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Estrogen receptor R1 and CAD are host factors for hepatitis delta
virus replication and antiviral targets
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Background and Aims. Hepatitis D virus (HDV) is a small, circular DNA
virus co-infecting hepatocytes with HBV and requiring HBV envelope
proteins to produce infectious particles. Chronic hepatitis B/D results in
more severe liver disease and an increased risk of liver cancer compared
to HBV mono-infection and is considered as the most severe form of viral
hepatitis. To date, licensed HDV-specific therapies are absent and novel
antiviral strategies are expected to improve patients’ outcome and cancer
risk.

Method. Taking advantage of the HDV-susceptible NTCP-overexpressing
Huh-106 cell line, we combined a dual high-throughput screening
approach to identify new host factors as antiviral targets for HDV infection.
First, we applied a high-throughput loss-of-function screen using a sSiRNA
library targeting more than 7000 druggable genes to identify hepatocyte
factors required for HDV infection. Next, we performed a small mole-
cule screen to identify anti-HDV compounds using the Prestwick library
comprising 1200 FDA-approved drugs.

Results. The loss-of-function screen identified 202 host factor candidates
for HDV infection. Validation studies identified ESR!/ (estrogen recep-
tor E1) and CAD (trifunctional protein carbamoylphosphate synthetase 2,
aspartate transcarbamylase, and dihydroorotase) as a host factor pathway
playing a key role in host cell pyrimidine biosynthesis. Interestingly, Ful-
vestrant, an antagonist of the estrogen receptor 1 (ESR1) was identified
in the small molecule screen as an efficient inhibitor of HDV infection.
On the other hand, the treatment of Huh-106 cells with ESR1 agonists or
modulators, such as Norgestimate or Toremifene induced an increase in
HDV infection, confirming the relevance of ESR1 for HDV replication.
Kinetic assays revealed that ESR1 mediates the early steps of HDV repli-
cation. Moreover, the antiviral effect of the Fulvestrant was associated
with a decrease in CAD expression, which is known to be induced by the
SP1/ESR1 complex. Robust antiviral activity of the CAD inhibitor PALA
in both Huh-106 and primary human hepatocytes confirmed the role of
CAD as antiviral target.

Conclusion. Using a combined small molecule and loss-of-function scree-
ning approach we identified ESR1 and CAD as host factors for HDV
replication and novel targets for antiviral therapy. Our approach opens the
door to new therapeutic strategies targeting host-dependency factors for
HDV cure.
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Identification d’un nouveau mécanisme d’interférence du virus de la
rage avec la fonction neuronale : importance de la protéine de matrice
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Le virus de larage, virus neurotrope de la famille des Rhabdoviridae, repré-
sente toujours un mystere quant a son interaction avec le systeéme nerveux.
L’infection naturelle est associée a de dramatiques dégats neurologiques
mais n’induit paradoxalement que peu de pertes neuronales, suggérant
une atteinte du fonctionnement neuronal plutdt que des dommages struc-
turaux. Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents, nous
nous intéressons a I’interférence du virus rabique avec les récepteurs aux
neurotrophines (NTR), ceux-ci participant a la régulation de la fonction
neuronale. De plus, p75NTR, un des NTR, interagit avec la glycopro-
téine virale et promeut le transport rétrograde des particules virales le
long des axones. En utilisant des cellules de neuroblastome murin (N2A),
nous montrons que ’infection par la souche vaccinale SAD entraine la
déplétion progressive, mais totale, de sortiline, une protéine transmem-
branaire formant un complexe avec p75SNTR, I’expression de ce dernier
n’étant pas affectée. Ensuite, 1’absence d’effet d’un virus recombinant
dépourvu de la protéine de matrice M (SAD-AM) indique que M est
nécessaire a la déplétion de sortiline. M s’ avere de plus suffisante, comme
le montre la déplétion dose-dépendante observée en présence de M seule.
Enfin, en utilisant un virus recombinant, exprimant le géne de la pro-
téine M du virus sauvage THA (SAD-MTHA), nous montrons que ce
mécanisme est partagé par les protéines M de différentes souches virales.
Sortiline, en plus de sa fonction de NTR, régule le relargage de vésicules
extracellulaires, comme les microvésicules ou les exosomes. Nous nous
sommes donc ensuite intéressés a la composition du milieu extracellulaire
de cellules N2A infectées ou non par SAD. Nos résultats préliminaires
montrent que sortiline est fortement enrichie dans le milieu extracel-
lulaire de cultures infectées, suggérant que le virus rabique induit la
sécrétion massive de vésicules extracellulaires, contenant sortiline, résul-
tant en sa déplétion du milieu intracellulaire. Afin de comprendre les
conséquences de ce mécanisme pour les neurones, nous étudions actuel-
lement ’effet des souches SAD et THA sur des neurones dérivés de
cellules souches embryonnaires de souris. Grace au systeme Crispr/Cas9,
nous avons récemment pu établir des neurones KO afin de les compa-
rer aux neurones sauvages. Tant par ses fonctions de régulateur du trafic
intracellulaire que de récepteur a la surface des neurones, sortiline joue
un role important dans le fonctionnement neuronal comme I’indique
I’association d’un défaut dans ses fonctions a des maladies neurologiques
humaines. Le phénomene que nous mettons en évidence pourrait donc
participer aux dégats neuronaux observés in vivo et représenterait un nou-
veau mécanisme par lequel un virus neurotrope altere le fonctionnement
neuronal.
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Pendant la longue co-évolution des virus et des cellules, les virus ont tou-
jours trouvé un moyen efficace de détourner la machinerie cellulaire a leur
avantage pour leur multiplication et leur dissémination. Le modele d’étude
est le bactériophage SPP1, aujourd’hui bien caractérisé, capable d’infecter
la bactérie Gram-positive, Bacillus subtilis. Les premieres études de PCR
quantitative ont montré que plus de 300 copies du génome viral étaient syn-
thétisées durant les 25 premiéres minutes suivant I’infection par le phage.
Ces copies d’ADN se localisent dans un espace bien défini du cytoplasme
bactérien appelé foci de réplication. Cette étape requiert le recrutement
massif des ressources cellulaires de 1’hote orchestré par 1’hélicase virale
gp40 (Wang et al., 2008 ; Martinez-Jiménez et al., 2002) connue pour
interagir notamment avec la primase dnaG et la sous-unité fau de I’ADN
polymerase dnaX. Leur présence dans le focus de réplication quelques
minutes apres I’infection suggere que la machinerie est completement
redirigée pour une réplication efficace de I’ADN du bactériophage. De
plus, nos études sur la formation du virion ont montré, pour la premiere
fois, une compartimentation claire et indépendante de la réplication du
génome et de ’assemblage, plus tardive, de la particule virale. Ce sto-
ckage des particules virales est principalement retrouvé de part et d’autre
du foyer de réplication. Cette structuration spatiotemporelle met en évi-
dence un programme séquentiel des interactions moléculaires, confiné &
des localisations précises dans le cytoplasme bactérien, menant ainsi a
la formation de prés de 150 particules virales par cycle d’infection. Le
virus exploite donc de facon trés efficace les machineries cellulaires et
I’architecture de la bactérie pour une multiplication optimale.
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Etude de la régulation de I’expression des protéines de ’estomac
d’Aedes aegypti lors de I’infection par le virus de la fievre jaune
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Les Arbovirus sont des virus circulant entre les hotes vertébrés et leurs
vecteurs arthropodes. Ces virus doivent franchir différentes barrieres dans
I’organisme du vecteur pour pouvoir étre transmis au vertébré lors du
repas sanguin via la salive. L'étape de dissémination du virus hors de
I’estomac est une étape cruciale pour atteindre les organes secondaires, et
en particulier les glandes salivaires. Afin de comprendre les mécanismes
moléculaires mis en place dans I’estomac du moustique Aedes aegypti
infecté par la souche Dakar du virus de la fievre jaune (YFV-Dakar), nous
avons mené une étude protéomique sur des estomacs de moustiques infec-
tés. Nous avons tout d’abord caractérisé la réplication et la production des
particules infectieuses dans les différents organes de moustiques infec-
tés a plusieurs temps post-infection, par des méthodes de RT-qPCR et de
titration virale. Nous avons ainsi démontré que le virus se dissémine effi-
cacement dans les organes secondaires du vecteur (pattes, ailes et glandes
salivaires) et ce a partir du 7° jour suivant I’infection. Des foyers infectieux
répartis dans tout I’estomac ont pu étre mis en évidence par immunofluo-
rescence. L’ analyse protéomique comparant des estomacs infectés pendant
7 jours par le virus et des estomacs non infectés a été réalisée sur des échan-
tillons constitués de 8 demi-estomacs. L’expérience a été répétée 3 fois de
maniere indépendante. Les échantillons ont été passés en spectrométrie
de masse avec la méthode Label-Free, et les données analysées grice au
logiciel MaxQuant, permettant la détection différentielle de 2700 pro-
téines. La comparaison des protéomes obtenus pour les organes infectés
avec ceux des organes non-infectés révele une modulation de la synthese
protéique la présence du virus YFV-Dakar provoque 1’augmentation de
I’expression de 92 protéines et la diminution de I’expression de 73 pro-
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téines. Nous avons par la suite sélectionné 40 candidats, avec pour critere
une expression régulée de plus d’un facteur 4 ou bien détectées seule-
ment dans un type d’échantillon. Certaines protéines, telles que Cactus ou
UBRA4, ont été décrites par d’autres méthodes dans le cadre d’infection par
d’autres flavivirus. D’autres protéines n’ont pas été associées a une infec-
tion par flavivirus mais joueraient potentiellement un rdle dans I’infection
de I’estomac par YFV. La validation du role de ces candidats sur la répli-
cation virale dans des cellules d’Ae. aegypti est en cours. Des études
fonctionnelles chez le moustique seront ensuite effectuées grace a des
techniques de “silencing”. Nous espérons pouvoir caractériser des facteurs
impliqués dans I’infection et la dissémination du virus de la fievre jaune
dans son vecteur Ae. aegypti. Ces données contribueront a une meilleure
compréhension des mécanismes de la barriere intestinale, qui pourront par-
ticiper a la conception de mesures de protection contre la dissémination
d’arbovirus.
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CP-RTD : une nouvelle protéine du virus 2 de I’asperge ?

Nina Lukhovitskaya1 , John Carr?, Andrew Firth!
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Le virus 2 de I’asperge (Asparagus virus 2, AV2) appartient au genre des
Llarvirus et a la famille des Bromoviridae. Son génome est constitué de
trois ARN monocaténaires a polarité positive et qui sont encapsidés dans
des particules quasi-sphériques. Le génome de 1’AV2 posséde 5 cadres
de lecture ouverts. L’ARN 1 code la protéine la qui consiste en deux
domaines méthyl-transférase et hélicase. L’ARN 2 code la protéine 1b
qui possede un domaine ARN polymérase ARN-dépendante. la et 1b
forment ensemble le complexe de réplication viral. L’ARN 3 code la pro-
téine de mouvement MP et la protéine de capside CP, cette derniére étant
exprimée par I’intermédiaire d’'un ARN subgénomique, I’ARN 4. CP est
une protéine multifonctionnelle : en plus de la formation des particules
virales, elle est impliquée dans la réplication et le mouvement viraux. La
capacité particuliere qu’a la CP des Ilarvirus a initier I’infection via des
interactions avec I’extrémité 3” des ARN génomiques est nommée « activa-
tion génomique ». En utilisant des techniques de génomique comparative,
nous avons trouvé que la séquence codante de CP (24 kDa), qui se ter-
mine par un codon stop ambre, est suivie par une extension dans le méme
cadre de lecture, le domaine readthrough (RTD -5,4 kDa). Ce domaine
est présent chez deux sous-groupes d’llarvirus et est soumis a une forte
sélection négative (purificatrice), ce qui semble indiquer qu’il code un
peptide fonctionnel. Le domaine RTD contient également un motif a doigt
de zinc qui est conservé. Pour évaluer expérimentalement 1’existence de
CP-RTD (29,4 kDa) et étudier ses possibles fonctions, nous avons créé
un clone infectieux d’AV2 et trouvé des hotes expérimentaux adéquats.
Grace a une analyse mutationnelle, nous avons montré que les mutations
qui abolissent la production de CP-RTD diminuent I’infectivité d’AV2 et
limitent la diffusion du virus. En utilisant des techniques de fractionne-
ment de tissus et de microscopie confocale, nous avons également montré
que CP-RTD est localisée dans le noyau. Chez d’autres virus de plantes a
génome a ARN monocaténaires a polarité positive, une signification fonc-
tionnelle a la localisation nucléaire a été montrée pour des protéines qui
sont impliquées dans le mouvement a longue distance, la suppression du
RNA silencing et/ou la modulation de I’expression de geénes de 1’hote. La
localisation nucléaire, ainsi que le fait que CP-RTD possede un motif a
doigt de zinc, pourraient indiquer que le(s) role(s) de CP-RTD au cours
de I’infection virale soi(en)t basé(s) sur des interactions nucléaires avec
de I’ADN et/ou de I’ARN. Nous travaillons actuellement a la découverte
des fonctions de CP-RTD.
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Etude des génes précoces du bactériophage T5 : identification des
genes viraux responsables de la prise de controle des fonctions cellu-
laires de I’hote
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TS5 est un bactériophage lytique qui infecte Escherichia coli. C’est le seul
phage connu qui injecte son génome en deux étapes. Apres la fixation du
phage sur son récepteur, seulement 8 % de I’ADN viral est injecté dans
la bactérie et le transfert du génome est stoppé. Les genes précoces codés
par I’ADN injecté sont alors rapidement exprimés : ils inactivent les sys-
temes de défense bactériens, détournent les machineries de biosynthese
et déclenchent la dégradation massive du génome de 1’hote. Quelques
minutes apres, le reste du génome (92%), comprenant les genes intermé-
diaires et tardifs, est transféré dans la bactérie. En raison de ce mécanisme
en deux étapes, TS5 est un modele privilégié pour étudier le role des genes
précoces dans la prise de controle des fonctions cellulaires de I’'hdte. La
région des genes précoces comprend 16 genes. Jusqu’a présent, seuls deux
d’entre eux, Al et A2, ont été identifiés comme essentiels pour I’infection.
L’expression d’Al et A2 est nécessaire pour la reprise du transfert et
I’injection complete du génome de TS. Par ailleurs, nous venons de montrer
que Al est une DNase qui est probablement responsable dela dégrada-

Virologie, Vol 22, n° 2, mars-avril 2018

tion du génome bactérien, alors que A2 est un régulateur transcriptionnel.
Cependant, on ne sait pas si les autres génes précoces sont essentiels et
leur fonction n’est pas connue. L’alignement des génomes des phages de la
méme famille que T5 montre que, en plus de Al et A2, six genes précoces
sont trés conservés: 7502, 05, 07, 10, 13, 14. Nous évaluons actuelle-
ment la fonction de ces génes inconnus en utilisant deux approches :
(i) Iétude des effets de la délétion du gene sur le processus d’infection ; et
(ii) I’étude de I'impact de la surexpression du géne phagique chez 1’hote.
Pour la premiere approche, il était nécessaire de développer une méthode
efficace de construction et sélection de mutants de T5 : nous avons opti-
misé le systtme CRISPR/Cas9 pour cribler des mutants T5 obtenus par
recombinaison homologue et nous avons amélioré les rendements jusqu’a
20 % (par rapport a 0,2 % avec la méthode classique). Les mutants TS
portant une délétion des génes 02 ou 05 ont ainsi été obtenus, montrant
que ces genes ne sont pas essentiels pour ’infection dans des conditions
de laboratoire. Nous étudions actuellement leur impact sur la cinétique
de I’infection TS5 et sur la production virale. Par la deuxieéme approche,
nous avons montré que la surexpression du gene 05, mais pas des genes
02 ou 07, inhibe la croissance d’E. coli. Ces résultats suggerent que le
produit du géne 7505, une protéine transmembranaire putative, bien que
non essentielle pour I’infection, est toxique pour 1’hote. Cette étude sera
étendue a I’ensemble des génes précoces encore inconnus afin de déter-
miner le nombre minimal de génes impliqués dans la prise de controle des
fonctions de I’hdte et d’identifier leur fonction. Ce type de démarche pré-
sente un intérét majeur pour la recherche et le développement de nouveaux
agents anti-bactériens.
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