Activité antivirale de protéines lactosériques modiées
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Résumé— L'estérification est une modification simple,upehere et dépourvue de produits secondaires ndgifs
fonction de son intensité, elle produit des prasipeptides chargés positivement de caractére gimipijue, capables
d’interagir avec des substances polyanioniquessNwions déja mis en évidence les interactionealds protéines du
lactosérum bovin (béta-lactoglobuline, alpha-ldmiaiine) estérifiées et transformées en polycatain@) les molécules
polyanioniques d’ADN ou (ii) des particules viralds virus attaquant des Lactocoques utilisés dasmgdchnologies
laitieres. Nous avons récemment montré que destphetéines du lactosérum estérifiées inhibaiengpéication virale de
virus tels Herpes simplex, le cytomégalovirus,itesde la poliomyélite, le virus Coxsackie. Nowgipons donc proposer
un nouveau produit renforcant les stérilisations derfaces dans les industries agro-alimentairdsog¢chnologiques
menaceées par les infections virales. Un tel proploitrrait étre incorporé dans les détergents ésilfgour le traitement des
surfaces industrielles, hospitalieres, domestigaiezitanées. Ceci pourrait servir comme I'un déméhts de défense de
nos capacités de production agricole et de nos nsolyemains contre des actes d'infections préméd{ggro-terrorisme
et bio-terrorisme) et contre des infections acdieléss.

Abstract — Esterification is a simple and cheap reaction euitiproduction of harmful secondary products. Delremn
on its extent, it produces proteins/peptides pediti charged with a polycationic character, ableirteract with
polyanionic substances. Interactions between @&stérimilk whey proteins (beta-lactoglobulin, alpkatalbumin)
transformed in polycations and (i) polyanionic nwilles of DNA or (2) virus directed against Lactoges used in dairy
industry have been demonstrated previously. Recentt have shown that such modified whey protees iohibit the
replication of several virus such as Herpes simplexs, cytomegalovirus, poliovirus, or Coxsackieus. Hence, we can
propose a new product enhancing surface sterdisati food and bio-technologic industries suscégtib viral infections.
Such a product should be incorporated in detergeses in the surface treatment in industry, holpitsousehold and
cutaneous. It should be used as one of the eleroémisfence of agro-production and human meanssgdeliberate
infections (agro-terrorism, bio-terrorism) and axghiaccidental infections.

1. Introduction électrostatique nette d’'une protéine antiviraleejamn rble

La protection des hommes et des animaux contre dé&§ucial dans une telle inactivation [3]. Les suinéibns
infections virales représente un enjeu importantrpa  chimiques des chaines latérales des acides amiteisels
santé publique et pour la protection de nos resssur modifient les charges des protéines laitieres, wepgut
alimentaires et humaines contre les effets néfagtess augmenter leurs propriétés antivirales [4]. Lardistion
épidémies accidentelles ou déclenchées d'une fagdl® domaines charges positivement et négativemeonde
préméditée (agro-terrorisme et bio-terrorisme). eyens de la molécule de lactoferrine semble étre un €acte
de protection actuels sont d’une efficacité limigted’'un ~ important pour son activité anti-virus d'immunodéince
co(t important. humain et anti-cytomégalovirus humain [5].

Les propriétés biologiques des composants du éaen Les protéines_ du lait sont dotées de charges pesiti
limitent pas a leur role nutritionnel [1]. L'inawtition apres leur estérification par du méthanol ou dthdgol.
d’arbovirus, de rhinovirus et des virus influenzar gles ~ Cela les rend capables d'interagir avec des madémuies
protéines du lait humain ou de vache a été dénmifigié chargées négativement tels les acides nucléiquelesou
Les charges électrostatiques et en particulier Harge Protéines [6]. Par conséquent, ces protéines Basifi



interagissent avec les ADN ou ARN viraux.
L’estérification non seulement augmente la chamgtpe
nette de la protéine mais aussi son hydrophobigreffant
des groupes méthyle et éthyle hydrophobes surréegpgs
carboxyles des acides aspartiques et glutamiquetie C
hydrophobie accrue peut également augmenter
interactions hydrophobes avec les sites de
hydrophobes formés par les protéines de la capside.
Dans cette étude, les protéines du lactosérumfesér

cellules Vero/puits dans des micro plaques de 96 pu
pendant 48 h a 37°C en présence de 5% de Bfres
élimination du milieu, les puits étaient rincés pap pL de
MEM, 0% FCS, 1% PCS. 100 pL de chaque protéine
estérifiée (6,25-100 pg/mL) étaient ajoutés auxspsauf

lgour les contrdles viraux et cellulaires. 100 pL de
liaisosuspension de virus étaient ajoutés (MOI de 0,01,ed

1,0) sauf pour les contrdles cellulaires et pratésy Les
contr6les cellulaires recevaient un volume équivale

présentant des propriétés cationiques et amphgphildMEM, 8% FCS, 1% PCS (200 plL) sans autre addition.

modifiées, ont été testées comme agents
potentiellement capables d'interférer sur le cyde
multiplication d’enterovirus (poliovirus de type Yjrus
Coxsackie B6) connus pour étre résistants aux psose
d’inactivation/désinfection. Leur activité a égakamh été
testée contre le virus herpes et comparée a cdies
I'acyclovir et d’un polycation (la L-polylysine).

2. Matériels et méthodes
2.1 Matériels

La béta-lactoglobuline (BLG, Armor Protéines, Saint
Brice-en-Coglés, France) a été purifiée selon lthaue de
Mailliart et Ribadeau Dumas [7]. L'alpha-lactalburai
(ALA, Armor Protéines) a été purifiée par chromatgghie

d’échange d’anions sur une colonne de DEAE-Sepharo?_.

Fast Flow. Les cellules Vero ATCC CCL81 (Africaregn
monkey kidney cells) étaient cultivées sur milieagke’s

minimum essential medium (MEM, Eurobio, Courtaboeufd.g cytotoxicité des substances testées était ccen

France) contenant 8% de sérum de foetus de veau, (F
Eurobio) et 1% de PCS (pénicilline 10000 U, colimgc
25000 U, streptomycine 10 mg). Les stocks de pilisv
type 1, souche Sabin et de virus Coxsackie B6 maieat

du Laboratoire de Référence des Enterovirus, Centre

Hospitalo-Universitaire (Lyon, France). Le virusrpes
simplex (HSV)-1, souche 17 provenait du Laborataiee
Virologie de Nantes (France).

2.2 Estérification

L'estérification des protéines du lactosérum a éténtivirales et

réalisée selon des conditions précédemment déf8ites

2.3 Activité anti-HSV-1, anti-Coxsackie et
anti-poliovirus  des  protéines laitieres
estérifiées

Des fractions aliquotes de concentrations variées
protéines du lactosérum estérifiées, diluées dansitieu
MEM contenant 8% de FCS ont été ajoutées a desigdaq
de 96 puits contenant 50 pL de cellules Vero epesusion
(10 cellules/mL). Pour tester I'activité anti-HSV-10 fiL
de suspension de virus ont été ajoutés aux celiulese
dose équivalente a 50 et 100% d’effet cytopath{§@RE),
équivalent a une multiplicité d’infection (MOI) derdre

e

actiffoutes les micro plaques étaient incubées a 37°C en

présence de 5% de GPendant 1, 2 ou 3 jours.

, .

était suivie en évaluant la viabilité des cellulgar la
méthode du rouge neutre [9]. La DO était directemen
proportionnelle a la quantité de cellules vivantés.
pourcentage d’activité antivirale était calculélaenaniere
suivante :

Activité antivirale (%) = [(ODs — ODv) / (ODc — ODjw 100
ou ODs est la densité optique des cellules infecpée le
virus et protégées par les protéines estérifie&sy st la
densité optique des cellules infectées par le yviBc est
la densité optique des cellules contrbles (nonctéfes par
le virus mais traitées par les protéines estésjiée

Pour tester la toxicité, 50 pL de MEM contenant @86
CS ont été ajoutés aux puits ne contenant paguke en
présence de différentes concentrations de protées
contrOles cellulaires et viraux étaient réaliséparalléle.

comparant la viabilité des cellules croissant eésence
des protéines estérifiées a celle des cellulesr@est (en
leur absence), de la maniéere suivante :

Cytotoxicité (%) = [(ODc — ODs) / (ODc)] x 100
Le sel de sodium de l'acyclovir (ACV) était utilisé
comme référence.

2.4 Influence du taux d’estérification de

BLG

L'influence du taux d’estérification sur les actés
d’'anti-réplication a été mesurée par
l'utilisation de BLG méthylée a 100% (100% Met-BLEY)
de BLG éthylée a 70% (70% Et-BLG) en comparaison
avec la protéine native. Chaque protéine testéeéa é
ajoutée a différentes concentrations (6,25-100 Lpmix
cellules Vero infectées par le virus Coxsackie (DIMet

la

incubées 24 h a 37°C en présence de 5% de C€3
cellules viables étaient révélées et 'ARN viraiétmesuré
dans le surnageant.
2.5 Influence du temps d’addition de la BLG
estérifiee

La BLG estérifiée était ajoutée aux cellules Vero
infectées a différents temps (0, 30, 60, 90 etrhR0) aprés

de 0,1 a 1,0 MOl/cellule, en présence de difféentelinfection des cellules Vero par 0,1 ou 1 MOI dius

concentrations de protéines du lactosérum essifié
L'activité antivirale de I'ALA et de la BLG a égatent été
testée contre le poliovirus et le virus Coxsacki®©1-1,00

Coxsackie B6. L'activité antivirale était détermengpres 2
jours (pour 0,1 MOI) ou 1 jour (pour 1 MOI) en mesut
le nombre de cellules viables, comme décrit

MOl/cellule). Des mono couches cellulaires (50 OocPrécédemment. L'ARN viral était déterminé dans le

cellules/puits) étaient préparées en incubant en\80 000

surnageant.



2.6 Croissance virale La plus grande activité antivirale observée aveto60
.. . . . Met-ALA, en dépit de son plus faible taux d'estiéation
Apreés infection :’sl 1 MOI de_cgllules Vero flxees_, enpar rapport a4 100% Met-BLG, peut étre due a des
absence et en présence de d|ﬁerente_s concer_wtfaﬂ|_en différences dans leurs propriétés moléculaires alcéigités
Met'BIjG (25, 50 et 100 pg/ mL),, la croissance V|rata_|t antivirales des protéines du lactosérum estérifigast
mesuree par PCR en temps _reel. I?es fractions atiguo principalement dues a 'augmentation de chargegiypes
e:[_a lent r?‘“re?s doe chaqu’e puits apres 0, 6, 1236 N sqyjtant de restérification. Ces charges positigeuvent
diincubation a 37°C en présence de 5% de.CO induire des propriétés de liaison a 'ADN [10] migetit
3. Résultats et discussion les interactions ADN viral-protéine ou les inteiaes
) Lo protéine virale—protéine cellulaire, affectant ains

3.1 Taux d'esterification l'infection virale ou la réplication. Aucune desofgines

La BLG et 'ALA (5%, p/p) ont été estérifiées par natives ne présentait d'activité¢ anti-HSV-1, camfint le
I'éthanol et le méthanol (>99,5%) avec un rappastaine  role joué par l'estérification et par la, de I'augmation
acide/groupe carboxyle de 60, a 4°C, pendarfésultante des charges positives dans l'activitévieale
respectivement 10 et 6 h. Le taux d'estérificatin la des protéines lactosériques modifiées. Dans le thente
BLG par le méthanol (100%) était significativemgniis ~ concentration utilisé (0-125 pg/mL), aucune todcit
élevé que celui obtenu avec I'éthanol (73%). Cecfellulaire n'était observée.
démontre la plus grande réactivité du méthanolea h

pas 60%. fortement basiques, et de 'ACV envers des cellMes

3.2 Activité antivirale envers HSV-1 infectées par une souche d’HSV-1 sensible a 'AC¥s
deux substances montrent une activité similairereoles
Les résultats présentés Fig. 1 montrent I'actiatdi-  deux concentrations de virus utilisées (50 et 1@Pk)
herpétique de 60% Met-ALA (Fig. 1A) et de son
hydrolysat pepsique obtenu aprés 10 h d’hydrolysg. (
1B) envers une souche d’'HSV-1 sensible a 'ACV ulée
a des cellules Vero (50 et 100% CPE). Pour les deux
échantillons l'activité est plus importante quanes |
quantités de virus utilisées sont plus faibles (S0%E).

Les résultats présentés Fig. 2 montrent l'activité
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Une inhibition de 50% (&) était obtenue avec environ 20 i’ g
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Figure 1 : Activité antivirale de 60% Met-ALA (A} e : . - o .
son ycrosatpepsiue () 100% UetBLE (C) esde | of 04F &3 ASE i e () Loubsigens,
hydrolysat pepsique (D) contre HSV-1@ 100% CPE, ensible a 'ACV [®) 100% CPE, V) 50% CPE]
(V) 50% CPE] inoculé & des cellules Vero, aprés 72 fhocise a des cellules Vero, aprés 72 h diincobad
d’incubation a 37°C.H): cytotoxicité. 37°C. @): cytotoxicité.



avec une g, de 0,8 pg/mL. La forte activité antivirale desvirale peut intervenir via une modification deseistctions

L-polylysines envers les fortes concentrations d®isv
(100% CPE) est due a leur basicité extrémemengélev
c'est a dire a la teneur élevée en charges posithises en
jeu dans les interactions avec I'ADN ou les praséin
virales. Un mécanisme semblable peut étre misedgas
I'activité antivirale des protéines lactosériquetésdfiées.
Plus la charge de la protéine est élevée, plusastmité
antivirale sera élevée.

N

L'entrée de HSV-1 dans la cellule héte intervient
travers la fusion de I'enveloppe virale avec la roene
plasmatique, ce qui met en jeu de nombreuses atina
entre plusieurs protéines virales et cellulaires pkésence
de protéines estérifiées au site d'interactionst gea
inhiber, limitant ainsi I'entrée du virus.

protéine—protéine ou ADN-protéine. Les interactions
protéine—protéine sont impliquées dans le fonctoment

de I'ADN polymérase a travers des interactions
hydrophobes cruciales pour la réplication viralg][1.eur
rupture peut diminuer ou stopper la réplication.s Le
charges positives condensées ou les groupes esters
hydrophobes répartis sur les molécules de protéines
estérifiées les empéchent d’interagir avec un asiplrs
composants protéiques, en interrompant les liaisons

6'hydrogéne.

3.4 Activité antivirale des L-polylysines et
de I'ACV envers une souche HSV-1 résistante
alACcv

La Fig. 4 montre l'activité antivirale des L-polgipes

Les charges positives et les groupes hydrophobes de I'ACV envers des suspensions de cellules \éero

présents sur les protéines estérifiées peuvenem@gak
intervenir dans des interactions entre

des cellules Vero fixées, inoculées par HSV-1 ACV

les proginerésistant. Les L-polylysines sont plus efficaces HACV

estérifiées et des glycoprotéines mises en jeu dam®ur inhiber la souche d’HSV-1 ACV résistante. Lg4C

I'infection virale.
3.3 Effet anti-réplication

Aprés 3 jours de croissance de cellules Vero igfect
par deux concentrations d’'HSV-1 (50 et 100% CPE) e
absence et en présence de différentes concengatien
60% Met-ALA, la réplication virale a été mesurée Bd -

PCR. La Fig. 3 montre que le nombre de cycles dB PC

permettant la détection d’ADN viral amplifié augrten
avec I'augmentation de la concentration en 60% Mek:

24
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Concentration en 60% Met-ALA (ug/mL)

100

Figure 3 : Activité inhibitrice de 60% Met-ALA sua
réplication de HSV-1 @) 100% CPE, V) 50% CPE]
inoculé a des cellules Vero, aprés 72 h dinculatio
37°C, détectée par RT-PCR.

Ceci démontre que la quantité d’ADN viral a étéuits
puisque le nombre de cycles est inversement priopogl
a la quantité d’ADN de départ servant de patromshi
I'étendue de linhibition de la réplication est etitement
reliée a la concentration en 60% Met-ALA. L'effet
protecteur des protéines estérifiées envers lagdeeNMero
provient bien de leur action anti-réplication ersveiSV-1.
Cette action des protéines estérifiées enversplication

était de 0,9 pg/mL pour les L-polylysines pour teux
concentrations de virus utilisées, alors qu’elketéte
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Figure 4 : Activité antivirale de (A et C) L-polydines
(4-15 kDa) et de (B et D) acyclovir envers une $auc
HSV-1 résistante a 'ACV ®) 100% CPE, V) 50%
CPE] inoculée dans des cellules Vero en suspertsiat
B) ou fixées (C et D), aprés 72 h d’incubation aG7H):
cytotoxicité.

respectivement 3,3 et 15 pg/mL pour I'ACV, en fomict
de la concentration de virus utilisée. Comme atiere
faible effet inhibiteur de 'ACV est d( a la résiste de la
souche utilisée. Il a été établi que HSV produits de
mutations dans les génes codant la thymidine kinastes
mutations de 'ADN polymérase [12]. L'ACV, analogde
la guanine, requiert la thymidine kinase virale p@a



phosphorylation, alors que I'ACV triphosphate irhib résistante avec une 4€de 58 pg/mL pour 60% Met-ALA
I’ADN polymérase virale [13]. Par conséquent, umm#e en utilisant 50% CPE. Cette activité antivirale est
d'activité de cette thymidine kinase rend I'ACV atize  |égerement inférieure a celle observée pour la l®uc
envers '’ADN polymérase virale. La plus grandeczftité d'HSV-1 sensible a I'ACV (I de 20 pg/mL).
des L-polylysines par rapport a I'ACV est spéciadain L'efficacité de 60% Met-ALA envers les souches dH$
évidente quand on utlise une faible concentraten sensible et résistante a I'ACV indique que l'adévi
protéines lactosériques estérifiées (0-20 pg/mle.dlus, antivirale de I'ALA estérifiée fonctionne a travedes
l'activité antivirale maximale de I'ACV était clament voies qui different de celles utilisées par lesgties a base
plus basse que celle des L-polylysines quand disaitiles de guanine. Le méme phénomene a été observé adée 10
deux formes de lignées cellulaires. L'activité aintile de ~ Met-BLG et 73% Et-BLG, et leurs hydrolysats pepsisju
'ACV n’était jamais supérieure a 65%, alors quéecdes (Fig. 5 C, D et 5 E, F). Les kgétaient respectivement de 8
L-polylysines était de I'ordre de 90%. et 75 pg/mL pour 100% Met-BLG et son hydrolysat

3.5 Activité antivirale des protéines du PePsidue. et de 62 pg/mL pour 73% EL-BLG, en atits

p Py 0 5 9 . :
lactosérum estérifiées envers une souche 0 CPE. comme observe avec 60% MeL-ALA, HC
n'était pas mesurable avec I'hydrolysat pepsiquer 8%

d’HSV-1 résistante a I'ACV
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La différence observée dans les activités antegrales
deux formes estérifiées de la BLG est apparemmeaitad
leur taux d’estérification différent et par consény a la
qguantité de charges positives présentes sur leécoleb
modifiées. L'activité antivirale des protéines tzs#riques
estérifiées envers la souche d’'HSV-1 résistant&@M est
inférieure a celle observée avec les L-polylysiaesause
de la grande différence de densité de chargesymssit

L'utilisation de protéines extrinseques modifiéesup
contrecarrer l'action des virus peut s'avérer ufilésque
les virus ont adopté des stratégies pour échappeeféets
inhibiteurs des protéines naturelles antiviralese(iféron),
en plus des mutants résistant a I'ACV.

3.6 Influence de Ila concentration en
protéines lactosériques estérifiées sur la survie
des cellules Vero aprés infection par le
poliovirus de type 1 ou le virus Coxsackie B6

La Fig. 6A montre l'activité antivirale de 100% Met

Figure 5: Activité antivirale de (A) 60% Met-ALAte BLG et de 68% Met-ALA envers les cellules Vero

(B) de son hydrolysat pepsique, (C) 100% Met-BL@t

infectées par 1 MOI de poliovirus de type 1, apt8sh

son hydrolysat pepsique, (E) 73% Et-BLG et (F) sofyincubation. L'IC;, moyenne est de 20 pg/mL. Aucun
hydrolysat pepsique contre une souche dHSV-1®%8  gjgne de cytotoxicité n'était observé. Les formemn n
a 'ACV [(@) 100% CPE, ¥) 50% CPE] inoculée a des yqgifiges d’ALA et de BLG ne présentaient aucune
cellules _f|>,<ees, apres 72 h dincubation a 37°®):( ,qivitg antivirale. La Fig. 6B montre I'activitétvirale de
cytotoxicite. 100% Met-BLG envers les cellules Vero infectées par
0,01, 0,1 et 1 MOI de virus Coxsackie, apres
Les résultats présentés Fig. 5 montrent que 60% Metespectivement 3, 2 et 1 jour(s) d’'incubation. Denaque
ALA (Fig. 5A) et son hydrolysat pepsique (Fig. 58)nt  cas, l'activité antivirale de la Met-BLG dépenddi sa
tous les deux actifs envers une souche d’HSV-1 AC\toncentration.



non montrés). Les différences maximales de quantité

d’ARN génomique en absence et en présence de Mét-BL
100{ A étaient observées durant une période de 24-36 h,
correspondant a la période de plus forte activitéle: La
présence de Met-BLG et son contact avec le virbibait

80

§ 60 la multiplication virale.
5w 3.7 Effet du temps d'addition de la BLG
estérifiee

20

La Met-BLG était ajoutée a une concentration dee20

T 40 pg/mL a des cellules Vero infectées par le polis de
Concentation en protéines du lactosérum estérifiée(ugim) type 1 (0,5 et 1 MOI) et a une concentration de5tbet

100 pg/mL a des cellules Vero infectées par le sviru

Coxsackie B6 (0,1 et 1 MOI) a différents temps 201

w01e min) aprés l'infection. Les plaques 96 puits éthialors

" incubées pendant 16 h dans le cas du polioviruymel,

et pendant 24 et 48 h dans le cas du virus Coxsdd&i

(pour respectivement 1 et 0,1 MOI).

0

60

40

En ce qui concerne l'infection par le virus Coxsack
2 (Fig. 7), l'activité antivirale maximale de la MBL-G était
observée lors d'une addition simultanée du virusleeta
: - - - - — Met-BLG, des le début de linfection des cellulesrd.
Concentration en 100% Met-BLG (ug/m) Retarder l'addition de la Met-BLG conduisait a une
Figure 6 : Influence de la concentration en pr&gidu  diminution de son activité antivirale.
lactosérum estérifiées sur leur activité antivira(@):
activité de 68% Met-ALA @) et 100% Met-BLG W)
contre le poliovirus de type 1 (1.0 MOI) inoculéndades

Activité antivirale (%)

0

cellules Vero, apres 48 h d'incubation & 37°C. @ivité 100 { 51 MO!
de 100% Met-BLG contre le virus Coxsackie B6 aprés
incubation a 37°C en présence de 5%, @@ndant 24 h 801
(M: 1.0 MOI), 48 h @: 0.1 MOI; ¥: 1.0 MOI), et 72 h ol
(A:0.01 MQI). T
40 AN

L'augmentation de la charge virale jusqu'a 1 MOI * N\
accelérait l'infection. L'activité antivirale maxae envers 20 \\
le virus Coxsackie B6 était induite par environ |8§mL Tt e
de Met-BLG aprés 24 h d’incubation. Cette actiwist g 01 ° ° hd he
supérieure a celle observée en présence de 0,01eMDI §1oof
aprés respectivement 48 h et 72 h d’incubation. g — T
Parallélement, I'lG, de Met-BLG changeait en fonction de g8 \\
la MOI appliquée et du temps d’incubation, atteign20 < N
pg/mL en présence de 1 MOI et 40 pg/mL en présdace %01 N
0,01 MOI apres respectivement 24 h et 72 h d’'intaba w0le . kk\\\_
L'activité antivirale maximale décroissait de fagon * .
significative quand on prolongeait I'incubation qu&a 48 201 *
h. Cette chute d'activité inhibitrice envers le ugr 1.0 MOI
Coxsackie en fonction du temps peut étre due a la o2~
consommation de Met-BLG par les protéases extiatret 0 20 40 &0 8 100 120
cellulaires (si Met-BLG pénétre les cellules Verhpn Temps draddition de100% Met-BLG (min)
diminution de la quantité de molécules actives det-M
BLG permettrait alors au virus d'échapper a leuiioac Figure 7 : Influence du temps d'addition de 100%t-Me
antivirale et de pénétrer dans les cellules Verm af BLG [25 (@), S0 () et 100 @) pg/mL] sur son activité
d’achever ses activités de réplication et cytolytis; antivirale envers les cellules Vero infectées pawirus

Coxsackie B6 aprés 48 h (0.1 MOI) et 24 h (1.0 MOI)
La présence de concentrations croissantes de BL&incubation a 37°C en présence de 5%,CO
estérifiée diminuait considérablement la quantit@RiN La comparaison de l'activité antivirale de la Met@®

génomique sans ['éliminer totalement. Cet effetitéta ghenue avec différentes concentrations en  protéine
maximum en présence de 50 ug/mL de Met-BLG (réfsulta o gi4rifice (25, 50 et 100 ug/mL) montre que la



concentration la plus élevée était la plus efficanéme
apres une addition retardée. La plus forte actauitiévirale
de la Met-BLG utilisée a la plus forte concentratid00

La quantité relative d’ARN viral répliqué apres b6
d’incubation dans des cellules Vero infectées par |
poliovirus de type 1 en présence de Met-BLG ajoutée

pg/mL) envers la plus grande MOI testée (1,0) it'étadifférents temps aprés linfection diminuait de néae

observée que pendant 30 min. Cela indique queivitict
antivirale dépend a la fois de la quantité relatieeMet-
BLG et du titre infectieux au moment de l'interacti La

significative quand la protéine estérifiée étadudge dans
les 30 min aprés linfection (Fig. 9). L'additiore dMet-
BLG 1 a 2 h apres [linfection ne réduisait pas

chute d'activité antivirale observée pour de fasble significativement la quantité relative d’ARN. Bigue ce

concentrations de Met-BLG ajoutée tard apres leiddb
I'infection est probablement due a son hydrolyseacson
impossibilité de traverser la membrane cellulaire
d'interagir avec I'ARN viral a I'intérieur des cales Vero.
En ce qui concerne les cellules Vero infectéeslpar
poliovirus de type 1, l'activité antivirale maxineade la
Met-BLG était observée quand la protéine était &eu
avec le virus (Fig. 8). Retarder l'addition de MG
diminuait son activité antivirale sans pour autdat
supprimer. Ceci pouvait étre compensé par I'additimne
plus grande concentration de Met-BLG (40 pg/mL)nhéé
apres une addition retardée de 2 h aprés l'infectioMet-
BLG présentait encore 63% de son activité antigir@eci
peut indiquer que les mécanismes d'action de laBl&
ne sont pas seulement limités a [linhibition de
pénétration virale mais peuvent aussi étre misemjrant
la multiplication virale. L’ARN viral, une fois pé&tré dans
la cellule héte peut échapper a l'inhibition paMet-BLG
et se propager. Ceci était particulierement évidenaind la
concentration de Met-BLG était suffisamment éleyée
pg/mL) et la MOI moyenne (0,5) quand les cellulzsedt
infectées aprés 16 h (2 cycles de réplicationgstl donc

recommandé d’ajouter fréquemment de la Met-BLG au

systeme cellulaire infecté.

40 pg/ml

N

20 pg/ml
80

80

60 60

16h

40 40
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Figure 8 : Influence du temps d’addition de 100%t-Me
BLG (20 ou 40 pg/mL) sur son activité antiviralevers le
poliovirus de type 1 [0.5@®) ou 1.0 @) MOI]. Les
mesures étaient réalisées aprés 16 h d’incubatBgdi@ en
présence de 5% GO

résultat n'expligue pas la réduction significativde
l'activité antivirale observée apres de tels inddles de
etemps, on peut supposer que la quantité relatiddRiN’
viral observée peut correspondre a la quantitéletota
d’ARN mais pas nécessairement a la quantité d’AiRN]
actif et fonctionnel. Alors, la grande proportiolARN
détectée peut étre inactive a cause de son intamaamec
la Met-BLG, apres la réplication. Certains virusupent
avoir échappé a l'interaction avec la Met-BLG durkn
multiplication a cause du délai dans I'addition ldeMet-
BLG mais il apparait qu'une grande partie des mo&s
virales nouvellement synthétisées soit inactivaelpiet-
BLG.
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Figure 9: Quantité relative d’ARN répliqué dans le
poliovirus de type 1 (0.5 MOI) en présence de 1008t
BLG (40 pg/mL) ajouté a différents temps apréddation
de cellules Vero. Les mesures étaient réaliséessals h
d’incubation a 37°C en présence de 5%, CO

4. Conclusions

L'étendue de l'inhibition du virus herpes, du pelius
et du virus Coxsackie est liée au degré de cattiois des
protéines du lactosérum estérifiées ainsi qu’aaidetdu
squelette peptidique des protéines. Les résultatenas
dans cette étude sont en accord avec ceux obtemastd
les études de [Iaction antivirale d'autres protgine
cationiques.

Dans cette étude préliminaire, le mécanisme d'aétiv
antivirale des protéines du lactosérum estériffmsg étre
dd aux facteurs suivants :



1- Liaison saturante a I'ARN viral par des
interactions de nature coulombienne, inhibant fdicétion
et la transcription du virus ;

2-  Interactions hydrophobes avec les protéinesade |
capside virale ;

3-  Perturbation des interactions ARN viral—protsine
conduisant a une inhibition de la traduction desténes
virales ;

4- Interférence avec les sites d’entrée virauxliséa
sur les membranes cellulaires.

Cependant, quelque soit I'effet qui prévaut, lestgines
du lactosérum estérifiées peuvent présenter dasages
par rapport aux autres protéines cationiques @scpar
d'autres auteurs: elles sont disponibles en gmnde
quantités et la simplicité de leur modification fasorise
comme agents antiviraux efficaces et bon marché qui
pourraient étre utilisés avec succes pour la déddioh de
surfaces solides et de liquides. Leur sensibilitéx a
protéases peut étre un grand avantage leur pennetta
d’étre rapidement recyclées dans I'environnemedit. [1
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