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Ce qu’il faut retenir

L’herpesvirus équin 1 (HVE-1) est I'un des deux agents responsables de la
rhinopneumonie équine. Ce virus peut provoquer des troubles
respiratoires, des avortements, une mort néonatale du jeune poulain et
des troubles nerveux appelés myéloencéphalopathie équine. Les vaccins
existant a l’heure actuelle permettent de réduire les problemes
respiratoires et donc la dissémination du virus. Cependant, ils ne
préviennent pas suffisamment les formes graves de la maladie. Par
ailleurs, aucune molécule antivirale ne possede d’autorisation de mise sur
le marché en santé équine en France.

Nous avons développé un systéeme permettant de tester a haut débit un
grand nombre de molécules contre 'HVE-1 en conditions de laboratoire.
Parmi les 3000 molécules testées, 23 ont été identifiées comme
potentiellement efficaces contre ce virus. Le ganciclovir et sa pro-drogue
le valganciclovir se sont montrés parmi les molécules les plus efficaces
contre 'HVE-1.

Ces résultats encourageants, couplés aux données de pharmacocinétique
déja existantes de ces molécules sur le modéle équin nous ont conduits a
envisager une étude expérimentale sur des poneys.
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Cheval infecté par 'HVE-1 présentant
des troubles respiratoires.

Cheval ne présentant plus de symptdomes.
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1 Contexte et objectifs

Les herpésvirus équins 1 (HVE-1) et 4 (HVE-4) sont les deux virus responsables de la rhinopneumonie équine. Ces
deux virus sont particuliérement virulents, comme en atteste I'épizootie de 2018 en France ou plus de 74 foyers
infectieux ont été déclarés au RESPE (Réseau d’épidémio-surveillance en pathologie équine) conduisant a
Pannulation de plus de 210 compétitions équestres. Les HVE-1 et HVE-4 sont responsables principalement de
maladies respiratoires, caractérisées par de la toux, de la fievre et de I’écoulement nasal. L’'HVE-1 peut induire deux
formes secondaires graves que sont la forme abortive et la forme nerveuse. L’avortement du feetus intervient
principalement au cours des quatre derniers mois de gestation mais la mort néo-natale du jeune poulain suite a
I'infection & HVE-1 est parfois observée. La forme nerveuse, également appelée myéloencéphalopathie équine,
provoque des symptdmes allant de simples troubles de la locomotion & une paralysie totale de 'animal conduisant
dans la majorité des cas a l'euthanasie. L’'HVE-4 est principalement responsable de troubles respiratoires. Les
avortements a HVE-4 interviennent de maniere sporadique et I'implication de ce virus dans les formes nerveuses
reste a démontrer, bien que fortement suspectée.

La rhinopneumonie est une des principales causes des pertes économiques pour la filiere équine dans tous les pays
du monde. L’avortement a HVE-1 demeure la premiéere cause infectieuse d’avortement méme si les « abortion
storms » décrits dans les années 1980 ont heureusement disparu en lien avec les moyens de lutte mis en place. Ces
moyens de lutte reposent principalement sur la prophylaxie avec la vaccination et la mise en place de mesures
sanitaires adaptées (https: revention/fiche-technique-confirmation-dune-maladie/). La vaccination
contre ces virus est indispensable car elle permet d’atténuer les problémes respiratoires et la dissémination du
virus. Cependant, les vaccins disponibles ne préviennent pas suffisamment les avortements et n’ont aucun effet
démontré contre la forme nerveuse.

A Theure actuelle, il n’existe aucun traitement spécifique pour soigner les chevaux infectés par ces virus car aucune
molécule ne possede d’autorisation de mise sur le marché en santé équine contre les herpésvirus en France et ce
malgré des besoins importants.

L’aciclovir est une molécule antivirale largement utilisée en santé humaine contre plusieurs herpésvirus. Des études
ont par ailleurs démontré que cette molécule avait un effet antiviral significatif en condition de laboratoire contre
I'HVE-1 (2) et des effets moindres contre 'HVE-4 (23). Il s’agit a I’heure actuelle de la seule molécule ayant fait
lobjet d’études expérimentales sur des chevaux infectés par 'HVE-1 (45). Cependant les résultats obtenus ne
permettent pas de conclure a une réelle efficacité de cette molécule in vivo.

Nous avons, au sein de notre équipe, développé un systéme permettant de tester in vitro un grand nombre de
molécules contre 'HVE-1 afin d’identifier de nouvelles molécules ou de repositionner des molécules déja existantes
présentant une efficacité contre les HVE-1.

2 Méthodes

Lors de cette étude nous avons utilisé des cellules dermiques équines (E. Derm), des cellules rénales de lapin
(RK13) et des cellules rénales d’embryons équins (EEK). Le criblage des molécules a été réalisé a 10 ug/ml ou 10 uM
avec la technologie xCELLigence® RTCA MP system (ACEA Biosciences). Cet appareil permet un suivi en temps
réel de I'adhérence des cellules et donc un suivi de la destruction du tapis cellulaire provoqué par le virus. Trois
souches ’HVE-1 ont été utilisées lors de cette étude : la souche de référence KyD (ATCC®, VR-700) la souche FR-
6815 (isolée a partir d’'un feetus avorté en 2013 en France) et la souche FR-38991 (isolée sur un cheval présentant
des troubles nerveux en 2009 en France). Les résultats obtenus avec la technologie xCELLigence ont tous été
confirmés par quantification du nombre de copies d’ADN viral dans le surnageant par PCR quantitative (QPCR) et
par microscopie.

3 Résultats

3.1 Criblage des molécules et sélection des molécules d’intérét

Toutes les molécules ont été testées a I’aveugle sur cellules E. Derm et contre la souche de référence KyD. La banque
de molécules utilisée est constituée de la chimiotheque Prestwick® (environ 1200 molécules), d’'une partie de la
chimiotheque du Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN ; environ 1600
molécules) et d'une banque de molécules sélectionnées par notre laboratoire (environ 40 molécules). Parmi toutes
ces molécules, 23 ont montré un effet antiviral dans notre modele. L’efficacité de ces 23 molécules ainsi que
I’absence de toxicité ont ensuite été évaluées par dose-réponse (résultats non présentés). Par la suite, nous avons
sélectionné les 8 meilleurs candidats sur la base des critéres suivants : 1) capacité a inhiber totalement la réplication
virale a forte concentration, 2) concentration efficace médiane (ECs,) inférieure a 50 uM au cours du temps et 3)
absence de toxicité sur les cellules E. Derm a 50 uM. Parmi les molécules sélectionnées, nous retrouvons I’aciclovir,
le ganciclovir et le valganciclovir (figure 1). Les autres composés sont notés A, D, E, F et G et font 'objet a cette date
d’accords de confidentialité.
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Figure 1 : Effet antiviral contre ’'HVE-1 des huit molécules retenues, mesuré par xCELLigence au cours du temps.
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3.2 Confirmation de I’effet des huit candidats

Les molécules retenues ont ensuite été testées en dose réponse (0,4 UM — 50 uM) contre différentes souches de
virus (KyD, FR6815 et FR_38991) sur différents modeles cellulaires (cellules RK13 et EEK) (Tableau 1). La
molécule G n’a montré aucun effet antiviral sur ces modeles cellulaires. Les autres molécules ont toutes démontré
un effet avec des valeurs d’ECs, allant de 0.6 uM a 16.2 uM a I'exception de l'aciclovir qui a présenté des valeurs
d’EC, allant de 14.2 uM a >50 uM.

Tableau 1 : Mesure de I'effet antiviral par qPCR des 8 candidats contre 3 souches d’'HVE-1.

Valeurs d’ECs0 mesurées par qPCR (Ecart-type) en pM

Cellules RK13 EEK EEK EEK
Virus KyD KyD FR-6815 FR-38991
A 0,9 (0,1) 3.1(0.4) 1.6 (0.1) 2.8 (1.6)
GCV 0,6 (0,2) 1.1 (0.1) 0.8(0.4) 0.7 (0.4)
VGCV 1,0 (0,2) 1.8 (0.3) 1.2 (0.6) 1.1 (0.5)
D 12,6 (2,2) 8.7(3.4) 2.4 (0.6) 5.8 (2.5)
E 9,3 (1,7) 16.2 (1.2) 2.1(0.6) 5.7 (1.2)
F 10,1 (2,3) 11.4 (1.4) 0.9 (0.1) 2.7(0.1)
G >50 >50 >50 >50
ACV 31,0 (9,3) >50 14.2 (5.3) 36.0 (11.0)

Sensibilité de 3 souches I'HVE-1 a différents traitements mesurés par qPCR a 48 heures post-
infection. Les résultats représentent la moyenne des concentrations efficaces médianes (ECso)

mesurées par qPCR de 3 expériences indépendantes.

Aucune des molécules testées n’a présenté de toxicité sur ces deux modeles cellulaires aux concentrations testées
(données non présentées). L’aciclovir n’a pas été retenu pour la suite de I'étude car il présentait une efficacité trop
faible sur les cellules EEK. La molécule G a également été écartée de la liste des candidats potentiels pour un
traitement contre ’'HVE-1 car elle ne présente pas d’effet antiviral sur les modéles cellulaires RK13 et EEK. Parmi
les autres molécules d’intérét, le ganciclovir ainsi que sa pro-drogue le valganciclovir sont les molécules présentant
les meilleures efficacités quels que soient les modeéles cellulaires et les souches utilisées. Par ailleurs ces molécules
sont capables d’inhiber totalement la destruction du tapis cellulaire provoquée par 'HVE-1 des 5 uM (figure 2).
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Figure 2 : Observation au microscope de l'effet antiviral du ganciclovir contre 'HVE-1.
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Observation au microscope de l'infection des cellules E. Derm, RK13 et EEK par la souche EHV-1 KyD apres traitement
ou non avec 5 UM de ganciclovir. Les photos ont été prisent 48 heures post-infection. Les fleches blanches indiquent les
altérations morphologiques des cellules provoquées par 'HVE-1, également appelé effet cytopathique (échelle : 200 um).

4 Conclusions et applications pratiques

Cette étude a permis de mettre en évidence un grand nombre de molécules efficaces in vitro contre 'HVE-1. Parmi
toutes ces molécules, 6 candidats ont été retenus pour leur forte efficacité contre 'HVE-1 et 'absence de toxicité sur
différents modeles cellulaires. L’aciclovir qui correspond a la molécule la plus étudiée contre ce virus dans la
littérature et qui a déja fait I'objet de deux études expérimentales sur des chevaux n’a montré qu’'une tres faible
efficacité sur les cellules EEK en comparaison aux autres molécules. Sa faible efficacité in vitro pourrait expliquer
les résultats controversés obtenus in vivo précédemment.

Parmi les 6 molécules intéressantes, le ganciclovir et sa pro-drogue le valganciclovir sont parmi les molécules qui
présentent la plus grande efficacité dans toutes nos conditions expérimentales. Suite a cette étude, nous évaluerons
Peffet antiviral du ganciclovir sur un modéle ex vivo de trachée équine afin de confirmer les résultats observés sur
modeéle cellulaire en monocouche. L’utilisation d’un modele 3D constitue une étape importante pour valider I'effet
de nos molécules d’intérét avant d’envisager des études in vivo. Par ailleurs une étude de pharmacocinétique du
ganciclovir et du valganciclovir a déja été réalisée chez le cheval (6). L’administration par voie intraveineuse du
ganciclovir et du valganciclovir par voie orale permet de maintenir une concentration plasmatique de ganciclovir a
un seuil comparable a celui des concentrations utilisées in vitro. Ces résultats encourageants constituent une
premiere étape nécessaire avant la réalisation d’une étude in vivo de l'effet du ganciclovir sur I'infection 8 HVE-1.
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