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Résumé

L’infection congénitale par le Cytomégalovirus humain (hCMV) constitue une
problématique majeure de santé publique. Dans les pays dits développés, ¢’est la premiére cause
d’atteintes neurosensorielles néonatales d’origine infectieuse. L'infection par le hCMV induit
des 1ésions placentaires et cérébrales chez le foetus, d’intensité trés variable. Les mécanismes
physiopathologiques conduisant aux I1ésions feetales restent toutefois peu compris. Par ailleurs,
le suivi médical de cette infection en cours de grossesse est rendu complexe par le manque
d’outils diagnostics et pronostics non invasifs.

La production de certains médiateurs par le placenta infecté pourrait expliquer en partie
la typologie des atteintes retrouvées au niveau foetal. Parmi ces médiateurs, les petites vésicules
extracellulaires (SEV) placentaires transmettent des informations biologiques dans les
compartiments maternel et feetal. Ces nanovésicules lipidiques, chargées entre autres en
protéines et miARN, présentent donc un intérét particulier dans le cadre de 1’infection
congénitale par le hCMV, car elles pourraient 1/ jouer un réle dans la transmission
d’informations biologiques depuis le placenta infecté vers le feetus et 2/ permettre, via leur
présence dans le compartiment plasmatiqgue maternel, de développer des biomarqueurs
permettant de monitorer les grossesses positives pour le hCMV.

Au cours de ma thése j’ai cherché a évaluer ces deux hypothéses, en combinant des
modéles cellulaires trophoblastique, d’explants placentaires ex vivo et des prélevements
cliniques in vivo. Dans un premier temps, mes résultats ont montré que I’infection par le hCMV
modifie la sécrétion et la composition des SEV trophoblastiques, qui présentent notamment un
profil protéique théoriquement facilitateur d’infection. Par la suite, j’ai montré que ces sEV
trophoblastiques modifiees par le hCMV exercent un effet proviral sur des cellules feetales
naives de toute infection (fibroblastes et cellules souches neurales). Cet effet proviral sur le taux
d’infection des cellules souches neurales naives est également retrouvé avec des SEV issues de
placenta précoce infecté ex vivo par le hCMV et avec des SEV issues de liquide amniotique de
patientes enceintes présentant une séroconversion hCMV.

Par ailleurs, j’ai développé une collection biologique visant a prélever différents
échantillons chez des patientes présentant une séroconversion hCMV en cours de grossesse.
Les deux objectifs de ce biobanking sont de pouvoir valider nos résultats tres fondamentaux
avec des prélevements cliniques et, d’autre part, de poser les bases permettant a terme de mettre
au point un biomarqueur pronostic de suivi des grossesses positives au hCMV.

Dans son ensemble, ce travail propose que les sEV placentaires pourraient participer
aux atteintes feetales observées au cours de l'infection congénitale par le hCMV en facilitant la
dissémination virale via une modification de leur composition induite par le virus. Par ailleurs,
les SEV placentaires présentes au niveau plasmatique chez la mére pourraient étre des candidats
de choix dans le développement de nouveaux biomarqueurs pronostiques.



Abstract

Congenital infection by human Cytomegalovirus (hCMV) is a major public health issue.
In so-called developed countries, it is the leading cause of neonatal neurosensory defects of
infectious origin. Infection by hCMV induces placental and fetal brain lesions of variable
intensity. The pathophysiological mechanisms leading to fetal damage, however, remain poorly
understood. In addition, the medical monitoring of this pregnancy infection is complicated by
the lack of non-invasive diagnostic and prognostic tools.

The production of certain mediators by the infected placenta could partly explain the
type of fetal damages. Among these mediators, the placental small Extracellular Vesicles (SEV)
transmit biological information both in maternal and fetal compartments. These lipid
nanovesicles, loaded with proteins and miRNA, are therefore of particular interest in the context
of congenital hCMV infection, because they could 1 / play a role in the transmission of
biological information from the infected placenta to the fetus and 2 / allow, via their presence
in the maternal plasma, the development of biomarkers monitoring hCMV positive pregnancies.

During my thesis, | sought to evaluate these two hypotheses, by combining trophoblastic
cell models, ex vivo placental explants and in vivo clinical samples. First, my results showed
that infection by hCMV modifies the secretion and composition of trophoblastic SEVs, which
express a protein profile theoretically facilitating infection. Subsequently, | showed that these
trophoblastic SEVs modified by hCMV exert a proviral effect on fetal cells naive of any
infection (fibroblasts and neural stem cells). This proviral effect on the rate of infection of naive
neural stem cells is also found with sEV from early placenta infected ex vivo and with SEV from
amniotic fluid from pregnant patients with hCMV seroconversion.

In addition, | developed a biobank composed of different samples from patients
experiencing hCMV seroconversion during pregnancy. The two objectives of this biobank are
to validate our fundamental results with clinical samples, and on the other hand, to ultimately
develop a prognostic biomarker to monitor hCMYV positive pregnancies.

Taken as a whole, this work suggests that placental SEVs could participate in fetal
damage observed during congenital hCMV infection, via a modification of their composition
induced by the infection, by facilitating viral dissemination. In addition, the placental SEVs
present in the mother’s plasma could be prime candidates in the development of new prognostic
biomarkers.
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Abréviations

ADN = Acide DésoxyriboNucléique

ARN = Acide RiboNucléique

BAC = Chromosome Bactérien Artificiel

C19MC = Chromosome 19 miRNA Cluster

CPDPN = Centre PluriDisciplinaire de Dépistage Prénatal

EBV = Virus Epstein Barr

ESCRT = Complexes de tri endosomiques requis pour le transport (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport)

EV = Vésicule Extracellulaire (Extracellular Vesicle)

gB = glycoprotéine d’enveloppe virale hCMV B

gH = glycoprotéine d’enveloppe virale hCMV H

hCMV = CytoMégaloVirus humain

BHCG = Hormone Gonadotrophine Chorionique Humaine

HIPEC = Human Invasive Proliferative Extravillous Cytotrophoblast

HPV = Papilloma Virus Humain

HSV = Herpes Simplex Virus

IgG = Immunoglobulines G

IgM = Immunoglobulines M

IMG = Interruption Médicale de Grossesse

ISEV = Société Internationale des Vésicules Extracellulaires (International Society of
Extracellular Vesicles)

IRM = Imagerie par Résonnance Magnétique

IVG = Interruption Volontaire de Grossesse

kpb = kilo paires de bases

IEV = grande Vésicule Extracellulaire (large Extracellular Vesicle)

LIS1 = protéine Lissencéphie-1, codée par PAFAH1B

MCP = protéine majeure de capside du Cytomégalovirus (Major Capsid Protein)
MIEP = promoteur majeur d’immediate early (Major Immediate Early Promoter)
mMiRNA = micro ARN

MFIU = Mort Feetale In Utero

MOI = Multiplicité d’Infection (Multiplicity Of Infection)



MRCS5 = lignée de fibroblastes foetaux pulmonaires immortalisés

MVB = corps multivésiculaire (MultiVesicular Body)

NSC = Cellule Souche Neurale (Neural Stem Cell)

NTA = Analyse de nanoparticules (Nanoparticle Tracking Analysis)

PCR = reaction de polymerisation en chaine (Polymerase Chain Reaction)
PLAP = phosphatase alcaline placentaire (Placental Alkaline Phosphatase)
PPARY = Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma

RCIU = Retard de Croissance Intra-Utérin

SEV = petite Vésicule Extracellulaire (small Extracellular Vesicle)

SIDA = Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise

siARN = petit ARN interférent (small interfering RNA)

SNC = Systeme Nerveux Central

SVF = Sérum de Veau Feetal

TLR = récepteur “tool like” (Tool Like Receptor)

TNFa = facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor necrosis factor «)

VIH = Virus de I’'Immunodéficience Humaine

VSV = Virus de la Stomatite VVésiculeuse
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INTRODUCTION

Le Cytomégalovirus humain (hCMV) est un virus strictement humain, présentant une
distribution mondiale. L’infection par le hCMV est asymptomatique chez 1’adulte
immunocompétent, mais peut induire de graves lésions chez des patients immunodéprimés ou
chez le feetus en cas d’infection en cours de grossesse. Dans les pays dits développés, I’infection
congénitale par le hCMYV reste la cause la plus fréquente d’infections congénitales et de Iésions
neurosensorielles. De plus, le hCMV possede un tropisme ubiquitaire et induit donc un panel
de symptdmes trés variables, ce qui complique la prise en charge médicale sur les versants
diagnostics comme pronostics. Dans ce travail de thése, nous nous intéresserons specifiqguement
a I’infection congénitale par le hCMV, une problématique majeure de santé publique en France,
silencieuse malgré sa forte prévalence et partiellement comprise au niveau physiopathologique
(Gandhi & Khanna, 2004). Une meilleure compréhension des mécanismes biologiques
fondamentaux impliqués au cours de 1’infection congénitale reste essentielle afin de proposer
des axes de recherche plus appliqués qui pourraient permettre a terme d’en améliorer la prise
en charge. Les vésicules extracellulaires (EV) placentaires, des médiateurs biologiques produits
par le placenta, permettent une communication entre le versant maternel et le versant feetal.
L’étude des EV, en tant que modulateurs biologiques et en tant que biomarqueurs potentiels,
est en plein essor au niveau mondial, grace notamment a des progres technologiques galopants
et a une communauté de recherche trés active (Théry et al., 2018). L’objectif de mon travail de
these a été d’étudier ces vésicules extracellulaires placentaires au cours de I’infection par le
hCMV, en analysant d’une part I’impact du virus sur leur sécrétion et leur composition, et
d’autre part ’effet de ces vésicules extracellulaires placentaires sur la biologie des cellules
feetales au cours d’une infection par le hCMV. En suivant j’ai cherché a étudier I’impact de ces
EV au plus proche de la physiopathologie clinique en réalisant des expériences sur explants
placentaires ex-vivo et en constituant une collection biologique d’échantillons issus de patientes

enceintes en séroconversion hCMV.

La présentation du contexte soutenant ce travail de these s’articulera en deux parties :
tout d’abord une présentation du hCMV sur les versants virologiques et biologiques ainsi qu un
focus sur I’infection en cours de grossesse et, dans un deuxieme temps, une description de 1’état
des connaissances concernant les vésicules extracellulaires, dans les contextes spécifiques de

la grossesse et des infections virales.
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1. Le Cytomégalovirus humain

1.1. Généralités sur le Cytomégalovirus humain

1.1.1. Historique de la découverte du Cytomégalovirus humain

La découverte du hCMV a été précédée, comme c’est fréquemment le cas pour les
maladies infectieuses, par la description d’un panel de symptomes. En 1881 H. Ribberts décrit
de trés grandes cellules présentant des inclusions dans des coupes rénales et de parotide de
foetus décédés in utero (MFIU), de ce qu’il suppose étre la syphilis. Sur une cohorte de 25 morts
feetales in utero présentant des pétéchies, hépatosplénomégalies et calcifications intracérébrales
décrite par JP. Wyatt en 1932, ce dernier retrouve chez 100% des cas des cellules a inclusion
nucléaires semblables a celles décrites par Ribberts. A ce stade I’étiologie virale de la maladie
n’est pas encore envisagée. Grace aux progres réalisés en culture cellulaire, T. Weller isole en
1957 a partir de cellules embryonnaires une souche virale issue d’un feetus suspecté d’étre
décédé d’une infection congénitale a toxoplasmose. En parallé¢le M. Smith isole également une
souche virale ressemblante a partir de glandes salivaires adultes présentant des grosses cellules
a inclusions. En collaboration avec T. Weller, WP. Rowe isole ce qu’il pense étre le virus
responsable de la varicelle mais qui est en fait la méme souche virale : celle du virus qui cause
la « maladie des inclusions cytoplasmiques ». Trois groupes de recherche ont donc en paralléle
mis en évidence une méme souche virale qui, en 1960, est nommée Cytomégalovirus, selon son
effet cytomégalique (Ho, 2007).

La recherche sur le Cytomégalovirus débute alors plus formellement : identifications de
différentes souches virales, spécificité d’espece, études sérologiques de prévalence et

mécanismes virologiques.

1.1.2. Taxonomie

Le genre Cytomégalovirus est un groupe de virus appartenant au groupe | (virus a ADN
double brin), a I’ordre des Herpesvirales, a la famille des Herpesviridae et a la sous-famille des
Betaherpesvirinae (Figure 1). La taxonomie précise de 1’espéce virale communément appelée
Cytomegalovirus humain est: Betaherpesvirus humain 5 (International Committee on

Taxonomy of Viruses (ICTV), s. d.).

16



Identification Génome
Désignation Nom usuel (abréviation anglo-saxonne) Sous-famille | Taille (kpb)
HHV-1 Herpés simplex 1 (HSV-1) o 152
HHV-2 Herpes simplex 2 (HSV-2) o 152
HHV-3 virus de la varicelle (VZV) o 125
HHV-4 Virus d'Epstein Barr (EBV) Y 172
HHV-5 Cytomégalovirus Humain (HCMV) B 248
HHV-6 A roscolovirus B 159
HHV-6-B roseolovirus B 162
HHV-7 B
HHV-8 virus du sarcome de Kaposi (KSHV) o 230

Figure 1 : Famille des herpes virus infectant I’Homme (Davison et al., 2009).

1.1.3. Pathologies liées au Cytomégalovirus humain

Asymptomatique chez I’adulte immunocompétent, I’infection par le hCMV peut induire
de graves pathologies chez les patients immunodéprimés ou chez le feetus en cours de grossesse.
L’histoire naturelle de I’infection débute par une primo-infection via différents modes de
transmission (fluides biologiques, iatrogene...) qui va induire une virémie. En cours de primo-
infection non contrélée, le virus va passer de maniére transitoire en phase de réplication active
(productive) avant de débuter une phase de latence (Gandhi & Khanna, 2004). En effet, le
hCMV appartient a la famille des Herpesviridae et possede donc la capacité de rester latent
durant de longues périodes au sein de cellules réservoirs, présentant une transcription virale
minimale et de fait se maintient «caché » du syst¢éme immunitaire de 1’héte. Certains
évenements immuno-déprimants (maladies, immunodépression pré-greffe induite, état
d’immunosuppression relative lors de la grossesse) peuvent alors induire une sortie de phase de
latence, et une réactivation virale avec un cycle de réplication active (Forte et al., 2020).
D’autres part, les souches de hCMV ¢étant nombreuses, il existe des cas de réinfections possibles
avec une souche différente de celle de la primo-infection. L histoire naturelle de 1’infection par

le hCMV et ses différentes étapes est illustrée dans la Figure 2 ci-dessous.
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Figure 2 : Schéma de [’histoire naturelle de ['infection par le hCMV

Quelle que soit la cause (primo-infection, réactivation ou réinfection) conduisant a une
réplication virale active et une virémie, les conséquences restent assez similaires. Chez les
adultes immunocompétents, I’infection va étre contrdlée trés rapidement, elle est le plus souvent
asymptomatique ou peut induire un syndrome pseudo-grippal non spécifique. Chez les patients
immunodéprimés (traitements immunosuppresseurs, infection VIH au stade SIDA), le hCMV
atteint un vaste spectre d’organes par son tropisme tres large. On retrouve alors fréqguemment
des lésions ulcéreuses cutanées et intestinales, des encéphalites, des rétinites et des défaillances
multi-viscérales gravissimes pouvant étre mortelles. Concernant I’infection congénitale par le

hCMV, sa physiopathologie sera décrite plus en détail dans la partie 1.1.3.

En addition de ces pathologies d’infection « aigues », I’infection par le hCMV et les
propriétés de latence de ce virus sont étudiées dans différentes pathologies que nous ne
détaillerons pas. Le hCMV possede notamment plusieurs propriétés biologiques
potentiellement onco-modulatrices (r6le anti-apoptotique, modulation de I’angiogeneése, ...), ou

ayant un impact sur la sénescence vasculaire.

1.1.4. Modes de transmission

Le hCMV est excréte dans de nombreux liquides et fluides biologiques : sang, urines,

selles, larmes, salive, mucus nasal, sécrétions cervico-vaginales, sperme et lait maternel. Les
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modes de transmission peuvent donc étre tres variables. Le taux d’excrétion virale est variable
en fonction du statut du patient infecté, I’excrétion virale sera importante en phase de primo
infection ou de réactivation lorsque la réplication virale est active, mais trés faible voire nulle
en phase de latence. On assiste par exemple a une forte excrétion virale lors de la primo-
infection chez des jeunes enfants, mais également chez des personnes agees qui, dans un
contexte d’immunodépression, subissent une réactivation virale souvent asymptomatique mais
productive. Il existe une transmission horizontale fréquente chez les jeunes enfants lors du début
de la vie en communauté via les sécrétions nasales et la salive (entre jeunes enfants, ou vers
I’entourage proche). Cette phase de primo-infection a forte excrétion virale est responsable
d’une grande part des séroconversions dans la population générale dans des pays dits
développés (Cannon et al., 2014). La séroconversion en cours de grossesse est notamment
fréquente chez les patientes séronégatives multipares, dont ’enfant ainé débute sa vie en

collectivité.

Concernant I’infection congénitale par le hCMV, la transmission verticale mere-
embryon se fait majoritairement par voie sanguine transplacentaire. Il existe des infections
intrapartum (en cas d’infection active maternelle avec sécrétion de virus dans le tractus génital)
et via le lait maternel qui peuvent étre problématiques notamment chez les nouveau-nés

prématurés.

La transmission sexuelle du hCMV, via les sécrétions vaginales, le sperme, la salive et
les contacts muqueux est également avérée (Handsfield et al., 1985). L’utilisation du
préservatif, féminin ou masculin, empéche cette transmission. Cette transmission sexuelle est
une autre des voies de transmission conduisant a la diffusion du virus dans la population
générale, notamment chez les jeunes adultes. La transmission sexuelle peut étre problématique
en cours de grossesse ou il existe théoriquement un risque d’infection congénitale par voie

ascendante vaginale.

La transmission peut également étre iatrogene : par transfusion sanguine ou par greffe
d’organe. Chez des patients immunodéprimés ou trés jeunes (prématures, nouveau-nés), ce
transfert de virus peut déclencher une véritable maladie a hCMV et induire de graves atteintes.
Dans le cas d’une infection post-transfusion, le transfert de hCMV peut se faire par deux
mécanismes : transfert direct de virions infectieux si virémie ou bien par transfert de monocytes
réservoirs contenant le virus sous forme latente. La présence de virions infectieux dans les dons
de sang issus de la population générale adulte est heureusement rare. Toutefois, la
séroprévalence de hCMV étant importante dans la population générale, le risque de transfert de
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hCMV latent au sein des monocytes n’est pas négligeable (Diosi et al., 1969). Depuis les années
1990, la prévention de la transmission du hCMV aux nouveau-nés (a terme ou prematurés) se
fait par la transfusion de poches de sang déplétées en leucocytes (Eisenfeld et al., 1992).

1.2. Structure et biologie du Cytomégalovirus humain

1.2.1. Structure du virion

La particule virale du hCMV, de type sphérique, mesure entre 150 et 200nm de
diamétre. Ce virus enveloppé comporte une capside virale icosaédrique (162 capsomeres)
contenant le matériel génétique viral. A I’extérieur de la capside, on trouve le tégument
composé de protéines virales et cellulaires embarquées. Et enfin vers I’extérieur 1’enveloppe

virale d’origine cellulaire contient des glycoprotéines virales (gB, gH...) (Figure 3).

Envelope proteins

Outer Tegument
Inner Tegument

Nucleocapsid

Portal vertex

ViralZone 2017

Figure 3 : Structure de la particule virale du hCMV. ViralZone

1.2.2. Génome viral

Le génome du hCMV est une molécule d’ADN linéaire double brin de longue taille
(=235 kpb). Il n’existe pas de consensus sur le nombre de cadres de lecture total du virus, ni sur
le nombre de protéines produites. En effet, les processus de transcription du hCMV sont variés
et complexes, notamment en fonction des types cellulaires ou des états d’infection (productive
ou latente) (Gatherer et al., 2011). Le nombre minimal de cadres de lecture ouverts admis

jusqu’a récemment était de 200. En 2012, Stren-Ginossar et al. ont montré par des méthodes
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d’analyse de transcrits que le hCMV pouvait présenter plus de 700 cadres de lecture (Stern-
Ginossar et al., 2012).

Le génome du hCMV posséde deux régions uniques : une région unique longue (Unique
Long: UL) et une région courte (Unique Short: US). De part et d’autre on retrouve les
séquences terminales répétées (Terminal Repeat TR) : respectivement TRS coté US et TRL
coté UL. L’assemblage entre les séquences US et UL se fait par une répétition inversée de TRL
et TRS : IRL et IRS (internal repeat long : IRL et internal repeat short : IRS). Cette organisation
du génome est présentée de maniere schélatique dans la figure 4. Le nom des genes issus des
cadres de lecture est défini selon leur position dans les différentes séquences (UL1, USI...)
(Mocarski Jr., 2007).

HCMV (~235kb)| TRL | uL lme[ms| us [7ms |

Figure 4 : organisation génomique schématique du hCMV (Crough & Khanna, 2009).

1.2.3. Cycle viral

1.2.3.1.  Cycle viral réplicatif

La biologie du hCMV in vivo alterne des cycles réplicatifs, des phases de latence et des
épisodes de réactivation.

Au cours d’un cycle viral classique d’une primo-infection, les particules virales de
hCMYV interagissent via leurs glycoprotéines virales avec des récepteurs cellulaires conduisant
a leur internalisation (Figure 5.1). Le contenu du tégument ainsi que la capside sont relargués
dans le cytosol. Certaines protéines virales débutent immédiatement leur réle
immunorégulateur et promoteur de réplication virale (Figure 5.2). La capside est transportée
dans le noyau cellulaire et y largue le génome qui y est alors circularisé (Figure 5.3).
L’expression des génes viraux débute par les génes tres précoces IE (Immediate Early), suivis
des genes retardés précoces DE (Delayed Early) et enfin les génes tardifs L (Late). L expression
des genes tardifs induit dans le noyau I’assemblage génomique au sein des capsides puis leur
sortie dans le cytosol. Au sein du cytosol la capside s’associe aux protéines du tégument
néoformees et cette structure immature est dirigée vers 1’usine d’assemblage virale (Sites

d’assemblages intracellulaires formés notamment par 1’appareil de Golgi et le complexe
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endosomal) (Figure 5.4). La capside s’additionne alors d’autres protéines du tégument et
s’entoure de 1’enveloppe virale par bourgeonnement dans des vésicules intracellulaires de
I’'usine d’assemblage virale. Les particules virales complétes (capside comprenant le matériel
génetique viral, protéines du tégument virales et cellulaires et enveloppe) sont alors sécrétées
dans le milieu extracellulaire (Figure 5.5) (Beltran & Cristea, 2014; Crough & Khanna, 2009).

IE

HCMV

WY Cytoplasm Golgi

\2

\H\ (=

37

Nucleus

Figure 5 : Cycle viral productif du hCMV. Phases trés précoces, précoce et retardées du cycle

viral productif (IE=immediate early ; E=early, L=late). D ‘apres (Manandhar et al., 2019).

1.2.3.2. Phase d’entrée

La phase d’entrée du virion dans la cellule se compose de plusieurs étapes. L’entrée
virale peut se faire par fusion des membranes virales et cellulaires a la surface ou aprées un
processus d’endocytose. En premier lieu I’interaction entre la particule virale et la cellule est
non spécifique (notamment via des héparane-sulfates). La liaison devient spécifique via la
fixation a des récepteurs, variables selon le type cellulaire (PDGFR-a, EGF-R, DC-SIGN, TLR-
2...). Les glycoprotéines virales (gB, gH, complexe pentamérique) se lient alors avec des
intégrines et initient la signalisation cellulaire conduisant a I’internalisation du virion. La
fixation des glycoprotéines virales sur des récepteurs cellulaires variés (TLR...) peut induire

avant méme [I’internalisation du virion des effets immuno-régulateurs ou immuno-
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manipulateurs. Les glycoprotéines virales sont hautement conservées, elles sont essentielles a
la fusion et I’entrée virale (Gardner & Tortorella, 2016; Vanarsdall & Johnson, 2012).

La fusion de I’enveloppe virale avec la membrane plasmique induit la libération dans le
cytosol de la capside virale et du tégument. Les protéines présentes dans le tégument peuvent
étre d’origine virale mais également d’origine cellulaire (incluses dans la particule virale au
moment de son enveloppement dans la cellule d’origine productrice du virion). Ces protéines
du tégument relarguées dans le cytosol peuvent avoir un effet immédiat deés la fusion avec la
cellule cible, notamment au niveau immun, en modifiant la signalisation cellulaire ou en
facilitant la transcription virale via un adressage au noyau de la capside (Figure 6). Des
protéines virales sont également adressées au noyau indépendamment de la capside. Deux
protéines virales abondantes dans le tégument, pp65 et pp71, jouent un réle respectivement dans
I’évasion immunitaire et dans la mise en place de I’expression des genes IE (ces protéines jouent

également un réle aux phases plus tardives du cycle viral) (Kalejta, 2008).

Cytoplasm ﬂ. Nucleus

Figure 6 : Processus de fusion virale, relargage des proteines du tégument dans le cytoplasme

et transfert dans le noyau (Kalejta, 2008).

1.2.3.3.  Phase trés précoce

La phase tres précoce de replication virale résulte en la production des protéines IE

(Immediate Early), impliquées dans des processus variés, notamment la mise en place de la
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transcription virale ainsi que I’instauration d’un environnement cellulaire propice a la
réplication virale. Les deux phosphoprotéines nucléaires essentielles de cette phase, IE1 (72
kDa) et IE2 (86 kDa), sont sous le contréle du MIEP (Major Immediate Early Promotor). Les
réles de IE1/2 sont variés : elles favorisent la réplication virale et la transcription de génes
viraux, elles modulent la transcription des genes hotes (notamment a visée immunotolérante) et
inhibent le cycle cellulaire ainsi que I’entrée en apoptose. IE1 inhibe notamment 1’activité
méthyl transférase de ND10 et maintient ainsi un contexte chromatinien permissif a la
réplication virale. IE1 et IE2 participent également a la tolérance immunitaire de la cellule cible,
respectivement en diminuant ’ampleur de la réponse aux interférons et en inhibant la
production de cytokines proinflammatoires (Paulus & Nevels, 2009). IE1 et IE2 ne jouent pas
seulement un réle dans le cycle viral réplicatif mais également au cours de I’initiation et du

maintien de la latence.

D’autres protéines produites au cours de la phase tres précoce, comme IRS1 et TRS1,
limitent via une inactivation de la protéine kinase R la réponse cellulaire aux interférons et ainsi

I’apoptose (Braggin et al., 2016).

1.2.3.4. Phase précoce

Les protéines synthétisées au cours de la phase précoce sont majoritairement impliquées
dans la transcription virale (initiation de la réplication ADN-polymérase) afin d’amplifier le
génome viral. En paralléele les génes Early codent également pour des protéines « du tégument »
comme pp65, pp71, ppl50 pUL48 qui jouent des rdles de modulation immunitaire (pp65,
pp71), et qui sont essentielles pour I’entrée virale et doivent étre inclues dans les virions

néoformés (Kalejta & Albright, 2020; Tomtishen 111, 2012).

1.2.3.5. Phase tardive

La phase tardive correspond a la phase finale d’assemblage des néo-virions. C’est a
cette phase que sont produites les protéines structurales capsidiques nécessaires a la formation
des capsides et de leurs protéines associées. Les capsides sont assemblées au sein du noyau puis
transportées vers le cytoplasme ou elles rejoignent le complexe d’assemblage viral. Les

protéines Late produites jouent des roles dans le processus d’assemblage des particules virales
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au sein des usines virales et le mécanisme d’enveloppement par bourgeonnement au sein de
vacuoles dérivant de I’appareil de Golgi (trans-Golgi network) (Homman-Loudiyi et al., 2003).
Au cours de I’enveloppement, des protéines virales, des protéines du tégument mais également
des protéines cellulaires sont incluses dans I’espace tégumental entre la capside et 1I’enveloppe.
Les particules virales completes sont alors sécrétées dans le milieu extracellulaire. On note que
certaines particules virales non fonctionnelles, des corps denses, peuvent également étre
produites et stockées au sein de la cellule (cytomégalique) ou sécrétées, sans avoir de potentiel

infectieux.

1.2.4. Latence et réactivation

1.2.4.1. Latence

Le Cytomégalovirus humain appartient a la famille des Herpesviridae et posséde donc
une capacité de latence. Cette persistance virale trés efficace s’établit a la suite de la primo-
infection et perdure le long de la vie de I’individu infecté. A la différence d’un cycle réplicatif,
au cours d’une mise en latence le virus ne se réplique pas, et il n’existe pas de production de
nouveaux virions. Le matériel génétique du virus persiste dans le génome de cellules hotes
réservoirs sous forme épisomale. Les cellules réservoirs connues du hCMV sont les cellules
souches hématopoiétiques CD34+ et les progéniteurs myeéloides ; les précurseurs neuronaux et
les cellules endothéliales sont quant a eux des réservoirs supposés. Par ailleurs, les multiples
phénoménes permettant 1’entrée et le maintien en latence ne sont a ce jour pas tous explicités

(Forte et al., 2020).

Le mot clé décrivant le processus de latence est : manipulation. Le hCMV manipule sa
cellule hote, manipule la réponse immune et controle finement I’expression de ses transcrits
afin d’assurer la réussite de ce camouflage au sein méme de I’organisme infecté. Le nombre de
transcrits est moindre par rapport a un cycle réplicatif, en partie par le maintien d’un haut degré
de compaction chromatinienne (Figure 7) (Sinclair & Sissons, 2006). Le MIEP joue un rdle
dans le maintien de la latence, son activation est limitée pendant la phase de latence par la
présence de répresseurs transcriptionnels de 1’hote (HP1, KAP1). Le MIEP n’étant pas
totalement inactivé, des transcrits de latence restent produits. Par exemple la protéine virale IE1
est nécessaire au maintien du génome viral sous forme épisomale via une interaction avec le

facteur de transcription de 1’hote SP1 (Reeves & Sinclair, 2013).
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Figure 7 : Représentation schématique des processus de latence et de réactivation au cours
d’une infection par le hCMV (Goodrum, 2016).

1.2.4.2. Réactivation

La latence virale est ponctuée d’épisodes de réactivation périodique, asymptomatiques
pour le patient infecté, mais qui permettent la production de virions, une virémie et la
transmission a d’autres hotes, aprés quoi se remettra en place 1’équilibre de persistance virale
chez I’hote infecté. Il peut également se présenter en cas d’immunosuppression un épisode de
réactivation important, non contrélé conduisant a des symptémes potentiellement Iétaux
(Collins-McMiillen et al., 2018). La réactivation a lieu au sein des macrophages ou des cellules
dendritiques lors de la différenciation des progéniteurs myéloides (Figure 7) (Dupont & Reeves,
2016). La réactivation est également un mode fréquent de transmission materno-feetale chez les
femmes séropositives pour hCMV, conduisant a des atteintes moins graves que les primo-

infections mais importantes par leur nombre (sous-estimé) (Lanzieri et al., 2014).

A ce jour il n’est pas d’événement connu qui déclencherait une réactivation du hCMV,
il semblerait que I’initiation de la réactivation soit liée a un ensemble de processus viraux,
cellulaires et dépendants de 1’homéostasie de 1’hdte. Tout événement perturbant la relation
virus-hote (co-infection, switch immunitaire, traitement immunosuppresseur...) pourrait ainsi

induire une rupture dans 1’équilibre et provoquer une sortie de latence.
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1.2.5. Tropisme cellulaire

Le hCMV peut infecter un éventail de cellules tres large : cellules endothéliales,
épithéliales, cellules du tissu conjonctif, fibroblastes, cellules hématopoiétiques, cellules
musculaires lisses. Ce tropisme cellulaire vaste explique la facilite relative avec laquelle le virus
infecte de nombreux organes et ainsi la grande variabilité des symptdmes retrouvés dans les
maladies a hCMV. Les principales cellules cibles de I’infection réplicative sont les cellules
endothéliales et épithéliales. La latence virale s’établit quant a elle dans les progéniteurs
hématopoiétiques myéloides de la moelle osseuse (présence du génome viral mais pas de cycle
réplicatif). Au cours de la différenciation en monocytes et cellules dendritiques, il peut y avoir
maintien de la latence ou réactivation virale. La présence de virus latent dans les monocytes,
cellules ubiquitaires, entraine une diffusion du matériel génétique viral dans tous les organes.
Les cellules endothéliales et les progéniteurs neuronaux pourraient également étre des cellules
réservoirs du hCMV (pas de données in vivo) (Belzile et al., 2014; Dupont & Reeves, 2016;
Sinzger et al., 2008). La latence peut donc se faire dans un grand nombre d’organes et conduire
a des atteintes liées au hCMV des années aprés la primo-infection.

Le tropisme cellulaire est li¢ a I’expression de certaines protéines d’entrée virale (par
exemple les génes UL128-UL150 pour I’entrée dans les cellules épithéliales et endothéliales).
Ceci explique le tropisme différent entre plusieurs souches virales (notamment dans les souches
virales dites de laboratoire), des altérations dans le locus de génes UL128-131 au sein de
différentes souches de hCMV pouvant moduler leur capacité a infecter certains types cellulaires
(Ryckman et al., 2006; Sinzger et al., 2008).

1.2.6. Souches virales

Les génotypes retrouvés chez les patients sont trés variables, avec des processus de
combinaisons/recombinaisons, mutations : de nombreuses souches virales de hCMV coexistent
et circulent activement dans les populations. Cette diversité de souches est retrouvée chez les
adultes comme chez les enfants et pourrait expliquer en partie les différents tropismes
cellulaires, symptomes et réponses immunes rencontrés. Au sein d’un méme individu, il existe
des recombinaisons virales, plus importantes en cas d’infection par différentes souches de

hCMYV qu’en présence d’une unique souche virale (Suérez et al., 2019).
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Concernant I’infection congénitale, le plus fréquemment une seule souche virale est
retrouvée (identique chez la mere et le feetus) et le passage transplacentaire ne semble pas étre

conditionné par un type spécifique de souche virale (Arav-Boger, 2015).

La souche de référence de hCMV est la souche Merlin. Pour I’étude des effets
biologiques du virus on distingue globalement les souches dites de laboratoires, qui ont perdu
certaines séquences au cours de leur nombreux passages (AD169 par exemple) mais permettent
une comparabilité des analyses, et des souches dites cliniques, isolées a partir d’isolats cliniques
qui reflétent la grande variabilité de souches circulant chez ’homme, qui ont un tropisme

cellulaire conservé notamment pour les cellules endothéliales (VHL/E) (Wilkinson et al., 2015).

1.3. Infection congénitale a Cytomégalovirus humain

1.3.1. Epidémiologie de ’infection congénitale

La séroprévalence pour le hCMV est variable en fonction des zones géographiques,
notamment selon 1’état socio-économique. La séroprévalence peut aller de 50% de la population
générale, dans les pays « du Nord », jusqu’a plus de 90% de la population générale dans des

pays a plus faible niveau socio-économique (Cannon et al., 2010; Gkrania-Klotsas et al., 2013).

La séroprévalence au sein d’une population influe directement sur le risque de primo-
infection, notamment en cours de grossesse, sur le risque de réactivation ainsi que sur le
développement de pathologies associées (Gandhi & Khanna, 2004). La plupart des études de
séroprévalence et de suivi des cas d’infection congénitale par le hCMV ont été réalisées dans
des pays nord-américains et européens, et Lanzieri et al. concluent suite a leur méta-analyse
que l'impact de D’infection congénitale par le hCMV dans les pays dits en voie de

développement reste largement meconnu (Figure 8) (Lanzieri et al., 2014).
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Figure 8 : Séroprévalence du hCMV dans la population des femmes en age de procréer
(Lanzieri et al., 2014).

La part de femmes en age de procréer séronégatives pour le hCMV constitue la
population la plus a risque de primo-infection en cours de grossesse et de transmission virale
au feetus. Toutefois, cette population a risque importante (50% des femmes en France) n’est
que tres peu informée sur I’infection congénitale et les risques associé€s. Dans des pays ou la
séroprévalence est plus importante, la majorité des infections congénitales sont liées a des

phénomenes de réactivation ou de réinfection (Figure 9) (Leruez-Ville et al., 2020).

Leruez-Ville et al, Puhakka et al, Mussi Pinhata et al,
Variables 2017 2018% 20187
Country France Finland Brazil
CMV seroprevalence in pregnant women 60% 72% 98%
Neonates screened, n 11,715 19,868 1721
Prevalence of congenital CMV infection 0.37% 0.2% 0,5%
Proportion of congenital CMV infection following 52% 47% 10%
maternal primary infection
Proportion of congenital CMV infection following 48% 53% 90%
maternal nonprimary infection

Figure 9 : Séroprévalence chez les femmes en age de procréer et taux d ‘infections congénitales
a hCMV (Leruez-Ville et al., 2020).

L’infection congénitale a hCMV est la cause la plus fréquente de déficits
neurosensoriels d’origine infectieuse congénitale. Cette infection touche en France entre 0,5 et

1 naissance vivante sur 100 (exclusion des fausses couches précoces et tardives, de morts
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feetales et d’interruption médicales de grossesses) (Cannon, 2009; Leruez-Ville et al., 2020).
L’infection congénitale par le hCMV induit des effets déléteres a plusieurs niveaux. Tout
d’abord on retrouve bien sir I’effet pé&joratif sur le développement feetal, notamment au niveau
cérébral, avec des lésions plus ou moins marquées sur le cerveau ou encore des atteintes
neurosensorielles. Les Iésions de type cécité et surdité peuvent apparaitre des années apres la
naissance : les enfants développant ce type d’atteintes risquent un retard de diagnostic et de
mise en place de traitements palliatifs a leurs défauts sensoriels, ceci risquant d’enkyster des
handicaps a une période de développement neurologique intense. La grande variabilité des
atteintes rend le pronostic trés complexe, notamment en cours de grossesse. Cette incertitude
quant au devenir du nouveau-né peut induire un stress parental majeur. Sur le plan social, les
séquelles a long terme de I’infection congénitale par le hCMV induisent des nécessités de
traitement et d’accompagnement du handicap tres codteuses sur les plans humain comme
financier. Dans des pays comme les USA ou les interruptions de grossesse pour atteintes feetales
sont rares, le nombre d’enfants présentant des lésions a long terme liées a une infection
congeénitale a hCMV est au moins aussi important que celui des enfants présentant des atteintes

liees a une trisomie 21 (Figure 10).
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Figure 10 : Principales causes de séquelles a long-terme chez les enfants (données annuelles
aux USA) (Cannon et al., 2010).

L’infection congénitale a hCMV est donc un probléme majeur de santé publique en
France, a la fois compte tenu de sa forte prévalence, des lésions néonatales de sévérité variable

associees et des difficultés de prise en charge médicales.
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1.3.2. Généralités sur I’infection congénitale

L’infection congénitale se définit comme I’infection en cours de grossesse du foetus par
le h(CMV. L’infection maternelle est généralement asymptomatique, elle peut conduire a un
syndrome pseudo-grippal non spécifique, mais les 1ésions feetales peuvent étre majeures. Il
existe deux modes de transmission du hCMV depuis la meére vers le feetus. La plus décrite est
la transmission sanguine, via les échanges sanguins au sein du placenta suite a une virémie
maternelle. Une transmission virale ascendante depuis la filiére génitale (vagin, sécrétions
cervico-vaginales) est théoriquement possible mais trés difficile a monitorer (Forman et al.,
2017). De maniére générale I’histoire de I’infection est la suivante : infection ou réinfection ou
réactivation chez la femme enceinte avec virémie, infection du placenta et réplication virale
active au niveau placentaire, transmission du virus au feetus puis infection feetale suivie ou non

d’atteintes foetales.

L’infection congénitale par le hCMV concerne en France entre 0,5 et 2% des naissances
vivantes. Les infections sont plus rares et plus graves en péri-conceptionnel et au premier
trimestre de grossesse. Certains auteurs retrouvent respectivement des pourcentages de
transmission de 26%, 28% et 65% au premier, second et troisieme trimestre de grossesse. En
effet au premier trimestre I’embryon est en plein développement, la placentation est en cours et
n’importe quel événement peut activer la loi du « tout ou rien » et induire une fausse couche ou
bien des Iésions importantes. Au troisieme trimestre de grossesse, les infections sont plus
fréquentes, mais également moins pourvoyeuses d’atteintes péjoratives dans la mesure ou
I’organogéneése est plus avancée. Aprés une primo-infection au premier trimestre, entre 40% et
50% des nouveau-nés développeront des sequelles neurosensorielles (Figure 11) (Leruez-Ville
et al., 2020).
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Figure 11 : Histoire naturelle de la primo-infection en cours de grossesse d’aprés (Leruez-Ville
et al., 2020)

En cas de primo-infection maternelle, le taux de transmission du hCMV au feetus est
estimé entre 30 et 40% au premier trimestre de grossesse (Cannon, 2009). Une étude récente
réalisée a Necker, Paris, a montré que les infections congénitales par le hCMV étaient dues pour
50% a une primo-infection et pour 50% a des réactivations ou des réinfections (Leruez-Ville et
al., 2020).

Contrairement & certains paradigmes antérieurs, Britt a réalisé en 2015 une revue de la
littérature qui a montré que I’immunité anti hCMV antérieure a la grossesse, c¢’est-a-dire une
infection hCMV ancienne, pourrait apporter une protection qui ne serait que tres partielle chez
la descendance et que cette protection serait notamment trés limitée en ce qui concerne la
transmission intra-utérine (Figure 12). Il parle donc de paradoxe apparent entre immunité
ancienne a hCMV et infection congénitale, en effet I’état d’immunosuppression relative de la
grossesse peut induire une réactivation virale qui peut elle-méme induire une infection
congénitale (Britt, 2015).
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CLASSIFICATION OF MATERNAL INFECTION

Primary Maternal Infection Non-Primary Maternal Infection
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10% symptomatic offspring  90% asymptomatic offspring
30-40% develop sequelae 8-15% develop sequelae

25% develop sequelae 10% develop sequelae

Figure 12 : Histoire naturelle de l'infection, primo-infection et infection non primaire, en cours

de grossesse d’apres (Britt, 2015)

Concernant la transmission virale de la mére a I’embryon ou au feetus, la souche virale
retrouvée chez le feetus est la méme que celle présente chez sa mere. 1 a été décrit des infections
« mixtes » avec plusieurs souches virales impliquées, mais sans lien particulier avec une
physiopathologie modifiée (Arav-Boger, 2015). De plus la souche virale impliquée au cours de
I’infection est le plus souvent retrouvée au sein de toute la famille (au sens de communauté de
vie). Gabrielli et al. ont montré que la charge virale présente dans les différents tissus foetaux
était positivement corrélée aux dommages cérébraux et aux défauts de fonctionnement
placentaire (Gabrielli et al., 2012).

Les lésions de I’infection congénitale par le hCMV se présentent le plus souvent de
maniere variable avec des atteintes fréquentes au niveau placentaire et au niveau cérébral, ainsi
que des atteintes systémiques. Les atteintes feetales les plus critiques sont retrouvées en cas

d’infection en période péri-conceptionelle ou au cours du premier trimestre de grossesse.

Nous détaillerons dans un premier temps la physiologie placentaire. Ceci nous permettra
notamment de décrire les modeles de placentas de premier trimestre utilisés au cours de ce
travail de recherche. Dans un deuxiéme temps, nous nous intéresserons particulierement aux

lésions cérébrales de I’infection congénitale a hCMV.
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1.3.3. Physiologie placentaire

Le bon fonctionnement placentaire est essentiel pour le maintien d’une grossesse
physiologique et des échanges harmonieux entre la mére et ’embryon. Le placenta est un
organe transitoire, qui va évoluer tout au long de la grossesse en parall¢le de 1’évolution feetale,

avec une durée de vie optimale équivalente a celle de la grossesse : 9 mois.

1.3.3.1.  Origine embryonnaire et modeles placentaires

Le placenta fait partie des annexes feetales, il possede le méme matériel génétique que
I’embryon (semi allogreffe temporaire pour la mere). Nous allons détailler rapidement le
développement du placenta précoce afin d’y positionner les deux modéles de placenta utilisés

dans ce travail de thése.

Au stade blastocyste de I’embryon, la phase la plus précoce de I’implantation débute
avec I’accolement dirigé du blastocyste sur I’endométre. A partir du 6°™ jour de développement
débute la nidation, ¢’est-a-dire la pénétration active et totale de 1’ceuf dans la muqueuse utérine.
C’est au cours de cette phase de nidation que débute la différenciation de certaines annexes
embryonnaires et notamment le placenta précoce. On observe la différenciation d’une partie du
trophoblaste en syncytiotrophoblaste qui envahit la muqueuse utérine, le reste du trophoblaste
devient alors le cytotrophoblaste et sépare la masse embryonnaire du syncytio-trophoblaste. Le
syncytio-trophoblaste lyse I’endomeétre et entraine avec lui I’ceuf jusqu’a son inclusion entiére
dans la muqueuse utérine en se creusant également de lacunes permettant une irrigation par le
sang maternel. En suivant le stade lacunaire, les villosités primaires vont se mettre en place via
la prolifération des cytotrophoblastes. Le mésoblaste extra-embryonnaire va les creuser pour
former les villosités secondaires et enfin apres mise en place de la vascularisation les villosités
trophoblastiques tertiaires seront formées (3*™ semaine). Les villosités tertiaires vont se
multiplier et se développer jusqu’a la fin du troisiéme mois de grossesse, augmentant ainsi la
surface d’échange entre les versants maternel et embryonnaire (Handschuh et al., 2007; Staun-
Ram & Shalev, 2005).

L’invasion trophoblastique et le bon fonctionnement placentaire sont donc essentiels

pour une grossesse physiologique, tout défaut d’implantation et/ou d’invasion pouvant conduire
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a des fausses-couches ou a des pathologies gravidiques. Par exemple, la physiopathologie de la
pre-éclampsie, longtemps considérée comme une pathologie hypertensive de fin de grossesse,
prend en réalité ses sources dans un défaut d’invasion trophoblastique tres précoce (O’ Tierney-
Ginn & Lash, 2014). Les points d’interactions entre le versant maternel et feetal sont variés :
trophoblaste, synciotio-trophoblaste, chorion (Figure 13). Des défauts dans les échange au
niveau de chacun de ces points de communication peuvent avoir des effets déléteres sur le

développement placentaire ou fcetal.
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Figure 13 : Les cing points d’interaction de [’interface feeto-placentaire 1/ trophoblaste
extravilleux au contact des cellules déciduales 2/ trophoblaste endovasculaire et interstitiel
envahissant et remplacant les parois des arteres utérines 3/ syncytio-trophoblaste villositaire
au contact du sang maternel dans la chambre intervilleuse 4/ chorion tapissant la chambre
intervilleuse 5/ passage des cellules trophoblastiques dans la circulation maternelle (Mesdag
etal., 2014).

Pavan et al. ont développé, a partir de cellules cytotrophoblastiques extra-villeuses

invasives issues de placenta de premier trimestre, la lignée HIPEC (Human Invasive
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Proliferative Extravillous Cytotrophoblast), qui est le modéle cellulaire placentaire utilisé au

cours de ce travail de theése (Pavan et al., 2003).

Afin d’étudier plus finement les mécanismes impliqués dans la physiopathologie du
placenta précoce, Lopez et al. ont mis au point au sein du laboratoire une technique de culture
ex-vivo d’explants trophoblastiques de placentas de premier trimestre issus d’IVG a I’interface
air/liquide (Lopez et al., 2011). Cette méthode permet de conserver d’une part 1’architecture
des villosites (Figure 14), et d’autre part de maintenir en culture les différents types cellulaires
impliqués dans le fonctionnement naturel du tissu (cytotrophoblastes, mais aussi cellules
mésenchymateuses) et donc d’analyser des effets biologiques sur la structure tissulaire
complete. Ce modeéle tissulaire a été utilisé également au cours de ce travail de these, en

complément du modele cellulaire HIPEC.

Figure 14 : Immunohistochimie sur explants de trophoblaste issus de placenta de premier
trimestre A/ Cytokératine 7 (cytotrophoblaste) B/Phosphatase alcaline placentaire

(cytotrophoblaste) C/ Vimentine (cellules mésenchymateuses) (Bergamelli et al., 2021).

1.3.3.2.  Fonctions physiologiques du placenta

Le placenta exerce des roles multiples envers le feetus : transfert des nutriments,
traitement des déchets, sécrétion d’hormones et de nombreux facteurs impliqués dans le bon

équilibre du développement feetal.

Le placenta a longtemps été considéré comme une barriére entre la mére et le feetus : il
s’agit en réalité plutét d’une non-barriére placentaire. La diffusion passive au sein de la
« barriere » placentaire favorise les molécules de poids moléculaire <500 Da. Concernant le
transport actif, le placenta exprime de nombreux transporteurs permettant de transférer vers le
feetus des molécules essentielles (folates) ou au contraire de favoriser 1’efflux de certaines

molécules. Le placenta permet le passage des IgG vers le compartiment feetal, mais pas des
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autres immunoglobulines, permettant ainsi la transmission d’une protection immunitaire
relative au feetus. En plus de ce role de transfert de nutriments et de traitement des déchets
feetaux, le placenta posséde €galement un role sécréteur. Les hormones sécrétées par le placenta
sont finement régulées au cours de la grossesse et leurs taux variables répondent aux besoins
spécifiques de chaque trimestre, notamment I’hormone gonadotrophine chorionique humaine

qui induit au premier trimestre le maintien de la sécrétion progestative du corps jaune.

Nous développerons par la suite les effets de I’infection hCMYV sur le placenta précoce.

1.3.4. Atteintes placentaires liées a ’infection congénitale par le Cytomégalovirus

Au cours d’une virémie maternelle, le hCMV peut infecter le placenta et y induire d’une
part des modifications de fonctionnement induisant un panel de 1ésions variables, et d’autre part
y installer de véritables usines de réplication virale productives. Cette réplication virale active
conduit I’embryon ou le feetus a étre au contact avec le virus sur de longues périodes, et pas

seulement sur une phase aigue (Fisher et al., 2000).

Au niveau clinique, les atteintes placentaires visibles en échographie
sont principalement la placentomegalie et les calcifications placentaires. Le signe d’appel
échographique le plus fréquemment retrouvé pour I’infection congénitale a hCMV est le retard
de croissance intra-utérin. Ce RCIU peut étre 1ié a la fois a I’infection directe de 1’embryon ou
du feetus mais également aux défauts de vascularisation eux méme liés a des défauts d’invasion
trophoblastique optimale (Leruez-Ville et al., 2020). En 2019, Uenaka et al. ont analysé les
caractéres histologiques de 35 placentas de cas cliniques ayant présenté une infection
congénitale a hCMV : ils ont retrouvé la présence de protéines virales de hCMV dans 30 de ces
placentas et ont décrit que le nombre de cellules infectées était inversement proportionnel a
I’4ge gestationnel a ’accouchement. Les modifications de I’architecture des villosités et les
scores d’inflammation chronique des villosités placentaires étaient par ailleurs
significativement plus importants chez les patientes présentant une primo-infection que chez

celles avec une réactivation virale (Uenaka et al., 2019).

Au niveau moleculaire, certains mécanismes via lesquels le hCMV perturbe le
fonctionnement placentaire sont décrits, mais la vue d’ensemble permettant d’expliquer la
variabilité des Iésions retrouvées reste, elle, incompléte (Njue et al., 2021). 1l a notamment été

montré que I’infection de cytotrophoblastes, issus de placentas précoces, par le hCMV induit
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un défaut de migration et d’invasion des cytotrophoblastes via plusieurs mécanismes dont
I’activation du facteur PPARy et la diminution de I’expression de 1’intégrine a1B1 (Fisher et
al., 2000; Pereira et al., 2007; Rauwel et al., 2010). De plus, le hCMV limite la différenciation
des progéniteurs trophoblastiques (Tabata et al., 2015). L’apoptose médiée par le TNFa est
augmentée dans les trophoblastes suite a I’infection par le hCMV (G. Chan et al., 2002).
L’infection par le hCMV induit également une inhibition de ’activité¢ de I’indoleamine 2,3-
dioxygeénase, conduisant a des dysfonctionnements placentaires précoces (Lopez et al., 2011).
Ces mécanismes impliqués dans le processus d’infection du placenta par le hCMV sont

représentes schématiquement dans la figure 15.
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Figure 15 : Anatomie de l’interface materno-foetale et mise en évidence des mécanismes
potentiels impliques dans les atteintes de [’infection congénitale par le hCMV. 1/
Dysfonctionnement de la fonction et de la différenciation des progéniteurs trophoblastiques 2/
Limitation du potentiel d’invasion des trophoblastes extra-villeux 3/ Dérégulation de la voie de
signalisation Wingless dans les cytotrophoblastes 4 /Augmentation de I’ apoptose médiée par le
TNFo dans les trophoblastes 5/Modification de profil cytokinique placentaire 6/ Inhibition de
["activité indoleamine 2,3-dioxygenase 7/ Baisse de [’expression trophoblastique des CMH1

Abréviations :CMV = Cytomégalovirus; EVT = trophoblaste extra villeux; HLA = Antigéne Leucocyte
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humain; IDO = indoleamine 2,3-dioxygenase; IL-10 = interleukin-10; MCP = protéine
chemoattractante monocytaire; MHC = complexe majeur d’histocompatibilité; ROR2 = récepteur 2
aux tyrosine kinase-like; TBPC = cellules souches progénitrice de trophoblastes; Wnt = Wingless. Les
fleches oranges vers le haut indiquent une surexpression et vers le bas une sous expression. D ‘apres
(Njue et al., 2021).

En résumé, I’infection précoce du placenta par le hCMV exerce des effets sur le
processus physiologique d’invasion trophoblastique, sur le métabolisme placentaire et induit

des défauts dans 1’équilibre d’échanges materno-foetaux.

1.3.5. Atteintes cérébrales liées a ’infection congénitale par le Cytomégalovirus

De la méme maniere que pour les atteintes placentaires, les 1ésions retrouvées au niveau
cérébral chez les embryons ou les foetus infectés en cours de grossesse par le hCMV sont tres
variables. On peut les diviser en plusieurs catégories en fonction de leur gravité, de leur type

(malformations ou défauts neurosensoriels) ou de leur temporalité d’apparition.

L’infection congénitale par le hCMV cause le plus souvent des lésions de type
neurosensorielles, avec des surdités et/ou cécité uni ou bilatérales. Ces lésions apparaissent
généralement en dehors de la période périnatale et sont diagnostiquées tardivement au cours
des premiéres années de vie de ’enfant. Lors du développement de la parole un appareillage
auditif précoce peut permettre aux jeunes enfants de limiter le développement de handicaps trop
séveres. Les retards ou défauts diagnostics peuvent donc étre extrémement déléteres pour
I’acquisition du langage et des capacités d’interactions sociales. L’infection congénitale par le
hCMV peut également induire de I’épilepsie, principalement chez les nouveau-nés
symptomatiques a la naissance. On retrouve fréquemment en cas d’infection en cours de

grossesse des retards comportementaux et de développement (Leruez-Ville et al., 2020).

Il n’existe pas a ce jour de moyen pronostic permettant de prévoir ces atteintes et la prise
en charge passe essentiellement par de la prévention et le suivi des jeunes enfants dont on
connait le statut hCMV a la naissance. C’est d’ailleurs pour la population de nouveau-nés non
symptomatiques a la naissance que le risque de défaut de diagnostic est le plus important
(Cannon, 2009). Sur 1000 naissances, le nombre d’enfants présentant des séquelles
permanentes sera plus élevé dans la catégorie des nouveau-nés asymptomatiques par
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comparaison avec celle des nouveau-nes symptomatiques (Figure 16 : case grisée « 118

permanent disabilities »). C’est précisément cette population qui est a risque de défaut de

diagnostic et de retard de prise en charge (Figure 16).

Frequency of Sequelae among Children with Congenital CMV Infection

1000

Children born with
congenital CMV infection

_— e

127
Symptomatic at Birth

e

5
Deaths

122
Survivors

873

Asymptomatic at Birth

e

118
Permanent
disabilities

755
No sequelae

6/\

No sequelae

61
Permanent
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Figure 16 : Arbre récapitulatif de la fréquence des lésions retrouvées dans la population

générale des nouveau-nés infectés par le hCMV, symptomatiques ou non a la naissance, sur un

panel d’enfants aux Etats-Unis. D aprés (Cannon, 2009).

Le suivi échographique et IRM si nécessaire permettent de mettre en évidence un certain

nombre de l1ésions macroscopiques fréquemment retrouvées en cas d’infection congénitale a

hCMV : microcéphalie, ventriculomégalie et hydrocéphalie. Des lésions plus rares peuvent

également étre retrouvées comme des agenésies du corps calleux, des lissencéphalies, des

schizencéphalie etc.... (Leruez-Ville et al., 2020). Ces atteintes cérébrales peuvent étre trés

déléteres voire non viables (Figure 17). Les atteintes du systéme nerveux central visibles en

imagerie sont globalement de mauvais pronostic, notamment si elles apparaissent au premier

trimestre de grossesse (Cheeran et al., 2009).
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Figure 17 : Atteintes cérébrales séveres dues a une infection congénitale a hCMV. A/
Calcifications périventriculaires et dilatation ventriculaire B/ Polymicrogyrie (défaut de
migration neuronale) C/ schizencéphalie(A=Tomographie, B et C = IRM) D aprés (Cheeran
et al., 2009).

En résumé concernant les lésions cérébrales induites par le hCMV, on retrouve des
défauts cognitifs, des défauts de communication neuronale et des atteintes neurosensorielles,
dont le diagnostic et la prise en charge restent complexes, notamment de par la trés grande

variabilité des lésions.

Au niveau physiopathologique, l’infection par le hCMV induit des défauts de
prolifération, de migration et de différenciation des cellules souches neurales dont les fonctions
sont essentielles au bon développement cerébral précoce. L’infection par le hCMV peut
également induire des altérations dans la mise en place des différentes couches corticales
(Figure 18). Les effets sur le développement cérébral sont donc dévastateurs, car tous les futurs
types cellulaires cérébraux résidants (neurones, astrocytes et oligodendrocytes), leur

positionnement, ainsi que leur communication vont étre perturbés.
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Figure 18 : Schéma d’une coupe d’un hémisphére cérébral précoce mettant en évidence
certains mécanismes neuro-pathogéniques retrouvés au cours de l’infection congénitale par le
hCMV et induisant des défauts dans le développement de nouveaux circuits cérébraux. 1/
Limitation du potentiel d’auto-renouvellement des cellules souches neurales 2/ Impact délétére
sur la capacité de différenciation des cellules souches neurales 3/ Défaut de migration des
neuroblastes (retrouvé aussi chez les cellules souches neurales mais non décrit sur ce schéma)
4/ Impact sur la formation physiologique des différentes couches neuronales du neocortex 5/
Défaut d’adressage des couches neuronales par les cellules gliales 6/ Sécrétion de médiateurs
inflammatoires (cytokines, radicaux libres) pouvant affecter le bon développement neuronal
via des effets cytotoxiques ou des modifications de voies de signalisation. D apreés (Cheeran et

al., 2009).

Plus précisément au niveau moléculaire, le hCMV induit notamment une augmentation
de l’expression de PPARy ce qui induit un défaut de neuronogencse au cours de la
différenciation des cellule souches neurales en neurones (Rolland et al., 2016). De maniére
intéressante, le hCMV augmente également I’expression de la protéine LIS1 au sein des cellules
souches neurales, induisant des défauts dans leur potentiel de migration (Rolland et al., 2021).

Cette surexpression de LIS1 avait été préalablement décrite dans des cas génétiques de
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lissencéphalie (une pathologie congénitale ou les nombreux défauts de migration neurale vont
induire des cerveaux sans gyrations d’apparence lisse). On retrouve dans certaines cas séveres
d’infections congénitales 8 hCMV ces atteintes cérébrales « lissencéphalie like », ou les feetus

peuvent présenter des cerveaux sans gyrations.

Les cellules souches neurales humaines sont donc un modéle de choix pour étudier
I’effet de I’infection par le hCMV sur les étapes précoces du développement cérébral
(réplication, différenciation et migration). En effet, on peut induire spécifiquement la
différenciation de ces cellules souches neurales en neurones, et donc quantifier I’impact de
facteurs exogeénes sur leur capacité de différenciation. La figure 19 illustre cette différenciation,
avec un changement depuis des marqueurs cellulaires souches vers des marqueurs neuronaux

au cours d’une expérience de différenciation des cellules souches neurales en neurones.

growth differentiation
-~

DAPI
DAPI

Nestin
BIII tubulin

SOX2

HUC/D

merge
merge

conditions prolifératives (maintien du caractere souche) a gauche ou en conditions de
différenciation (8jours) a droite. Marquage nucléaire (DAPI), marquage de cytosquelette non
différencié (nestine), marquage nucléaire non différencié (SOX2), marquage de cytosquelette
neuronal (P3Tubuline) et marquage nucléaire neuronal (HUC/D) D apres (Rolland et al.,
2016).
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1.3.6. Autres atteintes liées a ’infection congénitale par le Cytomégalovirus

En addition des atteintes placentaires et cérébrales, le hCMV peut induire un panel tres
large de symptbmes extra-cérébraux chez le feetus. Il s’agit de Iésions viscérales souvent non
specifiques (intestin hyperéchogéne et calcifications intestinales, hépatosplénomégalie),
d’atteintes oculaires (choriorétinite) et de modification de la formule sanguine foetale

(thrombopénie) (Cannon et al., 2014; Leruez-Ville et al., 2020).

1.3.7. Prise en charge médicale de l’infection congénitale par le Cytomégalovirus

1.3.7.1.  Diagnostic, pronostic et suivi

Le diagnostic de I’infection congénitale a hCMV n’est systématique dans aucun pays.
En France, deux cas de figure se présentent : recherche de séroconversion en cas de signes
d’appel échographiques au cours d’un suivi de grossesse classique ou si la patiente enceinte est
a risque particulier de contact avec le virus. En premiére intention, la sérologie maternelle, avec
recherche des IgG et des IgM permet de connaitre le statut quant a une infection ancienne. En
cas de doute, une mesure d’avidité peut aider a déterminer si la séroconversion a eu lieu en

période péri-conceptionelle ou a distance de la grossesse (Figure 20).

I 1gG Avidity
1gG

IgM

i

Contamination

Figure 20 : Profil d’évolution des IgG, IgM et de [’avidité des IgG suite a une infection. Le
niveau d’IgG, d’IgM et [’avidité mesurés permettent d’estimer a posteriori la période au cours

de laguelle a eu lieu la séroconversion.
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En fonction des signes échographiques et des résultats serologiques, le diagnostic de
référence pour évaluer la transmission maternofcetale consiste a réaliser une PCR hCMV
(UL83) sur du liquide amniotique. Le geste de I’amniocentése, bien que maitris¢, reste invasif
et la réalisation de I’amniocentése ne peut étre faite qu’aprés 21 semaines d’aménorrhées (reins

feetaux fonctionnels) et 6 semaines apres la primo-infection (Leruez-Ville et al., 2020).

Une fois les données sérologiques, virologiques et cliniques connues, plusieurs
possibilités sont envisagées par le corps soignant et les parents. A titre d’exemple, les femmes
présentant une séroconversion sans lésions feetales associées et avec PCR amniotique négative
vont étre suivies plus fréqguemment avec des échographies supplémentaires mais les soignants
vont étre assez rassurants quant au devenir de I’enfant car le risque de 1ésions tardives est quasi
nul. En France, si un foetus présente des 1ésions graves voire 1étales, notamment cérébrales,
I’équipe médicale peut proposer en accord avec le CPDPN et les parents une interruption
médicale de grossesse. Entre ces deux cas extrémes, il existe un vaste panel de situations
cliniques trés variables, et pour lesquelles les moyens pronostics font cruellement défaut. Les
critéres de gravité sont connus : infection a un faible age gestationnel, Iésions associées... mais
I’établissement d’un pronostic reste complexe. Une équipe a récemment propose un processus
pronostic consistant a combiner plusieurs données cliniques et biologiques: données
échographiques et compte plaquettaire feetal (Benoist et al., 2008). Cette méthode est donc

invasive car elle requiert une ponction de sang foetal (cordocentése) en plus de I’amniocentese.

Le suivi de ces couples meres-enfants ne s’arréte pas le jour de I’accouchement. En cas
de naissance vivante, une recherche de hCMV par PCR sera réalisée sur salive et/ou urines
néonatales afin de valider ou non I’infection du feetus. En addition, ces nouveau-nés seront
suivis par les équipes pédiatriques durant leurs premieres années de vie afin d’évaluer leur bon
développement ainsi que I’apparition potentielle de 1ésions neurosensorielles. La figure 21
présente une proposition de protocole de prise en charge des infections congénitales a hCMV

(suivi biologique et imagerie, potentiel traitement).
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Primary CMV infection in the 1st trimester
or in the periconceptionnal period
l Consider maternal therapy with

valaciclovir
8 grams/day until amniocentesis (for
primary infection in first trimester only)

Negative CMV PCR Positive CMV PCR
in amniotic fluid in amniotic fluid

l

Ultrasound :

No symptoms Ultrasound :
or extra cerebral Severe cerebral
symptoms or mild symptoms

cerebral symptomns

CMV, cytomegalovirus; TOP, termination of pregnancy.

Figure 21 : Algorithme proposé pour la prise en charge de ['infection congénitale par le hCMV
(Leruez-Ville et al., 2020).

En résumé, la prise en charge médicale des infections congénitales a hCMV est
complexe. Chaque dyade mére-feetus peut présenter des variabilités biologiques et cliniques qui
rendent difficile la mise en place d’un protocole de soin applicable a tous. Les parents comme
les équipes médicales peuvent se sentir démunis face au manque de moyens pronostics
existants, notamment concernant les Iésions neurosensorielles. De plus il n’existe actuellement
pas de consensus médical ni scientifigue concernant les traitements de ces infections

congénitales.

1.3.7.2.  Traitements

Prévention et éducation thérapeutique

by

Les patientes a risque de séroconversion hCMV en cours de grossesse sont
majoritairement des femmes, au contact de fluides biologiques de jeunes enfants (travail en
créche, assistance maternelle ou aines a la maison) ou de personnes agées immunodéprimées
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(assistante de vie, aides-soignantes). La possibilité de réaliser de I’éducation thérapeutique via
une information de prévention concernant I’infection congénitale est pergue positivement par
les femmes en age de procréer (Cannon, 2009). De plus, la mise en place de cette prévention
concernant le risque d’infection congénitale 8 hCMV et une information sur les mesures
d’hygiéne et de prévention nécessaires chez des patientes séronégatives diminue
significativement le taux de séroconversion en cours de grossesse (Vauloup-Fellous et al.,
2009). Comme de nombreuses interventions d’éducation thérapeutique, cette information de
prévention n’est toutefois pas mise en place systématiquement en France en début de grossesse
et de nombreuses femmes en age de procréer et travaillant dans des domaines a risque de

séroconversion hCMV n’ont pas connaissance des mesures de protection a mettre en place.

Traitements médicamenteux de l’infection congénitale a hCMV

Il n’existe pas actuellement de consensus médical concernant le traitement de 1’infection
congénitale par le hCMV. Le valaciclovir, prodrogue de I’aciclovir, est un inhibiteur de I’ ADN-
polymérase avec peu d’effets secondaires notamment une toxicité rénale limitée. L’équipe de
Leruez-Ville a montré en 2016 qu’un traitement a fortes doses de valaciclovir en cours de
grossesse améliorait le devenir des feetus modéréement infectés par le hCMV (Leruez-Ville et
al., 2016). Ce traitement potentiel est proposé dans le protocole de prise en charge des infections
congénitales présenté en figure 21. Une étude clinique récente, en double aveugle avec groupe
placebo a montré qu’un traitement par valaciclovir donné entre la séroconversion et la date
prévue d’amniocentese, semblait efficace pour réduire le taux d’infection verticale feetale a
hCMV du premier trimestre de grossesse (Shahar-Nissan et al., 2020). Il serait nécessaire de
réaliser cette étude sur un plus grand panel de patientes présentant une séroconversion hCMV
en cours de grossesse afin de déterminer notamment les posologies les plus adaptées.

Vaccin contre le hCMV

A ce jour, il n’existe pas de vaccin validé contre le hCMV, mais le développement d’un
vaccin permettant de prévenir les infections, notamment chez les jeunes femmes avant leur
grossesse a été défini comme une priorité de santé publique pour le siécle a venir par les agences
internationales de santé publique. Plusieurs candidats vaccins ont été développé contre le
hCMV et certains sont actuellement en phase clinique avec des résultats encourageants en

termes d’immunogénicité et de tolérance (Figure 22).
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Three new CMV vaccine candidates in development for prevention of maternal and congenital CMV infection

Antigen Format Company Clinicaltrials.gov number  Publications

gB/eVLP Virus-like particle Variation Biotechnology ~ NCT02826798 Kirchmeier et al, 2014'™

Virion Live virus, replication defective  Merck NCT01986010 Adler et al, 2019'%"
NCT03486834 Wang et al, 2016'%°
NCT03840174

gB/pentameric complex  mRNA/lipid nanoparticle ModernaTX NCT03382405 John et al, 2018'%

08, glycoprotein B; elLF, enveloped virus-like particle vaccine; mANA, messenger ANA.

Leruez-Ville. Cytomegalovirus infection during pregnancy. Am J Obstet Gynecol 2020,

Figure 22 : candidats vaccins contre le h”CMV en cours d’études cliniques (Leruez-Ville et al.,
2020).

En cas de vaccin approuvé et efficace se posera la question du calendrier vaccinal a
mettre en place : a ’adolescence comme pour le vaccin contre le papillomavirus ? A la

consultation pré-conceptionelle ?

Dans cette premicre partie, nous avons suivi les différentes étapes clés de 1’infection
congeénitale a hCMV. Comme décrit au cours de cette présentation, les mécanismes permettant
d’expliquer les 1ésions liées a I’infection congénitale par le hCMV ainsi que leur variabilité
restent méconnus. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux vésicules extracellulaires
placentaires en tant que médiateurs biologiques de communication entre la mére et le feetus.
Dans le deuxiéme axe de cette introduction, nous allons nous focaliser sur les vésicules
extracellulaires, en conditions physiologiques, en cours de grossesse ou encore au Ccours

d‘infections virales.
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2. Les vésicules extracellulaires

2.1. Généralités sur les vésicules extracellulaires

2.1.1. Historigue de la découverte des vésicules extracellulaires

En 1983, Harding et al. s’intéressent au transfert du fer au sein des réticulocytes. Ils
décrivent en microscopie électronique des vacuoles contenant des vésicules, avec des molécules
de transferrine marquées préalablement a I’or, présentes sous la couche interne de la membrane
plasmique. Ils nomment ces compartiments : endosomes multi-vésiculaires (Figure 23) (C.
Harding et al., 1983).

Figure 23 : Exocytose de vésicules contenues dans les endosomes multi-vésiculaires. 12/
Endosome multi-vésiculaire proche de la membrane plasmique Barre = 100 nm 13/ Exocytose
du contenu d’un endosome multi-vésiculaire réticulocytaire marque avec de la transferrine

couplée a des billes d’or Barre = 200nm (C. Harding et al., 1983).

Au-dela d’une meilleure connaissance d’un des mécanismes impliqués dans la
régulation de la voie de la transferrine, cette découverte a permis d’aller plus loin que le modéle
réticulocyte/transferrine en appliquant cette nouvelle description a d’autres thématiques de
recherche. En 1996, Raposo et al. ont décrit dans des lymphocytes B un systéeme similaire de
fusion de compartiment contenant des vésicules a la membrane plasmique et relargage dans le
milieux extracellulaire. En plus de cette description, les auteurs ont montré un effet biologique
immunitaire d0 a ces vésicules sécrétées par les Lymphocytes B (présentation antigénique
conduisant a une activation des T). lls nomment ces vésicules exosomes (Figure 24) (Raposo
et al., 1996).
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Figure 24 : Image en microscopie électronique du culot de surnageant de culture des
lymphocytes B centrifugé a 70000g, avec un immuno-marquage pour le CMH de type I1. Barre
= 200nm (Raposo et al., 1996).

A partir de cette découverte non plus seulement descriptive mais liant les vésicules avec
un effet biologique, la recherche dans le domaine des “exosomes” explose, tant sur le nombre
de publications que sur les thématiques de recherche concernées. De nombreuses équipes
s’intéressent a I’impact de ces exosomes sur la communication intercellulaire, en immunologie,

en oncologie, dans des contextes infectieux... (C. V. Harding et al., 2013; Théry et al., 2002).

Un point essentiel a consisté en la découverte du contenu en ARN messager et en
miARN des exosomes, et du caractere transmissible de ces ARN (Valadi et al., 2007). De
méme, la preuve que le contenu exosomal n’était pas di au hasard, mais qu’il existait réellement
un enrichissement spécifique en certaines molécules a validé I’intérét de la recherche sur les
exosomes en physiopathologie. Depuis, la recherche sur les vésicules extracellulaires a connu
un développement treés important, nécessitant d’encadrer les bonnes pratiques d’étude et de

s’accorder sur une nomenclature commune au niveau mondial (Théry et al., 2018).

Notre intérét se portant spécifiqguement sur les vésicules extracellulaires placentaires, il
convient de noter une incursion descriptive de la médecine dans ce domaine, bien avant la
découverte « officielle » des vésicules extracellulaires. En 1893, G. Schmorl décrit dans des
poumons de patientes enceintes décédées d’éclampsie des sortes de fragments syncitiaux, de
regroupements circulaires de cellules de type feetal ou placentaire qui auraient donc circulé
depuis I'utérus jusque dans les poumons (Sadovsky et al., 2020). Cette observation a éte la
premic¢re base de travail pour explorer I’hypothése selon laquelle des « médiateurs »
placentaires ou des « fragments » originaires du placenta pourraient jouer un réle dans certaines

pathologies gravidiques. La premiére description “moderne” de vésicules extracellulaires

50



placentaires concerne la tolérance immunitaire maternelle placentaire via ces vésicules, chez

des patientes présentant une pré-éclampsie (Frangsmyr et al., 2005).

2.1.2. Types de vésicules extracellulaires et sémantigue

2.1.2.1. Sémantique

Les vésicules extracellulaires se classent en différentes catégories selon leurs
caractéristiques, notamment de taille, de biogénése, de composition et de fonction. Aujourd’hui,
malgré des progrés technologiques importants dans 1’é¢tude des EV, il n’existe pas de marqueur
canonique d’un type d’EV particulier. Dans ce contexte il est impossible, voire faux, de parler
d’exosomes, sans avoir réalis€ une description exhaustive a la fois de la biogénese, de la
composition et des caractéristiques biophysiques de la population de vésicules étudiées. En
termes de littérature, de nombreuses études ont été réalisées antérieurement aux
recommandations internationales de nomenclature et une précision particuliere doit étre

apportée a la sémantique lors de I’analyse de ces données scientifiques.

Dans notre travail de recherche, conformément aux recommandations émises par la
société internationale des vésicules extracellulaires (ISEV, société scientifique specialisée sur
le domaine des EV), nous utiliserons les termes génériques de vésicules extracellulaires et de
petites ou grandes vésicules extracellulaires pour préciser les populations étudiées (Théry et al.,
2018). Afin de conserver une cohérence dans notre introduction, les données de la littérature
produites seront également décrites suivant ces termes lorsque cela est possible, et non pas avec
ceux utilisés dans les publications originales (remplacement du terme exosome par SEV quand

le caractére exosomal n’a pas été défini par exemple).

2.1.2.2. Populations de vésicules extracellulaires

Les populations de vésicules extracellulaires produites par un type cellulaire donné sont
tres héterogenes (Figure 25). On les différencie de maniere théorique par leur voie de biogénese,
leur taille, leur composition et leurs fonctions. Il existe selon la classification actuellement en
vigueur, les vésicules extracellulaires de petite taille (exomeéres et exosomes) et celles de

grandes tailles (microvésicules, ectosomes, oncosomes et corps apoptotiques).
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Figure 25 : Représentation schématique d’'une cellule secrétant des populations hétérogenes
de vésicules extracellulaires, différenciées par leur voie de biogéneése et leur taille (Marostica
etal., 2021).

Exomeéres

La découverte trés récente des exomeéres a été rendue possible par des progres
techniques, notamment physiques permettant de séparer les populations de petites vésicules
extracellulaires de maniere plus précise (H. Zhang et al., 2018). Les exomeéres constituent une
population de nanovésicules, présentant une taille moyenne de 35 nm et dont les processus de
biogénése ne sont pas connus (Zijlstra & Di Vizio, 2018). Comme les autres types de vésicules
extracellulaires, les exomeéres contiennent des protéines, lipides et ARN non codant pouvant
exercer une variété de fonctions biologiques. Bien que leurs impacts biologiques ne soient pas
en totalité compris, on sait notamment que leur cargo protéique peut étre transmis a une cellule
réceptrice (Q. Zhang et al., 2019).

Exosomes

Les exosomes sont des nano-vésicules membranaires avec une taille allant de 50 a 150

nm de diameétre, ils sont originaires de la voie endosomale. Tous les types cellulaires sécrétent
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des exosomes (Kalluri & LeBleu, 2020). On peut plus spécifiguement détailler deux
populations, celle des “large exosome” 90-120 nm et des “small exosome” 60-80 hm, mais cette
distinction est rarement faite dans 1’étude des effets biologiques des exosomes (Mathieu et al.,
2021; H. Zhang et al., 2018). Les exosomes sont charges de maniére spécifique avec leur cargo
protéique, lipidique et génétique, il existe notamment un enrichissement spécifique en certaines
protéines de surface ou intra-vésiculaires. Les exosomes permettent une communication locale
ou a distance au sein de 1’organisme, et la délivrance de leur cargo aux cellules cibles impacte
de nombreux mécanismes physiopathologiques (oncogenése, neuro-inflammation, modulation
de certaines pathologies infectieuses...). En sus de ces effets biologiques, ce sont des candidats
de choix pour le développement de biomarqueurs de suivi et/ou de prévention de certaines
pathologies car ils se retrouvent dans tous les fluides biologiques (Doyle & Wang, 2019).

Microvésicules

A la différence des exosomes, les microvésicules se forment par bourgeonnement de la
membrane plasmique. Leur taille peut varier entre 150 nm et 1um de diametre. De maniere
similaire aux exosomes, les microvésicules présentent une composition dépendante de la cellule
d’origine, de son état d’activité physiologique et de la présence d’un état pathologique. Ce ne
sont pas des vésicules inertes servant a décharger la cellule de ses déchets, leur cargo, chargé
dans la vésicule de maniére active, est transmis a des cellules cibles et y induit des effets
biologiques. Les microvésicules présentent donc des caractéristiques, en termes d’effet
biologique et de potentiel biomédical, assez similaires a celles des exosomes (Doyle & Wang,
2019).

Corps apoptotiques

Les corps apoptotiques sont relargués dans le milieu extracellulaire par les cellules en
apoptose. Ces veésicules présentent un diameétre trés variable, allant de 500nm a 5um. A la
différence des exosomes et des microvésicules, le contenu des corps apoptotiques refléte celui
du cytoplasme cellulaire, avec notamment la présence d’organelles entiéres. L’analyse
protéomique des corps apoptotiques est similaire a celle obtenue apres un lysat cellulaire, il ne
semble donc pas y avoir, a la différence des autres types d’EV, de voie spécifique conduisant a

une charge sélective de matériel cellulaire dans ce type vésiculaire (Doyle & Wang, 2019).
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Dans notre étude, nous nous sommes particulierement intéressées aux vésicules
extracellulaires de petite taille d’origine trophoblastique et placentaire, dont nous avons montré
qu’elles présentaient des caractéres de type exosomal (taille, marqueurs et composition). Par la
suite nous détaillerons spécifiquement la biogénése, la structure et les fonctions des petites

vésicules extracellulaires de type exosomal.

2.1.3. Biogénese et sécrétion des petites vésicules extracellulaires

2.1.3.1. Biogénése

Schématiquement, la biogénése endosomale des SEV se fait par invagination de la
membrane au sein des endosomes tardifs. Les endosomes tardifs contenant les vésicules
évoluent en corps multi-vésiculaires (MVB). Ces MVB peuvent alors fusionner avec la

membrane plasmique, libérant ainsi les SEV dans le milieu extracellulaire (Figure 26).
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Figure 26 : Différentes étapes de la biogénése des sEV de type exosome et organites
cellulaires impliqués. D ’apres (Kalluri & LeBleu, 2020).

Plus précisément, la biogénése des exosomes comporte des étapes successives
impliquant de nombreuses organelles. Tout d’abord, les composants extracellulaires (protéines,
lipides, métabolites...) pénetrent dans la cellule via une invagination de la membrane plasmique
(Figure 26.1). La partie luminale de cette vacuole d’endocytose correspond a la face extérieure
de la membrane cellulaire, avec notamment des protéines membranaires. Ce processus conduit
directement a la formation d’endosomes précoces ou bien a la fusion de la vacuole d’endocytose

avec des endosomes précoces déja formeés (par le réticulum endoplasmique ou le réseau

55



transgolgien). Les endosomes précoces contiennent donc des composants variés, intra et
extracellulaires. Les endosomes précoces se transforment en endosomes tardifs au sein desquels
va se produire un second processus de bourgeonnement, cette fois-ci intraluminal. Au sein des
MVB, ces vesicules intraluminales (futures sEV) peuvent subir plusieurs modifications de leur
cargo (Figure 26.2). On retrouve a ce stade, sur ou dans les vésicules intraluminales, des
protéines cytoplasmiques mais d’autres également originaires de la membrane plasmique. Les
corps multivésiculaires peuvent ensuite fusionner avec des autophagosomes et leur contenu sera
dégradé au sein des autophagolysosomes, ou bien fusionner directement avec les lysosomes
(Figure 26.3). Une autre voie possible consiste en la fusion des corps multivesiculaires avec la
membrane plasmique gréace a de protéines d’amarrage ce qui induit le relargage dans le milieu
extracellulaire de leur contenu en vésicules (Figure 26.4). L’exocytose des sEV via ce
mécanisme conduit donc les SEV a présenter les protéines initialement présentes a la surface

cellulaire sur leur propre membrane externe (Kalluri & LeBleu, 2020).

De nombreuses protéines sont impliquées dans le processus dynamique de biogénése
des sEV, notamment les GTPases RAB, les protéines ESCRT, certaines protéines de la famille
des tétraspanines (CD9, CD63, CD81) et d’autres protéines souvent utilisées comme marqueurs
des exosomes (Alix, TSG101, flotilline). Plusieurs complexes ont été décrits comme ayant un
role dans la maturation endosomale des corps multivésiculaires et donc dans la synthése des
SEV. On retrouve les composants ESCRT, le complexe des tétraspanines et la voie lipidique de
la sphingomyélinase/céramide (Figure27). A I’heure actuelle, on ne sait toutefois pas si ces trois
complexes agissent de maniere simultanée ou indépendante la maturation des corps
multivésiculaires (Colombo et al., 2014). L’inactivation de la voie ESCRT n’empéche

d’ailleurs pas la formation des corps multivésiculaires (Stuffers et al., 2009).
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Figure 27 : Les trois voies principales impliquées dans la biogénese des SEV au sein des corps
multivésiculaires : « ESCRT », « tétraspanines » et « shingomyélinase » (Colombo et al.,
2014).

2.1.3.2. Sécrétion

La sécrétion des SEV se fait majoritairement par exocytose des corps multivésiculaires
contenant les vésicules directement dans le milieu extracellulaire (Figure 28). La protéine
Rab27a/b est impliquée dans cette maturation des corps multivésiculaires. De maniere
intéressante, Rab27a/b joue également un réle dans le relargage de certains virions (Mathieu et
al., 2019).
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Figure 28 : Mécanismes simplifiés de secrétion des SEV contenues dans les MVB jusqu’au

milieu extracellulaire (Mathieu et al., 2019).

2.1.4. Structure et composition des petites vésicules extracellulaires

2.1.4.1. Structure

Les SEV sont des nano-vésicules lipidiqgues membranaires sphériques, de 50 et 150nm
de diametre (Figure 29). L’analyse de la structure de ces petites vésicules fragiles se fait
preférentiellement grace aux techniques de microscopie électronique (classique ou cryoEM)
qui permettent une résolution fine et donc une étude de leur morphologie (Colombo et al., 2014;
Raposo et al., 1996).

Figure 29 : sV de cellules trophoblastiques analysées en microscopie électronique a
transmission. On retrouve une pseudo-structure classique liée aux artéfacts de fixation (forme
circulaire, avec une double membrane apparente ressemblant & une « tasse ») Barre =100nm
(Bergamelli et al., 2020)

En utilisant les techniques de NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), on peut également
deéfinir la distribution de taille dans la population de vésicules étudiées, en se basant sur leur

mouvement Brownien (Figure 30).
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Figure 30 : Image d’illustration d’'un compte rendu d’analyse NTA : représentation de

intensité relative des particules en fonction de leur taille (2D a gauche et 3D a droite).

2.1.4.2. Composition

La composition des SEV est trés variable, dépendante du type cellulaire d’origine et
¢galement de I’état physiologique ou pathologique de la cellule. De plus, les sEV issues d’un
méme type cellulaire peuvent étre hétérogénes en terme de composition. C’est pourquoi, pour
étre plus précis, il convient de parler de population d’EV. L’analyse de certains marqueurs
canoniques liés a la biogénése endosomale permet par exemple de décrire une population d’EV
comme étant une population d’exosomes (Jeppesen et al., 2019; Mathieu et al., 2021). On

retrouve dans les sEV différentes familles de molécules : protéines, lipides, acides nucléiques.

Des outils collaboratifs (Exocarta, EVpedia) permettent une collecte de toutes les données
concernant la composition des EV afin de faciliter les recherches futures et I’accés a une

littérature unifiée au niveau mondial.

La composition globale du contenu des SEV est détaillée dans la figure 31. Nous allons

par la suite detailler plus précisément leur composition en protéines et en miARN.
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Figure 31 : Représentation schématique de la composition des SEV : protéines, lipides, acides

nucléiques, métabolites. D apres (Kalluri & LeBleu, 2020).
Lipides
La membrane lipidique délimitant les SEV se compose notamment de cholestérol, de

phosphatidylsérine, de céramide, de sphingomyéline et de LBPA (acide lysobisphosphatidique)

témoignant de I’origine endosomale des exosomes.
Proteines

On peut séparer les protéines contenues dans les sEV suivant leur localisation
(membranaire ou luminale), selon leurs fonctions ou leur spécificité dans un contexte
physiopathologique. Certaines protéines, si elles sont retrouvées ensemble, sont des marqueurs
canoniques des exosomes : tétraspanines membranaires CD9/CD63/CD81, Alix, TSG101,
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flotilline. On peut notamment analyser le contenu protéique des SEV par protéomique, le plus
puissant étant de corréler plusieurs méthodes. L’analyse protéomique des EV permet une
description fine de leur composition protéique, Haraszti et al. ont par exemple identifié par
protéomique plus de 3500 protéines a partir de SEV issues de trois lignées cellulaires différentes
(cellules souches mésenchymateuses, cellules de glioblastome et cellules de carcinome
hépatocellulaire). IIs ont notamment décrit que 1’enrichissement en protéines exosomales dans
les sSEV n’était pas similaire pour chaque lignée : les SEV de glioblastome sont par exemple
fortement enrichies en tétraspanine 4, et les SEV de carcinome hépatocellulaire sont enrichies
en CD8L1 et flotillinel par comparaison a leur cellule d’origine (Haraszti et al., 2016). En plus
de la présence des marqueurs canoniques d’exosomes, 1’analyse protéomique des SEV permet
de décrire certaines voies de signalisation potentiellement modulées par les protéines enrichies
dans les sEV, que cela soit par rapport a leur type cellulaire d’origine (enrichissement), ou bien

dans un contexte de comparaison de conditions physiologique et pathologique par exemple.
miARN

Parmi les composants enrichis au sein des SEV, on retrouve les miARN. Ces petits ARN
non codants interviennent dans la régulation de nombreux processus biologiques, et leur
enrichissement dans les SEV laisse supposer des effets potentiels a distance de leur cellule
d’origine. En effet ces miARN peuvent étre transférés via les SEV dans des cellules réceptrices
distantes et différentes des cellules d’origine des sEV. Par exemple, des miARN contenus dans

des EV d’origine parasitaire peuvent moduler la réponse immunitaire de 1’hote (J. Liu et al.,
2019).

Dans le cadre de 1’étude des infections congénitales virales au niveau placentaire, un
cluster de microARN présente un intérét particulier : le cluster de miARN CI19MC. Il s’agit
d’un large cluster présent spécifiquement dans le placenta de primates et dont certains miARN
jouent un réle antiviral au cours de la grossesse (Malnou et al., 2019). Donker et al. ont montré
que les miR du C19MC sont les miARN les plus fortement exprimés dans des SEV issues de
trophoblastes primaires humains (Donker et al., 2012). Les miARN préesents dans les sEV
trophoblastiques pourraient donc jouer un role essentiel sur le maintien de la physiologie

gravidique (Ouyang et al., 2014).
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2.1.5. Défis liés a la purification et a I’étude des sEV

11 existe de nombreuses méthodes de séparation des populations d’EV afin d’en purifier
un sous type. En effet, les différents types d’EV présentent des tailles, des densités différentes
et des marqueurs plus ou moins spécifiques. Ces propriétés permettent leur séparation grace a
des techniques basées sur de la précipitation, de la chromatographie d’exclusion de taille ou
encore par des méthodes d’ultracentrifugation différentielle et/ou en gradient de densité (Figure
32). Le choix de la méthode de préparation des EV se fait en fonction du schéma expérimental,
du type d’EV étudié et du type de biofluide dans lequel se trouvent les EV. Les différentes
techniques possédent des rendements de production, des niveaux de pureté et des facilités

d’utilisation variables (Brennan et al., 2020).
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Figure 32 : Représentation schématique des différentes méthodes de purification des EV A /
Biofluide de départ B / Séparation par ultracentrifugation différentielle avec ou sans gradient
de densité C/ Séparation par ultrafiltration D / Séparation par chromatographie d’exclusion
de taille E / Séparation par fractionnement de flux F / Séparation par précipitation G /

Séparation par immuno-affinité (Monguio-Tortajada et al., 2019).

Depuis I’émergence de la recherche sur les EV, quasiment chaque laboratoire, voire
chaque équipe, utilisait un protocole différent pour purifier les EV ce qui explique la trés grande
variabilité dans les publications et la grande difficulté a comparer les données. Afin
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d’homogénéiser les protocoles, en 2018 a eté publié le MISEV (minimal information for studies
of extracellular vesicles), qui donne une base commune de travail dans le domaine des EV, les
différents protocoles de purification et de caractérisation des EV (Théry et al., 2018). En
addition de ces recommandations, un outil « EV-Track » permet a chaque chercheur de
confronter son protocole aux recommandations et ainsi d’abonder la base collaborative des

différentes méthodologies (Van Deun et al., 2017).

En contexte infectieux, 1’étude des sEV peut se compliquer : les SEV et certains virus
présentent des caractéristiques biophysiques similaires (Hoen et al., 2016). Grace a des densités
différentes, il est parfois, mais pas toujours, possible de séparer les populations de SEV et de
virus gréce a des gradients de densité (Théry et al., 2018).

Dans le contexte de 1’étude des sEV placentaires au cours d’une infection par le hCMV,
et avec le but d’étudier I’impact de ces sEV sur des NSC fragiles nous avons fait le choix
d’utiliser une purification des sEV par ultracentrifugations différentielles avec une étape finale
de gradient de densité. D’une part cela nous permet d’avoir des préparations pures et dénuées
de particules virales infecticuses. D’autre part cette méthode nous permet de traiter notre
volume important de liquide de culture. Ce choix technique reproductible implique que nous
avons acces a des populations de sEV pures mais avec un rendement plutét faible (Bergamelli
etal., 2021).

2.2. Physiopathologie et vésicules extracellulaires

2.2.1. Principales fonctions des petites vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires ont longtemps été considérées comme des déchets
amorphes, permettant aux cellules de se débarrasser d’un surplus de matériel et de limiter ainsi
la surcharge cellulaire. On sait aujourd’hui que les EV sont des médiateurs biologiques
essentiels en physiopathologie, chez les procaryotes comme les eucaryotes. Dans I’organisme,
on retrouve des sEV d’origine variée dans virtuellement tous les fluides biologiques : plasma,
urine, salive, liquide amniotique, liquide cérébro-spinal, lait maternel, larmes, lymphe, liquide
articulaire... En effet, tous les types cellulaires produisent des vésicules extracellulaires
(neurones, adipocytes, trophoblastes) qui exercent de nombreux roles biologiques (Kalluri &
LeBleu, 2020; Le Lay et al., 2021).
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La composition des EV, notamment des exosomes, refléte certes 1’état de la cellule
productrice, mais n’est pas due au hasard : il existe une surreprésentation de certains
composants cellulaires dans les sEV. Les phénomenes conduisant a cet enrichissement restent
mal compris. Toutefois, la forte spécificité de certains composants (faible quantité cellulaire et
forte quantité vésiculaire) peut laisser penser a une synthese spécifique de vésicules a visée de

délivrance fonctionnelle de molécules a d’autres cellules.

Les sEV jouent des roles essentiels de communication intercellulaire a courte et longue
distance. Des sEV d’un type cellulaire peuvent interagir avec : le méme type cellulaire dans un
organe distant ou bien d’autres types cellulaires au sein du méme organe ou a distance.
L’internalisation des SEV peut toutefois étre favorisée dans certains types cellulaires. Cette
communication intercellulaire a lieu dans des conditions physiologiques et pathologiques
(Figure 33). En effet, la composition des SEV peut étre altérée au cours de nombreux processus

pathologiques (cancer, infection, inflammation) (Kalluri & LeBleu, 2020).
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Figure 33 : Les populations de SEV constituent un systéme de communication cellule-cellule

avec des fonctions trés variables au sein de [’organisme (Kalluri & LeBleu, 2020).
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Les sEV maintiennent activement la balance physiologigue au sein de I’organisme, avec
entre autres des effets essentiels sur : la regulation immunitaire, la réponse anti microbienne, le
contrdle du cycle cellulaire. Les SEV peuvent également jouer un role dans la pathogénése, en
augmentant la diffusion de maladies (ex : métastase de mélanome), ou induisant une sensibilité
accrue a certains composés ou microbes. Les SEV « exogénes » provenant de pathogénes, du
microbiote ou de 1’alimentation exercent également des fonctions biologiques, notamment sur
le maintien d’une homéostasie gastro-intestinale (Berger et al., 2020). On parle alors des SEV

comme inducteurs ou modérateurs de pathologies (Kalluri & LeBleu, 2020; J. Liu et al., 2019).

Comme décrit par Margolis et Sadovsky, il reste de nombreux défis a relever afin de
mieux appréhender le « nano » monde des EV et de leurs vastes effets biologiques (Figure 34)
(Margolis & Sadovsky, 2019).
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Figure 34 : Les huit défis a résoudre pour mieux appréhender le champ de la biologie des
vésicules extracellulaires : 1/ La diversité de taille 2/ Biogénése des EV 3/ Tri du cargo des EV
4/ Analyse de la spécificité de cible 5/ Les EV versus les virus 6/ La distribution des EV a la
cellule cible 7/ Les différentes étapes d utilisation des cargos 8/ Les fonctions des EV en

physiologie et en pathologie (Margolis & Sadovsky, 2019).

Le travail de recherche effectué au cours de cette these a visé a étudier certains aspects
complémentaires des défis présentés en figure 34 notamment concernant les liens entre les virus
et les EV ainsi que leur impact en physiopathologie au cours de I’infection congénitale par le
hCMV.
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2.2.2. Biodistribution des petites vésicules extracellulaires

Nous avons vu que les sEV exercent un panel trés vaste d’effets biologiques, certaines
fois a distance de leur zone de sécrétion. Elles sont présentes dans tous les fluides corporels et
se déplacent donc dans tout I’organisme. On retrouve par exemple dans le sang des sEV
originaires de tous les organes (foie, placenta, cerveau...). Mathieu et al. ont émis I’hypothése
qu’au vu du faible cargo possiblement chargé dans les SEV comparé a leurs impacts biologiques
importants, le trafic et la distribution efficace des SEV pourraient expliquer en partie leurs effets
modulateurs (Mathieu et al., 2019).

Dans le cadre de la thématique de I’infection congénitale par le hCMV, nous allons nous
intéresser particuliérement au passage de deux barriéres physiologiques de I’organisme par les

SEV : la barriere placentaire et la barriéere hématoencéphalique.

2.2.2.1. Barriere placentaire

Le placenta constitue une non-barriére pour la transmission des SEV, on retrouve des
sEV d’origine maternelle dans le compartiment feetal, et a I’inverse des sEV d’origine foetale
dans le sang maternel. En utilisant des rapporteurs, Sheller-Miller et al. ont étudié le trafic et
les échanges intenses existant entre les deux versants et auquels les SEV participent de maniére
active (Sheller-Miller, Choi, et al., 2019).

Pour rappel, le placenta appartient aux annexes fcetales, avec une origine semi
allogénique pour la mere. Il constitue I’interface d’échange entre le feetus et la mere et les SEV
d’origine placentaire peuvent étre sécrétées dans le compartiment foetal comme dans le

compartiment maternel (Figure 35) (Czernek & Dichler, 2020).
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Figure 35 : lllustration de la barriére placentaire humaine séparant les circulations maternelle

et feetale et présence des différents types de SEV (exosomes) (Czernek & Diichler, 2020).

2.2.2.2. Barriere hémato-encéphalique

Les SEV passent la barriere hématoencéphalique, chez la souris in vivo et dans des
modéles de barriere hémato-encéphalique humaine in vitro. Ce passage se fait pour les SEV
systémiques vers le cerveau, comme pour les SEV cérébrales vers le compartiment systémique

(Figure 36).
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Figure 36 : Passage bidirectionnel des sEV (en orange) au travers de la barriére

hématoencéphalique (D Anca et al., 2019).

Banks et al. ont testé le passage de différents types de sEV (d’origine humaine ou
murine, issues de cellules saines ou de lignées cancéreuses) et ont conclu que bien que toutes
les populations de SEV passent la barriere hémato-encéphalique chez la souris in vivo, elles
n’ont pas toutes la méme efficacité de transfert au cerveau. Par ailleurs, les mécanismes de
transport des vésicules adoptés préférentiellement par un type de SEV sont variables :

transporteurs spécifiques, transcytose ou encore systéme d’efflux (Banks et al., 2020).

L’utilisation des SEV comme cargo pour transporter des composés vers le cerveau en
s’affranchissant partiellement de I’effet barriére est d’ailleurs trés prometteur en termes de
traitements. In vitro, des sEV délivrées par voie systémique permettent notamment le transfert
de siARN et de sShARN (petites ARN interférents) au cerveau (Alvarez-Erviti et al., 2011; lzco
et al., 2019). Yuan et al. ont par ailleurs montré que les SEV de macrophages transportent des
protéines au cerveau en cas d’inflammation cérébrale (Yuan et al., 2017). Le passage
physiologique des SEV systémiques vers le cerveau peut également étre utilisé par des microbes
a leur avantage, afin de limiter leur immunogénicité et de disposer d’un transporteur de choix
(Zhou et al., 2018).

Dans le sens inverse, concernant le passage des SEV depuis le cerveau vers le
compartiment systémique, on peut avoir accés de maniére non invasive (prise de sang

périphérique) a des informations biologiques tres spécifiques de 1’état de physiologie ou de
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pathologie cérébrale. En effet, les SEV cérébrales peuvent étre enrichies avec un cargo
specifique de la pathologie en cours, et donc étre utilisées comme moyen diagnostic ou comme
outil de suivi (Skog et al., 2008).

Concernant la barriere hématoencéphalique feetale ou néonatale, bien que partiellement
fonctionnelle, elle reste une structure théorique : ’architecture cellulaire n’est pas en place, les
cellules ne sont pas matures et de nombreux composés traversent cette « non-barriére » trés
permissive par rapport a la barriere hémato-encéphalique adulte. Il n’existe pas a notre
connaissance d’étude spécifique sur le passage des sEV au travers de la barriere hémato-
encéphalique feetale, mais la structure étant plus permissive qu’a 1’dge adulte nous supposons
que les sEV passent de maniere a minima similaire, et selon toute probabilité de maniere plus

importante.

2.2.3. Vésicules extracellulaires et infections virales

2.2.3.1. Similarités de structure et de biogénese

Les virus et les SEV présentent des caractéristiques biophysiques communes et des
similarités de biogénése (Hoen et al., 2016). A titre d’exemple, les virions de VIH-1 (120nm)
sont enrichis en CD81 et CD63, et possédent la méme densité que les SEV. Une cellule infectée
va donc pourvoir théoriquement produire une large gamme de particules : particules virales
infectieuses, particules virales non infectieuses, EV contenant des composants de 1’hdte mais

également du virus (Figure 37).

69



host RNA S

host protein &

host membrane protein
viral glycoprotein ¥

viral protein &

viral RNA .S

Infectious virus particle S

Virus-like particle 5
Sel)

\J
Virus-induced EV

Host EV

Complete viral genome Antiviral proteins Selected host proteins
Complete viral proteome (altered) Host miRNAs Selected host lipids
Host lipid bilayer Viral miRNAs Selected host RNAs
High infectivity level Second
Viral RNA
Host structural RNAs (YRNA, 7SL-RNA)
Virus receptors
Pathogen assodiated molecular pattems

Figure 37 : Similarités structurales entre virus et EV. Les cellules infectées par des virus
enveloppés relarguent des vésicules contenant des facteurs viraux et cellulaires présents en
équilibre variable. On retrouve d’une part des particules virales infectieuses (rouge) et d’autre
part des EV de la cellule hdte « non modifiées » par le contexte infectieux (bleu). Entre les deux
extrémes du spectre, les cellules sécrétent des particules « virus-like », des virions défectueux
non infectieux, et des EV modifiées par ['infection virale, contenant des facteurs viraux (Hoen
etal., 2016).

La plupart des virus manipulent la machinerie cellulaire de leur cellule héte, afin de
produire de nouveaux virions, et cette machinerie peut également étre impliquée dans la
sécrétion des sEV. Par ailleurs, les étapes de relargage des virions et des SEV peuvent nécessiter
des protéines communes (Rab, SNARE) (Hoen et al., 2016; Mathieu et al., 2019).

En cas de production de SEV dans une cellule infectée, les protéines, le contenu
génetique viral ou méme les virions de petite taille contenus dans le cytoplasme cellulaire
peuvent étre inclus dans les sEV néoformées. Certains virus de la famille des Herpesviridae
manipulent par exemple les complexes ESCRT lors de la formation de leurs virions (Tandon et
al., 2009). L’infection virale peut donc modifier la composition des sEV en médiateurs

cellulaires et également induire 1’apparition de molécules virales (Chahar et al., 2018).
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En addition de certaines similarités de structure entre les SEV et les virions, leur parcours
intracellulaire présente certaines étapes communes : entrée de la particule dans la cellule,
relargage du contenu de la particule dans le cytoplasme. Les étapes suivantes divergent : le
virus va manipuler la machinerie de sa cellule hote afin de produire des néo-virions alors que

les SEV relarguent simplement leur contenu (Figure 38).
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Figure 38 : Schéma représentant [’entrée des EV et des virus dans une cellule et leur parcours
intracellulaire. 1/Entrée des EV et des virus via un attachement spécifique a des récepteurs
cellulaires 2/ Leur internalisation peut se faire via de nombreux mécanismes, dont [’endocytose

médiée par la clathrine, I’endocytose médiée par la cavéoline et la macropinocytose. 1l existe
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également des mécanismes de fusion directe entre [’enveloppe et la membrane plasmique
3/Trafic intracellulaire : endosome précoce, endosome tardif ou endolysosome 4/ Les EV et les
virus atteignent les compartiments endosomaux a pH bas 5/ Certaines protéines fusogéniques
de surface des EV ou des virus déclenchent la fusion membranaire 6/ Cette fusion membranaire
induit le relargage du contenu viral ou des EV dans le cytosol. Le cargo relargué des EV
effectue alors ses fonctions dans la cellule réceptrice. Le matériel génétique viral et les
protéines du tégument associées vont débuter le processus de transcription/réplication virale
7/ Contrairement aux EV, les virus détournent la machinerie cellulaire de leur hote afin
d’induire la réplication et I’assemblage viral 8/ Les virions néo produits sont ensuite relargués

dans le milieu extérieur par exocytose, ou lyse cellulaire (Ouyang et al., 2021).

2.2.3.2. Impact des vésicules extracellulaires au cours d’infections virales

Les sEV peuvent limiter ou favoriser certains types d’infections virales, en fonction de
leur origine, du caractére infecté ou non de la cellule productrice et du virus impliqué (Figure
39). Nous allons détailler certains exemples physiopathologiques de mécanismes pro ou anti

viraux liées au sEV.
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Figure 39 : Les sEV peuvent limiter ou promouvoir les infections virales : exemples de

mecanismes impliquant les SEV dans des pathologies virales (Kalluri & LeBleu, 2020).
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Limitation des infections virales :

Les SEV sécrétées en conditions physiologiques peuvent contenir un cargo qui va
moduler ou limiter la transcription ou la réplication virale (par exemple INFa pour le virus de
I’hépatite B), ou encore moduler la réponse immunitaire de I’héte (Kalluri & LeBleu, 2020).
Les SEV peuvent ainsi transférer APOBEC3G (cytidine deaminase) et augmenter la résistance
d’une cellule naive a I’infection par le VIH en interférant avec 1’étape de transcription inverse.
Les sEV permettent également, sans transférer de molécules directement antivirales, d’instaurer
un climat antiviral en «informant» de la présence d’une infection virale les cellules
environnantes et immunitaires par exemple via un transfert de ligands TLR. Les SEV, en
exprimant a leur surface des potentiels antigénes viraux, peuvent également faciliter 1’initiation
de réponse immunitaire adaptative (Hoen et al., 2016). Les sEV d’origine trophoblastique
jouent notamment un réle antiviral sur les infections par le hCMV, le VSV et les Herpesviridae,
détaillé en partie 1.2.2.5 (Ouyang et al., 2016a).

Induction des infections virales

Certains virus peuvent détourner la machinerie de biogenese des SEV a leur avantage
afin d’en modifier le cargo. Les SEV peuvent ainsi jouer un effet proviral, via le transport de
composants viraux chargés dans les SEV qui peuvent participer a la dispersion virale ou au

priming de cellules naives de toute infection a distance.

Certains virus de petite taille, peuvent par ailleurs étre inclus en totalité dans une
« enveloppe de sEV » ou une pseudo-enveloppe, et présenter ainsi a la cellule réceptrice un
pattern de protéines d’enveloppe du soi sans protéines virales, par exemple grice aux
tétraspanines CD81 et CD9. Cette technique permet d’échapper partiellement a I’immunité anti-
virale de I’hdte et certains auteurs parlent méme de cheval de Troie (Crenshaw et al., 2018;
Gould et al., 2003; Kalluri & LeBleu, 2020).

Indépendamment des marqueurs de surface, les SEV issues de cellules infectees peuvent
contenir des facteurs viraux ou cellulaires dérégulés par I’infection. Le transfert de ces facteurs
peut induire un panel trés large d’effets pro-viraux sur les cellules naives de toute infection. On
peut par exemple retrouver des modulations de la fonction immunitaire ou des effets sur la
sénescence cellulaire. Le transfert de certains types de récepteurs ou de corécepteurs par les

SEV a des cellules naives peut également augmenter le pool de cellules sensibles a I’infection.
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(Hoen et al., 2016). Enfin, I’effet pro-viral des sEV, en condition d’infection virale peut
également étre lie a une inhibition des mécanismes antiviraux physiologiques décrits

précédemment, ce qui conduit de ce fait a établir un climat favorisant les infections.

2.2.3.3. Interaction entre vésicules extracellulaires et virus : exemples choisis

L’infection in vitro de cellules hépatiques par le virus de I’hépatite C induit la sécrétion
de sEV contenant le génome viral ARN complet du virus, des protéines virales et méme
certaines particules virales. Ces SEV sont suffisantes pour induire une infection de novo dans
une cellule naive de toute infection. De plus, ces vésicules sont résistantes aux actions des
anticorps neutralisants, et Ramakrishnaiah et al. font I’hypothése que ce mécanisme de transfert
viral via les SEV serait un des mécanismes d’évasion immunitaire du HCV (Ramakrishnaiah et
al., 2013).

Dans le cadre d’une infection transmise par un vecteur, on retrouve un niveau de
complexité supplémentaire, car en plus du virus et de son hote, le vecteur peut également
produire des sEV présentant un effet biologique. Zhou et al. ont par exemple étudié la
participation des sEV de tique dans la transmission du virus Langat (LGVT). lls ont montré que
les sEV produites par des cellules de tique infectées par le LGVT pourraient moduler la
transmission du virus dans des cellules neuronales humaines. En effet, ces SEV contiennent des
ARN viraux réplicatifs qui permettent via le transport des SEV de disséminer le virus (Zhou et
al., 2018).

En plus des sEV d’origine exogéne a 1’organisme, on peut également trouver des SEV
produites par le microbiote symbiotique notamment bactérien, qui peuvent également exercer
des effets biologiques. Par exemple, les Lactobacillus vaginaux symbiotiques secrétent des sEV
qui exercent un effet antiviral protecteur vis-a-vis de I’infection des tissus génitaux par le VIH-
1 (Palomino et al., 2019). Ainsi, dans le développement actuel de la recherche sur I’équilibre
hote-microbiote, et ses liens avec la résistance aux infections exogenes, la prise en compte des

SEV peut apporter un niveau de compréhension plus fin.

Au sein de la famille des Herpesviridae, Pegtel et al. ont montré que I’infection par EBV
induit un chargement des sSEV en miARN viraux et cellulaires, que ces miARN sont transmis
et qu’ils exercent un effet dans des cellules naives de toute infection EBV. Les auteurs ont émis

I’hypothese que la manipulation de ce mécanisme de transfert des miARN par I’EBV pouvait
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expliquer partiellement le maintien de sa longue persistance au sein de 1’organisme (Pegtel et
al., 2010).

Enfin, Streck et al. ont analyse la sécrétion des SEV produites par des fibroblastes au
cours d’une infection par le hCMV, ainsi que leurs effets biologiques. Ils ont montré que le
hCMV, en induisant une manipulation de la voie ESCRT de biogénese des sEV induit une
augmentation du ratio de SEV produites. Les auteurs ont ensuite montré que les sEV issues de
fibroblastes infectés par hCMV favorisent I’infection dans des cellules naives, ce résultat sera

développé et discuté dans la partie discussion (Streck et al., 2020).

2.2.3.4. Interactions entre le Cytoméqgalovirus et les vésicules extracellulaires

L’infection par le hCMV modifie la composition et la sécrétion des EV produites par

les cellules infectées.

Zicari et al. ont montré qu’une partie de la population de SEV produites par des MRC5
infectées par une souche TB40 de hCMV exprimait a leur surface les protéines d’enveloppe
virales gB et gH. Apreés purification des sEV et validation de leur marqueurs (population de
SEV CD63 et Rab27 positives), les auteurs ont montré que 15% des EV de la population
exprimaient la glycoprotéine virale gB a la surface des vesicules, 5% la protéine gH et 1% a la
fois gB et gH (Zicari et al., 2018).

Le hCMV exploite la machinerie ESCRT au cours du processus de maturation des
virions, or les complexes ESCRT sont également impliqués dans la voie de biogénese
endosomale des SEV. Tandon et al. ont proposé ainsi que le processing des protéines virales du
hCMV dépend de la régulation de la biogénese des corps multivésiculaires par les complexes
ESCRT (Tandon et al., 2009).

Les phases finales d’enveloppement des virions lors du cycle réplicatif du hCMV ne
sont pas entierement connus. Fraile-Ramos et al. ont étudié en 2010 les roles de Rab27 (Cf.
partie 1.2.1.3.2 — sécrétion des SEV) au cours de I’infection hCMV. Nous avons également vu
que Rab27 était également impliqué dans la maturation des corps multivésiculaires permettant
la secrétion des SEV (Mathieu et al., 2019). Ces auteurs ont montré que 1’infection par le hCMV
augmente I’expression de Rab27 et induit son recrutement au sein des usines d’assemblage
viral. Rab27 est de plus présente au sein des enveloppes virales néo-produites. Afin d’étudier

plus précisément le réle de Rab27, les auteurs ont réalisé un KO cellulaire de Rab27 au sein
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duquel, a taux d’infection égal, le niveau de production de virion de hCMV était réduit. 1ls ont
donc conclu que I’expression de Rab27 et sa modulation par le hCMV étaient nécessaires au
bon déroulement du processus d’infection productive (Fraile-Ramos et al., 2010). L’importance
de Rab 27 a également été décrite récemment au cours des infections par le HSV (Bello-Morales
etal., 2018).

Plus récemment, en analysant par protéomique le contenu protéique de virions de
hCMV, Turner et al. ont retrouvé de tres nombreuses protéines fréquemment présentes dans les
SEV du type cellulaire hote. Ce résultat préliminaire, en sus des données de la littérature, a
conduit les auteurs a analyser de maniére plus précise 1’utilisation de la machinerie cellulaire
de I’hote, en particulier la voie de production des sEV, par le hCMV pour optimiser la
production de virions (Figure 40). En utilisant des sSiARN, Turner et son équipe ont inactivé
neuf protéines de 1’hote impliquées dans la machinerie cellulaire de la production des sEV.
L’inactivation de sept de ces neuf protéines (VCP, COPB2, VAMP3, MYH9, TMED10, VPS35
et SEC22b) conduit a une diminution significative de la production de virions. Certains de ces
KO se sont toutefois révélés induire des défauts de prolifération et des altérations de la
morphologie cellulaire. Turner et al. se sont donc focalisés sur VAMP3 (protéine de membrane
associée aux vésicules 3), dont le KO non cytotoxique induisait la plus forte diminution du taux
de virions secondairement produits, et ils ont montré que VAMP3 est essentielle pour le trafic
viral et pour le relargage des virions de hCMV. En addition de son role essentiel dans le trafic
membranaire au cours de la maturation des sEV au sein des MVB, VAMP3 est donc également

nécessaire au cycle viral réplicatif du hCMV (Turner et al., 2020).
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Figure 40 : Le hCMV exploite la voie de biogénése des sEV de la cellule hote pour I’assemblage
et la sortie des néovirons. Représentation schématique des étapes clés de la maturation des
virions. Le hCMV induit la génération des compartiments d’assemblage des virions (VAC) afin
de mettre en place une architecture au sein de la cellule hote adaptée a ’assemblage et la sortie
de ses virions. Les corps multivésiculaires sont en cas d’infection par le hCMV séquestrés dans
les compartiments d’assemblage des virions et fournissent les membranes nécessaires a la
production des virions et des sEV modifiées. En suivant, les virons et les sEV sont relargués
dans le milieu extérieur (Turner et al., 2020).
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Interactions entre les mécanismes de biogénése virale, de vésicules extracellulaires et

d’autophagie :

Les voies de transport vésiculaires intra et extracellulaire sont interconnectées, nous
allons decrire plus en détail les interactions entre la voie de biogénese des sEV, les voies de

I’autophagie et I’infection par le h(CMV.

L’autophagie est un processus biologique d’autolyse et de recyclage cellulaire grace a
la destruction intracellulaire de certaines vésicules ou organelles via les lysosomes. Ce terme
générique regroupe trois sous types d’autophagie : la micro-autophagie, 1’autophagie médiée
par les chaperonnes et la macro-autophagie. Au cours de la micro-autophagie, les structures
intracellulaires endommagées sont directement adressées au lysosome pour y étre dégradées.
Au cours de I’autophagie médiée par les chaperonnes, la chaperonne HSC70 identifie les
protéines contenant un domaine d’adressage et les améne au lysosome grace a une interaction
avec la protéine membranaire lysosomale LAMP2A. La macro-autophagie consiste en un
processus au cours duquel les autophagosomes et leur contenu vont maturer puis fusionner avec
les lysosomes. Par la suite, nous utiliserons le terme autophagie pour nous rapporter au

processus de macro-autophagie (Salimi et al., 2020; Xu et al., 2018).

Les processus de biogénese des sEV et les mécanismes d’autophagie sont liés au niveau
moléculaire comme au niveau vésiculaire (Figure 41). De nombreuses protéines Rab-GTPases
(dont Rab8a, Rab11 et Rab27) contrblent le transport de vésicules dans la voie sécrétoire et les
processus d’autophagie a la membrane. Les protéines de I’autophagie (LC3B, ATGS et
ATG16L1) présentes a la membrane des corps multivésiculaires contribuent aussi a la
formation des sEV. Le cargo «autophagique » peut alors étre sécrété dans le milieu
extracellulaire via ces SEV. De plus, les corps multivésiculaires peuvent fusionner avec les
autophagosomes, formant des vésicules hybrides : les amphisomes. Le cargo des amphisomes
peut étre dégradé par les lysosomes, ou alternativement étre relargué dans le milieu
extracellulaire. Les processus par lesquels une partie du cargo des autophagosomes se retrouve
dans les amphisomes pour étre intégrée dans les SEV restent méconnus (Fader et al., 2008;
Salimi et al., 2020).
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Figure 41 : Interactions entre les voies d’autophagie et de biogénese des sEV (Salimi et al.,
2020).

Nous avons vu que les virus exploitent les voies de biogénése des sEV afin de gagner
en pathogeénicité et d’échapper au systéme immunitaire de 1’h6te (Gould et al., 2003). Certains
virus, comme le virus de 1’hépatite C et le hCMV modulent de plus 1’autophagie de leur cellule
hote (Xu et al., 2018). En effet la macroautophagie peut notamment nuire au bon déroulement
du cycle viral via la destruction de protéines ou organelles essentielles aux usines de réplication

virales et participer ainsi a la lutte contre les pathogénes intracellulaires.

Aux temps trés précoces de 1’infection par hCMV (4-8 heures post infection), le virus
stimule la macro-autophagie de maniére indépendante de I’expression des génes viraux, en effet
cette stimulation est présente pour les virus complets comme pour les virus inactivés aux UV
(Chaumorcel et al., 2012).

Chaumorcel et al. ont également montré que le hCMV inhibe aux temps plus tardifs la
formation des autophagosomes. Les auteurs ont suivi la distribution de protéines de
I’autophagie (LC3, LC3II et p62) et ont montré que l'infection par le hCMV inhibe
précocement I’autophagie via un mécanisme impliquant directement les protéines virales et que

cette inhibition se maintient jusqu’a 3 jours post infection (Chaumorcel et al., 2008).
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Afin de comprendre plus en détail les mécanismes viraux impliqués dans cette
modulation de I’autophagie par le hCMV, la méme équipe a exploré les protéines virales
impliquées. La protéine candidate retenue a été TRS1, en effet cette protéine virale du hCMV
est un homologue fonctionnel d’une protéine de I’HSV-1 elle-méme décrite pour inhiber
I’autophagie. L’expression de la protéine virale TRS1, en dehors de tout contexte infectieux,
est suffisante pour induire une diminution du nombre d’autophagosomes et d’autolysosomes

dans un mode¢le d’autophagie induite (Chaumorcel et al., 2012).

Le hCMV exprime une autre protéine virale, IRS1, trées homologue a TRS1. Mouna et
al. ont montré que I’expression de IRS1 ou de TRS1 inhibe le processus d’autophagie via leurs
interactions avec la protéine Becline-1. De maniere trés intéressante, grace a un traitement
shARN, les auteurs ont également montré que la stimulation de 1’autophagie induit une
augmentation de la réplication virale, et que, a contrario, I’inhibition de 1’autophagie réduit la
réplication virale de hCMV (Mouna et al., 2016).

Par la suite, Taisne et al. ont montré que le hCMV détourne le mécanisme d’autophagie
cellulaire, comme vu précédemment via TRS1, afin d’optimiser le processus d’enveloppement
des virions au sein des compartiments d’assemblage viraux. Cette étroite proximité
géographique conduit d’ailleurs certaines particules virales a contenir des protéines de

I’autophagie (Taisne et al., 2019).

Au travers de ces exemples, on voit que les voies de biogénese du hCMV et des SEV
s’entremélent, et que le hCMV peut détourner les mécanismes cellulaires de production des
SEV ou de réponse cellulaire a son propre avantage afin de produire ses virions ou de gagner

en pathogénicité.

2.2.4. Petites vésicules extracellulaires et grossesse

2.2.4.1.  Effets physiologiques des vésicules extracellulaires placentaires

Aprés nous étre intéressés aux interactions entre SEV et infections, et plus
particuliérement I’infection par le hCMV, nous allons regarder plus en détail les fonctions des
SEV spécifiqguement originaires du placenta et de ses différentes structures. En cours de
grossesse on retrouve des sEV d’origine placentaire dans plusieurs compartiments : Sang

maternel, sang feetal et liquide amniotique. Les sEV placentaires peuvent avoir des effets sur le
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versant maternel comme sur le versant feetal (Sadovsky et al., 2020). En effet les SEV d’origine
placentaire sont exportées vers le foetus comme vers la circulation systémique maternelle
(Figure 42) (Czernek & Duchler, 2020).
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Figure 42 : Contribution des sEV a la communication maternofeetale. Les fleches jaunes
représentent les SEV placentaires qui sont retrouvées chez le fetus comme chez la mere. PE =

pré-éclampsie, GDM = diabete gestationnel (Czernek & Duchler, 2020).

Les sEV placentaires retrouvées dans le liquide amniotique peuvent venir de deux
voies : directement par passage transplacentaire dans la cavité amniotique, et par ultrafiltrat
pulmonaire ou rénal (composants du liquide amniotique) dans la mesure ou les SEV placentaires
sont présentes dans la circulation sanguine fcetale. Les EV présentes dans le sang feetal sont
d’ailleurs a 45 % d’origine placentaire (Miranda et al., 2018). Les EV placentaires retrouvées
dans le liquide amniotique ou le serum maternel peuvent ainsi étre des biomarqueurs de choix
dans le suivi de 1’état placentaire (Ebert & Rai, 2019). Au niveau sanguin notamment, 1’analyse
des SEV permet de maniére non invasive le suivi de certains paramétres placentaires pouvant
étre utiles dans le diagnostic, le pronostic ou le suivi de certaines pathologies comme le retard
de croissance intra-utérin (Miranda et al., 2018) ou la pré-éclampsie (Pillay et al., 2016;
Salomon et al., 2017; Vargas et al., 2014).

On peut, a partir de prélévement sanguin isoler les SEV d’origine placentaire par un tri,
en ciblant des molécules spécifiques du placenta comme la PLAP (phosphatase alcaline
placentaire) (Sabapatha et al., 2006). Cet isolement permet d’étudier spécifiquement les sEV

placentaires, leur nombre, leur composition et leurs effets au cours de différents processus
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physiopathologiques ou a différents termes de grossesse. En effet au cours de pathologies
gravidiques (pré-éclampsie, RICU, accouchement prémature, diabéte gestationnel) les SEV
placentaires peuvent étre modifiées, en quantité et/ou en composition (Figure42) (Jin & Menon,
2018).
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Figure 43 : Représentation schématique des modifications des SEV en cours de grossesse
physiologique ou pathologique et impacts potentiels sur la santé gravidique (Jin & Menon,
2018).

Par exemple dans le diabete gestationnel, les SEV placentaires, plus nombreuses qu’en
conditions physiologiques, présentent une activité enzymatique modifiée et leur composition
en miARN devient spécifique du diabete gestationnel par rapport aux grossesses contrbles
(Kandzija et al., 2019; Nair et al., 2018).

Les processus précoces de migration et I’invasion des cellules trophoblastiques dans
I’endometre sont essentiels au bon développement placentaire et foetal, notamment en assurant
via le remodelage vasculaire maternel une communication maternofcetale et des apports
suffisants au foetus. Cette étape de placentation, cruciale pour le bon déroulement de la
grossesse, peut étre dérégulée notamment par des phenomenes hypoxiques. Salomon et al. ont
montré que la bioactivité et la quantité des SEV issues de cellules cytotrophoblastiques est
augmentée en conditions d’hypoxie, augmentant la prolifération et la migration du trophoblaste

extra-villeux. Leur hypothese est qu’en conditions limitantes d’oxygene, les modifications de
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stress au sein des cellules cytotrophoblastiques conduisent a une augmentation du nombre et de
la bioactivité des SEV. Ce mécanisme de régulation pourrait étre selon eux présent de maniére
physiologique et/ou de maniére réactionnelle a certains stress (Salomon et al., 2013). La
régulation de la placentation est trés fine, et il est possible que les SEV, issues de
cytotrophoblaste villeux et extra-villeux, du syncytiotrophoblaste, ou du versant maternel

assurent 1’équilibre entre invasion de 1’ceuf et respect des structures maternelles.

Les EV d’origine placentaire ou trophoblastique possedent de nombreuses capacités
immuno-modulatrices (Tong et al., 2018). Les SEV placentaires sont impliquées via leur effet
immunosuppresseur dans le maintien de 1’état de tolérance immunitaire de la mére pour sa semi-
allogreffe feetale (Hedlund et al., 2009). Sabapatha et al. ont montré que les SEV placentaires
suppriment certains composants de la réponse cellulaire T (CD3-zeta et JAK3), cet effet
immuno-modulateur pourrait jouer un role dans la réponse a certains pathogénes ou certains
stress exogenes en cours de grossesse (Sabapatha et al., 2006). Les SEV placentaires possédent
¢galement un réle modulateur de I’apoptose via le transport de ligands Fas de la famille des
TNF et de molécules TRAIL. In vitro, ils jouent également un rdle pro-apoptotique sur des
cellules immunitaires activées, ce qui valide le r6le essentiel du placenta et de ses médiateurs

dans la régulation immunitaire (Stenqgvist et al., 2013).

Concernant la fin de la grossesse, il semblerait que les SEV participent a la mise en
travail et a I’accouchement. Dans un modeéle murin, I’injection de SEV issues de souris au stade
tardif de grossesse a des souris en milieu de grossesse induit un accouchement prématuré, ce
qui n’est pas retrouvé avec I’injection de sEV issues de stades précoces de la grossesse. Cet
effet sur la mise en travail pourrait s’expliquer par une augmentation de mediateurs
inflammatoires au niveau génital induite par un effet paracrine des sEV (Sheller-Miller, Trivedi,
etal., 2019).

2.2.4.2. Trafic et internalisation des vésicules extracellulaires trophoblastiques

Au cours de la grossesse, les sEV trophoblastiques peuvent étre internalisées par de
nombreux types cellulaires (trophoblastes, fibroblastes placentaires, cellules endothéliales,
monocytes circulants, cellule B, plaquettes ...) et donc modifier potentiellement des voies de

signalisation trés variées. Les SEV trophoblastiques sont également caractérisées par la présence
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de syncitine 1 et 2, essenticlles pour I’internalisation des sEV d’origine trophoblastique dans

leurs cellules cibles (Vargas et al., 2014).

Récemment, Li et al. ont montré que les SEV trophoblastiques pénetrent dans des
cellules cibles (fibroblastes placentaires et cellules endothéliales vasculaires utérines) via les
processus de macropinocytose et d’endocytose médiée par la clathrine. L’équipe a également
suivi leur route intracellulaire et ils ont montré qu’en sus de la voie classique d’adressage des
SEV aux endosomes précoces et tardifs et lysosomes, le cargo en miARN des sEV
trophoblastiques était adressé aux P-Bodies. Cette donnée pourrait expliquer en partie les
mécanismes regulateurs par lesquels les miARN contenus dans les sEV trophoblastiques
modulent la biologie de leurs cellules cibles (H. Li et al., 2020).

2.2.4.3. Normalisation des vésicules extracellulaires placentaires

Il ne faut pas perdre de vue que le placenta évolue en cours de grossesse (taille, poids,
fonctions) et que la sécrétion ou la composition des sEV placentaires peuvent s’en retrouver
modifiées. Il convient donc a la mention de sEV placentaires, de préciser s’il s’agit de SEV
produites au premier trimestre ou en fin de grossesse a partir d’un placenta a terme. Liu et al.
ont par exemple en 2018 décrit que la «charge », c’est-a-dire la quantité de vésicules
placentaires sériques au premier trimestre de grossesse, entre 8 et 12 semaines de gestation,
reste constante rapportée au poids théorique de tissu placentaire correspondant au terme (assez
similaire en début de grossesse) (H. Liu et al., 2018). Dans le sang total d’une patiente enceinte,
la concentration en sEV au premier trimestre de grossesse est de 1’ordre de 2.10% sEV/mL de
plasma, dont 15% de SEV positives pour PLAP (Sarker et al., 2014). Pour I’étude des sEV
placentaires en fin de grossesse plusieurs biais peuvent se présenter dans la normalisation, le
poids du placenta étant trés variable : variabilité interindividuelle mais aussi intra-individuelle,

avec aux 6°™ et 9™ mois une prise de poids trés importante de 1’organe.

L’analyse des sEV placentaires présentes dans le sang maternel peut étre faite assez
facilement grace a une normalisation par rapport au terme et au volume de sang. La
comparabilité des études des SEV placentaires produites par du placenta en culture est plus
difficile : certaines équipes isolent les cellules trophoblastiques depuis le placenta (Ouyang et
al., 2016), d’autres irriguent le placenta et collectent le filtrat (Tong et al., 2016) et d’autres
mettent en culture des explants placentaires (Bergamelli et al., 2021). Les temps de récolte des
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sEV sont également trés variables, et plus ou moins adaptés a 1’é¢tude de certains processus

biologiques aigus ou chroniques.

En conclusion, 1’é¢tude des sEV trophoblastiques, bien qu’en plein essor, doit répondre
a un certain nombre de défis, concernant a la fois la biogénése des SEV et particulierement en
fonction des différents types cellulaires placentaires, leur trafic spécifique et leurs effets

biologiques en physiopathologie (Sadovsky et al., 2020).

2.2.5. Vésicules extracellulaires placentaires et pathologies infectieuses

Nous nous intéressons particulierement aux sEV placentaires au cours de 1’infection par
le hCMV. Nous allons détailler les données de la littérature concernant leurs effets connus ou

hypothétiques en cours de grossesse.

En 2013, Delorme-Axford et son équipe ont étudié le potentiel de résistance des
trophoblastes placentaires aux virus suivants : Poliovirus, VSV, virus de la vaccine, HSV-1 et
hCMV. lIs ont montré que les trophoblastes primaires issus de placentas a terme résistent aux
infections par comparaison a des cellules controles, et ont fait I’hypothése qu’ils transférent
également cette résistance a des cellules receveuses via une délivrance spécifique de miARN
contenus dans des sEV. Afin de valider ce mécanisme antiviral, les auteurs ont transfecté des
cellules U20S (ostéosarcome) n’exprimant pas naturellement le cluster de miARN C19MC
avec un BAC contenant le cluster CI9MC complet. 1ls ont montré que ces cellules transfectées
présentaient un taux d’infection par le VSV réduit par rapport aux controles. Au niveau plus
mécanistique, le transfert des sEV issues de trophoblastes contenant des miRNA du C19MC
induit une augmentation de 1’autophagie dans des cellules réceptrices. Et les auteurs ont par la
suite montré que I’inhibition pharmacologique de I’autophagie restaure un niveau d’infection
initial dans des cellules U20S transfectées exprimant le cluster C19MC. Les auteurs ont donc
conclu que le mécanisme d’autophagie était nécessaire a I’effet antiviral des miARN du C19MC
(Delorme-Axford et al., 2013). Cette étude a posé les bases d’un domaine de recherche en pleine
expansion, celui des effets biologiques des SEV trophoblastiques au cours des infections virales

et au sein duquel s’inscrit notre travail de recherche.

Plus récemment, Ouyang et al. ont analysé les EV de différents types (exosomes,
microveésicules et corps apoptotiques) produits par des placentas a terme, dans les 72 heures

suivant un accouchement physiologique. Au-dela de leur composition assez similaire en
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mMiARN (du cluster C19MC entre autres), la population des « exosomes » présentait un profil
protéique et phospholipidique différent de celui des microvésicules et corps apoptotiques. Les
auteurs se sont intéressés aux effets fonctionnels de ces trois populations d’EV sur une future
infection. Ils ont montré que la population des exosomes était la seule a présenter un effet
antiviral significatif au cours des infections par le VSV, le virus choisi comme modele dans
cette étude. Ce méme effet antiviral a également été retrouvé en traitant les cellules avec des
SEV trophoblastiques issues de plasma maternel total de patientes présentant une grossesse
d’évolution normale (Ouyang et al., 2016b). Ce travail a posé le rationnel de notre choix de
nous intéresser spécifiquement aux SEV pour évaluer le potentiel pro et antiviral de ces

vésicules placentaires au cours de 1’infection hCMV.

Les modulations de ’expression des miARN placentaires au cours de la grossesse
pourraient expliquer en partie, au vu entre autres de leurs effets antiviraux, que les infections
n’ont ni la méme prévalence ni la méme symptomatologie aux différents trimestres de grossesse
(Malnou et al., 2019). L’¢tude de I’expression en conditions physiopathologiques de ces
miARN ainsi que leurs effets en conditions d’infections pourraient apporter de nouvelles
connaissances trés utiles notamment a visée de développement de biomarqueurs ou de

traitements (Dumont et al., 2017).

2.2.6. Petites vésicules extracellulaires et applications biomédicales

Les sEV ont un potentiel énorme en termes d’applications biomédicales et la recherche
translationnelle sur cette thématique est en plein essor. On peut distinguer deux catégories

principales ou les sEV pourraient conduire a des innovations biomédicales :

2.2.6.1.  Les vésicules extracellulaires comme outil thérapeutique

De nombreuses études, dans des modeles humains ou animaux, se sont intéressées aux

effets thérapeutiques des EV, de différentes origines et en conditions pathologiques variables.

Les SEV issues de cellules souches mésenchymateuses améliorent la cicatrisation et la
récupération des brdlures radio-induites. Méme si les mécanismes précis de cette action ne sont
pas entierement compris, ces SEV exercent notamment des potentiels d’immuno-modulation,

de stimulation de 1’angiogenése et favorisent la survie et la prolifération cellulaire (Pu et al.,
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2020). En se rapprochant plus d’un contexte périnatal, Thomi et al. ont récemment montré dans
un mod¢le murin que 1’administration intranasale de sEV produites par des cellules souches
mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton (composant du cordon ombilical), permet
d’améliorer les défauts neuro-développementaux liés a des lésions cérebrales périnatales
hypoxiques et de limiter la destruction de la matiére blanche et grise chez ces souris (Thomi et
al., 2019). Les sEV issues des cellules souches présentent donc des candidats de choix,

bioactifs, peu immunogeénes, pour traiter ou améliorer la prise en charge de pathologies variées.
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Figure 44 : Internalisation cellulaire des SEV thérapeutiques (Kalluri & LeBleu, 2020).

Les SEV peuvent également étre utilisées comme « super » véhicule de transport au sein
d’un organisme afin de délivrer a distance des molécules. Cette utilisation des sEV comme
vecteurs, du soi et peu immunogenes, pourrait théoriqguement permettre de distribuer de maniére

efficace des molécules thérapeutiques, méme au sein d’organes difficiles d’atteinte par des
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voies de distribution classiques. Les différentes voies potentielles d’internalisation des SEV

thérapeutiques sont détaillées en figure 44.

2.2.6.2.  Les vésicules extracellulaires comme outil diagnostic et pronostic

Les SEV, présentes dans tous les fluides biologiques, peuvent étre prélevées de maniére
non invasive et permettre un suivi de 1’état d’un organe, ou bien encore étre utilisées comme
marqueurs de diagnostic précoce, comme outil de pronostic ou comme méthode de monitoring
d’une pathologie. On parle de « biopsie liquide » : on peut avoir acces indirectement grace aux
sEV a des informations biologiques provenant d’organes lointains ou difficilement accessibles.
De plus, le contenu est protégé de la dégradation par sa présence intra-vésiculaire (Kalluri &
LeBleu, 2020).

L’étude des SEV comme biomarqueurs a débuté dans le cadre de la prise en charge des
cancers et s’est rapidement développée dans le cadre d’autres contextes physiopathologiques.
Dans le cas particulier de la grossesse, les SEV placentaires présentent un intérét particulier par
leur capacité de transporter des miARN spécifiques qui sont des candidats de choix dans le

suivi des grossesses compliquées ou des atteintes feetales.

Comme vu dans la partie 1.2.2.4.1 (SEV et grossesse), les SEV placentaires peuvent étre
modifiées en composition ou en sécrétion au cours de pathologies gravidiques. Au cours des
plus fréquentes comme les défauts hyper-tensionnels gravidiques ou le diabéte gestationnel, les
SEV placentaires jouent a la fois un réle dans la modulation de la pathologie, mais peuvent
également étre utilisées comme biomarqueurs. Concernant les atteintes feetales, les niveaux
d’expression de certains miARN contenus dans les SEV présentes dans la circulation maternelle
peuvent étre modifiés par certaines pathologies ou malformations fcetales comme la trisomie
21, des défauts de fermeture du tube neural ou encore certaines malformations cardiaques (Yang
et al., 2020). La compréhension fine et exhaustive de la composition des sEV au cours de
plusieurs contextes physiopathologiques gravidiques pourrait permettre, a terme, des
diagnostics plus précoces et des données pronostiques supplémentaires concernant 1’évolution

de la grossesse et les possibles atteintes foetales ou néonatales.

Notre deuxiéme axe de travail de recherche s’intéresse aux sEV placentaires, ex vivo et

in vivo, comme biomarqueurs potentiels au cours de I’infection congenitale par le hCMV.
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OBJECTIFS ET HYPOTHESES

Au cours de I’infection congénitale, le hCMV infecte directement les progéniteurs
neuronaux. Toutefois, cet impact direct n’explique ni la grande variabilité des lésions cérébrales
retrouvées, ni leur degré de sévérité. La littérature nous a montré que les interactions entre SEV
et virus sont fréquentes, et que les SEV peuvent participer a la pathogénése d’une infection en
modulant la réponse de 1’h6te ou en permettant le transfert de médiateurs viraux. Dans le cas
précis de la grossesse physiologique, les SEV placentaires et trophoblastiques exercent un role
antiviral. Nous avons cherché a explorer I’hypothése selon laquelle, au cours d’une infection
par le hCMV, les SEV placentaires pourraient perdre cet effet antiviral, voire exercer un effet
pro-viral facilitant la diffusion virale au niveau feetal. Par ailleurs, les SEV placentaires,
présentes sur les versants maternels et feetaux, ne sont pas seulement des médiateurs exercant
des effets biologiques : ces vésicules permettent de réaliser des « biopsies liquides » non
invasives. Ainsi, les sEV placentaires sériques sont des candidates de choix pour le
développement de nouveaux biomarqueurs de pronostic ou de suivi des grossesses

pathologiques y compris en contexte infectieux.
Ce rationnel m’a conduit a développer en paralléle trois axes de travail au cours de ma these :

- Dans une premiére partic fondamentale, j’ai tout d’abord comparé la composition et
la sécrétion des SEV trophoblastiques issues de cellules infectées par le hCMV ou
non infectées. Les résultats de protéomique ont notamment mis en évidence un
changement de composition protéique qui nous a conduit a faire I’hypothese que les
sEV trophoblastiques pourraient moduler la biologie des cellules fcetales au cours de
I’infection par le hCMV. En suivant, j’ai donc analysé I'impact des sEV issues de
trophoblastes infectés sur la permissivité des cellules feetales naives a une future
infection par le hCMV.

- Dans une deuxieme partie, plus translationnelle, j’ai cherché a compléter les résultats
obtenus in vitro avec des modéeles plus proches de la physiopathologie de 1’infection
congénitale. Pour ce faire, j’ai étudié les effets de I’infection par le hCMYV sur les

SEV produites par des histocultures placentaires ex vivo.
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- Enfin, j’ai constitué¢ dans un troisieme temps une collection d’échantillons biologiques
provenant de patientes enceintes en séroconversion hCMV avec pour but, a terme,

de valider in vivo nos résultats au plus proche de la clinique.

L’ensemble de ces travaux a conduit a une compréhension plus fine de la
physiopathologie de I’infection congénitale par le hCMV, notamment concernant I’impact des
SEV placentaires, et a de nouvelles perspectives de recherche translationnelle qui seront

discutées a la fin de ce manuscrit.
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1. Impact de I’infection par le Cytomégalovirus sur les petites vésicules
extracellulaires trophoblastiques et consequences sur les cellules
foetales

1.1. Article « Le Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la

composition des petites vésicules extracellulaires trophoblastiques,

favorisant ainsi I’infection des cellules feetales receveuses »

Les sEV trophoblastiques exercent un effet antiviral au cours d’une grossesse
physiologique, et les infections virales peuvent moduler la sécrétion, la composition ainsi que
les fonctions biologiques des SEV. Dans ce contexte, grace a un modele de cellules
trophoblastiques HIPEC, nous avons évalué I’'impact de I’infection par le hCMYV sur la sécrétion
et la composition des sEV trophoblastiques ainsi que les impacts fonctionnels de ces sEV
trophoblastiques. Ce travail est présenté dans I’article joint intitulé « Le Cytomégalovirus
humain modifie la sécrétion et la composition des petites vésicules extracellulaires
trophoblastiques, favorisant ainsi l’infection des cellules feetales receveuses », actuellement en

cours de relecture par les collaborateurs avant soumission a I’hiver.

Dans cet article, et de manicre similaire aux descriptions obtenues dans d’autres types
cellulaires, nous avons montré que 1’infection par le hCMV augmente le taux de sécrétion des
SEV trophoblastiques, qui présentent par ailleurs une taille relative réduite. (Streck et al., 2020)
Concernant la composition protéique des sEV, nos données de protéomique ont mis en évidence
que leur profil protéique est modifié au cours de I’infection. Nous avons décrit que I’infection
par le hCMV induit des modifications d’expression de protéines cellulaires, notamment de
protéines impliquees dans les voies d’autophagie et de réponse immunitaire, et d’autre part un
enrichissement en protéines virales du hCMV. Ces protéines des sEV, virales et cellulaires,
pourraient exercer sur des cellules naives distantes un effet de facilitation d’une infection future
a hCMV. Nous avons donc analysé¢ I’impact de ces sEV trophoblastiques modifiées sur la
permissivité virale de fibroblastes fcetaux et de cellules souches neurales. Nous avons tout

d’abord validé que les cellules feetales internalisent les SEV trophoblastiques de maniére temps

93



et dose dépendante. Par la suite, nous avons montré que I’incubation des cellules feetales avec
des sEV issues de cellules trophoblastiques infectées par le hCMV augmente significativement
le taux d’infection par rapport a une condition contrdle avec des SEV de cytotrophoblastes non
infectés. Cette facilitation de 1’infection dans les cellules souches neurales naives a ¢galement
été retrouvée avec des SEV issues de placentas précoces infectés par le hCMV ex vivo et avec

des sEV issues de liquide amniotique de patientes enceintes en séroconversion hCMV.

Article « Le Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la

composition des petites vésicules extracellulaires trophoblastiques,

favorisant ainsi 1’infection des cellules foetales receveuses »

Actuellement soumis a Journal of Extracellular Vesicles et déposé sur BioRxiv
(en date du 17 novembre 2021) :

TITLE

Human Cytomegalovirus modifies placental small extracellular vesicle

secretion and composition towards a proviral phenotype to enhance

infection of fetal recipient cells

AUTHORS

Mathilde Bergamelli !, Héléne Martin !, Yann Aubert , Jean-Michel Mansuy 2, Marléne
Marcellin 3, Odile Burlet-Schiltz 3, llse Hurbain #®°, Graga Raposo *°, Jacques Izopet 2, Thierry
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ABSTRACT

Although placental small extracellular vesicles (SEVs) are extensively studied in the context of
pregnancy, little is known about their role during human cytomegalovirus (hCMV) congenital
infection, especially at the beginning of pregnancy. In this study, we examined the
consequences of hCMYV infection on sEVs production and composition using an immortalized
cytotrophoblast cell line derived from first trimester placenta. By combining complementary
approaches of biochemistry, imaging techniques and quantitative proteomic analysis, we
showed that hCMV infection increased the yield of sEVs produced by cytotrophoblasts and
modified their protein composition towards a proviral phenotype. We further demonstrated that
SEVs secreted by hCMV-infected cytotrophoblasts potentiated infection in naive recipient cells
of fetal origin, including neural stem cells. Importantly, the enhancement of hCMV infection
was also observed with sEVs prepared from either an ex vivo model of infected histocultures
from early placenta or from the amniotic fluid of patients naturally infected by hCMV at the
beginning of pregnancy. Based on these findings, we propose that placental SEVs could be key

actors favoring viral dissemination to the fetal brain during hCMV congenital infection.

INTRODUCTION

Human cytomegalovirus (hCMV) belongs to the Herpesviridae family and its
prevalence is of 50 to 90 % in global human population. Most of the hCMYV infections occurring
among immunocompetent adults induce an asymptomatic acute replication phase followed by
a lifelong persistent latent state. However, hCMV primo-infection, reinfection and/or
reactivation may severely compromise the health of immunocompromised people, and is a
major issue during pregnancy [1-3]. Indeed, congenital infection by hCMV affects 1% of live
births in western countries, making hCMV the most frequently transmitted virus in utero [3, 4],
causing placental and fetal impairments of variable severity. The most severe consequences are
observed when transmission occurs during first trimester or in peri-conceptional period [5].
Infection of the placenta itself allows the virus to actively replicate and enable its further access
to the fetus [4, 6-10]. The infected placenta can develop a pathology that may lead to
miscarriage, premature delivery, intra uterine growth retardation or even fetal death [3, 5, 11].
On the other side, the infection of the fetus causes various visceral and central nervous system
damage, congenital hCMYV infection being the most common cause of brain malformations and

deafness of infectious origin [3, 12-15]. Despite the extensive research conducted so far, the
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pathophysiology of hCMV infection remains unclear, especially concerning potential factors

which may explain the wide variety of clinical manifestations and their severity [3].

In the course of hCMV congenital infection, the placenta is a central key organ, which
is the target of viral replication allowing further vertical transmission towards the fetus.
Amongst the numerous placental functions, a recently described and extensively studied mode
of communication between both maternal and fetal sides consists in the production of placental
extracellular vesicles (EVs) [16, 17]. EVs are membranous vesicles secreted by cells in both
physiological and pathological situations, which main subtypes can be distinguished depending
on their biogenesis and size into small EVs (SEVs) and large EVs (IEVs). They are specifically
composed of various molecules such as proteins, lipids and coding and non-coding RNAs [18,
19]. Once released into the extracellular space, EVs can be internalized by other cells, in their
immediate environment or within long distances, wherein they exert regulatory roles [20]. For
example, there can be uptaken by Natural Killer cells [21, 22] or by primary placental
fibroblasts [23]. Although the understanding of the biological relevance of placental EVs in
vivo remains limited, recent findings highlight their roles in cell-cell communication underlying
the feto-placenta-maternal dialogue during pregnancy [24-26]. Interestingly, placental EVs
content is altered upon gestational diseases such as preeclampsia, preterm birth or gestational
diabetes mellitus, and recent literature points towards a putative role of dysregulated placental
EVs during pathological pregnancies [25, 27-32]. Besides, previous works indicate that term
placental EVs may confer an antiviral activity to recipient cells, notably via the presence of
microRNAs deriving from the C19MC cluster [33-35].

Although placental EVs are extensively studied in the context of pregnancy diseases,
little is currently known about their role during hCMV congenital infection, especially at the
very beginning of pregnancy where most severe sequelae take their origin. A recent study from
our team described a dysregulation of the surface expression of placental SEV markers upon
hCMV infection in an ex vivo model of first trimester placental histoculture, suggesting a
putative role for viral dissemination [36]. In the present study, we used immortalized
cytotrophoblasts derived from first trimester placenta [37] to comprehensively examine the
consequences of hCMV infection on sEVs. We show that hCMYV increases the SEV production
by cytotrophoblasts and alters their protein content towards a proviral phenotype. Finally, we
observe that sEVs secreted by hCMV-infected cytotrophoblasts potentiate infection in naive
recipient cells, including neural stem cells. Importantly, this enhancement of hCMV infection
is also observed both with SEVs prepared from ex vivo early placental histocultures and with

97



SEVs purified from amniotic fluid of patient infected by hCMV during first trimester of
pregnancy. Our study provides evidence suggesting that placental sSEVs could be key players
favoring viral dissemination towards fetal brain during hCMV congenital infection.

MATERIALS AND METHODS
Human ethic approval

The use of neural stem cells (NSCs) from human embryonic stem cells was approved by the

French authorities (Agence de la Biomédecine, authorization number SASB0920178S).

For the use of human samples and their associated data, the biological resource center
Germethéque (BB-0033-00081; declaration: DC-2014-2202; authorization: AC-2015-2350)
obtained the written consent from each patient (CPP.2.15.27). For first trimester placenta
explants, the steering committee of Germethéque gave its approval for the realization of this
study on Feb 5", 2019. The hosting request made to Germethéque bears the number 20190201
and its contract is referenced under the number 19 155C. For amniotic fluid, approval was
obtained on July 12", 2019, the hosting request bears the number 20190606 and the contract is
referenced under the number DIR-20190823022.

Cell lines

MRCS5 cells (RD-Biotech), human fetal pulmonary fibroblasts permissive for hCMV, were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM with Glutamax, Gibco) in the
presence of 10% fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin - 100 pg/ml

streptomycin (Gibco) and 100 pg/ml normocin (Invivogen).

Extravillous cytotrophoblasts (HIPEC) were obtained from Dr T. Fournier (Inserm, Paris;
Transfer agreement n°170448). They were cultured in DMEM / F12 medium (Gibco) at 50/50
ratio (v/v), with the same supplementation as MCR5. To purify sEVs from cytotrophoblasts,
culture medium was previously depleted from EVs to obtain "Exofree™ medium. To this aim,
DMEM supplemented with 20 % FBS was ultracentrifuged at 100,000 g for 16 hours at 4 °C
(rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake) and filtered at 0.22 um. Exofree medium
was then obtained by a 1:1 dilution with F12 to reach 10 % FBS, with addition of antibiotics as

previously described.
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NSCs were obtained from Dr A. Benchoua (I-Stem, Evry, France). NSC lineage was produced
from ES human cells (SA001, I-STEM, UMR861 France) [38] and were maintained in growth
medium consisting of DMEM / F12 / Neurobasal medium (Gibco) mixed at a ratio of 1/1/2
(v/vIv) in the presence of N2 (50 uL/mL) and B27 without vitamin A supplements (Gibco), 10
ng/ml FGF2 (Fibroblast Growth Factor), 10 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor), 20 ng/ml
BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor; all from Peprotech). Beforehand, culture supports
were coated by PBS containing poly-L-ornithine (3,3 pg/cm?; Sigma) then by PBS containing
mouse laminin (1 pg/cm?; Roche), each step followed by extensive washes. Stem character of
NSCs was systematically assessed by immunofluorescence against Nestin and SOX2 proteins

(data not shown).

Cell cultures were checked for the absence of mycoplasma (Plasmotest, Invivogen, Toulouse,

France).

Virus production, titration and infection

The endotheliotropic VHL/E strain of hCMV - a gift from Dr C. Sinzger, University of Ulm,
Germany - was used in this study [39]. Viral stocks were obtained upon amplification of the
virus on MRCS5 cells and concentrated by ultracentrifugation, as already described [14]. Virus
titration was realized by indirect immunofluorescence against the Immediate Early (IE) antigen
of hCMV, upon infection of MRC5 cells by serial dilutions of the viral stock [14]. In some

experiments, virus titration was also performed by gPCR from cell culture supernatants [40].

To purify sEVs from infected cells, 4 million cytotrophoblasts were seeded in 150 cm? flask,
with 6 flasks per condition. 24 h later, cells were infected or not by hCMV at multiplicity of
infection (MOI) of 10 (Supplementary Figure 1A). Culture medium was replaced by Exofree
medium 24 h post-infection, after having previously ensured that this did not affect the cell
growth (Supplementary Figure 1B). Culture supernatants were collected at 48 h and 72 h post-
infection, times at which 50-80 % of cells were infected as assessed by IE immunofluorescence
(Supplementary Figure 1C). Medium were pooled for each condition (non-infected or infected)
and submitted to SEV preparation protocol. Cell number at the end of the experiment was
determined by counting upon trypsinization and cell viability evaluated by trypan blue.
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SEV preparation

Procedures were realized as described previously [36], according to ISEV guidelines [41]. All
steps were performed at 4 °C and PBS solution was filtered on a 0.22 [Im filter. A preclearing
centrifugation of the conditioned medium was carried out for 30 min at 1,200 g to eliminate
dead cells and large debris, followed by a second ultracentrifugation for 30 min at 12,000 g
(rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake) to eliminate large EVs (principally
microvesicles) and the majority of viruses. A last ultracentrifugation was done for 1 hour at
100,000 g (Rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake) allowing to pellet SEVs. The
pellet was resuspended either in 100 ul PBS or in diluent C (Sigma) for PKH67 staining of the
vesicles (Sigma), according to the manufacturer's instructions (5 min incubation; 1:1,000
dilution). Pellet was diluted in a solution of 40 % iodixanol in sucrose before ultracentrifugation
on a discontinuous iodixanol/sucrose gradient (10 to 40 % iodixanol) with deposition of the
SEVs on the bottom of the tube, during 18 h at 100,000 g (rotor SWA41Ti, acceleration 5, no
brake), to separate SEV from remaining viruses [34, 36, 42]. Six fractions of 1.7 ml were
collected, fractions 2+3 were pooled and washed in 25 ml PBS. After a last ultracentrifugation
for 1 h at 100,000 g (Rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake), the sEV pellet was
resuspended in PBS, aliquoted and stored at -80 °C. We submitted all relevant data to the EV-
TRACK knowledgebase (EV-TRACK ID: EV210154) and obtained an EV-METRIC score of
100 % for trophoblast and placental explants EVs [43].

Nanoparticle tracking analysis (NTA)

SEV preparations were diluted 1:100 in filtered PBS (0.22 pm) and tracked using a NanoSight
LM10 (Malvern Panalytical) equipped with a 405 nm laser. Videos were recorded three times
for each sample at constant temperature (22 °C) during 60 s and analyzed with NTA Software
2.0 (Malvern instruments Ltd). Data were analyzed with Excel and GraphPad Prism (v8)

softwares.

Transmission electron microscopy and immunolabeling electron microscopy

Procedures were performed essentially as described [36, 44, 45]. SEV preparations were loaded
on copper formvar/carbon coated grids (Ted Pella) and fixed with 2 % paraformaldehyde in 0.1

M phosphate buffer (pH 7.4). For immunolabeling electron microscopy (IEM),
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immunodetection was carried out with the following primary antibodies: mouse anti-human
CD63 (Abcam ab23792), mouse anti-human CD9 or mouse anti-human CD81 (both from Dr
E. Rubinstein, Université Paris-Sud, Institut André Lwoff, Villejuif, France). Secondary
incubation was performed with a rabbit anti mouse Fc fragment (Dako Agilent Z0412), then
grids were incubated with Protein A-Gold 10 nm (Cell Microscopy Center, Department of Cell
Biology, Utrecht University). Finally, a second fixation step with 1 % glutaraldehyde in PBS
was performed and samples were stained with 4 % uranyl acetate in methylcellulose. All
samples were observed with a Tecnai Spirit electron microscope (FEI, Eindhoven, The
Netherlands), and digital acquisitions were made with a numeric 4k CCD camera (Quemesa,
Olympus, Munster, Germany). Images were analysed with iTEM software (EMSIS) and
statistical studies were done with GraphPad Prism software (v8).

Multiplex bead-based flow cytometry assay

Bead-based multiplex analysis using the MACSPIlex Exosome Kit, human (Miltenyi Biotec)
were realized on SEV preparations by flow cytometry according to the manufacturer's
instructions [46, 47], and as described previously [36]. This allowed the quantification of 39
different EV markers, distinguishable by flow cytometry by a specific PE and FITC labeling.
The MACSQuant Analyzer 10 flow cytometer (Miltenyi Biotec) was used for analysis. The
tool MACSQuantify was used to analyze data (v2.11.1746.19438). GraphPad Prism (v8)

software was used to perform statistical analysis of the data.

Western blot

SEV samples were lysed in non-reducing conditions in Laemmli buffer, heated for 5 min at 95
°C, and loaded on mini protean TGX precast 4-20 % gradient gels (Biorad) in Tris-glycine
buffer. Electrophoresis was performed at 110 V for 2 h, then proteins were electro-transferred
onto nitrocellulose membranes using the trans-blot turbo transfer system (Biorad). Membranes
were blocked with Odyssey blocking buffer (Li-Cor Biosciences) for 1 h, then incubated with
different primary antibodies: mouse anti-CD81 (200 ng/ml, Santa-Cruz), mouse anti-CD63
(500 ng/ml, BD Pharmingen), mouse anti-CD9 (100 ng/ml, Millipore), rabbit anti-Tsg101 (1
pg/ml, Abcam), rabbit anti-Alix (1 pg/ml, Abcam), mouse anti-Thy1 (0.5 pg/ml, Biolegend),
rabbit anti-Tom20 (1/500, Sigma) or goat anti-Calnexin (2 pg/ml, Abcam) overnight at 4 °C in
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Odyssey blocking buffer, followed by incubation with the secondary antibody IRDye 700 anti-
mouse 1gG or IRDye 800 anti-rabbit or anti-goat 1gG (Li-Cor Biosciences) for 1 h at room
temperature. Membranes were washed three times in TBS 0.1 % Tween 20 during 10 min after
each incubation step and visualized using the Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR

Biosciences).

Quantitative proteomic analysis
Sample preparation

Protein samples in Laemmli buffer (3 biological replicates of SEVs preparation from non-
infected and hCMV-infected cytotrophoblasts cells) were submitted to reduction and alkylation
(30 MM DTT and 90 mM iodoacetamide, respectively). Protein samples were digested with
trypsin on S-trap Micro devices (Protifi) according to manufacturer’s protocol, with the
following modifications: precipitation was performed using 545 ul S-Trap buffer and 1 pg
Trypsin was added per sample for digestion.

NanoLC-MS/MS analysis

Peptides were analyzed by nanoLC-MS/MS using an UltiMate 3000 RSLCnano system coupled
to a Q-Exactive-Plus mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Five
pL of each sample were loaded on a C-18 precolumn (300 um ID x 5 mm, Dionex) in a solvent
made of 5 % acetonitrile and 0.05 % TFA and at a flow rate of 20 uL/min. After 5 min of
desalting, the precolumn was switched online with the analytical C-18 column (75 um ID x 15
cm, Reprosil C18) equilibrated in 95 % solvent A (5 % acetonitrile, 0.2 % formic acid) and 5
% solvent B (80 % acetonitrile, 0.2 % formic acid). Peptides were eluted using a 5 to 50 %
gradient of solvent B over 105 min at a flow rate of 300 nL/min. The Q-Exactive-Plus was
operated in a data-dependent acquisition mode with the XCalibur software. Survey scan MS
were acquired in the Orbitrap on the 350-1500 m/z range with the resolution set to a value of
70000. The 10 most intense ions per survey scan were selected for HCD fragmentation.
Dynamic exclusion was employed within 30 s to prevent repetitive selection of the same

peptide. At least 3 injections were performed for each sample.
Bioinformatics data analysis of mass spectrometry raw files

Raw MS files were processed with the Mascot software for database search and with Proline

[48] for label-free quantitative analysis. Data were searched against Human herpesvirus 5 and
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Human entries of the UniProtKB protein database (Human betaherpesvirus 5 clone VHL-E-
BAC19 and release Uniprot Swiss-Prot February 2018). Carbamidomethylation of cysteines
was set as a fixed modification, whereas oxidation of methionine was set as variable
modification. Specificity of trypsin/P digestion was set for cleavage after K or R, and two
missed trypsin cleavage sites were allowed. The mass tolerance was set to 10 ppm for the
precursor and to 20 mmu in tandem MS mode. Minimum peptide length was set to 7 amino
acids, and identification results were further validated in Proline by the target decoy approach
using a reverse database at both a PSM and protein false-discovery rate of 1%. After mean of
replicate injections, the abundance values were log2 transformed and missing values were
replaced by random numbers drawn from a normal distribution with a width of 0.3 and down
shift of 1.8 using the Perseus toolbox (version 1.6.7.0). For statistical analysis, a Student t-test
(two-tailed t-test, equal variances) was then performed on log2 transformed values to analyse
differences in protein abundances in all biologic group comparisons. Significance level was set
at p = 0.05, and log?2 ratios were considered relevant if higher than 1 or lower than -1. The mass
spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the
PRIDE [49] partner repository with the dataset identifier PXD029146.

Functional proteomic data analysis

Volcano plot was established for proteins whose mean abundance exhibited a log?2 ratio higher
than 1 or lower than -1 and when Student’s t-test p-values were <= 0.05 between the infected
and the non-infected conditions. The list of human proteins exhibiting a normalized mean
protein abundance log2 ratio > 1 or < -1 between sEVs from non-infected or hCMV-infected
samples was used as an input for analysis with QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
[50]. Results from IPA biological functions and diseases analysis were filtered to retrieve
annotations having an absolute activation z-score > 1 and defined by less than 150 molecules.
The resulting annotations were manually curated to remove redundant annotations sharing

identical genes, keeping annotations defined by the greater number of molecules.

Flow cytometry analysis

After incubation of cells with PKH67-stained sEVs, cells were washed twice with PBS and

trypsinized, before proceeding to flow cytometry analysis. PKH67 positive cells were analyzed
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on a Macsquant VYB Flow Cytometer (Miltenyi Biotec), by using FCS and FITC fluorescence
parameters, and by subtracting cell autofluorescence background. Data were analyzed with
FlowJo (BD) and GraphPad Prism (v8) software.

Immunofluorescence

Cells were fixed using 4 % PFA (Electron microscopy Sciences) at room temperature for 20
min, followed by PBS wash. Permeabilization was then performed with PBS 0,3 % Triton-
X100 (Thermofisher scientific) for 10 min at room temperature, followed by 1 h incubation in
blocking buffer (PBS with 5 % FBS). Incubation with primary antibodies diluted in blocking
buffer was carried out overnight at 4 °C, against hCMV immediate early protein 1 and 2 (1
pg/ml; Abcam IE1/IE2 CH160 ab53495), nestin (4 pug/ml; Abcam 10C2 ab 22035), or SOX2
(/500 of stock; Cell Signaling D6D9 #3579). Secondary antibody incubation (Goat anti mouse
or rabbit - Alexa-fluor 488 or 594 (2 ug/ml; Thermo Fischer Scientific)) was performed at room
temperature for 1 h. For actin staining, Alexa-fluor 568 phalloidin (5 pg/ml; Thermo Fischer
Scientific A12380) was incubated on cells overnight at 4°C. DAPI staining (1 pg/ml; Sigma)
was performed for 10 min at room temperature. ProLong Gold without DAPI (Thermo Fischer

Scientific) was used for coverslip mounting.

Widefield acquisitions were realized using Apotome microscope (Zeiss) and confocal
acquisitions were made on SP8-STED microscope (Leica). Image processing was performed

using ImagelJ. GraphPad Prism (v8) software was used to perform data statistical analysis.

Placental histoculture

Placental histocultures were carried out as described [36, 51]on first trimester placentas (4
placentas; mean = 13.11 + 0.49 (SEM) weeks of amenorrhea, i.e., 11.11 + 0.49 weeks of
pregnancy; age of the women: mean = 23 + 1.5 (SEM) year-old), following elective abortion
by surgical aspiration at Paule de Viguier Maternity Hospital (Toulouse, France). Briefly,
trophoblastic villi were manually dissected in small explants (2-3 mm?3), washed in PBS, and
kept overnight in Exofree medium to eliminate the remaining red blood cells. To infect
placental explants by hCMV, an overnight incubation of half of the explants was performed
upon dissection with 500 (11 of pure viral stock (corresponding to around 10® focus forming

units, ffu) mixed with 500 (1l of Exofree medium. Explants were then washed in PBS and
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deposited nine by nine on gelatin sponges (Gelfoam, Pfizer) in a 6-well plate containing 3 ml
of Exofree medium, in at least 6 wells per condition (non-infected versus infected). Conditioned
medium was collected and renewed with fresh Exofree medium every 3 to 4 days for the
duration of the culture. At 14 days of culture, total collected medium was pooled for each
condition and used to perform sEV preparation as described above. Placental explants were

weighed for normalization of resuspension volume and calculation of sEV yield.

Amniotic fluid collection

Remaining amniotic fluid (AF) collected during classic patient care was saved for the present
study. It was subjected to a 10 min centrifugation at 3000 rpm in order to remove the cells and
large debris before its storage at -80 °C. The SEV preparation was carried out according to the

procedure described above.

RESULTS
Cytotrophoblast infection by hCMV leads to an increase of SEV secretion

To study the consequences of hCMV infection on placental sEV secretion and
composition in early pregnancy, we used an immortalized cell line derived from first trimester
extravillous cytotrophoblasts (HIPEC [37, 52]), for which the expression of the cytokeratin 7
specific cytotrophoblastic marker was verified (data not shown). Cell supernatants were
collected and pooled upon 48-72 h of infection before SEV preparation. To exclude any possible
effect of viral contamination of SEV preparations in further experiments, an infectivity test was
systematically carried out at the end of the SEV preparations (Supplementary Figure 1A). When
SEV isolated from infected or non-infected cytotrophoblasts were incubated with MRC5 cells,
no infection was detected either by immunofluorescence done against IE, nor by RT-gPCR
against the viral mMRNA encoding UL55 protein (Figure 1A). In contrast, cells incubated with
hCMV at a MOI of 3 showed active viral replication. Moreover, no structure evoking hCMV
viral particle was observed on sEVs isolated from infected cells by TEM (Supplementary Figure

2 and data not shown).

Counting of infected cytotrophoblasts at the time of SEV preparation procedure showed
a significant decrease of cell number upon hCMV infection compared to non-infected cells

(Supplementary Figure 1D) with, however, no overt cell mortality assessed by trypan blue
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staining (data not shown). Despite the lower cell number upon infection, the quantification of
SEVs isolated per cell showed a significant higher yield of production by hCMV-infected
cytotrophoblasts compared to non-infected cytotrophoblasts, with an increase of around 40 %
upon infection (Figure 1B). However, no difference in either the mean size or the mode size of
the SEV preparations was observed upon infection when analyzed by NTA (Figure 1C) and
vesicles deriving for both non-infected or infected cytotrophoblasts exhibited the typical
structure and shape of SEVs as evidenced by TEM (Figure 1D and Supplementary Figure 2).
Relative size distribution was next determined by TEM, by evaluating the relative size of SEV
on three independent preparations and for at least 1100 sEV per condition (Figure 1E and F).
By using this approach, a significant change in relative size distribution and a global decrease
of SEV relative size was observed upon hCMV infection. Indeed, relative size of SEV produced
from non-infected cytotrophoblasts was 110 nm and decreased to 97 nm for SEV deriving from
hCMV-infected cytotrophoblasts.
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Figure 1: Impact of hCMV on trophoblastic cells SEV production, size and ultrastructure.
A) Immunofluorescence realized against hCMV Immediate Early (IE) antigen in non-treated
MRCS5 cells (panel a), or upon incubation during 24 h with either hCMV at MOI 3 (panel b),
SEVs isolated from non-infected (panel c) or from hCMV-infected cytotrophoblasts (panel d).
Magnification = 20 x. Blue (upper panel): DAPI; red (lower panel): IE. Below images are
indicated the results of RT-gPCR realized against hCMV UL55 mRNAs on RNA extracted
from MRCS5 cells at 48 h post-incubation with hCMV or sEV preparations (+: amplification; -:
no amplification). Data are representative for at least three independent experiments. B) Yield
of sEV recovered upon SEV preparation from non-infected (NI) or infected (hCMV)
cytotrophoblasts, calculated upon NTA experiments. *, p = 0.0464 by paired t-test for 7
independent experiments. C) Comparison of mean size (left histogram) and mode size (right
histogram) between SsEVs prepared from non-infected (NI) or infected (hCMV)
cytotrophoblasts, calculated upon NTA experiments. Histograms show the mean + SEM of
three independent experiments. ns: non-significant by Mann Whitney test. D) Electron
microscopy images of sEV (indicated by an arrow) prepared from non-infected (NI) or infected
(hCMV) cytotrophoblasts. Magnification = 26000 X. Scale bar = 100 nm. Images are
representative of at least three independent experiments. E) Distribution analysis of sEV
relative size measured from MET pictures, for SEV isolated from either non-infected (white
bars) or infected cytotrophoblasts (grey bars). Each bar of the histogram represents the mean +
SEM of the number of sEVs per bin (bin width = 20 nm) for three independent experiments.
**** p <0.0001 by Chi-square test. F) Relative size of individual SEVs, measured from MET
pictures for three independent experiments, was reported on graph, as well as the mean + SEM.
Total SEV count was 1165 for NI and 1351 for hCMV SEVs. **** p <0.0001 by Mann-Whitney
test.

Impact of hCMV infection on canonical SEV markers

To assess the impact of hCMV infection on the expression of SEV canonical markers,
different analyses were carried out. By combining western-blotting, multiplex bead-based flow
cytometry and immunolabeling electron microscopy, we observed that SEVS preparations
expressed specific vesicular markers including CD9, CD81, Alix and Tsgl01, without
contamination by any endoplasmic reticulum or mitochondrial marker (Figure 2), confirming
the quality of the SEV isolation procedure [41]. No drastic differences were observed in their

expression between sEVs isolated from non-infected or infected cytotrophoblasts (Figure 2).

A multiplex bead-based flow cytometry assay, realized against a panel of proteins [46,
47], indicated that surface proteins expressed by cytotrophoblasts were highly represented on
isolated sEVs, like CD24 (a mucin-like glycoprotein expressed by the cytotrophoblasts from
the first trimester of pregnancy [53]), CD41b (also known as Integrin alpha 2b, implicated in
adhesion and migration of cytotrophoblasts [54]), CD49 (Integrin alpha 5, [55]), CD133 (also
called Prominin-1, a pentaspan membrane protein [56]) and SSEA-4 (a stemness marker also

expressed by cytotrophoblasts [24]). No significant difference in their surface expression level
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was observed between SEV isolated from non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts
(Figure 2B).

In contrast, a striking difference of the expression of the vesicular canonical marker
CD63 tetraspanin was evidenced by western-blot. The protein was not detected in whole cell
lysates, but was enriched in SEVs isolated specifically from hCMV-infected cytotrophoblasts
(Figure 2A). By examining CD63 expression at the level of individual vesicles by IEM, we
noticed that this increase was correlated to the presence of a small proportion of sEVs highly
positive for CD63 (between 1-5 %, Supplementary Figure 3), while the others remained
negative (Figure 2E). By multiplex bead-based flow cytometry assay, no significant difference
in CD63 expression could be detected between SEVs prepared from non-infected or infected
cytotrophoblasts, certainly due to the low proportion of positive vesicles (Figure 2B). These
data revealed that hCMV infection did not globally impact on canonical markers of SEV
secreted from cytotrophoblasts, except for CD63 which appeared in a subpopulation of vesicles

upon infection.
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Figure 2: Impact of hCMV infection of trophoblastic cells on sEV canonical markers. A)
Western-blot realized on either whole cell lysates (left wells) or purified sEVs (right wells),
from non-infected (NI) or infected (hCMV) cytotrophoblasts. Proteins of interest and their
corresponding molecular weight are indicated on the right of the Figure, with a smear for CD63
due to the non-reducing conditions of the western blot, which preserve its rich glycosylated
pattern. B) Surface expression level of different proteins found on SEV isolated from non-
infected (NI) or infected (hCMV) cytotrophoblasts, determined with the multiplex flow
cytometry MACSPIlex exosome kit assay. The heat-map represents the mean of 3 independent
experiments, for different sEV markers indicated on the left column. Blue intensity is
proportional to the level of expression calculated in Median Fluorescence Intensity, indicated
on the right of the heat-map. ns, non-significant by two-way ANOVA. C-E) TEM observation
of SEV - isolated from non-infected (NI) or infected (hCMV) cytotrophoblasts - which were
immunogold-labelled for CD9 (C), CD81 (D) or CD63 (E), and revealed with Protein A-gold
particle of 10 nm diameter. Scale bar = 100 nm. Magnification = 26000 X. In E) only positive
vesicles, representing around 1-5 % of sEVs isolated upon infection, are shown, the other being
negative (see Supplementary Figure 3 for wide field image).

SEVs secreted by infected cytotrophoblasts harbor a proviral protein cargo

To go deeper inside the study of the impact of hCMYV infection of trophoblastic cells on
SEV cargo, a comprehensive proteomic analysis of SEV composition upon infection was carried
out. To this end, equivalent amounts of SEVs prepared from non-infected or hCMV-infected
cytotrophoblasts were analyzed by mass spectrometry-based quantitative proteomics for three
independent SEV preparations. Each SEV preparation was analyzed with at least three technical
replicates, leading to the identification of 1,700 to 1,980 proteins per injection and of 3079
proteins across all samples (3048 human and 31 viral; see Supplementary Table 1 for the list of
the proteins identified for the three biological replicates). Among the 3048 human proteins
identified, the gProfiler2 R package was able to interrogate 2936 proteins, for which the term
"extracellular exosome" (Gene ontology GO:0070062) appeared as the most significantly
enriched (false discovery rate (FDR) = 1.087859e-2%° R package gProfiler2 [57]), with 962 of
them (32.8 %) associated with the "extracellular exosome” GO term. Conversely, these 962
proteins constituted 44.1 % of the proteins which define the GO term, and the 94 of the top 100
most frequently identified exosomal proteins, as defined by the Exocarta database

(http://exocarta.org/exosome_markers_new), were detected in the SEV preparations.

Mass spectrometry-based quantitative proteomics data indicated that 37 proteins,
including 25 viral proteins, were significantly over-represented and 15 human proteins under-
represented in SEVs secreted by cytotrophoblasts upon hCMYV infection, as illustrated in the

Volcano plot (Figure 3A). Interestingly, the Thy-1 cellular protein, which has been
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demonstrated to play an important role to facilitate hCMV entry into cells via macropinocytosis
[58, 59], was found significantly enriched in SEVs upon infection (Figure 3A and
Supplementary Table 1). This was confirmed by western-blot, showing that Thy-1 was detected
in SEVs only upon hCMV infection (Supplementary Figure 4A). By using Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) tool on proteomic data, several biological functions were found to be
significantly over- or under-represented in sEVs upon infection (Figure 3B). The highest
modulated pathway identified was "autophagy", with several actors showing modified
expression in sEVs issued from infected cells, leading to a global autophagy activation pattern
(Figure 3C). As EV composition mainly reflects the composition of their secretory cells, this
may also reflect the activation of the autophagy pathway induced upon hCMV infection of host
cell at the very early times of infection [60-62]. On the other side, two pathways linked to
mitochondrial functions (i.e., "consumption of oxygen™ and "synthesis of ATP") were found
lowered in sEVs prepared from hCMV-infected cells in comparison with non-infected cells
(Figure 3B). This also may be the consequence of hCMV-induced mitochondrial dysfunctions
[63-66], notably via interference with the antiviral Viperin protein, which leads to decreased
cellular ATP levels [67].

Amongst the proteins identified in SEVs isolated from infected cytotrophoblasts, 31
were of viral origin. They are listed in Figure 3D in regards of their biological function, curated
from the literature (Supplementary Table 2). They play a role in different aspects of hCMV
infection, from viral entry to egress, quiescence, as well as pathogenicity and immune evasion,
and are mainly immediate early or late proteins (Supplementary Figure 4B). Interestingly,
although sEV preparations were devoid of viral particles as assessed by infectivity assays and
TEM, some of the viral proteins found in sEV isolated from hCMV-infected cytotrophoblasts
are structural proteins (Figure 3D and Supplementary Table 2), like the envelope proteins gB,
gH and gM. Most of the other proteins identified were capsid and tegument proteins that are
delivered to host cell upon infection, or proteins immediately expressed after virus entry like
IE1 and IE2, which play a role in early transcriptions. Finally, IRS1 and TRS1, which inhibit
the establishment of an antiviral state in infected cells, notably by antagonizing the autophagy
pathway induced upon hCMV infection [60, 61], were also detected in SEVs isolated from
infected cytotrophoblasts. Altogether, analysis of the proteomic data suggested that SEVs
secreted by infected cytotrophoblasts may transport a protein cargo with proviral properties, by
providing the recipient cells with elements that may facilitate the early steps of a further hCMV

infection.
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Figure 3: Proteomic analysis of SEV composition upon infection of trophoblastic cells by
hCMV. A) Volcano-plot representing differences in normalized mean protein abundance in
SEVs hCMV versus sEVs NI. Human and viral proteins exhibiting significant differences
between the two conditions are represented by circles and triangles, respectively (Student T-
test p-value <=0.05 and log?2 ratio >=1 or <=-1). Red: over- represented proteins; Blue: under-
represented proteins. B) Dot plot representation of the top diseases and biological functions
associated with human proteins exhibiting an absolute normalized mean abundance log2 ratio
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greater than 1 or lower than -1, in SEVs hCMV versus sEVs NI. Top diseases and biological
functions associated with changes in the protein content of SEVs upon hCMV-infection were
identified using QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Size of the circles depends on the
number of the proteins identified in the corresponding pathway; level of blue intensity depends
on the p-value. C) Human proteins associated with the predicted increased activation state of
autophagy pathway as determined by IPA. D) Heatmap representation of the biological
functions associated with hCMV viral proteins expressed in SEVs hCMV.

SEVs are efficiently uptaken by recipient cells

We next examined whether MRCS5 cells may uptake sEVS. To this end, PKH67-stained
SEVs prepared from non-infected or infected cytotrophoblasts were incubated with MRC5 cells
during various times. By performing fluorescence observations of MRC5 cells incubated with
PKHG67-stained sEVs during 16 h, a vast proportion of cells showed green puncta into their
cytoplasm, indicating an important uptake of sSEVs (Figure 4A). When performed as soon as 2
h post-incubation, most of the MRC5 cells already showed numerous cytoplasmic puncta,
indicating that SEV uptake already occurred at early time points upon sEV incubation with cells,
for both sEVs produced by non-infected and infected cytotrophoblasts (Supplementary Figure
5). Moreover, these puncta were visible on the same confocal plan as actin (revealed by
phalloidin staining), indicating an intracytoplasmic localization of PKH67 fluorescence, and
not a simple binding of SEVs to the cell surface (Figure 4A and Supplementary Figures 5B and
C).

To measure the level of SEV internalization, fluorescence acquisition by recipient cells was then
followed by flow cytometry (Figures 4B and C). Percentage of PKH67-positive cells, calculated
upon subtraction of cell autofluorescence background, was then calculated depending on
duration of incubation with SEVs. As observed in Figures 4B and C, sEV uptake by MRC5 cells
was visible as soon as 2 h post-incubation, and reached a maximum of around 13 % of positive
cells at 16 h, which remained the same until 24 h. However, this percentage may be somewhat
underestimated, since subtraction of cell autofluorescence may largely occult an important
amount of uptaken sEVs, which fluorescence is faint, given the small size of the vesicles and
thus, the small number of PKH67 molecules incorporated. Altogether, these data indicate that
the sEVs secreted by cytotrophoblasts are largely uptaken by recipient cells, where they may

thereafter exert a biological function.
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Figure 4: Internalization of sEVs isolated from non-infected cytotrophoblasts in fetal
MRCS5 cells. A) Confocal images of fluorescence microscopy carried out on MRC5 cells after
16h incubation with PKH67-labelled sEVs. Blue: DAPI; Red: Phalloidin; Green: PKH67. Scale
bar: 100 [Im. Magnification = 63 X. B) Histogram representing the percentage of PKH67
positive cells along time, upon incubation of MRC5 cells with SEVs. Bars represent the mean
+ SEM of three independent experiments. C) Monitoring of PKH67-labeled SEVs
internalization by MRCS5 cells by flow cytometry. Dot plots represent MRCS5 cell fluorescence
upon incubation with PKH67-stained sEVs (200 sEVs/cell) for cells that have not been
incubated with sEVs (NT, non-treated), or upon 2 h or 16 h of incubation. X-axis: PKH-67
fluorescence intensity; Y-axis: FSC. Gate indicates cells positive for PKH67.
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sEVs from hCMV-infected cytotrophoblasts potentialize further infection of recipient
MRCS5 cells

Since proteomic data suggested a proviral activity for sEVs issued from infected
cytotrophoblasts, we assessed the ability of SEVs to modulate hCMV infection. As SEV cargo
was composed of proteins prone to act on early steps of infection - entry and immediate early
transcriptions - we reasoned that any putative action of SEVs should take place immediately
after delivery of their content into recipient cells. In this regard, different amounts of SEVs from
non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts were deposited on MRC5 cells either
concomitantly or 2 h before addition of hCMV (Figure 5A). 24 h later, cells were subjected to
an anti-1E immunofluorescence (Figure 5B). When added alone, sEVs prepared from hCMV-
infected cells did not lead to any detectable expression of IE in MRC5 cells (Figure 5Ba),
indicating that they were not contaminated by residual infectious viral particle, as already
assessed previously (Figure 1A and Supplementary Figure 2). This also indicated that the
detection of IE by immunofluorescence upon infection was due to viral gene expression and
not to the presence of IE carried by SEVSs, even if it was detected in SEVs secreted by infected
cells during proteomic analysis. As observed in Figure 5C, when added simultaneously with
hCMV, sEVs did not influence the level of MRC5 cell infection, whatever their origin and
quantity, compared to non-treated cells. In contrast, the addition of increasing doses of SEVs
prepared from infected cells (SEV hCMV) 2 h before infection led to a potentiation of infection,
when compared to cells treated with SEVs prepared from non-infected cells (SEV NI). This
increase was significant for the two highest doses of sEVs applied, with a stimulation of
infection of around 17 % and 30 % when 50 and 200 sEVs were added per cell, respectively
(Figures 5B and D).
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Figure 5: Effect of cytotrophoblast sEVs on MRC5 cell permissiveness for hCMV. A)
experimental procedure (NT=non-treated). B) Immunofluorescence performed on MRC5 cells
against IE viral antigen (blue: DAPI; red: IE). a- Non-infected control cells upon 24 h
incubation with sEVs isolated from hCMV-infected cytotrophaoblasts. B,c,d- MRC5 cells were
either non-treated (b- NT) or incubated during 2 h with sEVs prepared from non-infected (c-
SEV NI) or infected cytotrophoblasts (d- SEV hCMV) with 50 sEV per cell, then infected during
24 h with hCMYV at a MOI of 0.5 before proceeding to immunofluorescence. Scale bar: 200
[0m. C-D) MRC5 cells were incubated with sEVs prepared from non-infected (SEV NI) or
hCMV-infected (SEV hCMYV) cytotrophoblasts and infected by hCMV at a MOI of 0.5,
concomitantly (C) or 2 h after SEV incubation (D). Three increasing doses of SEVs were used
in these experiments (20, 50 or 200 sEV per cell, from left to right). 24 h later, expression of IE
antigen was assessed by immunofluorescence. Quantification of the percentage of IE positive
cells was carried out and normalized by the percentage of cells infected by hCMV without any
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SEV (NT). Each dot is an independent experiment and corresponds to the mean of the counting
of 10 fields, with around 70 cells counted, i.e., around 700 cells per dot. n = 4 to 10 independent
experiments. Since SEVs used in infection assays were prepared each time in parallel between
non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts from a given batch, statistical analysis was
done by pairing the results between sEV NI and sEV hCMV for each independent experiment.
ns, non-significant; *, p < 0.05; *** p < 0.001 by paired t-test.

sEVs from hCMV-infected cytotrophoblasts, placental tissues and amniotic fluids

enhance infection of human neural stem cells

To examine the potential proviral role of placental SEVs on hCMV transmission towards
the fetal brain, we performed similar experiments using human NSCs derived from embryonic
stem cells [14, 38]. A significant enhancement of hCMV infection was observed when sEVs
prepared from infected cytotrophoblasts were used in comparison to SEVs prepared from non-
infected cytotrophoblasts (Figure 6A). A mean increase of 42 % was observed when incubation
was done during 24 h, but not with shorter incubation times. This delayed timing of incubation
needed for observing a proviral action of SEVs may be due to less efficient sEV fixation and/or
uptake mechanisms for NSCs in comparison to MRCS5 cells.

To get closer to physiological conditions, a model of first trimester placental
histocultures was next infected by hCMV and used for SEV isolation. This ex vivo model,
developed in our team [51, 68], reflects the high complexity of the placental cytoarchitecture.
Recent data obtained from this model showed a modification of sEV surface markers upon
hCMV infection, which suggested a proviral role of placental sEVs [36]. Similar to what was
observed with sEVs from cytotrophoblast origin, sEVs produced by infected placental
histocultures significantly potentiated hCMV infection of NSCs in comparison to SEVs secreted
by non-infected histocultures, with a mean of 48 % of increase upon 24 h of incubation with
SEVs (Figure 6B).
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Figure 6: Effect of placental sEVs on neural stem cells permissiveness for hCMV.

NSCs were incubated with SEVs prepared from cytotrophoblasts (A) or ex vivo first trimester
placental histoculture (B), which were either non-infected (SEV NI) or hCMV-infected (SEV
hCMV). 200 sEVs per cell were used. NSCs were then infected by hCMV at a MOI of 3,
simultaneously, 2 h, of 24 h after sEV incubation. 24 h later, expression of IE antigen was
assessed by immunofluorescence. Quantification of the percentage of IE positive cells was
carried out and normalized by the percentage of infection of cells infected by hCMV without
any SEV (NT). Each dot is an independent experiment and corresponds to the mean of the
counting of 10 fields, with around 70 cells counted, i.e. around 700 cells per dot. n =4to 7
independent experiments. Since SEVs used in functional assays were prepared each time in
parallel between non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts or placental explants from a
given batch, statistical analysis was done by pairing the results between sV NI and sEV hCMV
for each independent experiment. ns, non-significant; *, p < 0.05 by paired t-test.
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Finally, the impact of SEVs prepared from amniotic fluid (AF) obtained from naturally
infected pregnant women was assessed (Figure 7). Even if AF sEVs originate from various
tissues, an important proportion of them have been described to express placental alkaline
phosphatase, testifying of their placental origin [69]. Thus, we reasoned that AF sSEVs may also
be endowed with a proviral activity and facilitate the infection of NSCs by hCMV. AF was
collected at third trimester of pregnancy from 3 women, whose clinical data are summarized in
Supplementary Table 3. The first one (NP19) had no history of infection or other maternal
disease during pregnancy. The second one (NP6) presented a first trimester hCMV
seroconversion with her AF negative for hCMV by gPCR and no fetal defects reported by
imaging. The third one (NP12) also seroconverted during first trimester of pregnancy but her
AF was positive for hCMV by gPCR and the fetus presented major brain lesions. From the AF
of these patients, SEVs were prepared and incubated on NCSs during various times before
infection by hCMV. NSCs were subjected to an anti-IE immunofluorescence 24 h later to assess
their level of infection. A control experiment verifying that no infectious particle was present
in SEVs preparations was systematically performed in parallel (data not shown). Compared to
the other sources of sEVs used previously (Figure 6), a significant effect of SEVs on viral
infection was observed at earlier times of incubation with NSCs but not at 24 h, certainly due
to a difference in SEVs uptake efficiency (Figure 7). When incubation was realized
simultaneously or 2 h before hCMV infection, level of infection of NSCs incubated with SEVs
prepared from the non-infected patient NP19 or NP6 (infected patient but with AF negative for
hCMV) remained similar. Remarkably, when sEVs were prepared from NP12, a case of hCMV
positive pregnancy with severe impairment of fetal development, a significant increase of
infection of around 20 % was observed in comparison to incubation with sEVs from NP6 or
NP19, indicating that NP12 sEVs allowed the enhancement of hCMV infection in recipient
NSCs. Hence, our data suggest a correlation between the clinical severity of hCMV-

complicated pregnancy and the proviral effect of SEVs prepared from patient AF.
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Figure 7: Effect of sEVs prepared from amniotic fluid of naturally infected pregnant
women on neural stem cells permissiveness for n\CMV.

NSCs were incubated with sEVs prepared from amniotic fluid (AF) from patient NP19 (non-
infected), NP6 (hCMV infected, AF negative for hCMV) or NP12 (hCMYV infected, AF positive
for hCMV). 200 sEVs per cell were used. NSCs were then infected by hCMV at a MOI of 3,
simultaneously, 2 h, of 24 h after SEVs incubation. 24 h later, expression of IE antigen was
assessed by immunofluorescence. Quantification of the percentage of IE-positive cells was
carried out. Each dot is a biologic replicate and corresponds to the mean of the counting of 10
fields, with around 70 cells counted, i.e., around 700 cells per dot. n = 3 to 4 independent
experiments. Results of ordinary one-way ANOVA test performed for the 3 different durations
of sEVs incubation are the following: p = 0.0374 (*) for Simultaneously; p = 0.0006 (***) for
2 h before; p = 0.6415 (non-significant) for 24 h before. Histograms represents the mean +
SEM of the percentage of infected cells in each condition. Statistical comparison between the
conditions were done by unpaired t-test. ns, non-significant; *, p < 0.05; ** p < 0.005.

DISCUSSION

Although the role of placental sEVs during normal and pathological pregnancy is
extensively studied [25, 26, 28, 32, 70], the impact and consequences of hCMV infection on
placental SEVs are far to be deciphered, in particular at the beginning of pregnancy. We recently
described that infection of first trimester ex vivo placental histocultures modified sEV surface
markers, suggesting a potential proviral role of the sEVs [36]. However, the difficulty of
purifying high sEVs amounts from this model hampered the possibility to conduct a study
combining exhaustive analysis of SEV composition and biological function. In this work, we

used a combination of a cytotrophoblast cell line deriving from first trimester placenta [37], ex
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vivo placental histocultures and patient amniotic fluids to isolate SEVs and examine the impact

of hCMV infection on their composition and function.

Although a high number of publications describe a role of EVs on pregnancy regulation,
the nature of the EVs examined is often not precisely stated, and confusion remains about the
subtypes of EVs studied. Here, we decided to focus our study on sEVs, considering the amount
of data already available concerning their composition and function [26, 29, 32]. By using the
gold-standard method based on differential ultracentrifugation followed by density gradient
ultracentrifugation, we were able to isolated SEVs devoid of viral particles in a rigorous manner.
These were next further characterized by a combination of complementary approaches and
presented the typical features of exosomes in terms of size, structure and presence of canonical
markers [41]. Since our work did not focus on their biogenesis pathway, we cannot, however,
formally state about their endosomal origin. This is why we used the generic term SEVs along
the manuscript, as recommended by the MISEV guidelines. Interestingly, we observed the
appearance of a subpopulation of CD63-positive SEVs upon hCMV infection. An enhancement
of CD63 expression on SEVs was also recently reported in a study describing a dysregulation
of EV biogenesis machinery in a model of hCMV-infected human dermal fibroblasts [71].
Given the low numbers of SEVs positive for CD63 in our model, we have not investigated the
underlying molecular mechanism of this CD63 upregulation.

Similar to what has been described in the study using dermal fibroblasts [71], we
observed that hCMV infection of our cytotrophoblast cell line increased the yield of sSEVs
production. However, this increase was counterbalanced by a reduced cell growth upon
infection. Hence, the global quantity of sEVs harvested from hCMV- or mock-infected cells
remained similar between both conditions. As hCMV mainly replicates in discrete foci in
placenta in vivo [72], it is unlikely that hCMV infection would impact on the global quantity of
SEVs secreted by the placenta.

Our proteomic study on sEVs revealed the presence of viral proteins in the vesicles
secreted from infected cells, notably the envelope proteins gB, gH and gM, as it has already
been described in other studies [42, 71, 73]. Additionally, many of the identified viral proteins
were capsid and tegument proteins that participate to virus particle assembly and release at the
end of the replication cycle. They are usually delivered to host cell upon infection by neo-
virions or immediately expressed after viral entry process, where they also play crucial roles.
Importantly, IE1 and IE2, which are major viral immediate early genes playing a key role in
viral genome expression [74-77], were also present in SEVs produced from infected cells. We
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also identified pp65, which participates to the transactivation of viral major immediate early
genes [78, 79], as well as pp71, which stimulates viral immediate early transcription and inhibits
the host innate response by targeting STING [80, 81]. Interestingly, except for pp71, most of
the viral proteins identified in our study have not been described in the other previous proteomic
studies of sEVs secreted from hCMV-infected cells [73]. Conversely, some viral proteins
identified by Turner et al, such as IR11, IRL12, US14, were not found in our study. To reconcile
these differences, it is important to keep in mind that our study focused on sEVs secreted by
trophoblastic cells between 24 h to 72 h upon infection, i.e., at relatively early time points in
replication cycle, when viral particles are only beginning to be released from infected cells.
Hence, it is tempting to speculate that SEVs secreted at that early step may prime the
neighboring cells for viral dissemination and spread. In contrast, in the study of Turner et al,
which was realized in MRC5 cells, SEV protein composition was assessed at 5 days post
infection, when large amounts of viral particles are released from cells. Their proteomic study
showed a protein cargo more prone to serve immuno-evasion functions at a later timing of
infection, by expressing for example the viral Fc-gamma receptor homologue IR11/gp34 [73].
Hence, it seems that composition of sEV secreted by hCMV-infected cells evolves with time,

depending on their state of infection and the step of hCMV replication cycle.

In addition to the viral proteins carried by cytotrophoblast SEVs, composition of SEVs
for proteins of cellular origin was also altered upon hCMV infection. By using IPA to analyze
biological pathway over-represented in SEVs issued from infected cells, the term "autophagy"
was the first represented, likely reflecting the autophagy activation induced by hCMV in host
cells at the very early times of infection [60-62]. Importantly, TRS1 and IRS1, two viral proteins
described to antagonize autophagy at latter time points of the viral cycle [60, 61], were also
carried in SEVs, which may consequently inhibit the induction of autophagy in recipient cells
upon sV uptake. One cellular protein, Thy-1, was also found highly over-represented in SEVs
from infected cells. Interestingly Thy-1 plays an important role for favoring hCMV entry into
cells by macropinocytosis [58, 59]. Hence, all the elements brought by our proteomic analysis
of sEVs indicate that they were prone to facilitate viral infection of recipient cells, while

inhibiting innate antiviral cellular responses.

By examining the function of sEVs isolated from non-infected or hCMV-infected
cytotrophoblasts, we observed that sEVs secreted by infected cells enhanced further hCMV
infection of MRC5 cells. Such proviral properties of SEVs produced by infected cells have
already been described for other Herpesviridae [82, 83] and very recently for hCMV [71] -
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although not in a placental context - and confirm a general role of SEVs in modulating viral
transmission for many viral families [84-86]. Since placental SEVs are found both in maternal
and fetal sides at high quantities as soon as the early beginning of pregnancy [87, 88], we
hypothesized that they may facilitate hCMV dissemination not only in the placental tissues but
also towards the fetus, notably in the fetal brain, by enhancing hCMV infectivity in fetal neural
cells. Indeed, we observed that sEVs prepared from an infected trophoblast cell line or first
trimester placental explants enhanced hCMV infection of human NSCs. Finally, our
observations were confirmed using clinical samples. Strikingly, a significant enhancement of
infection was observed with sEVs isolated from the amniotic fluid of an infected woman (with
amniotic fluid positive for hCMV) whose fetus showed severe neurodevelopmental
impairments, in contrast to SEVs isolated from the amniotic fluid of a non-infected pregnant
woman, or an infected woman (with amniotic fluid negative for hCMV) whose fetus showed
no detectable developmental defects. Hence, placental SEVs seem to be key players of hCMV
dissemination towards the fetus during congenital infection and may be one of the missing links
explaining the variety and severity of sequelae observed during viral congenital infection.
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Supplementary Figure 1: Model system.
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A) Timeline representing the HIPEC seeding, infection, medium renewal and collection before
sEV preparation. D: days; MOI: Multiplicity of infection. B) Comparison of cell growth between
complete and Exofree culture medium, by counting of cell number in 12-well plates in which
10° cells were initially seeded. Symbols represent mean + SEM for three independent
experiments. A 2-way ANOVA statistical test indicated no significant difference between
complete and Exofree medium culture conditions (p=0.4414). C) HIPEC are permissive to
hCMV infection. Immunofluorescence against Immediate Early (IE) antigen was done on HIPEC
either non-infected (NI) or at 48 h or 72 h post-infection (hpi). Green: IE; Blue: DAPI;
Magnification: 20 x. D) Total cell number counted at the time of sEV preparation, at 72 hpi,
for non-infected (NI) or hCMV infected cells. Results are representative of 15 independent
experiments. p<0,0001 by paired t-test.
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Supplementary Figure 2: Wide-field transmission electron microscopy.
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TEM micrographs showing sV from HIPEC either non-infected (NI; upper panel) or infected

(hCMV; lower panel). Scale bar: 500 nm.

500 AR

132



Supplementary Figure 3: Wide field immuno-electron microscopy anti CD63.
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hCMV

SX0)0) [

TEM micrographs showing sV from HIPEC either non-infected (NI; upper panel) or infected
(hCMV; lower panel), after immunogold labelling against CD63. Arrow in the lower panel
indicates a CD63 positive sEV. Scale bar: 500 nm.
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Supplementary Figure 4: Complement to proteomic analysis.
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A) Western-blot showing the enrichment of the cellular Thy-1 protein in sEVs from infected
cells (NI: non-infected). This result is representative of three independent experiments. B)
Heat-map representing the different viral protein found in sEV isolated from infected cells,
classified depending on their expression timeline during hCMV infection (Immediate early,

early or late).
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Patient NP19 NP6 NP12
Age [y) 34 25 31
Time of AF punction (WA) 33 24 31
hCMV seroconversion No (old immunity) Yes Yes
Time of seroconversion (WA) NA Between 3-5 <8

PCR hCMV of AF Negative Negative Positive
Log PCRhCMV on AF NA NA 8log

Chylothorax

Fetal damage (ultrasound)

Bilateral hydrothorax

Idiopathic hydramnios

No infectious background or genetic abnormalities
detected

Brain damage (periventricular hyperechoic halo,
short corpus callosum, occipital horn cyst, germinal
zone abnormalities)- Intrauterine growth
retardation (3rd percentile)

20th percentile

Gestation end

Vaginal delivery at 36 WA

Vaginal delivery at term

Medical abortion at 32 WA

y: year; WA: week of amenorrhea; AF: amniotic fluid.

Bergamelli et al, Supplementary Table 3
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Supplementary Figure 5: sEV internalization by MRC5 at 2 h post-incubation.

A

NT

SEV hCMV

MCRS5 cells, observed by confocal fluorescence microcopy, upon 2h of incubation with PKH67
stained sEVs (200 sEVs/cell) prepared from non-infected (panels B), hCMV-infected (panels C)
or without sEV incubation (panels A). Green: PKH67 staining of sEV; red: actin staining by

phalloidin; blue: DAPI. Scale bar: 10 um.
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1.2.Données non publiées et expérimentations en cours

En paralléle de la description protéique exhaustive des SEV trophoblastiques en
condition d’infection par le hCMV, nous souhaitons également décrire la composition en
miARN de ces sEV, et en particulier les changements potentiels d’expression des miARN du
cluster C19MC, fortement exprimé dans le placenta. Pour ce faire, nous avons réalisé des
productions de sEV trophoblastiques semblables a celles réalisées pour 1’étude protéomique
(infectées par le hCMV ou non infectées) et nous en avons extrait les miARN. En collaboration
avec le Dr. A. Favereaux et Y. Gassama a I’institut de Broca de Bordeaux, nous avons réalisé
des librairies de miARN qui sont actuellement en cours d’analyse bioinformatique. Les données
obtenues sur la composition en miARN des SEV trophoblastiques pourraient permettre un
niveau de compréhension plus fin des mécanismes pro-viraux décrits dans I’article présenté ci-
dessus. De plus, les miARN présents dans les SEV trophoblastiques en conditions infectée ou
non, pourraient constituer des candidats biomarqueurs intéressants dans le cadre du suivi des

grossesses hCMV positives.

Afin d’apporter plus de poids a nos données concernant I’impact des sEV
trophoblastiques, placentaires et amniotiques sur la biologie des cellules souches neurales
humaines, nous avons cherché a mettre au point un modele de passage des SEV au travers de la
barriére hémato-encéphalique. Nous nous intéressons donc spécifiqguement au passage des SEV
d’origine placentaire au travers de la barriére hémato-encéphalique feetale. Nous avons choisi
d’utiliser un modele animal de souris nouveau-né afin d’injecter dans le sang périphérique des
SEV marquées au PKH67 et de rechercher la présence du marqueur lipidique au niveau cérébral.
Comme décrit dans I’introduction, la barriere hémato-encéphalique est a la naissance assez
proche de celle retrouvée a 1’état feetal : elle est immature et laisse passer de nombreuses
molécules. D’autre part, le systéme immunitaire des souris nouveau-né est peu fonctionnel, et
les SEV d’origine humaine seront donc peu immunogeénes pour leurs organismes, comparés a
une souris adulte. Si nous injections des SEV a une femelle souris gestante, en cas de résultat
négatif, nous n’aurions pas la certitude que les sEV auraient été stoppées in vivo par la barriére
hémato-encéphalique, la barriére placentaire ou encore détruites par le systeme immunitaire.
Les mises au point de cette expérimentation sont en cours, en suivant un protocole d’injection
périphérique dans la veine temporale des nouveau-nés décrit par Gombash et al. (Gombash
Lampe et al., 2014). L’objectif principal est de déterminer s’il existe un passage des sEV ou de

certains de leur composant au niveau cérébral (mesure de la fluorescence du PKH67 en FACS
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apres lysat du cerveau), et 1I’objectif secondaire est de définir des conditions de temps et dose

optimales afin de potentiellement mettre en place des études in vivo par la suite.

2. Impact de I’infection par le Cytomégalovirus sur les petites vésicules

extracellulaires issues d’explants placentaires X Vivo

2.1. Article : « Le hCMV modifie I’expression de marqueurs de surface des
petites vésicules extracellulaires isolées d’histocultures placentaires de
premier trimestre »

L’utilisation de modeles cellulaires, bien que réductionniste, permet de gagner en
reproductibilité et de disséquer en détail les mécanismes biologiques impliqués en conditions
physiologiques ou pathologiques. Apres avoir caractérisé en détail la composition des SEV au
cours d’une infection par le hCMV dans le modéle trophoblastique de cellules HIPEC, nous
avons complété notre recherche avec un autre modele plus proche de la physiologie. Notre
équipe a mis au point il y a quelques années un modeéle d’étude d’explants placentaires de
premier trimestre issus d’IVG. Ces explants placentaires sont conservés en culture a I’interface
air-liquide sur une longue période de quinze jours. Ce mod¢le d’histocultures placentaires ex
Vivo est permissif a 1’infection par le hCMV (Benard et al., 2014; Lopez et al., 2011). Nous
avons adapté ce modele de placenta infecté par hCMV afin de récolter les SEV produites par le
tissu placentaire au cours des quinze jours de culture et les résultats obtenus sont présentés dans
’article joint intitulé «Human Cytomegalovirus infection changes the pattern of surface
markers of small extracellular vesicles isolated form first trimester placental histocultures »,
publié le 10 septembre 2021 dans Frontiers in Cell and Developmental Biology (doi :
10.3389/fcell.2021.689122). Nous avons pour ce travail obtenu 1’accord des CPP grace au

centre de ressources biologiques Germethéque (numero d’autorisation CPP.2.15.27).

Dans le travail présenté dans I’article joint, nous avons montré que bien que la sécrétion
des sEV soit conserveée, la composition des SEV produites par le tissu placentaire infecté in vitro
par le hCMV était modifiée par rapport a la condition contréle non infectee (issue du méme
placenta). Nous avons notamment remarqué une surexpression des marqueurs protéiques CD81
et EpCAM (= CD326) a la surface des SEV issues de placenta infectés par le hCMV, par

comparaison au placenta non-infecté. Ces deux protéines présentent un intérét particulier dans
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le cadre de I’infection placentaire par le hCMV. La tétraspanine CDS81 est en effet connue pour
participer a I’entrée virale du hCMV, notamment via ses interactions avec CD9 et CD44 qui
forment des plateformes d’entrée cellulaire pour le virus (Fast et al., 2018; Viswanathan et al.,
2017). Concernant 1’expression de CD326/EpCAM, CD326 est exprimée a la surface de
certaines sous populations trophoblastiques. Nagao et al. ont montré que le KO d’EpCAM chez
des souris induit des défauts massifs de placentation et n’est pas viable pour les feetus (Nagao
et al., 2009). Comme décrit dans 1’introduction, la placentation optimale nécessite en effet un

équilibre fin entre invasion trophoblastique et respect des structures maternelles.

En plus de la mise au point d’un modele de choix pour étudier I’impact de stress
infectieux sur les sEV placentaires, ce travail a donc confirmé 1’hypothése selon laquelle les
SEV de placentas infectés par le hCMV pourraient jouer un rdle fonctionnel au cours de
I’infection virale. La surexpression de CD326 et CD81 pourrait en effet jouer un role
respectivement sur le bon développement placentaire et sur la dissémination virale. Cette
derniére hypothése a été examinée dans I’article précédemment présenté en partie /résultats
1.1./ Les sEV issues d’histocultures placentaires exercent un role pro-viral sur des cellules
souches neurales naives de toute infection. En résumé, les résultats du papier présenté ci-
dessous montrent que, au cours d’une infection par le hCMV, la sécrétion des sEV placentaires
ne subit pas de modification significative, mais que leur composition en marqueurs de surface
protéiques est modifiée, et pourrait potentiellement moduler certains mécanismes
physiopathologiques au cours de I’infection par le hCMV (invasion trophoblastique et entrée

virale).

Article « « Le hCMV modifie ’expression de marqueurs de surface des petites vésicules

extracellulaires isolées d’histocultures placentaires de premier trimestre » publié dans Frontiers

in Cell and Developmental Biology le 10 septembre 2021 / doi : 10.3389/fcell.2021.689122 :
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Extracellular vesicles (EVs) have increasingly been recognized as key players in a
wide variety of physiological and pathological contexts, including during pregnancy.
Notably, EVs appear both as possible biomarkers and as mediators involved in the
communication of the placenta with the maternal and fetal sides. A better understanding
of the physiological and pathological roles of EVs strongly depends on the development
of adequate and reliable study models, specifically at the beginning of pregnancy where
many adverse pregnancy outcomes have their origin. In this study, we describe the
isolation of small EVs from a histoculture model of first trimester placental explants
in normal conditions as well as upon infection by human cytomegalovirus. Using
bead-based multiplex cytometry and electron microscopy combined with biochemical
approaches, we characterized these small EVs and defined their associated markers
and ultrastructure. We observed that infection led to changes in the expression level of
several surface markers, without affecting the secretion and integrity of small EVs. Our
findings lay the foundation for studying the functional role of EV's during early pregnancy,
along with the identification of new predictive biomarkers for the severity and outcome
of this congenital infection, which are still sorely lacking.

Front. Cell Dev. Biol. 9:689122. Keywords: early placenta, extracellular icles, congenital inf 1, human cytomegalovirus, placental
doi: 10.3389/fcell2021.689122 histoculture
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INTRODUCTION

Long considered as a passive barrier, the placenta is now
recognized as a main actor in orchestrating the numerous
exchanges between the mother and the fetus, in protecting
the fetus against infections and allowing adaptation of the
maternal metabolism to pregnancy (McNanley and Woods, 2008;
Burton and Fowden, 2015). In the past decade, a new mode
of communication of the placenta with both maternal and fetal
sides has been described and extensively studied, consisting of
the secretion of placental extracellular vesicles (EVs), which
increases along the pregnancy and stops after delivery (Luo etal,,
2009; Sarker et al, 2014). EVs are membranous nanovesicles
released by cells into the extracellular space and body fluids,
under physiological and pathophysiological conditions (van Niel
et al,, 2018; Kalluri and LeBleu, 2020). In a simplistic way, we
can distinguish large microvesicles (up to 1 pm), derived from
an outward budding of the plasma membrane; and exosomes
(ranging from 30 to 200 nm in diameter) generated by inward
budding of the membrane of late endosomes, leading to a
multivesicular body that will fuse with the plasma membrane and
release its content into the extracellular space. Discrimination
between the different types of EVs based on their biogenesis
pathway and/or physical characteristics is still the subject of
many studies and their classification is continuously evolving
(Colombo et al, 2014; Kowal et al, 2016; van Niel et al.,
2018; Kalluri and LeBleu, 2020). Hence, as it is often difficult
to clearly prove the exact nature of exosomes compared to
other vesicle subtypes, the term exosome has sometimes been
used improperly in the literature, which must be interpreted
with caution. Indeed, the literature devoted to placental EVs
can sometimes lead to confusion as to the nature of the EVs
examined. Some studies have rigorously examined the different
categories of EVs, and have underlined the importance of small
EVs (sEVs, ie, exosomes) in several pathologies of pregnancy
(Adam et al,, 2017; Salomon and Rice, 2017; Sadovsky et al,,
2020), even if large EVs (also called microvesicles) also play
an undeniable role during pregnancy. Notably, an antiviral role
has been specifically attributed to sEVs derived from isolated
cytotrophoblasts of term placenta (Delorme-Axford et al., 2013;
Ouyang et al., 2016). We have, therefore, chosen to focus on
sEVs and to use this terminology, in accordance with the ISEV
guidelines (Thery et al., 2018).

Interestingly, placental sEVs are detected in the maternal
serum during pregnancy and their composition is altered upon
placental pathologies such as diabetes mellitus, intrauterine
growth restriction or preeclampsia (Salomon et al., 2016; Cuffe
et al., 2017; Chiarello et al,, 2018; Miranda et al., 2018; Herrera-
Van Oostdam et al, 2019; Kandzija et al, 2019; Malnou
et al,, 2019). Thus, sEVs may represent valuable non-invasive
biomarkers reflecting the status of the placenta and of the
pregnancy (Mitchell etal,, 2015; Jin and Menon, 2018). Moreover,
as sEV's can be internalized by recipient cells and exert biological
function, any alteration of their cargo may modify their normal
activity (Kalluri and LeBleu, 2020; Sadovsky et al., 2020). In
this context, it is important to develop relevant models which
allow preparation of placental sEVs in a robust and reproducible

manner, in order to guarantee their use for downstream
analysis. In this regard, early placentas appear to be well-
suited experimental models, since many pregnancy pathologies
and developmental defects are the result of placental insults
occurring during the first trimester of pregnancy (Montiel et al.,
2013; O’Tierney-Ginn and Lash, 2014; Silasi et al, 2015). In
this context, the use of tissue explants is particularly relevant
since they preserve the tissue cyto-architecture. This allows
deciphering the complex mechanisms of (patho)physiological
processes, and enables the study of sEV secretion over several
days, which is not feasible with most other currently available
models (Grivel and Margolis, 2009; Fitzgerald et al., 2018).

Among many environmental agents, viral congenital
infections are a major cause of impaired placental and fetal
development. Infection by human cytomegalovirus (hCMV)
concerns 1% of live births in developed countries and is
responsible for various placental and fetal damage, especially at
the level of the fetal central nervous system, leading to diverse
brain disorders (Kenneson and Cannon, 2007; Cannon et al.,
2010; Lanzieri et al, 2015). Currently, non-invasive diagnostic
tools to assess fetal hCMV infection are lacking and very few,
easily implementable methods to predict fetal impairment
exist, especially concerning neurosensorial damage (Benoist
et al., 2008; Guerra et al., 2008; Leruez-Ville and Ville, 2017).
Thus, the identification of non-invasive diagnosis and prognosis
biomarkers within sEVs would be a great step forward in
assessing placental and fetal damage and would provide a
valuable decision support tool. Finally, to date, the functional
role of sEVs in the context of placental infection by hCMV and
their contribution to placental dysfunction are not known.

In this work, we have optimized a histoculture model of
first trimester placental explants, previously developed in our
team (Lopez et al., 2011; Benard et al, 2014), to isolate sEVs
with a purity compatible with analyses of their composition and
features. This model, permissive to hCMV infection (Lopez et al.,
2011; Benard et al.,, 2014), enabled the purification of SEVs devoid
of contaminant viral particles. We showed that the secretion
and integrity of SEVs was preserved upon hCMV infection, with
significant modifications in the expression levels of sEV surface
proteins. Thus, this model opens up promising prospects for
modeling chronic stresses at the start of pregnancy, including
viral infections, to identify biomarkers necessary to detect very
early placental and fetal damage and to study the physiological
relevance of sEV's for placental development and function.

MATERIALS AND METHODS
Human Ethic Approval

The biological resource center Germethéque at the Toulouse site
(BB-0033-00081) obtained the consent form from each patient
for the use of samples included in this study (CPP.2.15.27)
in order to carry out the research program. The steering
committee gave its approval for the realization of this study
on Feb 5%, 2019. The hosting request made to Germethéque
bears the number 20190201 and its contract is referenced under
the number 19 155C. The biological resource center has a
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declaration DC-2014-2202 and an authorization AC-2015-2350.
In accordance with privacy policies concerning voluntary
pregnancy termination, the only collected associated clinical data
was the term at which the pregnancy was terminated (in weeks)
and the age of the women at the time of pregnancy termination.

hCMYV Viral Strain, Viral Stock Production

and Titration

The viral strain of hCMV wused in this study is the
endotheliotropic VHL/E strain (a kind gift from C. Sinzger,
University of Ulm, Germany) (Stegmann et al., 2019). Viral
stocks were made by amplification of the virus on MRC5 cells
and concentration by ultracentrifugation, as described previously
(Rolland et al., 2016). Virus titration was determined by indirect
immunofluorescence assays against the Immediate Early (IE)
antigen of hCMV upon infection of MCRS5 by serial dilutions of
the viral stock (Rolland et al., 2016). Additionally, virus titration
was also performed by qPCR as described on viral stocks and
placental histoculture supernatants (Mengelle et al., 2016).

Placental Histoculture and Infection

Placental histocultures were adapted from the model we
previously described and validated (Figure 1A) (Rauwel et al.,
2010; Lopez et al, 2011; Benard et al,, 2014). First trimester
placentas [21 placentas; mean = 11.72 £ 0.39 (SEM) weeks of
amenorrhea, i.e, 9.72 £ 0.39 weeks of pregnancy; age of the
women: mean = 30.71 £ 2.35 (SEM) year-old] were collected
following elective abortion by surgical aspiration at Paule de
Viguier Maternity Hospital (Toulouse, France) by the medical
team, and immediately subjected to dissection. Isolation of
trophoblastic villi was performed from total placental tissue
by manual dissection in Phosphate Buffer Saline (PBS), with
particular care to exclude decidua, membranes and umbilical
cord. Tissues were repeatedly washed in PBS to eliminate
red blood cells. Each placenta was dissected in small pieces
(2-3 mm?) and kept overnight in “Exofree” medium (see
“Isolation of sEVs” section) in a 5% CO; incubator at 37°C,
to eliminate the remaining red blood cells. To infect placental
explants by hCMV upon dissection, an overnight incubation was
performed with 500 .l of hCMV pure viral stock (corresponding
to around 10°® focus forming units, ffu) mixed with 500 pl of
Exofree medium. The day after (day 0), explants were washed six
times in PBS and installed, nine by nine, on re-hydrated gelatin
sponges (Gelfoam, Pfizer) in each well of a 6-well plate containing
3 ml of Exofree medium (Figure 1A). A minimum of six wells,
i.e, 54 explants, were used per placenta for each experimental
condition (i.e., non-infected or infected). Conditioned medium
was collected and completely replaced with fresh Exofree medium
every 3 to 4 days for the duration of the culture.

To maximize the recovery of sEVs and obtain a rate
production compatible with further analyses, conditioned media
obtained were pooled until EV purification, for each experimental
condition for one given placenta. At two time points during
culture, 300 pl of culture supernatants were used to measure
B-Human Chorionic Gonadotropin (8-HCG) levels. Free B-HCG
was measured on a COBAS system (Roche Diagnostics,

Switzerland), modular analytics E170, cobas e601 according to
manufacturer protocol (Application Code Number 033) and
according to a published method (Sturgeon and McAllister,
1998). In addition to B-HCG dosage, release of virus by infected
explants, indicating active viral replication, was assessed by
hCMV @PCR titration on supernatant, as described above
(Mengelle et al., 2016).

At the end-point of the histoculture, total collected medium
was used to perform sEV isolation. Placental explants were
weighed in order to normalize, calculate sEV yield and define an
appropriate resuspension volume upon sEV preparation. Three
explants were used for immuno-histochemistry and the others
were frozen at —80°C for further analyses.

Immuno-Histochemistry

Placental explants were fixed in formalin during 24 h at
room temperature and embedded in paraffin. Tissue sections
(5 pm) were de-waxed using xylene and alcohol and epitope
retrieval was carried out using citrate buffer (pH 6) at 95°C
during 20 min. Sections were re-hydrated using TBS 0.01%
Tween 20 for 5 min and blocked with 2.5% horse serum for
20 min. Immunostainings were performed with the following
antibodies: rabbit anti-Cytokeratin-7 (Genetex; 2 jug/mL), mouse
anti-Vimentin (Santa-Cruz; 2 pg/mL) and mouse anti-placental
alkaline phosphatase (Biolegend; 1 jig/mL). Immunostaining
for hCMV was performed as previously described (Benard
et al, 2014), using a mouse monoclonal antibody directed
against the hCMV IE antigen (clone CH160, Abcam). Secondary
antibody-coupled to biotin was then used prior to Vectastain
RTU elite ABC Reagent (Vector laboratories) and staining
by diaminobenzidine (DAB). Sections were finally counter-
stained with hematoxylin. Image acquisition was performed
on a Leica DM4000B microscope or on a Panoramic 250
scanner (3DHISTECH).

TUNEL Assay

TUNEL assay was done using Click-iT Plus TUNEL Assay for
In Situ Apoptosis Detection kit (Life Technologies), following
manufacturer instructions. Briefly, paraffin-embedded tissue
sections were de-waxed using xylene and alcohol and fixed in
4% PFA during 15 min at 37°C. After two washes in PBS,
permeabilization was realized with proteinase K during 30 min
at 37°C, followed by two other washes and a re-fixation step with
4% PFA during 5 min at 37°C. TUNEL assay was then carried
out on tissue sections by following manufacturer protocol, by
pretreating one sample by DNAse I during 30 min at 37°C as
a positive control. Image acquisition was performed on a Zeiss
Axiovert 200 microscope.

Isolation of SEVs

To purify sEVs from placental histocultures, culture media was
depleted beforehand from EVs (Thery et al., 2018). To this aim,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM with Glutamax,
Gibco) supplemented with 20% Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma-
Aldrich) was ultracentrifuged at 100,000 g for 16 h at 4°C (rotor
SW32Ti, with maximal acceleration and brake) and filtered at
0.22 pm. “Exofree” medium was then obtained by a 1:1 dilution
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FIGURE 1 | Placental histocutture set-up and characterization. (A) Pipeline of placental histoculture model. (B) Fluorescence-based TUNEL assay done on cross
section of placental villi from histoculture at day 14. a- DNase | positive control; b-TUNEL assay. Image representative from three independent experiments.
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Image representative from at least three independent experiments. Scale bar = 50 um.
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with DMEM to reach 10% FBS and addition of antibiotics at
the following concentrations: 100 U/ml penicillin — 100 j1g/ml
streptomycin (Gibco), 2,5 pg/ml amphotericin B (Gibco) and
100 pg/ml normocin (Invivogen).

All steps were then performed at 4°C and PBS solution
was filtered on a 0.22 pm filter. Procedures were adapted
from Thery et al. (2006), Ouyang et al. (2016), Zicari et al.
(2018) according to ISEV guidelines (Thery et al, 2018) and
are presented in Figure 2A. From collected histoculture media,
several differential centrifugation steps were carried out: a first
preclearing centrifugation for 30 min at 1,200 g to eliminate

dead cells and large debris, a second ultracentrifugation for
30 min at 12,000 g (rotor SW32Ti, with maximal acceleration
and brake) to eliminate large EVs (principally microvesicles),
and a last ultracentrifugation of the remaining supernatant for
1 h at 100,000 g (Rotor SW32Ti, with maximal acceleration and
brake) allowed to pellet sEVs. The pellet was then resuspended
either in 100 pl PBS or in diluent C (Sigma) in order to stain
the vesicles by the lipophilic dye PKH67 (Sigma) according
to the manufacturer’s instructions (5 min incubation; 1:1,000
dilution). sEVs were then resuspended in a solution of 40%
iodixanol in sucrose and the last purification step was carried
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FIGURE 2 | sEV preparation pipeline and flow cytometry analysis. (A) Pipeline of sEV preparation using medium collected from placental histocultures. (B) Flow
cytometry standardization on fluorescent-ATC beads (160 nm, 200 nm, 240 nm, and 500 nm). Each population size was defined on SSC granularity and FITC
fluorescence parameters. The black rectangle indicates the gating strategy on small bead populations (160 nm and 200 nm). The dashed line represents the
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out by ultracentrifugation on a discontinuous iodixanol/sucrose
gradient (10 to 40% iodixanol) with deposition of the sEVs on
the bottom of the tube, during 18 h at 100,000 g (rotor SW41Ti,
acceleration 5, no brake). The fractions 2 + 3 of the six fractions
harvested were then pooled and washed in 25 ml PBS. After a
last ultracentrifugation for 1 h at 100,000 g (Rotor SW32Ti, with
maximal acceleration and brake), the sEV pellet was resuspended
in PBS, in a volume proportional to the weight of tissue (1 1 PBS
per 1 mg tissue) and stored at —80°C. We submitted all relevant
data of our experiments to the EV-TRACK knowledgebase (EV-
TRACK ID: EV200049) and obtained an EV-METRIC score of
100% (Consortium et al., 2017).

sEV Flow Cytometry
A Macsquant VYB Flow Cytometer (Myltenyi Biotec) was
calibrated using Megamix-plus SSC FITC (Biocytex Stago) beads
to standardize sEV measurements. Megamix-plus SSC beads of
variable diameters (160 nm, 200 nm, 240 nm, and 500 nm) were
separated depending on size using SSC side scatter. A gating
strategy was defined on 160 nm and 200 nm beads populations
to analyze events of size below 200 nm (Figure 2B).

sEV preparations, previously stained with PKH67 as described
above, were diluted 1:200 in filtered PBS and analyzed with the
same parameters as those used for calibration beads. Gating
on events of size below 200 nm allowed count of sEVs
and calculation of their concentration for each preparation
(Figure 2C). Each sample was analyzed twice. Data were then
analyzed with FlowJo software (BD).

Nanoparticle Tracking Analysis

sEV preparations were diluted 1:100 in filtered PBS (0.2 jum) and
tracked using a NanoSight LM 10 (Malvern Panalytical) equipped
with a 405 nm laser. Videos were recorded three times during
60 s for each sample at constant temperature (22°C) and analyzed
with NTA Software 2.0 (Malvern instruments Ltd). Data were
analyzed with Excel and GraphPad Prism (v8) softwares.

Transmission Electron Microscopy and

Immunolabeling Electron Microscopy
Procedures were performed essentially as described (Raposo
et al., 1996; Hurbain et al., 2017).

For transmission electron microscopy (TEM), sEV
preparations were loaded on copper formvar/carbon coated grids
(Ted Pella). Fixation was performed with 2% paraformaldehyde
in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4), followed by a second fixation
with PBS 1% glutaraldehyde in PBS. Samples were stained with
4% uranyl acetate in methylcellulose.

For immunolabeling electron microscopy (IEM), sEV
preparations were loaded on grids and fixed with 2%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4).
Immunodetection was performed with a mouse anti-human
CD63 primary antibody (Abcam ab23792). Secondary incubation
was next performed with a rabbit anti mouse Fc fragment (Dako
Agilent Z0412). Grids were incubated with Protein A-Gold 10 nm
(Cell Microscopy Center, Department of Cell Biology, Utrecht
University). A second fixation step with 1% glutaraldehyde in

PBS was performed. Grids were stained with uranyl acetate in
methylcellulose.

All samples were examined with a Tecnai Spirit electron
microscope (FEI, Eindhoven, The Netherlands), and digital
acquisitions were made with a numeric 4k CCD camera
(Quemesa, Olympus, Miinster, Germany). Images were analyzed
with iTEM software (EMSIS) and statistical studies were done
with Prism-GraphPad Prism software (v8).

Multiplex Bead-Based Flow Cytometry

Assay

sEV preparations were subjected to bead-based multiplex EV
analysis by flow cytometry using the MACSPlex Exosome
Kit, human (Miltenyi Biotec), according to the manufacturer’s
instructions (Koliha et al., 2016).

Briefly, sEV preparations were incubated overnight with 39
different bead populations, each coupled to a different capture
antibody. The different bead populations are distinguishable by
flow cytometry by a specific PE and FITC labeling. sEVs bound
to the beads were then detected with a cocktail composed by
anti-CD63, anti-CD9, and anti-CD81 antibodies coupled to APC.
Beads coupled to isotype control antibodies were used to assess
potential non-specific binding of sEVs. Background was also
defined by performing the analysis without any sEVs.

Flow cytometry analysis was performed with a MACSQuant
Analyzer 10 flow cytometer (Miltenyi Biotec). The tool
MACSQuantify was used to analyze flow cytometry data
(v2.11.1746.19438). The background signals were subtracted
from the signals obtained for beads incubated with sEVs.
GraphPad Prism (v8) software was used to perform statistical
analysis of the data.

Western Blot

sEV samples were lysed in non-reducing conditions in Laemmli
buffer, heated for 5 min at 95°C, and loaded on mini protean
TGX precast 4-20% gradient gels (Biorad) in Tris-glycine buffer
for electrophoresis at 110 V for 2 h. Proteins were electro-
transferred onto nitrocellulose membranes using the trans-blot
turbo transfer system (Biorad) and membranes were blocked with
Odyssey blocking buffer (Li-Cor Biosciences) for 1 h. Membranes
were then incubated with primary antibodies: mouse anti-
CD81 (200 ng/ml, Santa-Cruz), mouse anti-CD63 (500 ng/ml,
BD Pharmingen) or mouse anti-CD9 (100 ng/ml, Millipore)
overnight at 4°C in Odyssey blocking buffer, followed by
incubation with the secondary antibody IRDye 700 goat anti-
mouse IgG (Li-Cor Biosciences), for 1 h at room temperature.
Membranes were washed three times in TBS 0.1% Tween 20
during 10 min after each incubation step and visualized using the
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

RESULTS

To isolate sEVs and standardize their production from placental
tissue, we optimized a placental histoculture protocol previously
developed and characterized by our team (Lopez et al., 2011;
Benard et al., 2014). First trimester placenta explants were
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cultured and sampled at different time points (Figure 1A).
At the end of the culture, tissue sections showed nearly no
apoptotic cells as assessed by TUNEL assay (Figure 1B). The
secretion of high levels of B-HCG confirmed the viability and
secretory capacity of placental explants (Polliotti et al., 1995)
(Figure 1C). In agreement with our previous studies (Lopez etal.,
2011), B-HCG levels gradually decreased, but remained sustained
throughout the experiment. Assessment of tissue architecture and
integrity was also performed at the end of the culture; tissue
sections were examined for the expression of Cytokeratin-7 (CK-
7; trophoblast marker), placental alkaline phosphatase (PLAP;
syncitiotrophoblast marker) and Vimentin (mesenchymal cell
marker). We observed a typical double layer of trophoblastic
cells, consisting of an outer syncitiotrophoblastic layer and an
inner cytotrophoblastic layer, surrounding the villous stroma
(Figure 1D). These results indicate that the trophoblastic villi
architecture is well preserved during the culture, consistent with
our previous works (Lopez et al., 2011; Benard et al., 2014).

We next designed a protocol to maximize the recovery of
sEVs and allow their detailed characterization (Figure 2A).
After the gradient ultracentrifugation step, the majority of sEVs
was found in fractions 2 and 3, corresponding to a density
of 1.086 and 1.116, respectively, consistent with the density

expected for sEVs (Kowal et al, 2016; Ouyang et al, 2016).
The last SEV pellet was dissolved into a final volume of PBS
proportional to tissue weight, to normalize and compare sEV
yields between experiments. Except when preparations were
used for multiplex bead-based flow cytometry assays, sEVs were
stained with the fluorescent lipophilic dye PKH67 before gradient
ultracentrifugation, to allow their counting by flow cytometry
(Figure 2A). The flow cytometer was calibrated with FITC-
fluorescent beads of different sizes to define gating parameters
before analysis of SEV preparations (Figure 2B). Only vesicles
smaller than 200 nm of diameter were counted; the majority
of the analyzed events displayed an approximate size smaller
than 160 nm (Figure 2C). The average yield obtained was of
29,459 + 5,370 sEV per mg of tissue (mean &= SEM).

To further describe the population of purified sEVs, we
performed nanoparticle tracking analyses (NTA). Concentrations
of sEVs determined for four independent preparations laid in
the same range as the ones determined by flow cytometry and
the comparison of the results obtained by the two methods
showed no significant difference (p = 0.3415 by paired-t test;
Supplementary Table 1). The mode sizes for the four sEV
preparations determined by NTA ranged between 125.7 and
170.7 nm, with a mean of 145.8 &= 9.3 nm (Figures 3A,B). Next,
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we performed an exhaustive morphological characterization of
placental sEVs by TEM (Figures 3C,D). The preparations were
highly enriched in vesicles with the typical membranous
appearance of sEVs (Figure 3C and Supplementary
Figure 1). The average relative size of sEV was determined
using isolated sEVs from two independent preparations. By
focusing only on selected sEVs according to their structures,
we measured an average diameter of 97 and 91 nm for

both preparations. More precisely, by observing sEV size
distribution, the majority of sEV diameters was around
80 nm (Figure 3D).

Next, a multiplex bead-based flow cytometry assay was carried
out to establish a map of sEV surface markers (Figure 4A).
An assay enabling the simultaneous detection of up to 37
different EV surface markers in a semi-quantitative way was
used (Koliha et al., 2016; Wiklander et al., 2018). We observed a

100—

75— =
CD63

37—

25— »
20—

A sEV surface expression markers
250-

> 200

‘@

{ =

8

&=

8 150+

<

[

Q

(7]

2

o

3 100

=

c

8

k=1

Q

= 5
0_
&
o

@Q(’\Qg’.
B kDa MW #33 #35

FIGURE 4 | Analysis of placental sEV surface proteins. (A) Surface expression level of several proteins of SEVs, based on the multiplex flow cytometry MACSPlex
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highly positive signal for the canonical tetraspanin CD63, known
to be enriched in endosome-derived exosomes, that was also
detected by western blot in sEV preparations (Figure 4B). As
observed in Figure 4C (and in Supplementary Figure 2), the
majority of sEVs were strongly positive for CD63 as evaluated
by IEM. A manual counting of CD63-positive sEVs among
total sEVs indicated that 60.32 and 61.83% sEVs expressed
CD63 for two independent preparations. Finally, two other
canonical sEV surface proteins, CD9 and CD81, were expressed
in the sEV preparations (Figure 4A). Altogether, these data
indicate that isolated sEVs show the typical features of canonical
exosomes, regarding ultrastructure, size and the presence of
typical exosome markers.

The bead-based flow cytometry assay also revealed that
several proteins expressed by trophoblastic cells were present
at the surface of sEV, including CD24 (previously described on
trophoblastic EVs) (Sammar et al,, 2017), CD49e (also known
as integrin o5) (Lee et al., 2016), CD105 (Gregory et al., 2014),
CD146 (also named MCAM) (Higuchi et al., 2003) or CD236
(also known as EpCAM) (Wong et al, 2019). Conversely,
expression of non-trophoblastic markers, including CD4, CD8,
CD31, CD45 or HLA-ABC (Blaschitz et al., 2001; Lee et al.,
2016) was not detected on sEV's preparations. Of note, reported
markers of placental mesenchymal stem cells were also found at
the surface of isolated sEV like CD29 (also known as integrin
B1), CD44 and SSEA-4 (Salomon et al, 2013; Lv et al.,, 2014),
indicating that these cells may also contribute to sEV secretion
in the histocultures.

Next, the impact of hCMV infection on the secretion and
characteristics of placental sEVs was examined. Placental explants
were infected by the VHL/E clinical strain overnight, extensively
washed and maintained in culture during two weeks to favor
virus dissemination (Lopez et al.,2011). To monitor virus release
into the culture medium, we sampled one aliquot of histoculture
supernatant (corresponding to virus released between days 7
and 11), which was analyzed by qPCR. Placental explants
displayed active viral release, with hCMYV titers in the supernatant
comprised between 1.05 x 10* and 1.53 x 107 copies/ml,
the median being around 3.04 x 10° copies/ml (Figure 5A).
Importantly, these titers were due to virus release and did
not correspond to remaining inoculum, since no viral genome
could be detected by control qPCR experiments using UV-
irradiated virus (data not shown). Moreover, analysis of the tissue
sections by immunohistochemistry at the end of the culture
confirmed the presence of the IE viral antigen (Figure 5B).
Some cells showed intense staining, demonstrating that the virus
disseminated well into the tissue after two weeks. Viral infection
did not modify the weight of tissue upon culture compared
to non-infected conditions (Figure 5C), neither did the levels
of secreted P-HCG which remained similar between non-
infected and infected placentas for both measures (Figure 5D).
Finally, the tissue architecture remained well preserved, as
attested by immunohistochemistry performed against CK-7,
PLAP, and Vimentin (Figure 5E), thereby ensuring that the sEV
preparations were not isolated from dying tissues.

Finally, the characteristics of the sEVs secreted by non-
infected or infected placental histocultures were compared.

The protocol for sEV preparation, which combines differential
ultracentrifugation and gradient ultracentrifugation steps,
guaranteed that viral particles did not contaminate sEV
preparations, consistent with previous findings (Zicari et al.,
2018; Turner et al, 2020). Indeed, hCMV particles are bigger
and denser than sEVs and are not co-purified with sEVs
upon density gradient ultracentrifugation (Zicari et al, 2018;
Turner et al.,, 2020). The absence of infectious viral particles
in sEV fractions was actually confirmed by applying sEVs
purified from infected placental explants to MCR5 cells and
performing an anti-IE immunofluorescence assay. As expected,
no IE expression was detected (Supplementary Figure 3).
Moreover, no viral particle was detected by TEM in sEV
preparations in all the wide field pictures examined (exemplified
in Supplementary Figure 4).

When comparing yields of purified sEVs in non-infected
versus infected histocultures, no significant differences were
observed (Figure 6A), indicating that hCMV infection did not
affect the global production of sEV by placental tissue. By
TEM, sEVs secreted from infected explants displayed the same
morphology (Figure 6C and Supplementary Figure 4) and
relative size distribution than sEVs isolated from non-infected
histocultures (Figure 6D), with no significant difference in their
mean size (Figure 6E). sEVs from hCMV-infected explants also
expressed CD63, detected both by western blot (Figure 6B) and
by IEM (Figures 6EG and Supplementary Figure 5), being
expressed on nearly 60% of the vesicles (Figure 6H).

Finally, the surface expression levels of several proteins
expressed by sEVs were examined by multiplex bead-based flow
cytometry assay in both conditions (Figure 6I). To perform
this assay, quantification of the sEVs by PKH67-based flow
cytometry could not be realized, since it would interfere with
the assay. Instead, SEV quantity was normalized between non-
infected and infected conditions based on the weight of the
explants, since hCMV infection did not modify the yield of
sEV secretion (Figure 6A). sEVs isolated from hCMYV infected
explants expressed the same markers than sEVs isolated from
non-infected explants, albeit with significant differences for some
of them in their expression levels upon infection (Figure 6I).
A 2-way ANOVA statistical test confirmed that the infection
modified the global pattern of expression of sSEV surface proteins
(p < 0.0001 for the “Infection” factor, no interaction with
“Marker” factor). Most of the surface markers expressed in sEV
isolated from infected explants showed an increased expression
upon infection. Bonferroni’s multiple comparison test indicated
that two markers were significantly increased: CD81 (p = 0.0223)
and CD326 (EpCAM; p = 0.0029). In conclusion, these findings
indicate that hCMV infection of placental explants preserves
the secretion of sEVs that conserve the typical characteristics of
exosomes with a global modification of the expression levels of
some surface proteins.

DISCUSSION

An increasing number of works focus on placental EVs
and their role in physiological and pathological pregnancies
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FIGURE 6 | (Continued)

western blot preserves its rich glycosylated pattern. MW = molecular weight. (C) Placental sEV isolated from non-infected (NI) versus infected (hCMV) placental
explants, obtained by TEM. These pictures are representative of two independent experiments. Scale bar = 100 nm. (D) Frequency distribution analysis of placental
sBV size, compared between non-infected (NI) versus infected (hCMV) placental explants. Each bar of the histogram represents the mean = SEM of the relative
frequency per bin (bin width = 20 nm) of two independent experiments. Placental SEV size were measured manually with iTEM measure tool. Total SEV count was
172 and 208 for the NI replicates; 176 and 185 for the hCMV replicates. ns, non-significant (o = 0.8874) by nested t-test. (E) Mean size + SEM of placental sEV
purified from non-infected (NI) or infected (hCMV) placental explants, calculated from the experiments presented in (D). ns, non-significant (p = 0.8877) by nested
t-test. (F,G) Representative pictures of IEM analysis of placental sEV using antibodies against CD63 (gold bead size = 10 nm), purified from non-infected (NI; F)
versus infected (hCMV; G) placental explants (n = 2). Scale bar = 100 nm. (H) Percentage of placental sEV positive for CD63 (at least 1 bead counted per sEV) for
two independent experiments. Total SEV count was 189 and 263 for sEV isolated from non-infected placental explants; 143 and 594 for sEV isolated from infected
explants. ns, non-significant by nested t-test. (I) Surface expression level of different proteins of sEV isolated from non-infected (NI) versus infected (hCMV) placental
explants, based on the multiplex flow cytometry MACSPlex exosome kit assay. Results are represented by a heat-map, calculated from 3 independent experiments
for different sEV markers indicated on the left column. Blue intensity is proportional to the level expression calculated in Median Fluorescence Intensity, indicated on

the right of the heat-map. ****, p < 0.0007 by 2-way ANOVA for “Infection” factor. Bonferroni post hoc comparison test indicated significant increase for CD81
(*, p= 0.0223) and CD326 (**, p = 0.0029) for hCMV compared to non-infected (NI) conditions.

(Salomon et al., 2016; Cuffe et al., 2017; Chiarello et al., 2018;
Miranda et al., 2018; Herrera-Van Oostdam et al., 2019; Kandzija
et al, 2019; Malnou et al, 2019). For these studies, many
different models have been used as a source of EVs, both
in vivo, ex vivo or in vitro. In vivo study of placental EVs
isolated from blood is hard to interpret because they come
from multiple tissues. The use of placental primary cells or
cell lines in vitro is very informative, but may lack important
aspects of (patho)physiology occurring in a complex tissue
architecture, especially during viral infection. An interesting
alternative is to use ex vivo models to isolate EVs. For term
placenta, some studies use dual lobe perfusion performed during
3h to collect EVs (Dragovic et al, 2015; Kandzija et al,
2019), but this system cannot be applied for first trimester
placenta and in the context of viral infections that take time
to establish in the tissues. Explant culture models, enabling
the maintenance of the tissue in culture for several days, have
widely been used for different tissues (Grivel and Margolis,
2009), including placenta (Faye et al., 2005; Hamilton et al.,
2012; Fitzgerald et al.,, 2018). Here, we adapted a previously
established model of first trimester placental explants, which
can be maintained in culture at the air/liquid interface for
at least two weeks and is permissive for hCMV replication
(Lopez et al, 2011; Benard et al, 2014). Indeed, we could
confirm that the integrity of our placental explants was well
preserved, consistent with our previous results (Lopez et al.,
2011; Benard et al,, 2014), with an expected pattern of B-HCG
secretion over time (Polliotti et al., 1995) and without overt
apoptosis. Moreover, immunohistochemical analyses further
established that the complex cytoarchitecture of the trophoblastic
villi was also well preserved at the end of the culture, even
upon hCMYV infection.

From these placental explants, we developed robust and
reproducible conditions for the recovery and isolation
of sEVs [EV-METRIC score of 100% (Consortium et al.,
2017)], in strict accordance with MISEV guidelines (Thery
et al, 2018). We unambiguously demonstrated that the sEV
preparations were pure and devoid of contaminants, as
evidenced by the assessment of multiple parameters. Notably,
we showed that SEV preparations presented many features of
endosomal-derived exosomes, including membranous vesicles
as observed by TEM, an average relative diameter around

95 nm and the presence of exosome components including
CD63, CDY, and CD81.

Contrasting with studies where sEV's are isolated from a single
cell type, our goal here was to examine the global population of
sEVs secreted from trophoblastic villi. Even if the cellular origin
of the vesicles is varied, we reasoned that it may better reflect
those of the placental environment and better suited to assess
the overall changes of the vesicles following stress. As the tissue
architecture was well preserved, it is likely that the outer layers
of cyto- and syncitiotrophoblasts contributed to sEV secretion.
Indeed, proteins expressed by trophoblasts were detected on
the sEV surface, including CD326, CD24 or CD49e (Lee et al.,
2016; Sammar et al., 2017; Wong et al., 2019). We also observed
the presence of proteins described for mesenchymal stem cells,
like CD29, CD44 and SSEA-4, suggesting that such cells might
contribute to sEV secretion (Lv et al., 2014; Salomon et al., 2014).
Of note, although sEV have different cellular origins, the pattern
of expression of surface markers was very reproducible among
sEV preparations.

To assess whether this model was relevant for evaluating the
consequences of a chronic environmental stress on placental
sEVs, we sought to examine the impact of hCMV infection
on sEVs secreted by the placental villi We reasoned that
analysis of SEVs from first trimester placenta may be particularly
relevant considering the pathophysiology of hCMV congenital
infections. Indeed, hCMV efficiently disseminates from the
mother to the fetus via an active replication in the placenta
tissue (Pereira et al., 2005, 2017). Consistent with previous works
(Amirhessami-Aghili et al., 1987; Lopez et al., 2011; Hamilton
et al,, 2012; Benard et al, 2014), hCMV disseminated well
in the placental explants and was released into the medium.
Based on immunohistochemistry data, tissue infection levels were
similar to what has been observed on placentas during natural
infection (Uenaka et al., 2019). Under our conditions of infection,
the placental explants kept the same weight and histological
structure, and continued to secrete sEVs at yields comparable to
the uninfected explants.

To maximize the recovery of sEVs for a deep characterization
and downstream analyses, the histoculture supernatants were
pooled along the culture. Although this may either hide
fluctuations and/or attenuate transient or late trends induced
by infection, we observed significant global changes in the
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signature of sEV surface markers upon infection by multiplex
bead-based cytometry assay. A significant surface expression
increase was observed notably for two proteins: CD326 and
CD81. Of note, CD326 (EpCAM) has been suggested to play a
role in placental development (Nagao et al., 2009). This surface
protein is expressed during the first trimester of pregnancy by
a subpopulation of actively dividing trophoblast progenitor cells
(Wong et al., 2019). Interestingly, trophoblast progenitor cells
are targeted by hCMV infection with important consequences
on their ability to differentiate and allow placental development
(Tabata et al, 2015). In addition, CD81 has been recently
described to play a role in hCMV entry (Viswanathan et al,
2017; Fast et al., 2018). In particular, the presence of CD81 at
the surface of host cells, along with CD9 and CD44 for which
we also detect a trend for increased expression, is thought to be
used as a platform for hCMV entry into cells (Viswanathan et al.,
2017). Hence, it is tempting to speculate that the secretion of
sEVs with this specific modified pattern of surface proteins upon
hCMV infection may have a functional role, by influencing viral
dissemination into the tissue and/or contributing to placental
development defects.

Currently, there is a growing interest for the discovery of
biomarkers reflecting both placental and fetal state, within
the placental sEVs, and to address the question of their
biological relevance in pathophysiology (Mitchell et al., 2015;
Cuffe et al, 2017; Jin and Menon, 2018; Malnou et al,
2019). However, in most models of placental explants described
to date, sEVs are generally prepared within the first 16 to
48 h of culture (Tong et al, 2016; Tong and Chamley,
2018), a duration that does not allow to evaluate the long-
term effects of chronic stress on sEVs. Hence, our model
of early placental explants that can be cultured over several
days appears as a very valuable tool to evaluate the impact
of chronic environmental stress, including viral infection but
also hypoxia or endocrine disruptors, on the phenotype and
functional role of sEVs secreted by the placenta in early
pregnancy. Ultimately, it could also open new perspectives in the
search for biomarkers.
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2.2. Perspectives de I’article <Human Cytomegalovirus infection changes the
pattern of surface markers of small extracellular vesicles isolated form
first trimester placental histocultures »

Comme décrit dans ’article présenté en premiére partie des résultats, I’étude des effets
des SEV issues de placentas ex vivo permet de se rapprocher des conditions physiopathologiques
réelles en addition des données concernant les sEV cellulaires. Nous y avons montré que,
conformément a notre hypothése, les sEV issues de placentas infectés ex vivo par le hCMV
induisent une sensibilité plus importante des cellules souches neurales naives a une future
infection par le hCMV.

Concernant la suite de ce travail sur les sEV issues d’explants placentaires, nous
souhaitons caractériser la composition en miARN de ces vésicules. En effet la description de la
composition des SEV placentaires reste lacunaire (Bergamelli et al., 2021), et nous avons pour
objectif d’identifier des miARN différentiellement exprimés au sein des sEV placentaires au
cours de I’infection par le hCMV, a visée de développement de biomarqueurs non invasifs.
Nous avons collecté des placentas de terme comparables, infectés ou non in vitro par le hCMV,
et a partir desquels nous avons purifié des sEV afin de séquencer leur contenu en miARN.
Comme décrit par Liu et al. le transcriptome des placentas précoce est variable en fonction du
terme mais également du sexe de I’embryon (F. Liu et al., 2021). Nous souhaitons donc
appliquer a terme la méthode décrite par Degrelle et al. qui permet a partir de débris issus
d’IVG, de déterminer le sexe embryonnaire et ainsi pouvoir comparer des groupes de terme, de

sexe et de profils d’infection similaires (Degrelle & Fournier, 2018).

3. Collection Biologique « Neuroplex »

Afin de valider nos résultats au plus proche de la physiopathologie réelle de I’infection
congenitale par le hCMV j’ai constitué une collection biologique « Neuroplex » constituée
d’échantillons biologiques de cas cliniques présentant une infection congénitale. En effet, les
données obtenues sur cellules trophoblastiques ou explants placentaires ex-vivo restent
parcellaires car éloignées de la vraie pathologie de I’infection congénitale 8 hCMV. Avoir a
disposition des échantillons humains nous permet de valider nos donnees avec plus de
pertinence clinique. Les protocoles de mise en place et de suivi d’une collection biologique sont

fastidieux et longs, surtout quand les patientes d’intérét sont peu fréquentes et que nous
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cherchons a les suivre au cours de leur grossesse afin d’avoir un panel évolutif de certains
¢chantillons biologiques. Dans ce contexte, j’ai débuté en 2018 ce projet de collection
biologique et j’ai procédé au suivi du projet tout au long de mes 3 années de thése (interactions
avec les centres de ressources biologiques, élaboration des documents et des protocoles de suivi,
informations aux équipes soignantes, suivi du parcours des patientes et gestion des

prélévements).

Ce biobanking « Neuroplex » consiste en la collecte d’échantillons de couples méres-
feetus, suivis a la maternité Paule de Viguier (CHU Toulouse Purpan) et présentant une infection
congénitale & hCMV. En étroite collaboration avec les cliniciens, en particulier les Drs. M.
Bénard et M. Groussolles et 1’équipe de sages-femmes du CPDPN, nous avons inclus des
patientes enceintes présentant une séroconversion, une réactivation ou une réinfection hCMV
en cours de grossesse (Annexe 2). Au cours de leur suivi de grossesse, sans geste médical
supplémentaire, nous récoltons des échantillons biologiques variés : sang maternel, liquide
amniotique, et a I’accouchement des prélevements de sang de cordon feetal et de placenta
(Annexe 3 et 4).

D’un point de vue réglementaire, 1’étude est enregistrée au Centre de Ressources
Biologiques Germetheque, au CECOS de la maternité Paule de Viguier, CHU Toulouse Purpan
(BB-0033-00081) sous la declaration numéro DC-2014-2202 et le numéro d’autorisation AC-
2015-2350. Le comité de protection des personnes a été saisi directement par la Germetheque
pour validation de 1’é¢tude. Chaque patiente majeure a été informée des objectifs de 1’étude,
ainsi que de ses droits de refus de participer et de retrait permanent, et a signé un consentement
écrit (CPP.2.15.27). Les données cliniques associées, leur collecte et leur analyse sont

également couvertes par 1’accord numéro DC-2014-2202.

Le diagnostic d’infection a hCMV en cours de grossesse n’étant pas systématique, la
découverte de séroconversion hCMV se fait souvent sur signes d’appel échographiques ou bien
lors d’un dépistage chez une patiente présentant des facteurs de risque. Généralement les
patientes sont donc incluses dans « Neuroplex » au moment du diagnostic, en fin de premier
trimestre ou en cours de deuxiéme trimestre de grossesse. Des leur inclusion, nous conservons
un échantillon de sang maternel, ainsi que du liquide amniotique si une amniocentése est prévue
dans le cadre du soin. Si la patiente nécessite dans la cadre de son parcours de soins de grossesse
habituel des prélévements sanguins supplémentaires, nous conservons un aliquot a visée de
recherche. Lors de I’accouchement, que cela soit un accouchement par voie basse ou une
césarienne, une naissance vivante, une mort feetale ou une interruption médicale de grossesse,

155



les sages-femmes et gynéco-obstétricien.ne.s present.e.s collectent des morceaux de placenta
ainsi que du sang de cordon feetal. Les échantillons sont ensuite immédiatement traités avec
une congélation a -80°C pour le placenta, et avec une centrifugation préalable pour les fluides
(liquide amniotique, sang maternel et feetal) afin de les dépléter en cellules et débris puis nous

procédons a la congélation a -80°C.

La difficulté principale de la constitution de cette biobanque est le risque de perte de
vue ou de défaut de suivi des patientes. En effet, les cas diagnostiqués sont peu fréquents et le
suivi sur plusieurs mois des patientes entre le terme de leur diagnostic et le terme de leur
accouchement peut conduire a les perdre de vue, d’autant plus quand elles sont suivies dans
plusieurs structures médicales simultanément. Ce projet n’aurait pas été possible sans
I’implication toutes les équipes médicales et paramédicales collaboratrices qui ont adhéré a ce
protocole de recherche, et ce méme si la pandémie de SARS-CoV-2 a complexifié les parcours

de soin dans les maternités.

L’inclusion des patientes a débuté au premier trimestre 2020, avec une pause forcée au
printemps 2020. En date du 17 novembre 2021, nous avons inclus 31 patientes en
séroconversion ou réinfection hCMV en cours de grossesse. Sur ces 31 patientes, 3 sont en
cours de grossesse et devraient accoucher a 1’hiver 2021. Sur les 28 patientes restantes, nous
disposons d’échantillonnage « complet » pour la moitié : c’est-a-dire sang maternel précoce,
liqguide amniotique, sang de cordon et placenta, et pour I’autre moitié d’échantillonnage
« incomplet ». Toutefois, en fonction des questions biologiques posées, les échantillons
provenant des patientes présentant un profil d’échantillonnage « incomplet » pourront bien sar
étre intégrés aux analyses. Concernant I’inclusion des cas contrdles, nous attendons d’avoir le
profil des patientes « cas » afin de pouvoir apparier au plus juste en fonction des termes, des

pathologies associées et des types de prélévement la sélection des cas « controles ».

A titre d’exemple, les données présentées dans la dernicére partie de article « Le
Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la composition des petites vesicules
extracellulaires trophoblastiques, favorisant ainsi [’infection des cellules feetales receveuses »
concernant le potentiel pro-viral des SEV amniotiques ont été comparées a des SEV de liquide
amniotique provenant d’une patiente hors contexte infectieux et métabolique a un terme proche
de celui des cas. Cet appariement s’est fait a posteriori, de fait de I’impossibilité de prévoir

1’évolution de la suite de la grossesse des « cas ».
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Intéréts et perspectives de la collection biologigue Neuroplex :

L’objectif principal de la collection biologique « Neuroplex » est d’avoir accés a des
échantillons humains de couple mere-feetus présentant une infection congénitale afin d’en

¢tudier les sEV a visée de développement d’un biomarqueur.

L’intérét d’avoir mis en place un biobanking prospectif est double : d’une part avoir
acces a des échantillons humains précieux a des temps précoces de la grossesse et d’autre part
permettre un traitement des échantillons spécifique pour une étude ultérieure des sEV, ce qui
n’est pas fréquemment le cas dans les centres de ressources biologiques. Pour chaque couple
meére-feetus/nouveau-né nous récoltons également des données cliniques, en portant un soin
particulier aux co-infections potentielles, aux maladies associées et aux lésions placentaires

et/ou cérébrales presentes (Annexe 1).

A terme, la corrélation des données biologiques et des données cliniques nous permettra
de regrouper les patientes entre trois catégories: séroconversion hCMV et atteintes
feetales/néonatales 1égeres, séroconversion hCMV et atteintes feetales/néonatales sévéres et
enfin groupe contréle sans séroconversion hCMV en cours de grossesse. Au sein de ces trois
groupes, 1’objectif est de purifier les SEV et, en fonction des résultats de séquencage des miARN
obtenus dans les sEV issues des modeles d’HIPEC et d’explants placentaires, rechercher
spécifiquement des modifications d’expression de certains miR candidats du cluster C19MC

(Cf Partie résultats 1.2, expérimentations en cours).

Par ailleurs, 1’acces a des échantillons humains permet d’augmenter la portée de nos
résultats obtenus in vitro, en validant les effets observes avec des SEV issues de prélévements
de patientes présentant de vraies infections en cours de grossesse a hCMV comme décrit dans

I’article présenté en premicre partie des résultats.

La mise en place de projet de biobanking comme « Neuroplex » nécessite de
I’anticipation ainsi que des liens forts avec la clinique. Le faible nombre de cas ainsi que le
nécessité de suivre les patientes tout au long de leur grossesse complexifie le suivi, mais permet
a terme de disposer d’échantillons humains précieux, essentiels pour valider les résultats

obtenus sur des modeles de laboratoire réductionnistes.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les connaissances sur les EV placentaires restent partielles et leurs effets biologiques
mal compris d’un point de vue mécanistique (Sadovsky et al., 2020). Notre travail de recherche
a visé a comprendre les implications des SEV placentaires au cours des infections congénitales.
Nous avons en parallele développé deux projets de recherche : d’une part une étude des
mécanismes impliqués dans ’infection congénitale par le hCMV, notamment concernant la
contribution des sEV placentaires, et d’autre part I’analyse de ces SEV placentaires comme
biomarqueurs potentiels. En effet, nos objectifs de recherche a moyen et long terme sont d’une
part de mieux appréhender les SEV placentaires comme médiateurs biologiques, mais
également de potentiellement développer a partir de ces SEV des biomarqueurs non invasifs de
suivi des grossesses hCMV positives, comme cela a été proposé pour d’autres pathologies de
la grossesse (Salomon et al., 2017). Ce travail de thése a permis d’apporter un niveau de
compréhension plus fin, notamment concernant 1’impact des SEV placentaires sur la
participation aux Iésions feetales au cours de I’infection congénitale par le hCMYV via leur effet
pro-viral. Malgré ces connaissances nouvelles, il demeure de nombreuses zones d’ombre, tant
dans le domaine de 1’analyse des SEV placentaires que dans 1’étude de leurs impacts potentiels
au cours de I’infection congénitale par le hCMV. Ces inconnues offrent de multiples axes de
recherche, de nombreux développements technologiques possibles ainsi que des potentielles

études précliniques assez excitantes.

- Comment les sEV trophoblastiques exercent leur role pro-viral au cours de I’infection

par le hCMV ?

Les sEV issues d’une cellule trophoblastique infectée par le hCMV présentent une
composition modifiée : elles ont été chargées avec des molécules provenant de leur cellule
d’origine dont le métabolisme a été détourné par le virus. Elles peuvent donc contenir a la fois
des meédiateurs d’origine virale ou bien d’origine cellulaire qui vont exercer des effets
biologiques a distance notamment dans les cellules feetales. Dans le cadre de 1’étude
protéomique réalisée sur les sSEV d’HIPEC infectées ou non par le hCMV, nous avons montré
que les SEV présentent en conditions d’infection un profil protéique modifié, potentiellement
pro-viral et nous avons confirmé expérimentalement cet effet pro-viral sur différents types

cellulaires (Cf. article « Le Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la composition des
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petites vésicules extracellulaires trophoblastiques, favorisant ainsi l'infection des cellules

feetales receveuses »).

Tout d’abord, la transmission par les sEV a des cellules receveuses de la protéine
cellulaire Thyl, surexprimée dans les SEV en condition infectée, pourrait favoriser I’entrée du
hCMV dans ces cellules receveuses. En effet, Li et al. ont décrit que Thyl joue un role dans le
processus d’entrée virale médié par la macropinocytose (Q. Li et al., 2016). Par ailleurs, en
analysant les voies liées aux protéines cellulaires sur ou sous-exprimées en condition
d’infection dans les SEV trophoblastiques, la voie la plus fortement modifiée est celle de
I’autophagie, présentant un schéma théorique d’activation. Les SEV issues de cellules
trophoblastiques pourraient donc “mimer” cet effet trés précoce d’activation de 1’autophagie
retrouvée dans les étapes immediates du cycle viral naturel (Chaumorcel et al., 2012). Cet effet
d’activation trés précoce de 1’autophagie pourrait favoriser ’infection ultérieure dans les

cellules receveuses.

D’autre part, les sEV issues d’HIPEC infectées par le hCMV a des temps précoces sont
chargées avec 31 protéines virales, impliquées au cours du cycle naturel viral dans des
mécanismes variés : transcription virale, évasion immunitaire, quiescence, structure... On
retrouve notamment certaines protéines du tégument qui ont vocation a étre relarguées des la
fusion virale afin d’exercer des effets immédiats aux étapes trés précoces de I’infection. Par
exemple, nous avons observé que les SEV trophoblastiques sont chargées avec les protéines
pp65 et pp71, impliquées dans 1’évasion immunitaire et la facilitation de la transcription virale
tres précoce (Kalejta, 2008). On y retrouve également IE1 et IE2, essentielles aux temps
précoces de I’infection pour la transcription virale notamment (Kalejta, 2008; Paulus & Nevels,
2009). Ainsi, ce cargo protéique cellulaire et viral chargé dans les SEV trophoblastiques pourrait
expliquer en partie 1’effet pro-viral que nous avons observé dans des cellules feetales naives. En
2020, Streck et al. ont également montré un effet pro-viral des sEV issues de fibroblastes
infectés par le hCMV sur des cellules naives. Les auteurs ont spécifiquement examiné la
présence de 5 protéines virales dans les sEV issues de cellules infectées (gB, gH, pp71, UL85
et MCP). Sur ces 5 protéines, 4 sont des protéines structurales. Les auteurs ont attribué a la
présence de ces protéines 1’effet proviral qu’ils ont observé (Streck et al., 2020). Dans notre
étude protéomique nous avons réalisé une description de toutes les protéines virales identifiées :
nous avons retrouvé les protéines gB, gH, pp71 et MCP mais pas la protéine de capside codée
par UL8S. Par comparaison avec 1’étude de Streck et al. nous avons gréce a notre étude

protéomique une vue plus globale des protéines virales présentes dans les SEV, et pas seulement
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concernant les protéines de structure ou d’enveloppe fréquemment utilisées pour monitorer la
présence de virus. Par ailleurs, 1’utilisation de modéles cellulaires (fibroblastes V.S
trophoblastes) et de souches virales (VH/LE V.S AD169) différents pourrait expliquer certaines
des variations retrouvées au cours de la comparaison des résultats de ces deux études. De méme,
le délai entre I’infection et I’analyse des sEV pourrait expliquer certaines différences dans les
profils de composition des SEV. Récemment Turner et al. ont en effet analysé la composition
de sEV issues de fibroblastes 5 jours apreés infection par le hCMV qui comportaient des facteurs
favorisant I’évasion immunitaire, ce qui n’est pas retrouvé précocement dans 1’étude de Streck

et al. (Streck et al., 2020; Turner et al., 2020).

En addition des médiateurs protéiques, des miARN peuvent également étre présents
dans les sEV, notre équipe est actuellement en attente de 1’analyse des résultats de séquengage
des miARN présents dans les sSEV d’HIPEC infectées ou non par le hCMV. Les SEV peuvent
en effet délivrer a distance des ARN, dont des miARN, qui peuvent moduler la biologie des
cellules réceptrices (O’Brien et al., 2020). Le placenta secrete notamment des sEV contenant
des miARN du cluster C19MC qui exercent en conditions physiologiques un role antiviral
(Ouyang et al., 2016a, 2021). Par exemple, au niveau placentaire, le miARN-517a-3p du
C19MC exerce spécifiquement un effet antiviral anti hCMV (Hamilton et al., 2021). Au niveau
des miARN retrouvés dans les sEV de cellules trophoblastiques infectées par le hCMV, nous
pourrions retrouver une baisse de certains miARN cellulaires antiviraux, une augmentation de
certains miARN qui pourraient expliquer 1’effet proviral (d’origine cellulaire ou virale). Les
effets de ces miARN seront par la suite analysés individuellement, tant sur le niveau de

facilitation de I’infection que sur la biologie des cellules souches neurales.

- Par quel(s) mécanisme(s) le hCMV modifie-t-il la sécrétion et la composition des sEV

trophoblastiques et placentaires ?

L’infection par le hCMV modifie la sécrétion des sEV dans les cellules trophoblastiques
de maniére similaire a ce qui a été observé récemment par Sterck et al. dans des fibroblastes :

les SEV sont plus nombreuses et présentent une plus petite taille relative (Streck et al., 2020).

L’impact de I’infection par le hCMV sur la sécrétion des sEV pourrait s’expliquer, au
moins en partie, par les effets du virus sur le processus d’autophagie. Nous avons vu, au cours
de notre étude protéomique, que la voie la plus significativement modifiée dans les SEV

trophoblastiques au cours d’une infection par le hCMV était le terme « autophagie » avec un
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profil global d’activation des processus de 1’autophagie (analyse IPA). Comme décrit dans la
littérature, le hCMV active 1’autophagie aux temps trés précoces de I’infection et inhibe
I’autophagie aux temps plus tardifs avec notamment un effet d’optimisation de la production
virale (Chaumorcel et al., 2012; Mouna et al., 2016; Taisne et al., 2019). Cette activation
potentielle de ’autophagie médiée par les SEV trophoblastiques dans des cellules naives
pourrait renforcer ’activation de 1’autophagie retrouvée précocement au cours d’un cycle viral
classique et participer a 1’effet pro-viral observé. Par ailleurs, les mécanismes plus tardifs
d’inhibition de 1’autophagie, médiés notamment par les protéines virales TRS1 et IRSI,
pourraient avoir un impact sur les mécanismes de production et de sécrétion des SEV. En effet,
les voies de biogénese et de sécrétion des sEV et le processus d’autophagie partagent un certain
nombre de médiateurs communs et de voies de signalisation (Fader et al., 2008; Salimi et al.,
2020).

Afin d’analyser cette hypothése, nous pourrions induire 1’expression des protéines
virales TRS1 ou IRS1 via des plasmides dans un modéle de cellules trophoblastiques ou
fibroblastiques afin d’analyser en suivant les SEV, a la fois en termes de taux de production, de

structure et de composition.

Le changement de composition des SEV trophoblastiques et placentaires au cours d’une
infection hCMV, avec notamment des changements de charge en protéines virales et cellulaires,
pourrait s’expliquer par une récupération non spécifique du contenu protéique cytoplasmique
ou bien par un chargement spécifique de certaines molécules dans les sEV. Il serait donc
intéressant de pouvoir monitorer la quantité ainsi que la distribution de ces protéines au sein

des cellules sécrétrices.

Comme décrit dans la partie résultats 1.2 / expérimentations en cours /, nous nous
sommes également intéressées a la composition en miARN des sEV au cours de I’infection par
le hCMV, ces résultats sont actuellement en cours d’analyse. S’il existe un profil d’expression
different entre les SEV issues de cellules trophoblastiques infectées ou non par le hCMV, cela
pourrait nous éclairer sur les voies potentiellement modifiées par le hCMV dans les
trophoblastes. Par ailleurs, nous avons réalisé des expériences préliminaires visant a caractériser
la composition en lipides des sEV trophoblastiques, en condition infectée ou non. L’objectif
¢tait d’obtenir une cartographie de la composition en lipides qui pourrait expliquer certains des
effets biologiques des sEV (notamment concernant les lipides pro-inflammatoires). Bien que
nous ayons identifié des lipides au cours de cette analyse lipidomique, les seuils de detection
étaient assez bas et ces limitations techniques ne permettaient pas d’analyser les modulations
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retrouvées comme etant significatives. Il serait intéressant de poursuivre cette caractérisation,
en collaboration avec des spécialistes des lipides, afin d’obtenir une description exhaustive du
contenu des sEV et ainsi avoir une vue d’ensemble des molécules potentiellement impliquées

dans la régulation des effets pro et antiviraux des sEV placentaires.

- Au cours d’une infection congénitale 3 hCMYV, est-ce que les sEV trophoblastigues,

placentaires et amniotigues, en addition de leur effet pro-viral, pourraient exercer

d’autres rdles sur les cellules souches neurales ?

Des travaux antérieurs de 1’équipe, auxquels j’ai participé en Master 2, ont montre que
I’infection des cellules souches neurales par le hCMV inhibe la neuronogénése via une
activation de PPARYy et diminue le potentiel de migration des NSC via la surexpression de LIS1
(Rolland et al., 2016, 2021). Nous avons montré que les SEV
trophoblastiques/placentaires/amniotiques jouent un réle pro-viral dans les cellules souches
neurales pour une future infection par le hCMV. Un axe intéressant d’étude qui sera abordée
par mon équipe apres mon départ consiste en 1’étude des effets de ces SEV sur la biologie des
cellules souches neurales, particulierement sur leur capacité de prolifération, leur potentiel de
différenciation ainsi que leurs capacités migratoires. Les méthodes a mettre en ceuvre sont
maitrisées au sein de 1’équipe pour répondre a ces questions : induction spécifique de la
différenciation des NSC en neurones ou en astrocytes et tests de migration de type « ORIS »
(Rolland et al., 2016, 2021) Par ailleurs, en fonction des résultats du séquencage des miARN
présents dans les sEV trophoblastiques, nous pourront analyser spécifiquement I’effet d’une
surexpression des miARN viraux ou cellulaires les plus fortement surexprimés sur la fonction
des NSC. Si les sEV issues de placentas infectés par le hCMV modulent la biologie des NSC,
cela pourrait apporter un nouvel élément de compréhension des causes des lésions cérébrales

liées a I’infection congeénitale par le hCMV.

- Quels sont les apports des modeéles de placenta ex vivo dans 1’étude des sEV au cours

de pathologies infectieuses ?

Le passage de modeles cellulaires a des modeles tissulaires, issus de patientes et cultivés
ex vivo, présente plusieurs avantages en termes de relevance physiopathologique. Tout d’abord,

les histocultures permettent d’observer la réponse de 1’organe (ou d’une portion de I’organe),
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et donc des différents types cellulaires qui le composent. Par ailleurs, I’usage d’un modele ex
vivo permet d’analyser des réponses propres a des individus, avec une variabilité inter-
individuelle importante, et plus seulement des réplicats techniques : les effets observés, s’ils
sont significatifs, sont donc plus représentatifs de la relevance biologique. Concernant la
grossesse, le placenta est un organe évolutif, et de nombreuses pathologies gravidiques débutent
tres précocement dés le premier trimestre. A la différence des modéles de placenta mis en
culture ex vivo aprés un accouchement a terme, notre modele de placentas précoces permet de
se placer a une période pertinente pour 1’étude des effets de 1’infection par le hCMV (plus
I’infection congénitale est précoce, plus les 1ésions seront importantes). Par ailleurs, la durée de
culture de certains explants permet d’observer I’impact de processus biologiques longs en
dehors de phases actives (Bergamelli et al., 2021; Fitzgerald et al., 2018) alors que 1’analyse
des sEV produites sur un temps court ne permet pas une vision aussi globale. L’infection
congénitale par le hCMV est un processus dynamique et évolutif : I’infection de cellules
placentaires induit la production de néo-virions qui vont infecter d’autres cellules, qui vont
servir d’hote au virus pour la réalisation de son cycle réplicatif, ce processus qui se déroule sur
plusieurs semaines conduit le feetus a étre au contact du virus de maniére prolongée. On ne peut
donc pas appliquer de systéme de culture ex vivo court aux processus infectieux qui nécessitent
un temps d’infection long (Kandzija et al., 2019). On n’observe pas en effet une synchronisation
des cycles viraux avec des points a 24h, 48h et 72h post infection, comme on peut le retrouver
avec des modeles cellulaires (Q. Li et al., 2016; Streck et al., 2020). De plus, notre modéle de
culture d’explants ex vivo sur une longue période est tres adapté aux études de tous les facteurs
pouvant impacter le fonctionnement placentaire au premier trimestre, que cela soit en termes
de sécrétion d’EV ou d’autres médiateurs placentaires. Des thématiques malheureusement
d’actualité comme 1’impact sur la grossesse des polluants ou de certains perturbateurs
endocriniens pourraient bénéficier de ce modele d’histocultures placentaires afin d’évaluer leur
impact au plus pres des conditions physiopathologiques. En conclusion, les modeles
placentaires cellulaires et histologiques sont complémentaires, et la combinaison des deux

permet de combiner reproductibilité et relevance clinique.

- Peut-on comparer les résultats obtenus sur les sEV issues de cellules trophoblastiques

et d’histocultures placentaires ?

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons étudié au cours d’une infection par le
hCMV les sEV produites par des cellules trophoblastiques et par des explants placentaires de
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premier trimestre. La sécrétion des SEV est augmentée lors de I’infection des cellules
trophoblastiques mais cette augmentation n’est pas retrouvée dans la sécrétion des sEV par les
histocultures placentaires. Concernant les protéines de ces SEV, notre étude reste limitée pour
les sEV placentaires a I’expression de marqueurs de surface. Il ne semble pas y avoir de
corrélation entre les protéines surexprimées dans les sEV au cours de I’infection des HIPEC
avec les marqueurs de surface surexprimés sur les sEV de placentas infectés par le hCMV.
Toutefois les deux techniques ayant permis de mettre en évidence ces résultats (protéomique et
Macsplex caractérisation FACS) ne sont pas similaires. Nous avons réalisé un test Macsplex
sur les deux types de SEV et les résultats ne concordent pas en totalité. Les différences
retrouvées au cours de la comparaison de ces deux modéles pourraient s’expliquer par deux
facteurs : tout d’abord le taux d’infection dans les explants placentaires est plus faible que dans
les HIPEC, par ailleurs, on retrouve certainement un mécanisme de dilution des SEV issues des
explants placentaires (différents types cellulaires présents qui secrétent chacun des seV). Afin
de pouvoir comparer précisément la composition protéique de ces deux types de vésicules il
serait nécessaire de réaliser une étude protéomique sur les SEV issues de placenta cultivés ex
vivo, méme si le taux d’infection plus faible retrouvé dans les explants pourrait limiter les

conclusions de cette analyse comparative.

- Quel est le devenir la collection biologigue « Neuroplex » ? Quels sont les margueurs

candidats pour le développement des biomarqueurs pronostigues de suivi des grossesses
hCMV positives dans les sEV ?

Le projet de biobanking Neuroplex vise a avoir acces a des prélévements (sang maternel
et feetal, liquide amniotique et placenta) de couples meére-feetus présentant une séroconversion
hCMV en cours de grossesse. Les objectifs sont d’une part de disposer d’échantillons humains
afin de valider nos résultats obtenus in vitro, et d’autre part de mettre en évidence des potentiels
biomarqueurs pronostiques des 1ésions feetales et néonatales de 1’infection congénitale par le
hCMV.

Concernant le premier objectif, I’acces a des prélevements de liquide amniotique nous
a permis de valider, sur un nombre réduit de patientes, que les SEV issues du liquide amniotique
de patientes en séroconversion hCMV ou sans contexte infectieux n’exergaient pas le méme
potentiel pro-viral sur des NSC. Cette validation sur échantillons humains est une vraie plus-

value en termes de significativité clinique. Nous avons fait I’hypothése que I’effet pro-viral que
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nous avons retrouveé était lié¢ aux sEV d’origine placentaire présentes dans le liquide amniotique
(Dixon et al., 2018). Nous pourrions envisager de réaliser un tri sur les SEV issues du liquide
amniotique afin de sélectionner uniquement celles d’origine placentaire afin d’objectiver
I’origine de 1’effet proviral. Toutefois, le feetus baigne dans le liquide amniotique au contact de
nombreuses annexes feetales (placenta, chorion, membranes amniotiques...) qui secrétent toutes
des SEV présentant de nombreuses caractéristiques similaires, ce qui risque de compliquer la
purification d’un seul sous type.

Concernant le deuxieme objectif du biobanking de mettre en évidence des
biomarqueurs potentiels, I’inclusion des cas contrdles vas pouvoir débuter en appariant avec les
cas hCMYV afin d’obtenir 3 groupes (pas de séroconversion, séroconversion hCMV avec 1ésions
modérées et séroconversion hCMV avec lésions importantes). Nous souhaitons analyser les
miARN contenus dans les SEV plasmatiques des patientes de ces trois groupes afin de mettre
en évidence des différences potentielles qui pourrait donc étre indicatives a priori de certains

types de lésions, notamment neurosensorielles.

Dans ce contexte, les 46 miARN du cluster CIO9MC sont nos candidats préférentiels. 1ls
sont tres fortement exprimes dans le placenta et exercent des réles trés variables, notamment
antiviral (Hamilton et al., 2021; Malnou et al., 2019; Ouyang et al., 2021). Ces miARN circulent
activement entre le versant maternel et feetal (Chang et al., 2017).

Le screening de miARN sélectionnés du cluster CL9MC a permis la mise au point de
potentiels pronostics précoces (au premier trimestre de grossesse) pour des maladies
« métaboliques » et multifactorielles de la grossesse : I’hypertension gravidique, la pré-
éclampsie et le retard de croissance intra-utérin. Les auteurs ont noté que la valeur prédictive
était plus importante en recherchant le niveau d’expression de ces miARN par PCR dans les
SEV plasmatiques maternelles que dans le sérum total (Hromadnikova et al., 2019). Nous
souhaitons développer a terme le méme type d’étude concernant les miARN dans les SEV de

patientes enceintes en séroconversion hCMV.

La notion de pronostic est intimement liée a celle de prévention. En France, a la
différence de nombreux autres pays, les interruptions médicales de grossesse sont légales en
cas d’atteintes feetales treés séveres non traitables au moment du diagnostic. Ceci laisse la
possibilité aux parents de choisir la possibilité qui leur semble la plus adaptée pour 1’accueil de
leur enfant. La possibilité d’atteintes neurosensorielles modérées liees a une infection

congénitale par le hCMV ne conduit pas a une proposition d’IMG de la part des membres de
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I’équipe de soin. Dans la cadre de I’infection congénitale par le hCMYV, le développement d’un
marqueur pronostic n’a donc pas vocation a favoriser les interruptions de grossesse, les IMG se
décidant déja sur des atteintes sévéres en imagerie donnant un contexte d’évolution trés
défavorable. Par contre, ce potentiel marqueur pronostic, non invasif et précoce pourrait surtout
conduire a un suivi plus poussé et si necessaire la mise en place de traitements précoces en
période néonatale ou dans la petite enfance permettant de limiter les séquelles sensorielles et

donc le niveau de handicap des enfants.

- Est-ce que les sEV pourraient jouer un rdle au cours du développement feetal, non

seulement en contexte de stress biologique lié a I’infection mais également dans le

transfert trans-générationnel d’informations biologiques ?

Les 1000 premiers jours d’un enfant, qui comprennent ses stades embryonnaires, sa vie
feetale et ses premiéres années de vie sont essentiels pour 1’établissement d’une bonne santé
physique et psychologique. La santé, au sens non seulement d’absence de maladie mais
¢galement d’état d’équilibre tout au long de la vie de I’individu, prend ses sources tres
précocement dés le début de la grossesse (Barker, 2004). Indépendamment de la thématique
biologique étudi¢e au cours du développement et de la grossesse, il convient d’intégrer les
conséquences potentielles sur la mére, I’enfant mais également sur la descendance. En effet,
une femme enceinte portant un feetus de sexe féminin porte également les gametes qui

permettront le développement de son petit-enfant.

On considére souvent une infection comme une pathologie aigie, or dans le cadre d’une
infection congénitale I’embryon ou le feetus baigne dans un cocktail de virus et de médiateurs
modifiés par 1’état de stress li¢ a 1’état infectieux pendant une longue période. Le processus
infectieux peut donc y étre considéré comme un état de stress biologique chronique. Dans ce
contexte, les SEV pourraient exercer un panel d’effets, y compris dans la transmission ou le
maintien de cet état de stress biologique. En effet, la compréhension des impacts des sEV,
notamment d’origine placentaire, sur le développement du feetus reste parcellaire a part
concernant quelques pathologies gravidiques bien décrites. Nous gagnerions a analyser et a
comprendre les effets des SEV comme médiateurs essentiels de la communication

maternofeetale en conditions physiologiques, ce qui pourrait nous apporter de nombreuses
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données sur leur participation a des maladies de la grossesse ou a des défauts de développement

embryonnaire ou feetal.

Récemment, Chan et al. ont montré dans un modele murin que les SEV spermatiques
produites par des males stressés induisaient dans la descendance des defauts de neuro-
développement et une sensibilité aux stress accrue. Cet effet trans-générationnel de transfert de
stress, décrit dans d’autres modéles, a ici été induit strictement par la mise en contact de SEV
épididymaires de males stressés avec les spermatozoides ayant par la suite été utilisés pour la
fécondation (J. C. Chan et al., 2020).

Sans tomber dans le déterminisme, les recherches actuelles en plein développement sur
la transmission, 1’empreinte parentale, le micro-chimérisme materno-feetal et les effets trans-
générationnels, pourraient peut-étre apporter un éclairage supplémentaire concernant certaines
pathologies a I’étiologie mal connue. Les rdles des sEV, d’origine maternelle, paternelle,
placentaire ou feetale restent majoritairement méconnus mais elles pourraient jouer des roles
variés, tant dans le maintien d’un équilibre physiopathologique en cours de grossesse que dans

la transmission d’informations entre générations.
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ANNEXES

1. Annexe 1 : Données cliniques « Neuroplex »
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2. Annexe 2 : Note d’information pour les patientes « Neuroplex »

Note d’information a destinations des patientes : étude Neuroplex

Bonjour Madame,
Votre médecin vous a proposé de participer a I’étude de recherche Neuroplex

Contexte et but de I’étude

Le Cytomégalovirus (CMV) est un virus qui peut infecter la femme enceinte et dans certains cas conduire a
des atteintes du cerveau chez le bébé. Les mécanismes qui interviennent semblent différents selon les
patients et les conséquences pour I’enfant et sa famille sont trés variables.

Notre équipe est pluridisciplinaire. Elle comprend des chercheurs, des obstétriciens, ORL et pédiatres. Nous
cherchons & comprendre pourquoi certains sont symptomatiques alors que d’autres ne le sont pas et
travaillons pour améliorer a terme la prise en charge prénatale et néonatale.

Pour cela nous souhaitons valider nos résultats au plus prés de la clinique et recueillir notamment différents
échantillons biologiques.

Pratique

Toute femme enceinte peut participer a notre étude. Les femmes enceintes qui présentent une séroconversion
CMYV au cours de leur grossesse ainsi que des femmes enceintes sans infection virale.

Notre travail concerne différents types d’échantillons (placenta, morceau de cordon ombilical, sang...) mais
ne nécessite pas de prélévement supplémentaire. Tous les prélévements se font dans le cadre du suivi normal
de la grossesse.

Les données cliniques recueillies sont anonymes.
Consentement

Votre consentement est nécessaire, mais vous pouvez changer d’avis a tout moment (en informant votre
médecin).

Toutes les informations détaillées et réglementaires sont précisées dans le document joint « consentement
Germetheéque ». L’étude est enregistrée et validée au CRB Germethéque Toulouse.

Pour toute question n’hésitez pas a demander des clarifications

Nous vous remercions par avance pour votre attention et votre participation

Contact : benard melinda@chu-toulouse fr ou 05.34.55.84.75 Numeéro d’enregistrement de 1"étude au CRB Germethéque Toulouse : 20190606

INSERM 1291 Infimty - Equipe Physiopathologie des infections virales du systéme nerveux central adulte et en développement

5] NI |
[ N Z
" Inserm .
o Hopitaux de Toulouse
de la santé et de la recherche médicale - - -
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3. Annexe 3 : Prise en charge des patientes « Neuroplex »
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4. Annexe 4 : Check-liste de 1’accouchement « Neuroplex »

Conrn e -
- . .
Hoptaux de Toulouse
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Collection biologique NEUROPLEX CMV
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AVB ou césarienne

IMG

[l

]

sang maternel a la perfusion :
1 tube EDTA (étiquette mere)

sang de cordon : 1tube EDTA
(eétiquette bebe)

placenta 4 morceaux
d'environ lcm® chacun pris
dans différentes zones: dans
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mere)

1

sang maternel a la perfusion :
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possible au  foeticide (2
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e

/

- aconserver a4°C(frigoBG0O)dans 1 poche

- Allo 0627097144 (C.Malnou/laisser message)

ou 57451 (M.Benard) pour transfert Inserm

Merci pour votre participation !

185



5. Annexe 5 : Article “Human cytomegalovirus infection is associated
with increased expression of the lissencephaly gene PAFAH1B1
encoding LIS1in neural stem cells and congenitally infected brains”

Au cours de mon stage de Master 2 réalisé au sein de I’équipe « Pathogénese des infections
virales du systeme nerveux central adulte et en développement » au Centre de physiopathologie
de Toulouse Purpan je me suis intéressée a I’impact de 1’infection par le hCMV sur la biologie
des cellules souches neurales. Plus précisément, j’ai poursuivi le travail du Dr. M Rolland qui
avait pendant sa thése étudi¢ 1I’impact de I’infection par le hCMV sur I’expression de la protéine
LIS1 et I’'impact fonctionnel sur la biologie des NSC. Ce travail a donné lieu a une publication :
“Human cytomegalovirus infection is associated with increased expression of the lissencephaly
gene PAFAH1BI encoding LIS1in neural stem cells and congenitally infected brains” publié
le 24 mars 2021 dans Journal of Pathology. Ce travail m’a permis de me familiariser avec les
techniques de culture de cellules souches et de microscopie qui ont été mises a profit au cours
de ma thése.
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Abstract

Congenital infection of the central nervous system by human cytomegalovirus (HCMV) is a leading cause of per-
manent sequelae, including mental retardation or neurodevelopmental abnormalities. The most severe complica-
tions include smooth brain or polymicrogyria, which are both indicative of abnormal migration of neural cells,
although the underlying mechanisms remain to be determined. To gain better insight on the pathogenesis of such
sequelae, we assessed the expression levels of a set of neurogenesis-related genes, using HCMV-infected human
neural stem cells derived from embryonic stem cells (NSCs). Among the 84 genes tested, we found dramatically
increased expression of the gene PAFAH1B1, encoding LIS1 (lissencephaly-1), in HCMV-infected versus unin-
fected NSCs. Consistent with these findings, western blotting and immunofluorescence analyses confirmed the
increased levels of LIS1 in HCMV-infected NSCs at the protein level. We next assessed the migratory abilities
of HCMV-infected NSCs and observed that infection strongly impaired the migration of NSCs, without detectable
effect on their proliferation. Moreover, we observed increased immunostaining for LIS1 in brains of congenitally
infected fetuses, but not in control samples, highlighting the clinical relevance of our findings. Of note,
PAFAH1B1 mutations (resulting in either haploinsufficiency or gain of function) are primary causes of hereditary
neurodevelopmental diseases. Notably, mutations resulting in PAFAH1B1 haploinsufficiency cause classic lissen-
cephaly. Taken together, our findings suggest that PAFAH1B1 is a critical target of HCMV infection. They also
shine a new light on the pathophysiological basis of the neurological outcomes of congenital HCMV infection,
by suggesting that defective neural cell migration might contribute to the pathogenesis of the neurodevelopmental
sequelae of infection.

© 2021 The Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: cytomegalovirus; LIS1; PAFAH1B1; DCX; congenital infection; neuronal migration
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Introduction

Human cytomegalovirus (HCMYV) is a beta herpesvirus
with a worldwide distribution and an estimated global
seroprevalence of 83% in the general population [1].
Congenital HCMV infection of the central nervous sys-
tem is a leading cause of permanent sequelae (0.1-0.2%
of all live births) [2].

More specifically, 10% of congenitally infected
newborns are symptomatic at birth [2]. Most of them
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(60-90%) and 10-15% of those with asymptomatic
infection develop one or more long-term neurological
sequelae, such as mental retardation, psychomotor retar-
dation, sensorineural hearing or vision loss, or cerebral
palsies [2,3].The most severely affected cases show
brain development abnormalities such as lissencephaly
or polymicrogyria [3]. A retrospective review reported
that 10 out of 15 (66%) infants congenitally infected
by HCMV showed polymicrogyria or abnormal gyral
patterns [3,4]. Lissencephalic brains are characterised
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by a smooth surface, whereas excessive abundance of
gyri is found in polymicrogyria. These features are indic-
ative of abnormal migration of neural cells (reviewed in
refs 5 and 6), as observed in hereditary lissencephalies.
Hereditary lissencephalies are monogenic disorders that
show considerable clinical, genetic, and allelic heteroge-
neity, but which, however, are all characterised by defec-
tive neuronal migration during development [7]. Indeed,
the sequential and finely synchronised migration of neu-
ral progenitors, radial glia cells, and neurons are all crit-
ical events for proper brain development [5,6].

Direct infection of neural progenitor cells by HCMV
in the developing brain plausibly contributes to the neu-
rological sequelae due to HCMV congenital infection
[8—11]. In particular, HCMYV infection of neural progen-
itors was found to perturb their self-renewal and polarisa-
tion [12], apoptosis [13], or differentiation [8,10,12—14].
To date, however, no evidence has been reported show-
ing that HCMV infection indeed affects neural cell
migration in the developing brain [15].

In this study, we assessed the abnormally expressed
genes in HCMV-infected human neural stem cells derived
from embryonic stem cells (NSCs) and found that infec-
tion causes abnormal expression of PAFAHIBI, the prin-
cipal causative gene for hereditary lissencephalies.

Materials and methods

Ethics statement

Use of NSCs was approved by the French regulatory
authorities (Agence de la Biomédecine, # SASB(92
0178S). Collection of brain histological samples was coor-
dinated by Necker Hospital, AP-HP (Assistance Publique
— Hopitaux de Paris, Agence de la Biomédecine, # PFS-
15009). Written informed consent was obtained from all
study participants prior to sample collection. All samples
were anonymised.

Cells, viruses, and reagents

NSCs, human immortalised fibroblast MRC-5 cells, and
human invasive proliferative extravillous cytotropho-
blast (HIPEC) cells were grown in vitro as detailed else-
where [11,16]. In brief, NSCs were seeded at 100 000
cells/cm? and maintained in growth medium consisting
of DMEM/F12/Neurobasal medium (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) mixed at a ratio of 1/1/2 (v/v/v) in
the presence of N2 and B27 supplements (Life Technol-
ogies), FGF2 (10 ng/ml), EGF (10 ng/ml), and BDNF
(20 ng/ml), all from Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA.
Culture supports were first coated using 0.05% poly-
ornithine (PO) (Sigma, St Louis, MO, USA), followed
by mouse laminin (1 pg/cmz) (Roche, Basel, Switzer-
land), both diluted in PBS. NSC cultures were checked
for the absence of mycoplasma (Plasmotest; Invivogen,
Toulouse, France). The MRC-5 line (CCL171; ATCC,
Manassas, VA, USA) was cultured in DMEM contain-
ing 10% bovine calf serum (Life Technologies). The
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HIPEC line (a gift from T Fournier, INSERM UMR-
S1139, Paris Descartes University, Paris, France) was
cultured in DMEM/F12 (1/1), supplemented with 10%
bovine calf serum.

We used the VHL/E HCMYV strain (a gift from C Sinzger,
Ulm, Germany) at low passage (<8) of amplification in
MRC-5 cells and the AD169 HCMV strain (ATCC
VRS538). Preparation and titration of viral stocks and UV
irradiation of viral inoculums were as detailed elsewhere
[11]. Titration of viral suspensions was performed by
immunofluorescence analysis on MRC-5 cells 24 h post-
infection, using an antibody against HCMV immediate-
early antigen (IE). We used primary antibodies specific
to IE (mouse monoclonal; bioMérieux, Marcy 1'Etoile,
France), LIS1 (rabbit polyclonal, ab2607; Abcam, Cam-
bridge, UK), DCX (rabbit polyclonal, ab18723; Abcam),
Ki-67 (rabbit monoclonal; Merck Life Science, Dorset,
UK), and alpha-tubulin (rabbit monoclonal, 11H10; Cell
Signaling Technology, Leiden, The Netherlands). Second-
ary antibodies were conjugated either with horseradish
peroxidase (Promega, Madison, WI, USA) for western-
blot assays and immunohistochemistry (IHC) or with
Alexa-488, -555 or -633 fluorophores (Life Technolo-
gies) for immunofluorescence analyses.

mRNA analysis

NSCs were infected at a multiplicity of infection (MOI)
of 10 using the AD169 or VHL/E strains or left unin-
fected and harvested 72 h post-infection (pi). Total
RNA was extracted from actively growing NSCs (i.e. at
approximately 75% confluency) using Trizol (Life Tech-
nologies) according to the supplier’s recommendations.
Ten micrograms of RNA was reverse-transcribed in the
presence of oligo-dT using Superscript III reverse tran-
scriptase (Life Technologies). A first screen was per-
formed using the RT" Profiler Neurogenesis kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the supplier’s
recommendations. Next, quantitative real-time PCR
(qPCR) assays were performed as devised elsewhere
[11] using Takyon qPCR mastermix (Eurogentec, Liege,
Belgium), oligonucleotide probes (Qiagen) specific to
PAFAHIBI and RPLPO (ribosomal protein, large, P0),
as a reference gene, and an LC480 system (Roche). For
each experiment, two batches of NSCs were infected sep-
arately. For each, RT-qPCR was duplicated. Culture pas-
sage was between 10 and 12.

Western blotting

NSCs were infected at an MOI of 10, or left uninfected,
and harvested 72 h pi. Cell extract preparations and west-
ern blotting analyses were performed as detailed elsewhere
[11]. Detection was carried out using a chemilumines-
cence kit (Sigma). Analyses were performed with a
Chemidoc system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Densi-
tometry analyses were performed using Imagel soft-
ware [17].
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Immunofluorescence

Cells were cultured on coverslips, fixed in 4% formalde-
hyde for 20 min at 4 °C, and permeabilised in 0.3% Tri-
ton X-100 for 15 min at room temperature. Blocking
buffer was PBS containing 5% FCS. Primary antibodies
diluted in blocking buffer were applied overnight at
4 °C. Antibodies to IE, LIS1, DCX, Ki-67, and alpha-
tubulin were diluted 500-, 250-, 250-, 100-, and
50-fold, respectively. Secondary antibodies diluted in
blocking buffer were applied for 1 h at room tempera-
ture. After three washes with blocking buffer and three
washes with PBS, cells were counterstained with
1 pg/ml DAPI (Sigma) and washed again three times
with PBS before mounting the coverslips onto glass
slides. Examination was performed using an LSM
710 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, Ger-
many). Image processing was performed using either
Image] (maximal-intensity projections, measurements
of length) or Imaris (Oxford Instruments, Abingdon,
UK) (3D reconstructions). The relative number of Ki-
67-positive cells was assessed by manual counting from
captures of five visual fields, each containing 100-200
cells.

Cell migration assays

Cell migration assays were performed using the Oris
Cell Migration Assay (Platypus Technologies, Madison,
WI, USA) according to the supplier’s recommendations.
NSCs were plated in dedicated 96-well plates at a den-
sity of 50 000 cells per well, in the presence of silicone
stoppers at the centre of each well, to generate a cell-free
exclusion zone. The next day, NSCs were infected by
HCMYV; then the culture medium was replaced with
fresh medium containing laminin (1 pg/cm?) and the
stoppers were removed, allowing for NSCs to colonise
the exclusion zone. Brightfield pictures of each well
were taken each day thereafter over 4 days, using an
Apotome Axio-observer microscope (Zeiss). The area
of the remaining cell-free zone was measured using Ima-
geJ software. The growth rate of control or HCMV-
infected NSC cultures was also assessed in parallel
experiments through DAPI staining and counting of
the nuclei over time, by using an automated ArrayScan
microscopy device (Cellomics, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA).

PAFAH1B1 silencing

NSCs were seeded at a density of 60 000 per cm” in
24-well plates. HIPEC cells were seeded at a density of
25 000 per cm” in 24-well plates. The day after, fresh
medium containing 100 pmol of non-targeting- or
LIS1-siRNAs was added to each well according to the
supplier’s recommendations (Horizon Discovery, Cam-
bridge, UK) and 24 h later, cells were infected at an
MOI of 10 or left uninfected. Immunofluorescence anal-
ysis was next performed at 4, 24, and 72 h pi. To assess
cell death, cells were incubated for 30 min at 37 °C in
growth medium supplemented with the Image-iT™
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DEAD reagent (Life Technologies) at a final concentra-
tion of 100 nwm, before carrying out immunofluorescence
assays as detailed above.

Immunohistochemical analyses

Brain tissue biopsies were collected from four human
fetuses electively aborted because of HCMV infection
and from two controls aborted for Di George syndrome
with associated cardiopathy (control case 1200496) or
for premature rupture of membranes, anamnios, and
chorioamnionitis (control case 1200094). Immunohisto-
chemical brain analysis of controls and HCMV cases
was performed on sections cut at 8 pum from paraffin
blocks, using standard methods. Antigen was retrieved
through two consecutive incubations (11 and 10 min)
in a microwave oven for DCX or one 40-min incubation
at 95 °C in a heating bath for LIS1. Endogenous perox-
idase activity and biotin were blocked by using the
avidin-biotin and peroxidase blocking reagents (Vector
Labs, Burlingame, CA, USA) for 10 min at room tem-
perature. Primary antibodies were diluted 800-fold
(DCX) or 250-fold (LIS1) in blocking buffer (3% BSA
in PBS). Antibody specificity was ascertained by parallel
staining experiments using either no primary antibody or
a non-specific isotype control.

Staining for LIS1, DCX, and Mayer’s haematoxylin
counterstain was performed using an Autostainer device
(Dako, Glostrup, Denmark), and resulting slides were
scanned using a Panoramic 250 system (3D Histech,
Budapest, Hungary) and analysed with the dedicated
software (3D Histech).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the StatEL
plugin (Adscience SARL, Paris, France) for Excel
(Microsoft, Redmond, WA, USA), using the Kruskal—
Wallis test. Unless otherwise specified, error bars show
5% confidence intervals (CIs).

Results

In the search for genes with altered expression in
HCMV-infected NSCs, we performed mRNA analysis
using a dedicated array allowing us to analyse a set of
84 genes related to neurogenesis. We used an MOI of
10 with respect to titration in MRC-5 cells, a condition
that led to approximately 30—40% of NSCs displaying
positive IE immunostaining 72 h post-infection. We
reported previously that infection at this MOI does not
result in any increased apoptosis [11]. Most of the genes
of this array showed only minor changes in transcript
levels upon HCMYV infection (supplementary material,
Table S1). Yet we found that the steady-state levels of
mRNA of the genes ACHE, APOE, S100A6, and
PAFAHIBI were increased by 3.68-, 4.65-, 5.73-, and
56.67-fold, respectively, in infected NSCs compared
with uninfected control cells (Figure 1A). We focused
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on PAFAH1BI because this gene is the principal causa-
tive gene of lissencephalies (as reviewed in refs 7 and
18) and because lissencephalic brain is frequently
reported in severe congenital HCMV infection. There-
fore, we next carried out RT-qPCR to validate the result
of the first screen, using mRNA extracted from NSCs
infected by two different HCMV strains, AD169 and
VHLI/E. Consistent with the array results, we found that
the steady-state levels of PAFAHIBI mRNA were
increased 37.67- and 41.32-fold in NSCs infected by
ADI169 or VHL/E, respectively, compared with the
uninfected controls (Figure 1A). Notably, no significant
change in the PAFAH1BI mRNA levels was detected in
NSCs treated by UV-irradiated viral particles of the two
strains.

This prompted us to investigate the levels of the pro-
tein encoded by PAFAHIBI, namely LISI, in NSCs.
In uninfected NSCs, western blotting revealed the
expression of only minute amounts of LIS1 (45 kDa)
(Figure 1B) and no detectable LIS1 was observed by
immunofluorescence analysis (Figure 1C, top row). In
contrast, both western blotting and immunofluorescence
revealed a dramatic increase of LIS1 protein levels in
HCM V-infected NSCs, compared with uninfected con-
trol cells or with NSCs exposed to a UV-irradiated viral
inoculum (Figure 1B,C). Interestingly, immunostaining
for HCMV immediate-early antigen (IE) revealed that
increased staining for LISI was only observed in
infected NSCs and not in their neighbouring uninfected
counterparts (Figure 1C,D). Further examination of
infected cells at higher magnification or with 3D recon-
structions revealed dot-like cytoplasmic LIS1 immunos-
taining, distributed as linearly arranged foci, indicative
of cytoskeletal association (Figure 1D and supplemen-
tary material, Movies S1-S4). In most infected cells, a
greater density of fluorescence spots was observed in
the perinuclear zone.

LIS1 is an atypical microtubule-associated protein
[19,20]. To gain insight into the impact of HCMV infec-
tion on the microtubule network of NSCs, we carried out
immunofluorescence analysis of tubulin in infected
NSCs. We detected no difference in the shape of the
microtubule network in infected NSCs compared with
the controls (supplementary material, Figure S1). This
suggested that microtubules were not impacted by infec-
tion at a detectable level in cultured NSCs and that the
pattern of LIS staining in infected NSCs is not the con-
sequence of a disrupted microtubule network.

We next investigated the consequence of infection by
HCMYV on PAFAHIBI expression in human fetal lung
MRC-5 fibroblasts. mRNA RT? profiling (supplemen-
tary material, Table S2) and immunofluorescence analy-
sis (supplementary material, Figure S2) showed that
PAFAHIBI mRNA levels and LIS] immunostaining
were increased 8.5-fold in infected MRC-5 cells com-
pared with uninfected MRC-5. Hence, increased LIS1
expression upon HCMV infection did not seem to be
specific to NSCs.

Because poly(micro)gyria and lissencephaly are con-
sidered as neural cell migration disorders [5,6,21], we

© 2021 The Pathological Society of Great Britain and Ireland.
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investigated possible changes in the migratory capacities
of NSCs upon infection by HCMV. Towards this aim,
we used the Oris cell migration assay, allowing reliable
assessment of the ability of infected or control NSCs to
fill an exclusion zone created by a silicone stopper pre-
sent in the centre of the well during seeding and removed
after infection. We observed that infected NSC cultures
were unable to efficiently colonise the exclusion zone
after 4 days, a stage when their uninfected counterparts
had almost filled the whole area (Figure 2A,B). This
migration deficit of infected cells was not due to cell
lysis, since 4 days is an insufficient timescale for the
completion of a full HCMV lytic cycle in NSCs, as
shown previously [11]. To ensure that this effect was
not the consequence of defective cell proliferation upon
infection, we assessed the growth rates of infected and
control NSCs over time and found no significant differ-
ences (Figure 2C). It has been shown that HCMV infec-
tion can have variable outcomes on the cell cycle, by
either blocking or supporting proliferation [15,22,23].
Therefore, we carried out immunofluorescence analysis
of the Ki-67 proliferation marker using HCM V-infected
NSCs. We found no significant difference in the abun-
dancy of Ki-67" cells between uninfected cultures, cul-
tures infected by the strain ADI169 or by the strain
VHLYJE, or cultures treated with irradiated VHL/E viral
particles (supplementary material, Figure S3). Impor-
tantly, we detected many double-positive IE*, Ki-67"
cells among NSCs infected by the VHL/E or the
ADI169 strain, indicating that infected NSCs were still
able to undergo the cell cycle. Therefore, the results of
the migration assays most likely revealed impaired
mobility of HCM V-infected NSCs. NSCs treated with
a UV-irradiated viral inoculum showed no differences
with the controls, indicating that only replication-
competent HCMV was able to disrupt NSC mobility.
Taken together, these findings show that HCMV infec-
tion impairs the migration of NSCs in vitro. Next, we
investigated whether counteracting LIS1 overexpression
would restore the migratory capacity of HCM V-infected
NSCs. To this aim, we treated NSC cultures with either
siRNAs specific to LIS1 or non-targeting control siR-
NAs. The two siRNAs shared identical chemistry and
formulation. According to the supplier, a 72-h delay is
required to achieve a good efficacy of silencing;
therefore we started with siRNA treatment and then
inoculated the cultures with HCMV. We observed a
drastically different outcome for the survival of infected
NSCs upon treatment with either LIS1- or control siR-
NAs. Indeed, we observed dramatic levels of cell death
in HCMV-infected NSCs when they were exposed to
the LIS1 siRNA, as evidenced by the positive staining
with the Image-iT™ DEAD reagent, which only enters
into dying cells (supplementary material, Figure S5).
Cell death was so massive that it could be only evi-
denced at 4 h pi and cells were completely lost thereaf-
ter. In contrast, treatment with the non-targeting siRNA
did not result in a detectable effect on cell survival. Inter-
estingly, there was no impact on the survival of
uninfected NSCs upon exposure to either LIS1- or
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Figure 2. Defective migration ability of HCMV-infected NSCs. (A) Representative cell migration assay (Oris) showing defective migration on a
laminin substrate of NSCs infected at effective MOI (1, 3, 10) compared with uninfected NSCs (NI) or NSCs exposed to UV-irradiated HCMV
(HCMV-UV), or infected with ineffective MOI (0.1). The remaining cell-free area, which is expressed as a percentage of that before infection
(day 0), is shown. At least six identical replicate wells were seeded for each experimental condition and three separate experiments were per-
formed with similar results. (B) Representative views of the exclusion zone in the presence of NSCs labelled by calcein (1 h at 37 °C), unin-
fected (NI) or infected (HCMV), at an MOI of 10, at days 0 and 4 pi. (C) Analysis of the growth rates of HCMV-infected or uninfected control
NSC cultures. The number of cells per cm?, as assessed by counting of nuclei after DAPI staining, is shown. NSCs were cultured in triplicate
0.35 cm? wells and the experiment was performed twice.

non-targeting siRNAs. To follow up this observation  Figure S5). This result ruled out the possibility of a direct
and assess its specificity, we investigated the outcomes  cytotoxic effect of the LISI siRNA solution. Taken
of LIS1 siRNA treatment using another HCMV-  together, our results suggest that LIS1 overexpression
permissive cell line of non-neuronal origin, namely the is critical for the survival of HCMV-infected NSCs.

cytotrophoblast cell line HIPEC. Interestingly, HIPEC To assess the clinical relevance of our findings con-
cells do not show detectable expression of LIS1, should  cerning LIS1 upregulation upon infection, we next
they be infected or not. In this case, we did not observe ~ explored LISI levels in histological sections of brain
any effect of LIS1 siRNA on the survival of HCMV- from congenitally HCM V-infected fetuses (n = 4) com-
infected HIPEC cells (supplementary material,  pared with control samples (n =2) with a matching

Figure 1. Enhanced PAFAH1B1/LIS1 expression in HCMV-infected human neural stem cells. (A) RT-qPCR analysis showing dramatically
increased levels of PAFAH1B1 transcripts in HCMV-infected NSCs (MOI 10) at 72 h post-infection (pi). Left: RT? profiler analysis. The fold-
change values of relative mRNA levels for each gene, compared with that from uninfected NSCs, are shown. Means =+ Cl of three independent
experiments, two replicates per condition. Right: RT-qPCR analysis of PAFAH1B1 mRNA levels in NSCs infected by HCMV strains AD169
(AD169) or VHL/E (VHL/E) (live, black boxes), or with UV-irradiated AD169 or VHL/E (UV, white boxes). Fold-change values of PAFAH1B1 mRNA
levels, compared with that from uninfected NSCs. Means + ClI of two independent experiments, two replicates per condition.
(B) Representative western blot (top) and densitometry analysis (bottom) of three independent western blotting analyses of LIS1 levels in
HCMV-infected (AD169 strain, MOI 10) NSCs (HCMV) compared with uninfected controls (NI) or with NSCs exposed to UV-irradiated HCMV
(HCMV-UV) at 72 h pi. Error bars show SD. For densitometry analysis, data were normalised to actin levels and are expressed as relative den-
sitometry units (DU), compared with uninfected cells arbitrarily set to 1. (C) Inmunofluorescence analysis using antibodies specific to LIS1
(red) or IE (green) showing strong LIST immunostaining in NSCs infected by HCMV strain AD169 (AD169) or VHL/E (VHL/E) at an MOI of
10 (HCMV) compared with uninfected NSC cultures (NI) or with NSCs exposed to UV-irradiated VHL/E HCMV (HCMV-UV) at 72 h pi. This
immunofluorescence analysis is representative of at least ten independent experiments, which gave identical results. Scale bar = 20 pm.
Cyan = DAPI counterstain. (D) Representative enlarged images of immunofluorescence analysis using antibodies specific to LIS1 (red) or IE
(green). Images are maximal-intensity projections of x/y optical section stacks acquired by confocal microscopy, for four different infected
cells. Note the cytoplasmic dot-like pattern of LIS1 immunostaining in HCMV-infected cells compared with non-infected cells (white arrow-
heads). The nucleus groove as seen in the second and fourth cells shown (black arrowheads) is typical of a productively infected cell. Scale
bar = 10 pm. Cyan = DAPI counterstain.
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Figure 3. Increased levels of LIS1 in histological sections from HCMV-infected fetal brains. Representative results of immunohistochemical
staining of brain sections from HCMV-infected fetuses (HCMV) or from controls (NI) using anti-LIS1 or no primary antibody or an isotype
control. The reference number of each sample is indicated on the left of each row. The subventricular zone (SVZ) and the ependyma monolayer
which segregates the SVZ from the ventricular space are shown. Note that cells strongly immunoreactive to anti-LIS1 antibody are detected
in the periventricular areas and in ependyma in infected cases but not in controls. Scale bar = 50 pm.

gestational age (23 weeks). All four infected cases pre-
sented (poly)microgyria, which was associated in three
cases with lissencephaly (cases 4752, 4261, 4099), hall-
marks of migration abnormalities [S]. They were associ-
ated with microcephaly (cases 4752, 3955),
ventriculomegaly (cases 4752, 4261, 3955), vascular
lesions (cases 4752, 4099, 3955), and/or intraventricular
(case 4261) or subventricular (case 4099) haemorrhage.
Detailed clinical features of these cases have been

© 2021 The Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

reported elsewhere [11]. There was no familial history
of neurological abnormalities in any of the cases. Fetal
infection by HCMV was evidenced by immunohisto-
pathological analyses of the presence of IE* cells, as
shown previously [11]. No genetic screen was per-
formed, the aetiology of the disease being infection
by HCMV.

LIS1 was barely detectable in controls, whereas sec-
tions from infected cases showed strongly increased
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Figure 4. Increased levels of DCX in histological sections from HCMV-infected fetal brains. Representative results of immunohistochemical
staining of brain sections from HCMV-infected fetuses (HCMV) or from controls (NI) using anti-DCX or no primary antibody or an isotype
control. The reference number of each sample is indicated on the left of each row. Note that cells strongly immunoreactive to anti-DCX anti-
body are detected in the periventricular areas and in ependyma in infected cases but not in controls. Scale bar = 50 pm.

LISI levels throughout the parenchyma, particularly in
the subventricular zone (SVZ) and the ependyma mono-
layer, which segregates the SVZ from the ventricular
space (Figure 3). Notably, the SVZ is known to host
the neural progenitors/stem cells [24].The validity of
our histological staining was further ensured by staining
of adjacent sections with an isotype control or by omis-
sion of the primary antibody, which were all, as
expected, negative. These findings suggested that LIS1
was upregulated in all cells, infected or not, in utero.
Our observation indicates that PAFAHIBI expression
is abnormally increased in the brains of congenitally
infected fetuses, thereby strongly supporting its associa-
tion with the pathogenesis of the sequelaec of the
infection.

LISI is co-expressed and interacts physically with
doublecortin (DCX), another microtubule-associated
protein [25]. Similarly to PAFAHIBI, the gene DCX
has been described as a causative gene for certain forms
of lissencephalies (23%) [26]. In our initial screening,
DCX mRNA levels tended to be increased in HCMV-
infected versus uninfected NSCs (supplementary mate-
rial, Table S1). Therefore, we investigated DCX levels,
both in HCMV-infected NSCs and in the histological
sections from infected cases or controls. We observed
increased levels of DCX in HCM V-infected NSCs com-
pared with the uninfected controls (supplementary mate-
rial, Figure S4). It is noteworthy that DCX staining was
punctate and mostly perinuclear, recalling that of LIS1.
Not all infected NSCs, however, were positive for
DCX. Immunohistochemical analysis was only possible
for cases 3955 and 4752 because of the lack of available

© 2021 The Pathological Society of Great Britain and Ireland.
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histological material for the other samples. We found
strongly increased immunostaining for DCX throughout
the brains of congenitally infected cases, whereas DCX
expression was hardly detectable in control sections at
this gestational age (Figure 4). These results suggest
widespread overexpression of LIS1 and DCX in the
parenchyma. It is noteworthy that no DCX expression
was detectable for MRC-5 cells, whether infected or
not, by mRNA (supplementary material, Table S2) or
immunofluorescence analyses (not shown).

Discussion

In this study, we report that congenital HCMV infection
is associated with strongly increased expression of
PAFAHIBI/LIS1, both in human NSCs (Figure 1) and
in congenitally infected fetal brains, as early as the
23rd week of gestation (Figure 3) [27].

We observed dramatically increased LIS1 levels in
HCMV-infected NSCs. We previously reported that
infection by HCMV triggered the activity of the nuclear
receptor PPARy in NSCs [11]. In contrast to that study,
we did not detect any paracrine effect leading to
increased LIS1 levels in the neighbouring uninfected
NSCs. The pattern of LIS1 immunostaining in HCMV-
infected NSCs is suggestive of an association with the
cytoskeleton (Figure 1C,D). This finding is in agreement
with previous studies showing a physical association of
LIS1 with microtubules [28,29]. Moreover, we found
that LIS1 concentrated as puncta, with a size reaching
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up to 1.5 pm in diameter (Figure 1C), consistent with
previous observations in COS-7 cells overexpressing
LIS1 [28]. Perinuclear LIS1 immunolabelling observed
in infected NSCs also agrees with previous work show-
ing an association of LIS with the Golgi complex [30].

The molecular role of LIS1 has been extensively stud-
ied [19,20]. LIS1 is an adaptor for the microtubule motor
dynein, which it maintains connected to microtubules,
presumably acting as a ‘propeller wheel’ [27]. LIS1 is
critical for cytoskeleton dynamics, nucleokinesis, and
neural cell mobility [21]. Moreover, LIS1 is a down-
stream effector of reelin, a pivotal regulator of neuronal
migration [31], and of platelet-activating factor (PAF),
a lipid mediator regulating neuronal migration and neur-
ite outgrowth [32,33]. LIS1 has been shown to reduce
the rate of transition from growth to shortening of micro-
tubules [29], a dynamic process that could not be
detected in our immunofluorescence assay. Together,
these studies point to LIS1 as a key effector of neural cell
motility. We observed defective migration of HCMV-
infected NSCs in a two-dimension assay, a model that
does not take into account the possible contribution of
glial cells in neural progenitor migration during neurode-
velopment [34,35]. With our study, it is important to
stress that current evidence does not allow us to establish
any formal link between overexpressed LIS1 and altered
migration of HCMV-infected NSCs. Using a lentiviral
transduction strategy, we failed to generate viable NSCs
ectopically expressing LIS1 at a level sufficient to cause
a change in migration abilities. On the other hand, treat-
ment with siRNA targeting LIS 1 led to the specific death
of infected NSCs. Therefore, it is not possible to for-
mally conclude that LIS1 plays a role per se in defective
migration of infected NSCs. Depending on the cell con-
text, HCMV infection has been shown to exert opposite
outcomes on cell migration. For instance, HCMV pro-
motes the motility of monocytes through STATI activa-
tion [36] and also enhances the migration of arterial
smooth muscle cells through expression of the viral che-
mokine receptor US28 [37]. Conversely, HCMV
impairs the migration of epithelial (cytotrophoblasts)
[16] or endothelial [38] placenta cells through PPARYy
activation or downregulation of angiogenesis genes,
respectively.

We also observed strong immunostaining for LIS
and DCX in histological sections of cases infected by
HCMV compared with sections from control cases,
which showed no or weak immunostaining (Figures 3
and 4). Key events in neuronal migration occur between
the fifth and 22nd gestational weeks of human develop-
ment [27]. The gestational age (23 weeks) of the four
cases reported herein is consistent with the occurrence
of pathogenic events occurring within this period of
development. To our knowledge, histological analysis
of LIS1 expression during development is not documen-
ted. In contrast, it has been shown that DCX expression
is detectable only within the first 20 gestational weeks in
the human fetal cerebrum [39]. This finding is consistent
with our results, with the absence of DCX immunostain-
ing in the brains of the control cases, also aged
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23 gestational weeks. We have previously shown the
immunohistochemical presence of the HCMV antigen
IE in the same cases as the present study [11]. IE* cells
are localised in a few discrete foci scattered throughout
the brain parenchyma or in vessels. This pattern clearly
does not overlap with that of LISl or DCX in the
infected samples. It is, however, still possible that a
non-cell autonomous effect, not detected in cultured
NSCs, underlies increased LIS1 levels in the infected
fetal brain. We had reported PPARy activation in
HCMV-infected fetal brains [11]. In that study, PPARy
and IE immunostainings did not overlap in histological
samples. Yet we showed that infected NSCs were able
to trigger PPARYy overexpression in uninfected neigh-
bouring cells by releasing specific activating lipids. It
is therefore likely that LIS1 overexpression might also
be triggered by soluble mediators of unknown origin in
the infected fetal brain. Such a bystander effect could
possibly be of glial origin since it was not detected in
NSC cultures. Because PAFAHIBI and DCX mutations
are both causative in hereditary disorders of gyration
including lissencephaly, we propose herein that their
dysregulated expression at least contributes to gyration
abnormalities in severe congenital HCMV infection.
Mutational events leading to either haploinsufficiency
or overexpression of PAFAHIBI are primary causes in
a spectrum of neurodevelopmental disorders. Most
documented are the cases when haploinsufficiency of
PAFAHIBI causes classic lissencephaly (OMIM
#607432) [40]. However, classic lissencephaly includes
subcortical band heterotopia, which consists of circum-
ferential bands of heterotopic neurons underneath the
cortex. To our knowledge, this feature has never been
reported upon HCMYV congenital infection. Conversely,
PAFAHIBI microduplications are associated with brain
malformations, such as microcephaly or ventriculome-
galy, and cognitive impairment [40,41]. PAFAHIBI
duplications likely result in increased expression
because gene dosage is consistent with copy number
in autosomes [42,43]. Accordingly, increased expres-
sion of PAFAHIBI mRNA in lymphocytes from a
patient with duplicated PAFAH1B] has been reported
[41]. A transgenic mouse conditionally overexpres-
sing LIS1 in the developing brain showed a decrease
in brain size and a distorted cellular organisation in
the ventricular zone [41]. Altogether, these findings
underscore that LIS1 dosage must be finely tuned for
proper brain development. A recent study revealed
that mutations within PAFAHIBI or DCX accounted
for the majority of lissencephaly cases [26]. There-
fore, it is very likely that the unbalanced expression
of PAFAH1B1 and DCX in the HCM V-infected devel-
oping brain underlies brain dysgenesis. Abnormal
neural cell migration was reported to be associated
with cognitive impairment independently of the infec-
tious context [6]. Thus, similar pathogenic events
could possibly underlie mental retardation in mild
cases of congenital HCMV infection.

It is likely that the timing and extent of infection, the
nature of its molecular targets other than PAFAHIBI,
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and the host immune response also modulate the nature
and severity of sequelae.

Given the heterogeneity of the phenotypes due to
duplications of PAFAH1BI, more work is needed to for-
mally correlate LIS levels in the developing brain with
the severity of the outcomes of HCMYV infection. Indeed,
LIS1 expression levels in the four cases presented here
were not increased to the same extent, with no apparent
relation with the severity of sequelae. An association
study between PAFAHIBI variants and the severity of
the outcomes of the infection in mildly or severely
affected cases could allow the identification of possible
severity markers. Indeed, HCMV alters gene expression
by subverting the activity of a variety of host transcrip-
tion factors [15,44]. We have carried out in silico analysis
of conserved transcription factor binding sites (TFBSs)
within PAFAHIBI. We identified that conserved puta-
tive responsive elements to PPARy, AP1, and CREB
were located within the 5 proximal promoter region of
PAFAHIBI, or in its first intron (sequence details avail-
able upon request). Also, a frequent polymorphism
within the 3’ untranslated region of PAFAH1BI has been
identified [45]. Since PPARYy, AP1, and CREB are trig-
gered by HCMV infection [11,15,44], any hypothetical
variation within these segments could possibly modify
the response of PAFAHIBI to HCMV infection.

In conclusion, our findings reveal that PAFAHIBI is a
critical target of congenital HCMYV infection and a plau-
sible contributor to the pathogenesis of brain sequelae.
They also shine a new light on the pathophysiological
bases of congenital HCMV infection by suggesting as
well that defective neural cell migration may contribute
to the neurodevelopmental sequelae of infection.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL ONLINE

Supplementary figure legends

Figure S1. Immunofluorescence analysis of HCM V-infected (HCMV) or uninfected (NI) NSCs with antibodies to IE (green) or alpha-tubulin (red)
Figure S2. Immunofluorescence analysis of HCM V-infected (HCMV) or uninfected (NI) MRC-5 cells, using antibodies to IE (green) or LIS1 (red)
Figure S3. Ki-67 analysis of NSCs

Figure S4. Immunofluorescence analyses of HCMV-infected (HCMV) or uninfected (NI) NSCs or HIPEC cells, treated with either LISI-siRNA
(siLIS1) or non-targeting siRNA (siNT)

Figure S5. Immunofluorescence analysis of HCMV-infected (HCMV) or uninfected (NT) NSCs. using antibodies to IE (green) or DCX (red)
Table $1. RT” profiler analysis of neuronogenesis-related genes in HCM V-infected NSCs
Table S2. RT? profiler analysis of neuronogenesis-related genes in HCM V-infected MRC-5 cells

Movies S1-S4. 3D reconstructions of immunofluorescence analyses of HCMV-infected NSCs
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6. Annexe 6 : Fresque / Ma these sur un mur

En 2019, j’ai participé au projet de communication scientifique et artistique « Ma these sur
un mur » soutenu par Campus France. Au cours de ce travail, j’ai exposé ma thématique de
recherche a mon bindme le street artiste bresilien Heitor Corréa qui en a réalisé une illustration
imagée. Nous avons regu le premier prix, et Heitor a donc peint son ceuvre sous forme de fresque
de 10 métres de haut sur un mur de 1’Université Toulouse-1l-Jean-Jaures. Au-dela de la
sensibilité artistique propre a chacun, c’est un bel exemple de coopération interdisciplinaire a

visée de partager des thématiques scientifiques au plus pres du grand public.
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