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FIEVRE APHTEUSE ET LA CELLULE-HOTE BOVINE

V I R ﬂ M. Borde, E. Laloy, Q. Richard, N. Ledey, G. Caignard, A. Relmy, A. Romey, K. Gorna, H. Attoui, D. Vitour, S. Zientara, L. Bakkali Kassimi, et S. Blaise-Boisseau
U M R 1 1 6 1 Universite Paris-Est, ANSES, Laboratoire de Sante Animale de Maisons- Alfort, Laboratoire de reference Nationale et OIE et centre collaborateur FAO pour la Fievre Aphteuse,
INRA - ANSES - ENVA UMR Virologie 1161 - ANSES, INRA, ENVA - France, Email: sandra.blaise-boisseau@anses.fr

I NTRODUCT'ON La fievre aphteuse (FA) est une maladie animale virale trés contagieuse affectant les artiodactyles domestiques et sauvages (principalement bovins, porcins, ovins et caprins). Le
virus responsable est le FMDV (Foot-and-Mouth Disease Virus).

Le FMDV Signes cliniques de la FA Consequences socio-economiques
N Structural proteins , Non-structural proteins 8 gg En 2001’ UK : France
o s o 3 ;.f; 2036 foyers 2 foyers
5 UTR * ’ 2 "3 6.5 M d’animaux abattus 58 000 animaux abattus
2 % 3.1 milliards de £ (Agr.) 1 semaine d’embargo :
3 3.6 milliards de £ (tourisme) 40 millions €
: *Anderson 2002
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Picornavirus du genre Aphtovirus, génome a ARN simple brin de polarité * Hyperthermie, La FA reste une menace importante et actuelle. Son
positive, importante variabilité génétique et antigénique, 7 sérotypes + Lésions nasales, buccales, podales et impact socio-économique en cas d’épizootie est
décrits (0, A, C, South African Territories=SAT1, SAT2, SAT3 et Asia1) mammaires : vesicules ou « aphtes » considérable
. . Définition de la persistance du FMDV Sites anatomiques de persistance du FMDV
Pel'S'IStance Vi I'ale « FMDYV infectieux isole 28 jours p.i.  Epithelium du nasopharynx dorsal,
_ b l « 15-50% des ruminants peuvent étre infectes de Epithelium du palais mou dorsal
= obstacle au maniere persistante « Centres germinatifs des tissus
Contrﬁle de [a FA « Duree de la persistance : ex : jusqu’a 3.5 ans lymphoides, amygdales palatines
chez les bovins (notamment chez buffles Afr.)
‘ Comment les interactions FMDV/cellule -hote bovine contribuent-elles a I’etablissement et

au maintien de la persistance ? Quels sont les déterminants viraux et cellulaires impliques ?

Pacheco et al, 2015

RESULTATS PRELIMINAIRES OBJECTIFS

11 interactions protéine virale/protéine cellulaire bovine identifiées au laboratoire par crible -+ Validation biochimique des interactions candidates par chromatographie d’affinité ou «GST pull
double hybride down»

« 3 voies de signalisation impliquant potentiellement (immunité innée, apoptose et autophagie) * Construction d’un clone infectieux ADNc du FMDV de type O pour disposer d'un systeme de

 Des mutations virales associées a la persistance du virus en modéle de cellules épithéliales génétique inverse permettant d’étudier l'impact des mutations virales associées a la persistance
bovines primaires de palais mou dorsal sur les interactions virus/cellule bovine

MATERIELS & METHODES RESULTATS

1. Surexpression des appats viraux et proies cellulaires en cellules | 1. Validation des interactions identifiées pour la protéine 2C

H E K2 9 3T NMI-3X Flag NMIAZ4aa 3X-Flag Beclinel -3X Flag
s e Les protéines cellulaires identifiées initialement a
Cellules HEK293T Y, N - + - - - + : + : - 20C12.2-GST I'issue du crible
J-1 cultivees en DMEM +10% — - . = - 2x10° cellules/puits . L ¥ 3 4 s 8 7 8 3 . _ _
SVF + 1% Penicilline- e R 75 . N!V\I mteﬁgzlt atvIT:cI\ISITAT - augmentation de la
streptomycine - & - reponse IL-2 €LIFN-1-
> — — « NMIA24 : forme tronquée de NMI
rest ° RABAC1T ou PRA1 (Prenylated Rab acceptor
Transfection des cellules =, 500ng appdat viral (tag GST) protein 1) : protéine régulant le trafic vésiculaire
(Jetprime, polyplus) l J 500ng proie cellulaire (tag 3X Flag) du Golgi ; connue pour interagir avec une protéine
Incubation 36 h a 37° C \ 4ul de JETPRIME i . - e oncogéne du Virus d'Epstein-Barr, ©> augmentation
de la réponse IFN-I
B 50 - « SGTA : Heat shock protein dont la fonction reste
i - inconnue
Beads + --- IP Flag « Beclin-1 : protéine impliquée dans ’autophagie ;
GST pull down décrite dans la littérature pour interagir avec la
N | protéine 2C du FMDV
o R . . o o Mixcaiit Inciibate RABAC1 — 3X Flag Becline 1 — 3X Flag SGTA—3X Flag
1. La proteine appat virale fusionnee a une etiquette GST oSi : s A s o W W R
- captureée sur des billes de GSH A T
L , x o R £ st s =4 - - xauzes
2. Le complexe forme (proteine virale/proteine cellulaire) KEotey kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
est seépare du reste des proteines solubles par lavages et Add Y Protein 7 Validation des interactions appats viraux / proies
centrifugation M D GSH o - —— cellulaireF::p i
’ \ ‘ IP GST
3. Analyse par electrophorese SDS PAGE et Western blot w‘, ,t(h — Agarose . NMI, NMIA24 et RABAC1 interagissent chacune
— avec la 2C sauvage et la 2C mutée
" — :
‘ . https://xue-zens.com/201 4108/ « Pas de validation biochimique de l’interaction de
2. Clone infectieux du FMDV type 0, 75 SGTA avec la 2C sauvage et la 2C mutée
Technique USER fusion 50
1. Dessin d’amorces uracilées pour généerer P Flag « Beclin-1 sert de controle positif lors des Western
Step 1: PCR (with P2 and left primers) ¢ PCH (with P1 and right primers) deS frag‘rnents de 1500 aZOOO pb blOt
—->Synthese des fragments d’ADNc par PCR
GGAGACAU e, ey U ACTTTCCC 2. Traitement a ’Uracile N-glycosylase s
Fragment 1 Fragment 2
ereRE =N - R 3. Ligation thermostable par la PFU ligase >
Step 2: Cleavage with USER Enzyme Cleavage with USER Enzyme pu ri ﬁcation . .
Y 4. Ligation finale par ligase T4 (ADN) 2. Clone infectieux du FMDV type O
5p - o — 5p—— ——— AcrrTCee 5. Transcription in vitro , , -
ccreraTa ragmen 5 e FrEGMEN 5 6. Transfection cellulaire pour générer le * En cours : Dessin des 5 couples d’amorces uracilees

« Prochaine étape : optimisation du protocole de USER fusion

Bitinaite et al, 2006

virus recombinant

CO N C L U S I O N S & P E RS P ECTIVES Les resultats obtenus devraient nous permettre

5 i ons 2C/ .. lulaire bovi lidées biochimi 1 lidée : validation f : 1 localisati Lulaire & sui de mieux comprendre la pathogenese du FMDV
interactions proteine cellulaire bovine validees biochimiquement, 1 non validee : validation fonctionnelle et co-localisation cellulaire a suivre par [’identification des voies de signalisation

. POL!I’SU1.te de !a vgllc?atlon b1och1m1.que des 1|1\teraa,ct19ns candidates 1dent1f1e§s pou’r. lalp[otelng 3D | | cellulaires modulées au cours de I’infection (aigué
« Validations biochimiques et fonctionnelles a prevoir dans les cellules bovines d’interet . mise au point du protocole de transfection des cellules du

ou persistante) et pourraient donc contribuer au

2l ou d.orsal eh cours : . . developpement de meilleures strategies de
« Caracterisation du virus recombinant obtenu par genetique inverse controle

ENVA e Q\\%
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