par I'Institut de recherche pharmaceutique Russe dans les
années 1990. Démontre une activité antivirale pour les virus de la grippe A et B, mais
¢galement un effet clinique dans la prévention des infections respiratoires virales séveres
(Panisheva, 1988 ; Khamitov RA. et al. 2008) (influenza A et B, virus respiratoire syncytial
VRS ; SARS).

Dans cette é¢tude, nous avons étudié I'effet antiviral in vitro du HZ2 sur la réplication du virus
Chikungunya (CHIKYV).

L’Arbidol HZ2 a une activité inhibitrice sur la réplication du CHIKV dans des cellules Vero
et MRC (ICsp <10 pg / ml). Un mutant résistant CHIKV a été obtenu et adapté a la culture en
présence de 30 pg / ml HZ2 dans les cellules MRCS5. Aprées analyse de la séquence compléte
de ce mutant, une seule mutation a niveau de I'acide aminé (G407R) localisée dans la protéine
d'enveloppe E2 a été identifiée. Pour confirmer son réle dans le mécanisme moléculaire de la
résistance & I’HZ2 la mutation G407R a été insérée dans le clone infectieux du CHIKV
Tonile, et nous avons pu vérifier que cette putation transférait le phénotype de résistance.
Enfin, nos résultats démontrent 1'efficacité in vitro de l'activité antivirale du HZ2 contre le
CHIKYV, donnent quelques pistes pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire de la
résistance a ’HZ2.
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In vitro antiviral activitv of arbidol against Chikunaunva virus and characteristics
of a selected resistant mutant

llenia Delogu ', Boris Pastoring '

. Cécile Baront|, Antoine Nougairéde, Emilie Bonnet, Xavier de Lamballerie
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Asbidiol [ARE] |8 an antidrs doug orlginally lioensed in Fuﬂllul use sgaivel influenzs and ol lq&—

b e e e e e e et v S ———- @ —— g o 8 g, 8

in until now no dals regarding ite effects against aiphavirus Im-mnn Hara, thae in witra mli-nru- wifact nl
ARE on Chlkungunya virus [CHIKY) repl| cation was investipsted and this compaund was found 10 present

potent irdibitary adivity sgensl the vires propegeted onta immortafizsd Vero cdls or primery hioman
Ao mrtm (Rl BV Dsamin rosibah {0 _ o 0 1 sl & PR roel e mre v i of neud s ma SR sl st ad s meld mn sl

m‘:“ i to growth in ihe pressnce of 30 | p/mi ARE in MRCS cellx; its complel e sequoncs anal ysis reveal ed a single

hh“" " aming mid sEbstitution (GA0TR) |ocaized In tha E2 envelope proten. To confirm the GAOTR rols in the

Antiviral molocular mechanism of ARB resstance, @ CHIKY infectious done harboring (he same sibs ifulion ws

Mishakism snainoored, (ealed, and was found to disblay b smiler level of resistance. Finally, our fesulls demon-

Arbuidal ruw s ancs strated tha sffpctive im vitro antivire! activily of ARB against DIV and gave som e ‘tracks (o understand
Mulant tha moleoutar basis of ARE adlivily

& 2011 Beavier BY. All rights reserviod

1. Introduction proved bo bo poorly active kn vivodespite it 'sin oollulo antivirel effect

on CHIKY infection (do Lamballerie of & 2008; Michaull and Su-

ik sy cdeae [CREIEY) e ma L o _ i, vl i s w0 Thlbos dod st ol ST e ilsely i e oo sl

first described in Tanzania in 1852 (Robinson, 1955) which has
reemerged sinca 2005 in Eastern Africa. the Indian Ocean, India
and South-East Asia and aven reached Burops in 2007 (Arankalla

BT, Pl st ol QDO T Foam SO0E, A Ris e ] el b b baes
responsble for millionsof cases of CHIKY disaass. The adaptalion to
s new veclor, Asdes albopldus | Santhosh &l al 2008, Schulfenoecker
ol al,, 2008 renderod possible (he sproad of 1he virusin new Lerrlio-

v dnn ww vl s i wrey p e Y e o ey -
ltus, and the soulh of Burope). CHIKV infection is commonly an
acule dissase marked by febrile arthralgia and o frequeni rash, bul
persisting arthralgia has besn reporied in a significent number of

S | DO T L 86, LUV LS PTG B A DU severe
cases have been described including neurciogical presentations
and néonalal contaminations which were documaented during the

oulbresk in Reunion lsland (Economopoulog of af , 20058, Lemant
ol al, £UUB). Lurrént tradtments o LKUngunyn Tover ofG 1o

symploms with no effective loensed vacane nor specific antiviral
drug ovalable. The ulllizalion of the antimalarial chicroguine

Mm.m UKIRT#0 Unité dew Vi Brerganis Facults de
M exdnone de Mamsite 3T B an Wowlin 130058 W esslls coctes 08 Frasce Te
R34 810 37 44 70, ta 304 B 22

L RS e e b

' Thema asthors contributed sgualy ta e wark

158 184205 - e fronl maller O 3097 Bavier BY. A rights femed ved
dhal 10, VO TR vl 070000 THE

that the combinafion of interferon-alpha and ribavirin is sffective
on CHIKV replication in vitro bul thess compounds have not been
tosted in animal modeis andl/or clinical (rninis (Brictant o &, 2004;
e e b @i aril 5 s @l BOSS),
The antivicl drug erbidol (ARS) (1-malhyl-2-phenyl-thio-
i byl 3-car bolaxy-4-dimatylaminomethyl - 8- Fidr oy - B-br o o-
indolehydrochloride monohydrate) (Fg. 1) was originaliy
iy s Slew My Mg i 8 rps ipnsl smooad T e e seoemg 4w
Institute aboul 20 years ago (Panisheva of ol , 1988) and since
1980 this drug has been used in Russia for prophylois and treat-

ment of scule respiratory infections induding influsnza. Until
TR 16 TR U ST BT A SATHENS O WO D O iy

agans a number of FNA, DNA, enveloped and non-enveloped
viruses (Boriskin ot al, 2008), This suggesis tha! ARB targels

common oitical step{s) in virus-cell inleraction Recent data
Snowod TNal A Incorporales iNLo CMIWar MemDEanes |eding

fo perfurbed membrane struciures and inhibition of wvirus
modialed fuston (Villalmn, 2010). In case of influenza viruses of

hq:lit!s C virus (HOV), ARE blocka virus enliy inlo largel colls
I exploats differant modalities proving ils effective broad-

lp-lmurn antiviral mctivity (Loneva of i 2009; Pecheur of al.
2007).

In this siudy. we invesiicaled the in cellulo antiviral ARS aclivily
againisd CHIKY. Several cell lines wers assayed (MRC-S and Vere), in
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VIR CONQInons |[Dre @ana posi-iniaciion INaameniE) ano usng
different ARS mulabolites lo demonstraled the In vitro inhibitory
effects of ARE on CHIKY replication (1Cs < 101 gimi). To further

chracterize Lha machanism of ARB action, we alwo selected ARE-
ressiant mutant of CHIKY, idenlified 8 sngle drug-resistant muts-

tion in the E2 envelope viral proteln (GSOTH) and confirmed its role
int the virus resistance using infactious dones in in vitro assaye

2. Materials and mathods

2.1, Colbls anid viruses

The MRC-5 calls {ATCC number OCL-171) were grown in Basal
Medium Eagle (BME) supplemenied with 10% felal call serum
(FCS), 2 mM c-glutamine, 100 Wiml penicillin, 100 | g/mi streplo-

IFPFSET BAVIERY, UIPEAY 0% WAGE. I7ME WETW WREIF IEITR AR A TPUITIRM
CL-81) was grown in minimal essential medium [MBM ] supple-
manted with 5% FCS 2mM w-glutamine, 100 Wml penicillin,

1001 g/ml streplomycin sulfale. under 5% OOZ. HEK-293 oells
(AU nUmMDer LHL=T157 3 ) woar o CUiiuned in LulDecco § mOdin sd ke

gle medivm (DMEM ) containing 4.5 gl of o-glucoss, 1 mM of so-
dium pyruvale and 2 mM of glutamine, supplemented with 10%

decomplam ented falal call serurm (FCS) and antibotics.
The CHIKY sirain used |n this study lor antiviral assays or the

woral ruction of infectious elens waa LR200E6 OPY | GenBank scoss-
sion number DOM41544), isolated Irom a patient during the oul-
bereak on Reunion Istand in 2008 (Parcla et & 20061

22 Compounds

P il o e blded (i3S — AP ol e decdred ovelek ol e 2
{6-brome-4-{dimethylaminamathyl |-5-hydroxy- 1-mathyl-2-{phe-
mytsul phonylmet hyl - 1H-indole-3-carboxylat e) and HZ3 {6-bromo-
& [dimethylaminomethyl}-5-hydrosy-1-methyl-2-{methylphenyl -
AR AR T T T AL TR b T ) [V V] YRR e Wb W
Sroagen Pharma SA (Gonev, Swilzerlond). HZZ, HZ1 and HZ) pow-
ders were dissolved (o completion in dimethyl sulfoxide (DiS0)

ol @ final concentration of 10 mg'm| follow ea by dilution in slerlle
DIEE Wwmer 1D prepgiEe SOCSs @ 1 mMEmi. Aner SOragne

AZ0 *C (hese samples wers used for preparation of required drug
solullons in all expariments. The fnal 0.005%maximum DME0 con-
caniration was ol so added {o all modk control samples.

£, ] VINIY Sy

The ARB cylotoxicly in MRS and Vero calls was evaluated

usng nautral red (NR) dye uptake assays and microscopic obsarva-
tons (Repetio o &, 0048, Briely, lor MWK dy# upiake mpesays, 96—

wall tissue culture plates ware seaded with cells then exposed ot
90% confluence 1o varying ARB concentrations (0-1001 g/ml),

Plates were Lhen incubated al 37 *C, 5%C02 for 18 or 48 b (respec-
tively, for Vero or MRCS cells), al which Limes medium conlaining

noulral rod (40 | g/mi) w es added 1o each well, Alter 3 b of incuba-
tlon, the dye was exiracied wilh acidiffed elhang! solulion and

oolical densities (00} were read usino a microolale soecirooho-
fomoler o 540 nm (TECAN Sunrise). Resulls were expressed as a

peccentnge of OO value of treated cell culiures with respect lo

untrested ones and the 50% cytotoxic (CGs) concentrations of
ARR frr MRTG mnd Vars relle wers Aad i A b [E1]
analyEs

24, Sdection of an ARE-resstant mutant

MRBC-5 cells grown in 12-well plates were Infected with differ-
ent dilutions of CHIKY (LR2Z00E OFY1 sirain) at a mulliplicity of

infection (MO} of 1-0001 TODw/ cell, Virus growih in Ihe pres-
ence of absonce of ARE was examined ol sach passage by direct

mitroscopic observalions of cylopathic effect (CFE) on MRC-5 cells.
The clarified suparnatant from the highest dilution providing COPE

wis used for subsequenl passage. Inilially, CHIKY did nol grow
in tha presence of ARS al aconcantration *10 | g/ml; its concantra-

Tigh was incramsed gradually from 4 to 30 | g/m| during successive
virus passages using 4, 8, 8, 10,11, 12,13, 14,15, 16, 1718, 20, 22,
24, 28 28 mnd 30| a/mil AREL Be the 17th omsmsos the wirus
appesred o hive adapled o 30 | g/ml ARELin MRC-5 csll, This spe-

cific clarifi ed supernatant wos sored at ABQ “Clor further analysis,

&, DAL L EE

Viral FNA was exiracied from samples using ihe E21 vicus mini

kit on an EZ1 Biorobol workslation (Ciagon ), Viral penomes wers
OV SO=1ranscrioen @ang @Empinen oy Uss @ ong-Rep mi-ruas

(Access RT-PCR core reagent kil, Fromega) according lo the
maiudaciures s Instruclions. POR producls were purified using
the Ciagen PCR extraction kif and sequenced using the ASI PRISM
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DHLIYE VST ITHIE GYLEE EnjusTeiryg mit @ o Aol FTIED 3 13 TeA
Ganetic Analyser seguencer, The sequencing primers wera those
niready used for the complele sequencing of the LR2006 OFY1
CHIK strain (Paroln ef ol 2006)

26, Congtruction of CHIKY infeclious dones

The preparation of an infectious clone from the LR2006 CHIKY
sirmin w ps reporied elsawhore | Toelenrkin of al | 2006), The original

constroct was modified by adding a CMV promoler and tha
Hepatilis D virus ribozyme at the 5" and 3 ends of the genoma,

respectively. in order fo be able to transfect DMA and generate in
ellui infectious viral ANAS The resulling construc) {set-up in a8

pBRI2Z plasmid possessing an ampiciline resisiance gene) was
named “Tonile™. The inflectious CHIKY done conlaining the mula-
linn GAOTR eallad “TonileARR.R we seodioesd by slandsed
medecular blology techniques. The PCR fragmenis contalning the
mutation woro coned and inserled balw sen the unigque restriction
sles Agel and Xhol into the Tonile plaamid backbone (Vanlanding

s il owl WAALL (Ha ) Tha Taslle acd Teslie 800 B laflaslaue
dones wore saquenced complslely a8 described proviously to
validale the constructions

B, Traalesilan and jrradduablen o CEIESS | Pl s ol e

HEK- 293 colls wode seoded on 75 cm® flask in oom plote DMEM
wilhout antiblolics The day after, colls were transfected wilh ihe

Y el v wivmisen (Tonriine wr Temipin- il T ssirryy bupeloe -
amine 2000 {Invilrogon) with a ratlo of 11 g of DNA per 1.511 of
Lipofectamine, Four hours posi-iransfection, iransfecied colis wera

washod thres limes in Hanks balanced sall solution (HBSS) thon
IMTCRIEM ST TOT 19 N 1IN ST LY LSV SRR T L i W rim amnangne-

otics and 301 g/ml ARB for calls transfecied with Tonile-ARB-R.
For sach viral production, slocks wers stored af A0 "Cand a sam-

ple was uvsad to perform complete genome sequencing and virus
litratiomn,

28 Virus titration

Virus titers wera delermined by the Tissus Culture Infecticus
Dotasy (TAD.,) method in Vers cell cultures (Reed and Musnch,
1838). Briefy, ihe TQD., asshy was porformed on Vel o colls seeded
in B6-well olates. When the cells resched BO%Meonfluence. six ren-
licales wore inlecled with 1501 | of ten-fold serinl dilulions of the
virus sample, and lhen incubaled T days balore microscopic obser-
vations and positive GFE well counting. For each supernatant sam-
nla tha infactivite liter was ssnreammesd ss TOINGSmil osino the

Karber formulae

29, In vitro antivirsl activity of ARB

281, 10, determination using Indirec Immunofiuorssoonce Assys

{FRA).
MRC-5 calls wara geown in an B-ricrochamber Lab-Tek Il tide

(Mg Flene indermellenrad) s reeely B8 e flmernes Selie wers
then infected with different dilutions of CHIKV at MOfs from 1 to
00001 TCD/call, One hour after infection, the viral Inoculum
was removed and cells were washed one time with PBS Completa
ey &AW | 1) Supp e T T LT P N SASY P e e
Methocult (H4100, StemCell Technologies INC), coniaining differ-
ant concentration of ARB (0.8 18; 375 75 15 mnd 30| gfmi)

wors added 1o sach well and cells were grown for 48 h. After PES
W TSIV, CONLE WS RO WILN SCEong row L0 I i Foom (mmper -

ature and virsl anligens were detected by IFA using CHIKY-spealic
immune human ssrum (1:20) @nd Aucrescen-conjugated onti-hu-
man IgG (1:400). The parcentage of Aucrescent cells in each well

WS UEES AT, VFY Pego VENUE [DAR JIVE LOMIUETVIRELIn) RN sur-
pound requirted to inhitkil call infection by 50% was delermined
by plotting the percentage inhibition of cell infection as a function
of ARB conceniration after 4 independen! experimenis.

282 Viruddal activity
To ovaluate a putative virucidal action of ARB on CHIKY. the

ama axperimants wurcﬁfwmtd using CHIKY pra (nciibaled
during 05 or 1h with eoncentrations ranging fram 1 to

30 | gim) betors MRCS infection, Each assay wos realized in dupli-
cale, and 2 Independean! experiments wers parformed. The 1, val-
uwes ware defermined as described previously.

283 Kinetics of ARB call treaiment
To evaluale the iInflusnce of pre- and post-infection ARB {roal-

mimnt an wiros renlieation the semas e nariment wars o lonmen

using MRCS calls with thve addition of ARE 1. 3, 5, 8, 24 h before
and posl infection. Esch sssay was reali ped in duplicate and 2 inde-
pendent experimants wore performod. The 1C.s values were doter-

i lonsmd e ol sl bl sl sl Thue Gl asees A el s ]l el i |l
{osl was thon used o anafvze 1G, valuos obtained from different
times in comparison wilh Uhe chosan reference one (1C,, value cor-
responding to the time 1 h past infection)

294, 10, detarmination using comparative quantitative RT-PCR
analysis
Antiviral sssoes weore ciwried oul (n Viero colls in S8-well plates

[TT] uurri-u—- P T LT ||u|‘||¥-|||‘-“ T EEEERL L WY W F“h."u-..
Briafly, 1 day after soeding, colls were inlecied with 1001 | of the
viral inooulum (ol MOts of either 01 or 007 TGD.ycell) for
S0 min, ot 37 "C 5%C02, Following Incubation, the viral inoailum

WEn removyeg o CUiiures Wre WEEnwmn gnog wWiin rmnoos arur
which 500 | L of fresh complete MBM medium supplemented with
0, 10, 20, 30, 40 or 501 g'mi ARB (HZZ) were added 1o the walls

Alter 18 h pi. supsrnatants were harvested and viral RNA was ax-
tracied from 10U 11 of osl culfure chantied superneant usEng the

MucleoSpin 96 wirus kit according to the manufacturer's protoool
{H-ﬂmq—m Duren. Germany) and an spMotion 5075 work-

ofion (Eppendor! France SARL), One- st RT-Ftﬂwu a1 il
m tho Applied Biosyslems 7 EED-:I-IT F: F‘!gﬂﬂfﬂ-n

using primers and probes olreddy de-wibcd {Muﬂnu o ol

2005). For comparalive quantificalion, dala were expietsed as
the percontade of unireated virus control. and loa reduction values
ware cazulalod. The |G, vilue (| e the conceniration of compound
required to inhibit viral ANA lcad by 50% was determined by plot-
ting the parcentage inhibition of cefl infection as a function of ARS

ennrmntration

295 1C,; determination usng virus tiirstion nssays
Supernal anl used In anliviral assays and stored ot ABD 'C ware

i ol qisdongy B oo bl slnsssilend abomin o e s pla §loe
viral liler was ropresentod as perconiage of positive control (vira
titer from infected cell supernatant sample withoul antiviral com-
pound). The IC, value (|8 the concenlration of compound re-

mpeieed fa Iabhibil nferdlees views Bier by E8 vae delarecioed by
plotting the percentage inhibition of call infection as a function
of ARB concentration

e U ¥ PR PR L L BIOET

Hemagglutination Hiration of the CHIKY strain LR2006 OFY1

was firgd performed using slandard methods (Oarke and Casals,
VIO TWOIDID SRS QUL OF VIFWS SSHTIDOS: (OS] SO I ik mni |

on U-boltom microplates were carried oul with 0.4%bovine albu-
min/borole saline pH 90 solution (final volume: 351 lwell)
Thirty-five microliers of pre-diluled goosa red bood calle (17150
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REBPG RPVER BUM GATY DA SIS TR GRS WS R SRINFER, R (NN
was homogenized, incubated 45min al room lemperature and
then rend using four scoring symbole ++ for complete hemaggluti-

nation, + for partial hem aggiutination, +/A for trace hemaggluting-
Hon ang A T0f Negalive NemBEUnINDtIon, TNe T wWas 1ne

reciprocal of the |ast dilution in which + was obsssrved, To ssses
the sifect of ARB on homaggiulinalion, wa Lhen performed a hom-

?ﬂ ol ion assay (0 the same condition wilh 3 amounts of virus
4 and 2 UMASw ell). Esch concentration of virus was used in [rip-

licate in presence of various ARS concentrations (0, 15, 30 and
601 g'mi). Negallva conirols contained no virus and allowed us
o ebserve the effect of ARB on poose red blood calls sedimentation.

3. Remulls

2.1, RG] OF WD AN 115 MgUB00es Ma T BN ML 0 LIny Sram
LRZ008 OFYY

Tha cylotoxic effec of ARB was evaluied using NR cyloloxicity
assay and microscopic obesrvalions. Fig. 7T shows the 50%cylo-

toxic concentration values [CC) obimned for confluent Vero and
HR:E calls slter, respectively, 18 or 48 h of ARE traatment.

ihe effect of ARE and two silfone and sulfoxide metabo-
IIIH [HZ1 and HZ3) {(Fig. 1) on CHIKV replication wps delemined

usng specific indireel immunol uorescint e (IFA). As shown
in FRg, 2A. ARB was found lo Inhikdt CHIKY infection with 1Cyg val-
unsat 549 = 117 | almi This was furthet confirmed using infect ed
Voo colls and qRT-POR assays which also provided estimated 16,
valuos & 10 | g'mi {Fig. 28). ARB selectivily indioes [CTu/1C) cal-
clated using Vero and MRCS cell line, provided values aboul 28

R ST, FEEITLLIVERY (Y. ] WV, BUTCCTER PSRN T ORRORTY E
of Vero and MRS celis treated for 18 or 48 h with ARS &t concen-
trations of 0=30 1 géml did nol show any microscopically visible

change in cefl morphology or osll denmity.
1N TN CSer OF SFCHO0 FLEY GN00 MES COM POUMNTS. & W S 0NGIvVINE

activity was obssrved, with 1o, values reaching 301 g'ml Furthes-
mora, pre-incubation of ARS for 12 h af 37 “C dla not improve its

antiviral effect on MRCS oalls (HZ2a, value .21 £0.731
(sen Fig. 2A). Thesa resulls suggesied thal the arbided antivir

activily sgainsl CHIKY was due lo the HZ2 molecule and was not
extended Lo ils metaboliles of degradation producis

Finally. lo invesigale the dired inaclivating effect of ARBL
CHIKV was pre tresfed for 0.5 or 1 h wilh concentrations ranging
from 1 fo 300 g'ml. The ICw obinined (respectively, 123z
2671 g'ml and 1685 ¢ 387 | g/ml) Indicated that the antiviral
mrtivity af ARA an CHIKY infeticon waa nol das i6 & wiroeiisd
aclivity [Fig. Al

32 Time-of-drug-addilion sudies

To examing the mechaniam of viral inhibition by ARB. atime-of -
drug-addition axperiment was carried oul, Various concenirations

of ARB HI2 waere added o CHIKV-MRCS infocted cells af several
time points before or post infection. As shown in Fig 1, a decrease

Ir1 th 105, values was obssrved from limes 0 1o 24 before infection
and the G vidue al 24 h before infection reached » slatistically
gionificant difference from 0. obssrved 1 h oost infection
{P=005). Moreover, anfiviral activily was progressvely reduced
when ARB was added at post Infeclion stages and the increased
G walues ol 3, 5 and B h post infection wers stalistically different

B
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Time of addition (hours before and after infection)

Fig 3 Timeof-addtion dudy, Expariments wers performed sing MRS oslly wil® the sddition of ARB T, 0, § & 2 h Belors and posl infedion. The G, walusi weis

il wn rad using WA ae Saewrhard ey imch el enprasants tha maen ol Ies T

iolarrinn  Pa 0 AT an el wubim o By g |elae i

from 1C,, obsarved 1 h post infection (P <0.01). Thets resills sug-
geslod that ARB interferes wilh the earliest stages of the viral rop-
lhot ko cydde (10, virus otlachmenl/eniry |,

313 Bfect of ARB on CHIKY hemaggiufination

Tha ability of viruses to agglutinate eryihrocyle is a polentially
sEmple model Tor (he Sludy of virus allachmen] 1o Collular fecop-

tors. Therefors, to make prociss the mechanism of ARB aclion,
hemagglutination assays were performed and analyzed, As shown

in Fig. 4, ARB concentralion equal of higher than 15 | gfm! inhib-
ited tha hemagglutination of CHIKY onlo gooss red blood cells

depinding on the amount of virus With 2 UHAwel and 301 g/
ml ARS, the hemagglutination-inhibition reached around 50%

Whan 801 o/mi ARE was added in the assav. no CHIKY hemaoalu-
linatlon was delected, Qearly, thess resulls showed that ARB pre-

venis the interaction of CHIKY with goose red blood which could
suggest by analogy that the drug blocks the CHIKV replication cyde

il thia el miflsswr el lomn s

14 Sdection and charscferistios ol an ARB-resisfant mulan!

R LNESsE 8 saredo srae weed le sefast o AFD conlsfiant
varlant following passage on MRCS colls wilh incremsing
concentrations of the diug (frem 4 to 301 g'm1). Ecient virus

anby P08 yu referancs value @ 1 b pod
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arvd v Fhepnts |l n Db virim riborymia (DR mlbew 1o geearsle on onllsbs infectioun
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TR uane g Tha uriges Fslnetion etes Agsl ond Xhal wers uses b sl tha

GALOTH mistatinn. Positions indeated in ihis Sssre are bassd on the comolsla
e

propagation was ullimately oblained at the 1Tth passage after

A pweseretbrn ol misiloes The sosleobmed mool et [molled CLITEVE O} cneme
putified by end-paint dilulion in the presence of 30| g/'ml ARE
and & virus stock was preparsd under Lhe same conocesiration of

CHIEY OPY1
Hlllﬁ‘ﬂl

g |
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amine acd substitution G4OTR localized in the E2 viral envelops
protein (Fig. 5) CHIKV-R was further charactarized for ARB resis-

tance and repiication fitnéss. For both studies. CHIKY replication
Was DSIENmined 0N Vero CiEis LS 00mparive QR AS O

seribed in Fig, 6, CHIKV-R was highly resistan! 1o ARE, wilh no sig-
nificant difference in virus replication after 18 h post infection

whan sxposed to 10 from 501 g/mi ARB. The fiiness of CHIK
OFY1 and CHIEV-R wag compared in infeclion assays using the

sarmg MOts (0.1 and 0.01 TODu/cell) for both viruses. Viral FNA
foad was guandiflied every sighl howrs for four days in the sbsence

of any antiviral drug using soecific one-step oRT-PCR detection
{Pastoring ot ol., 2005) {Rg. 7). Despite slight Initial difference in

the numbers of viral ANA coples, the growlh curves exhibiled the
same paltern with a similar sxponential growih phase uniil reach-
ina & nlalam & the end of (he ssoond dav and OPF aooarition at
day 3 The rale of vired growih was identical beiwesn hours 8

]

Viues as %of contros

BT BMR TR URALIY WP LR WOILE P ST REETE CRIITERILE ME WIF
FNA copims (Rg. 7)
Howover, in the absence of ARB selection pressurs, CHIKV:R

seamed 10 be unsiable as the reversion GAOTR G40T was rapidly
QELECTA0. WNEN LHIRV-H WaS Propagaied on Vero Cetis witnoul

ARS in 1he mediem cullure, sequence analysis of virsl production
revealed (he emedgence of the GA0T reveriant as scon as 3 days

post infectian. This Eﬂuﬂ that The wild-1ypa virus is much bel-
ler ndapled [0 repli 1han the GIOTR varianl in our experi-

manlal cond|lions

3.5, Eiect of ArDecal on Tonile-AHE-H, o inTecious dons of LHIKY
containing the mutation GIOTR

Tonile and Tonile-ARB-R CHIKY infectious dones were used 1o
infact Vare ceils &t the same MOIs (0.1 and 0.07 TCODyfeall) in

iha presonce of various ARB concentrations (0-50 1 géml), Eghtesn

CHIKV-R
»
| 3 i o
e b ("% ] .y
| I I I
D+ - - — - -
o 19 o 3o 40 50

[ Arbidol H22] (ug/mi)
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hours Pos INlection, INtecke0 o8l SIPernalantswere farvesied and
compared using viral RNA quantification and virus titration assays
Aa axpocted (see Fig BA), o strong virsl losd decremse w s observed

for Tonile CHIKY whisn arbidol was sdded 1o the culturs medium . A
0% eduction of viral AMA was observed after addition of 101 g/mi

AR in the cullure medium. The same axperiment using Todolle-
ARB-R CHIKY inlectious clone resulled in no significant dilference
for wiral load wheon O to 30 | a/ml of arbidol was added te the cul-
ture medium. A 70% redudlion of viral RHNA was only observed
when the medium was supplemented with 40 or 50| g/mi of the
drug. Virus titration assays confirmed the results obtained for viral
RMA musntificatinn (Fn BRI with a coemnlede snnesssdnn of Tondls
CHIKV production using 101 g/m! ARE whareas the nfectivity of
Toniie-ARE-R was only significontly reduced with a 40| g/m| ARE
concent rafion,

4, Discussion

Al dal e = el jodale declrmbices crelesmde thed oo Boad
marksled in Fussia in 1983 and in China in 2006 for prophylis
and treatment of infections by influenza A and B viruses { Boriskin
of al_, 2008; Brooks ot al, 2004). This drug proved to be efficient to

PRI P R T A PR PEDE ST P R YRR, LIPS P S R T,
posi-lnfluenza complications (Leneva of al,, 2008), Moreover, de-
spiie mclinical usa fer mora (han 15 yeses, no ARB-resisiant viruses

hiave been isolated so far and dinical Urials revealed thal the drug
WS W EOIOTaneD WL TINOr B0 GIPRCS (LU B ., JUR ). MOre

than 17 tonnes of ARS are used yearly in Russia for the treatment
of acule respiratory infectious syndromes. In addition Lo possible
immune-modulalory effecis, ARB demonsiraled a broad-spectrum

antiviral sclivity agmins a8 number of enveloped and non-snve-
oped viruses which could in part be dua ta (ts membranotropism
(Sni et sl 2007) Indesd, it hes been shown thal ARB wos an antry

irhibitar of iInflusnze virus infection by stabillzing the Influenza HA
and prevanting the endosomal membrone fusion (Leneva of &

2002). Smilarly, ARB proved 1o ba active in vilrs apainst HOV infec-
thot and the antiviral mechanism was relaled o inhibillon of the

HEV olveoorotein conformational chanoes needed for the mam-
brane lusion process (Boriskin el 6l 2008, Pecheur of al, 2007;

Teissier of &, 2071)

Snce 2004, CHIKV has been identified as a reemerging arbovi-
rumwith mhioh soidemic nolantind in redsd ion with s coeable die
somination by rapid long-distance travels and its transmisslbility
by urban mosquito wectors (Chevillon of ol , 2008). Originally oo
fined 1o the developing nalions. the virus began [0 encroach inlo

W Bus il mrt e il e ool ol sngy o maliol bus ol Blumsm io sussmaiiy s
vacel e avallable or effective Lreatment for CHIKY infection. In this
confext, the odevelopment ol prophylactic and ihoerapeulic
strategies for CHIKV infection is important {Couderc o ol . 2009:

Thibowmicl o8 ., 8848,

Until now, our undersianding of the inleractions of CHIKY with
human cells remans limited. How ever, CHIKV is capabl e of replica-
tlon In vilro in avarisly of mammallan cslls with the production of
el A T T SR PEITRRIE LI TR LA, LA TN L YT A P
ones are highly permissive to CHIKY infection. Primary humon
fibroblasis os MRCS are celis of specific inlerest since human

fibroblasts are known larges of CHIKY Infection (Couderc of &,
AVUD JOUNTESSR] OF @, JUT ).

In the current study, we used thess lwo call lines (o deman.
atrade that ARB was abile (o inhibil CHIKV replicalion when added
balore infection, The 10, values obtained & 10 | g/m] indicated that
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than lis cytotoxic concentrations (Ol P 2001 g/mi), and similar
o those observed for the influsnza A virus The high OC, values

medsited could be expliined by the short 1ime of drug exposition
178 QF S8 N) N our ayperiments. 1N1E ONOMCE Was [USHITed on The

ang hand by The high rate of CHIKY growth and on the other band
by the low haif-lite of ARS In culturad calls (about 18 h}, Moreover,
I ralation with its ester prodrug nature, iF (5 known thal ARB anth.
viral setivily may be produced by one of seversl hydrodyled
metabolites. Among them oxidized sulfone and sulfoxide foems
of ARS are sirongly represented (Anisimova o al, 1585, Boriskin
: tha u-‘nlus-'nm wilh no effect ol two defived synihetic HIZ
products (HZ1, HZ3) on CHIKY replication, In addition, no virucdal
affect of ARB HZ2 for CHIKV was observed., in opposition with pre-
winus dudiss on influsnra A virus ressirsfory senclial viece Bios
man rhinovirus type 14 and coxsackie virus B3 (Shi et ol 2007)
bul In agresment with data reported for Hontaan virus (Deng
of al, 2008) This result combined with those obiained in our
Blowusn sl _slwing melsliflon awparim el |l el el floni A biesk e fho
earliest stages of the CHIKY replication cyda (i e, virus atiachment
andlor virus entry) as previously demonstraled for olher envel-
opod viruses (Borizkin ot &l , 2008). To further characterize tha
i e o AP sl e Gl el ed & TRV o Glaesl aeidl Vil sl

fied a single crucial aming acid substitution GAOTR localized in the
E2 viral anvelopa proteln. Sequence allgnments revealed that this
remdue GA07 was tiot conservied ihroughoul the slphevirun genus.
D vy o st i mn senstnar ol wm s o oned biom O3 B mgh g sy A
mutalion was shown to be localized in the domain A of E2 and
more precisely in the “wings” inserfion which could be involved
in alphavirus interactions with cell receplars (Voss of al . 2010)
PCCOTQITTERY , D I GTRE T O av Cuercs duns | virE auyiviey may oo e
latusdd to coll adsorption, This hypothesls was reinforced by the ob-
sorved (nhibition of CHIKY hemagglutination by ARB. Howover,
sructural siudies have also demonsirated that CHIKY E2 protein
Was Hgnily BSsociaied With E1, @ viral prolein mostly imphcated
in membrane fusion (Kellan, 2010; U of al. 2010). Although the
E2 domain B has been idanlified & the covered E1 fusion loog, it
zannol be axcludsd IM residus 407 may be indirectly involved
in the fusion process Allogether, while a precise mechanism
remains to ba fully sfucidated, our resulls strengly suggested that
arbidod Interfores wilth the early stages of Chikungunya virus
infection (virus oilachmant or entry) by (oroeling the cellular
membiane, In conclusion, arbidol, & molécule which has been
axiensvely used previcusly for ihe ireatment of viral respiratory
infections In humans, was found 1o be a polent inhibilor againsl
In wilrn CHIKWY infactinn  In addition to Tha slusidstion of e csllolae
mode of action, this drug should be further evalualed for the
praveniion of CHIKY infection and for the managemaont of severs
prusent slions.
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Discussion

L’Arbidol (HZ2) est une molécule utilisée en Russie depuis 1993 et en Chine depuis 2006
pour le traitement des infections par les virus de la grippe A et de la grippe B (Obrosova-
Serova NP. et al. 1991 ; Boriskin et al. 2008, Brooks et al. 2004). Ce médicament s'est avéré
efficace pour réduire la durée de la maladie et de prévenir l'apparition de complications post-
grippale (Leneva et al. 2009). En outre, en dépit d'une utilisation clinique depuis plus de 15
ans, aucun virus résistant a 1’Arbidol ont été isolé a ce jour et les essais cliniques ont révélé
que le médicament était bien toléré avec des effets secondaires mineurs (Liu et al. 2009).
L'activité¢ antivirale de 1’Arbidol est a large spectre, incluant un certain nombre de virus
enveloppés et non enveloppés (Shi et al. 2007). 11 a été démontré que 1’Arbidol inhibe la
fusion membranaire par le virus de la grippe en stabilisant 'HA de la grippe et la prévention
de la fusion membranaire endosomale (Leneva et al. 2009). De la méme manicere, I’ Arbidol a
une action in vitro contre l'infection par le VHC et le mécanisme d'inhibition est déterminé
par des changements conformationnels de la glycoprotéine membranaire de fusion du VHC
nécessaires pour la fusion cellulaire (Boriskin et al, 2008;. Pecheur et al 2007, Teissier et al.
2011).

Depuis 2004, CHIKV a été identifi¢é comme un arbovirus ré-émergent avec un potentiel
épidémique ¢élevé compte tenu de sa diffusion rapide possible par les voyageurs et sa
transmissibilité¢ par les moustiques urbain (Chevillon et al. 2008). 1l n'existe actuellement
aucun vaccin ou traitement efficace utilisable pour l'infection a CHIKV. Dans ce contexte,
I'¢laboration de stratégies prophylactiques et thérapeutiques pour l'infection 8 CHIKV est une
priorité (Couderc et al. 2009, Thiboutot et al. 2010). Le CHIKV est capable de réplication in
vitro dans une variété de cellules de mammiferes avec production d'un ECP caractéristique.
En particulier, les cellules Vero et les MRCS5 sont trés permissives a l'infection CHIKV. Les
MRCS5 sont une lignée cellulaire primaire des fibroblastes, et constituent un modéle
intéressant car le virus peut, in vivo, se répliquer dans les fibroblastes (Couderc et al. 2008;
Sourisseau et al. 2000). Dans la présente étude, nous avons utilisé ces deux lignées de cellules
afin de démontrer que 1I’Arbidol HZ2 peut inhiber la réplication du CHIKV lorsqu'il est ajouté
avant l'infection. Les valeurs de ICsy obtenues (< 10 pg / ml) indiquent que I’ Arbidol HZ2 est
actif a des concentrations qui étaient significativement plus faibles que ses concentrations
cytotoxiques (CC50 > 200 pg / ml), et dans la gamme des IC50 observées, par exemple, pour
la s virus grippaux. Nous avons également utilisé les métabolites principaux de la molécule
(Anisimova et al. 1995; Boriskin et al. 2008), et pu montrer que les deux dérivés HZ1 et HZ3
n'ont pas d'effet significatif sur la réplication du CHIKV. En outre, aucun effet virucide
d'ARB HZ2 CHIKYV n'a été. Ces résultats en association avec le temps d'exposition utilisé
dans nos expériences indiquent que 1’ Arbidol inhibe la premiére étape du cycle de réplication
du CHIKYV (i.e. attachement du virus et/ou l'entrée du virus). Afin de clarifier le mécanisme
d'action de 1’ Arbidol, nous avons sélectionné un mutant du CHIKV résistant a 1’ Arbidol avec
une mutation en position G407R (substitution d'un acide aminé localisé¢ dans la protéine
d'enveloppe virale E2). Les alignements de s€quences ont révélé que ce résidu G407 n'est pas
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¢été conservé dans le genre Alphavirus, mais cette mutation est localisée dans le domaine A de
E2 et plus précisément dans les "wings" d'insertion (Voss et al. 2010). Les "wings"de la
protéine E2 pourraient étre impliqués dans les interactions avec les récepteurs cellulaires,
suggérant une relation de la substitution d'acide amin¢ G407R avec l'adsorption cellulaire
CHIKV. L'hypothése de ce mécanisme présomptif est soutenue par le fait que 1'Arbidol inhibe
I'hémagglutination par CHIKV, de mani¢re dose dépendante.

En conclusion, 1’Arbidol (HZ2) s'est avéré étre un puissant inhibiteur contre l'infection in
vitro CHIKV. En plus de I'¢lucidation de son mode d'action cellulaire, cette drogue doit
encore €tre évaluée pour la prévention de l'infection a CHIKV et de la gestion des cas plus
graves.
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ARTICLE 2

AVANT-PROPOS

«Chikungunya disease and chloroquine treatment»

Le mécanisme d'action des antimalariques a effet intra-érythrocytaire comme la chloroquine,
reste mal €élucidé. Ces antimalariques traversent la membrane du globule rouge puis celle du
Plasmodium et pénétrent dans la vacuole ou ils s'accumulent, leur fonction amine étant
ionisée en milieu acide. Des hypothéses parfois contradictoires ont €été avancées pour
expliquer leur effet toxique sur le Plasmodium : inhibition de I'héme polymérase qui
transforme 1'héme toxique pour le parasite en hémozoine atoxique, formation d'un complexe
de type chloroquine-heéme, ¢lévation du pH intravacuolaire et diminution de la disponibilité de
fer a partir de I'néme.

La chloroquine a été utilisée pour le traitement des symptdmes associés a la phase aigué€ du
Chikungunya, et comme un agent anti-inflammatoire pour lutter contre 1'arthrite associée aux
formes chroniques. Les premicres études sur I'effet anti-alphaviral de la chloroquine in vitro
ont été faites il ya 40 ans (Inglot, 1969, Shimizu et al. 1972).

En réponse a l'article publié en Mai 2010 par Journal of Medical Virology (Khan et al. 2010)
nous nous sommes sentis obligés d'écrire un review pour remettre ce travail dans un contexte
objectif.

En particulier les tests in vitro du CHIKV ont ¢été faits en 2005 pendant 1'épidémie en I’Océan
Indien (R.N. Charrel, 16th ECCMID symposium, April 2006, Nice, France; de Lamballerie et
al. 2008, de Lamballerie et al. 2009; Gould E.A. et al. 2010). Apres 1'épidémie de 2005-2006
la chloroquine a été¢ administré chez 27 patients et 27 autres patients ont regu un placebo. Les
résultats ont montré qu'il n'y a pas d'amélioration clinique ou biologique (Labadie et al.
2010). 11 nous est apparu nécessaire de montrer que la mise en évidence de l'effet anti-
alphaviral de la chloroquine in vitro par Khan et collaborateurs ne constituait pas une
découverte originale remettant en cause la stratégie de lutte contre le Chikungunya.
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In a recent issue of the Journal of Medical Virology, Khan and collaborators [2010] presented an "assessment of
in vitro prophylactic and therapeutic efficacy of chloroquine against chikungunya virus in Vero cells". This
article mentions the fact that chloroquine, a well known drug developed for the treatment of malaria in the
1930s, was previously considered as a potent antiviral in a number of viral diseases (HIV, HBV, influenza A virus,
SARS...) but makes no reference to previous studies of the antiviral activity of chloroquine against Alphaviruses
(and more specifically chikungunya virus) suggesting that the authors had identified a new and promising field
of investigation. Their presentation is somewhat biased and deserves significant qualification.

First, the in vitro antiviral effect of chloroquine is not a recent discovery. It was first reported some forty years
ago [Inglot, 1969; Shimizu et al., 1972]. A clinical antiviral application of the molecule has been assessed over
time for a number of viral pathogens, and the concrete benefits or risks of such treatment is still debated
[Boelaert et al., 1999; Fredericksen et al., 2002; Seth et al., 1999; Savarino et al., 2006].

Regarding Alphaviruses, in cellulo inhibition of Sindbis and Semliki Forest virus replication was reported thirty
years ago [Coombs et al., 1981; Helenius et al., 1982], but these results were balanced by those obtained from
a mouse model, which suggested that chloroquine may enhance viral replication in vivo and aggravate the
disease [Maheshwari et al., 1991].

Soon after the beginning of the chikungunya outbreak in 2005, in the Indian Ocean, the question of the
possible use of chloroquine was raised. It is a matter of fact that, in many tropical areas, chloroquine is used as
a symptomatic treatment of febrile illnesses and thus, the health authorities had to face its actual —non-
evaluated— use at the acute phase of chikungunya disease. The (confusing) reasons why a part of the local
population utilised chloroquine also possibly included the fact that immunomodulatory effects of chloroquine
have been used for a long time in auto-immune and rheumatologic diseases [Cooper & Magwere, 2008],
including chronic chikungunya arthritis [Brighton, 1984].

Early studies of the emerging Indian Ocean chikungunya virus (CHIKV) variant demonstrated in vitro inhibition
of the virus replication by chloroquine [R.N. Charrel, 16th ECCMID symposium, April 2006, Nice, France; de
Lamballerie et al., 2008; de Lamballerie et al., 2009; Gould E.A. et al., 2010]. Sourisseau et al. (2007) reported
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that chloroquine potently inhibited the appearance of CHIKV-positive cells and CHIKV-associated cytopathic
effect and noted that the therapeutic (antiviral) index of chloroquine in cell cultures is rather narrow and thus,
one should be cautious when proposing the use of chloroquine as an antiviral treatment in infected individuals.

These early results led to the careful design of a clinical trial on the French Reunion Island (Indian Ocean)
(CuraChik, http://clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00391313), which was performed at the end of the 2006
outbreak [de Lamballerie et al., 2008]. In this double-blind placebo-controlled randomised trial, 27 patients

(diagnosed within less than 48 hours) received chloroquine and 27 other patients received a placebo
treatment. The chloroquine treatment consisted of 600 mg at day 1, 600 mg at days 2 and 3, and 300 mg at
days 4 and 5 (and not 250 mg daily as reported by Savarino et al. [2007]). The results did not provide
justification for the use of chloroquine to treat acute chikungunya infections.

In conclusion, the issue of chloroquine treatment of chikungunya virus infection has been examined for years.
Whilst in vitro inhibition of CHIKV replication is strongly established, the narrow therapeutic index and the
absence of obvious biological or clinical improvement during a clinical trial do not argue in favour of a curative
use in non-complicated cases. Whether chloroquine may be useful as a prophylactic treatment, or in the case
of severe, sustained chikungunya infections deserves further investigations that could take advantage of the
availability of a relevant non-human primate animal model [Labadie et al., 2010].
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Discussion

En conclusion, les premiéres études du traitement du Chikungunya ont commencé en (SW
Brighton. 1984). Bien qu'il y ait des résultats positifs in vitro, avec inhibition de la réplication
du CHIKYV, (Inglot, 1969 ; Shimizu et al. 1972) l'absence d'amélioration clinique ou
biologique évidente au cours d'un essai clinique n'est pas en faveur d'une utilisation
thérapeutique dans les cas simples. De nouvelles études devraient étre effectuées en tant que
traitement prophylactique, ou pour les infections graves méme avec l'utilisation de modé¢les

animaux (Labadie et al. 2010).
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Chambres d’incubation étanches amovibles
Annexe 1 permettant la culture cellulaire, recouvertes par
un couvercle lors de 'incubation.

Separaicr

Le systeme LabTek Il Chamber Slide System 8 Wells (Nalge Nunc international).

Les cellules sont cultivées dans les chambres d’incubation, puis incubées en présence de virus
et enfin avec différentes dilutions de CHIK-OPY1. Puis grace au systeme décrit ci-dessus, la
chambre d’incubation est retirée puis aprées fixation, les lames révélées par

immunofluorescence.
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Annexe 2 Liste amorces utilisé pour séquencé le génome complet du CHIKV

Liste amorces F pour CHIKV

ID-swahili01-F

ID-swahili02-F

ID-swahili03-F

ID-swahilio4-F

ID-swahili05-F

ID-swahili06-F

ID-swahili07-F

ID-swahili08-F

ID-swahili09-F

ID-swahilil0-F

ID-swahilill-F

ID-swahilil2-F

ID-swahilil3-F

ID-swahilil4-F

ID-swahilil5-F

ID-swahilil6-F

ID-swahilil7-F

ID-swahilil8-F

TGGCTGCGTGAGACACAC

CCGTTCATGTAYAATGCnATG

AAAGGArTGCCGGAAAGANATG

CAYyGAGTACGTCTAYGAYGTnGA

GTmGACGArGCKTTTGnGTG

CAGAACCCNnCCGAAAGGAAAYTTYAANnGCA

ATymGnGCATAyGGnTACGCAGA 07-R

ATGTGCGGTACNTAYyCCnGT

CCnCTCCCAAAGTAYAAA

GTnACNTGYGACGAGAGAGAA

TACCAAATNACCGAYGAGTA

ATGwsnGCCGAGGAYTTYyGA

AAAGCCCCnTACTTYTGYGG

GGTGCnGGCAArCCnGGnGAC

AAGTGYAAYTGCGGTGGC

TGGYTnCArGCnCTTAT

GCnAACGGYGACCAYGCCGT

TGCCACCCnCCnAAGGACCA

Liste primers R pour CHIKV

01-R CAGYACCTGCTCATCNGCCCA

02-R GCCCANAGrCArCAGCA

03-R CCCTTCATATGCGAAYTCITGNTA
04-R GTTGACYTTCATYTGCATCAT

05-R GCCCArCAIACITTGGCTTTITTYTGrAA
06-R GCTiGTGACrCAIGGNGGTTT
AGTIACYTCCTTiIGCGACTTC

08-R AGCrTCCAGGTCTGACGGNNCGGG
09-R GTCiGAIGAGAATATITA

10-R GGGIiGCrTGGTArGMGTGYTGTTTNGG
11-R TCiCCGAAIGCAGCCTCTAT

12-R TCTTCTrTCGTCrTCTTGTTC

13-R GTGACIATGTCTTTrTTCCA

14-R CGGGACCAGAGGGGAGTTITAYTGCCA
15-R GCTCATIACGGCTAAAAA

16-R AAIGGIGGGTAGTCCATITT

17-R TCCCGTAATCTTCTGCACCCA

18-R TAACATCTCCTACGTCCCTG

Annexe 3 Liste amorces utilisé pour costruire IC Tonile-ARB

FAgel5685
RXhol9518

FMut8785
RMut8785

AGGTGGGTATATATTCTCGTCGGACACCGGTCCAGGTCATTTACAACAGAAGTC
CGGCTCGTTGTTGCCCCACGTGACCTCGAGCCCTTCAGTCGGCACGGTTAGCACG

GACGCAGAGAGGGCGAGGCTATTTGTAAGAACATCAG

GTTCTTACAAATAGCCTCGCCCTCTCTGCGTCTGCTGGCATG
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RESUME

Les Alphavirus ces virus sont des arbovirus, c’est-a dire des virus transmis par des
arthropodes hématophages. Dans le cas des Alphavirus, la vectorisation est faite par des
moustiques appartenant a plusieurs especes.

A ce jour, 29 especes d’Alphavirus ont été identifiés, dont au moins 6 sont pathogénes pour
I’Homme. Chez ’Homme, certains Alphavirus sont responsables d'encéphalites, d'arthrites,
de fievres, d'éruptions cutanées et peuvent étre fatals (Thiruvengadam et al. 1965; Pialoux et
al. 2000).

La mise en évidence de I'existence du CHIKYV se fera 1952 en Tanzanie (Robinson 1955)
(Lumsden 1955). Ce travail se compose de deux parties : 1 partie sur I’étude phylogénétique

du CHIKYV et 1 partie sur I'é¢tude des molécules antivirales.

L’étude épidémiologique des épidémies récentes virus Chikungunya, étude de 140 souches, 6
souches sont été isolés par notre unité de recherche :

Les souches : Gabon GABOPY1 2007, Madagascar MADOPY'1 2006 , Mayotte OPY4 2006
et deux souches italiennes StVE et StBI 2007. L’ analyses phylogénétique as également
identifi¢ de nouveaux événements de convergence évolutive qui confirment la capacité de le
group ECSA?2 virus appartenant a la sous-clade d'acquérir une seule souche (GABOPY'1
2007) avec la mutation adaptative A226V offre un avantage sélectif pour la transmission par
Aedes albopictus. La deuxieéme partie traite nous avons étudié¢ de possibles molécules
antivirales sur le CHIKV.

La deuxiéme partie traite nous avons étudié¢ de possibles molécules antivirales sur le CHIKV.

L’objectif de cette étude était de caractériser l'efficacité de 1’ Arbidol (HZ2), sur la réplication
virale du CHIKYV et de préciser le mécanisme d'action. Nous avons sélectionné un mutant du
CHIKYV résistant a I’ Arbidol avec une mutation en position G407R (substitution d'un acide
aminé localisé dans la protéine d'enveloppe virale E2). L'hypothése de ce mécanisme
présomptif est soutenue par le fait que 1'Arbidol inhibe I'hémagglutination par CHIKV, de
maniére dose dépendante.

En conclusion, I’ Arbidol (HZ2) s'est avéré €tre un puissant inhibiteur contre I'infection in
vitro CHIKV. En plus de I'¢lucidation de son mode d'action cellulaire, cette drogue doit
encore étre évaluée pour la prévention de I'infection a CHIKV et de la gestion des cas plus
graves.
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