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Les norovirus et rotavirus sont les principaux responsables des gastro-

Toxi-infection par consommation o ntérites virales chez ’'Homme.

de coquillages contaminés

Glycanes similaires “an>-

aux HBGA humains i 5 W Chez 'Homme, ces virus interagissent avec les antigénes tissulaires de
groupe sanguin (HBGA), des glycanes présents sur I'épithélium intestinal
humain. Il a été démontré qu’une molécule similaire est exprimée par les
huitres creuses Crassostrea gigas et participe a la bio-accumulation de
virus par ces bivalves filtreurs.

Contamination de
I’environnement par le
biais des eaux usées

Bio-accumulation de

Objectifs
particules virales par

Crassostrea gigas e Caractériser la structure des glycanes exprimés par les huitres
* |dentifier les cellules qui les expriment

Contamination par norovirus et rotavirus des mollusques filtreurs * Etudier leur impact sur les interactions huitres — virus humains
Matériels et méthodes 4 D | ti lieu 'interacti ' huitre ? A
\ dNS quel tiISSU a lieu 1 Interaction virus — nuitre :
Huitre creuse Crassostrea gigas . o
Images de microscopie a fluorescence de coupes
- Manteau , , e i ,
W o = de tissus digestif d’huitre : noyaux marqués au
,% ;\%\? Tissu digestif DAPI (bleu) et VLP norovirus Gll.4 AF647 (violet)
A M= P . interaction entre VLP de norovirus Gll.4
St Branchies : LA -
et tissus d’huitre creuse est visible au
Fixation et réalisation Dissection des difféerents tissus niveau des cellules digestives

de coupes fines \_

.

. Dissoc

/
ationdes  purification | ( * Quelle est la structure des glycanes de I’huitre creuse ?

) : tissus pour isoler des N-glycanes
Immunohistologie les cellules §f‘!!.
Localisation des glycanes ' 0. &E: ¢ ?’ ’Q:E'
Interactions tissus — VLP ' - &E:i: i%‘f 2{ in: Qs!: | A
Spectrométrie o %:1 - }ﬁ !’E”E' 2 : ,5?.: \\g/ | ?; § (CHa)o
A Cytométrie en flux de masse o gf Y B / \%/ \&f? Q!iz g Y|
Immunomarquage Composition / Eggf il % E : 3 %g 3 gj = (CH.) A
des HBGA et structure des o Li l N AW AN _“i“d.‘nf L o
utilisation de VLP glycanes " e o - HBGA type A Lewis b methyle

Production de virus-like particles (VLP) ou particules S60*-VP8*
A Des analogues glycanniques partiellement méthylés des HBGA humains de type A et A Lewis P ont été

&équences virales (VP1 de norovirus Gl, Gll, VP8* de rotaviry k caractérisés dans les 3 tissus d’huitre /

Spectre de masse des N-glycannes perméthylés issus du manteau de
Crassostrea gigas libérés par la PNGase F, m/z 2500 a 4000

/ * Quelles sont les cellules qui expriment ces glycanes ? \
Cellules dissociées de tissus d’huitre analysées par cytometrie en flux : 30 - E——
_ - B Tissu digesti
] ] N (R o n 25 - B Branchies
e A 2 i Viabilite des cellules controlée par ‘0
. o] PP . > @ Manteau
S l'utilisation de calcéine-AM £ 20 -
] \ f 2 Les nombreux débris cellulaires sont £
1 50 I— SR , , y 7s)
- ] Lo écartés pour 'immunomarquage 215 -
1_|1 0 ' 10 et 1e2 183 o LT LT T @
Calcéine AM o 10 -
©
led o\o
| Contréle > -
5 < 0,3% .
c g ’ Une sous-population de cellules ]
> 2 °
=2 . digestives exprime une molécule A (#1) A (#21) B Lewis X LewisY  Htype 2
S 2 similaire a ’'HBGA de type A et lie des Anticorps anti-HBGA
C T . A . ,
< ! VLP de norovirus Gll.4 Les cellules d’huitres expriment une molécule reconnue par les
0
; anticorps anti-HBGA A humains, les autres HBGA ne sont pas
10T Tel Ted Ted 10 1 Te 1e2 el . i s
K VLP Norovirus Gll.4 reconnus par les anticorps utilisés. /

rotavirus seront étudiés. Lutil
sont bien en interaction avec
\_du modele entéroide humain

/Cette premiére caractérisation structurale des glycanes d’huitre confirme la présence de glycanes de type HBGA A et ALe®, et révele la présence de méthylations dont Ie\
role reste a explorer. Ces glycanes sont exprimés par les cellules et les tissus d’huitres capables d’interagir avec les norovirus Gll.4. D’autres génotypes de norovirus et

isation de glycanes de synthese et de VLP mutés sur le site de liaison aux HBGA permettrait de s’assurer que les HBGA méthylés de I’huitre
es particules virales. La nature des cellules et les genes codant pour ces HBGA pourront étre identifiée par tri et RNAseq. Enfin, l'utilisation
oourrait permettre de comprendre I'impact des glycanes sur l'infectiosité et la persistance des virus bioaccumulés. /
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