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RESUME 

Le virus Nipah (NiV) est un paramyxovirus zoonotique du genre Henipavirus, qui a émergé en 
1998. NiV infecte l'homme et cause des troubles respiratoires et des encéphalites avec une 
forte létalité. A l’inverse, chez les hôtes naturels de NiV, les chauves-souris de la famille des 
Pteropodidae, l’infection est asymptomatique. Cependant, les mécanismes permettant aux 
Pteropodidae de contrôler l’infection sont inconnus à ce jour. NiV produit des protéines non 
structurales, V, W et C, qui sont des facteurs de virulence. V, W et C inhibent les voies de 
l’interféron de type 1. De plus, la protéine W inhibe la production de chimiokines in vitro et 
module la réponse inflammatoire in vivo, mais son mécanisme d’action reste inconnu. La voie 
NF-κB étant le principal régulateur de la réponse inflammatoire, nous avons émis l’hypothèse 
que W pourrait moduler la voie NF-κB. Nous avons démontré que la protéine W inhibe 
l'activation de la voie canonique de NF-κB induite par TNFα et IL-1β, effet pour lequel sa région 
C-terminale spécifique est nécessaire. Nous avons également identifié quels signaux d’import 
et d’export nucléaires de W sont nécessaires à son effet inhibiteur et ainsi mis en évidence 
l’importance du trafic nucléo-cytoplasmique de W pour l’inhibition de NF-κB. L’étude des 
interactions de W avec les protéines cellulaires nous a permis d’identifier un partenaire 
prometteur connu pour son rôle dans le rétrocontrôle négatif de NF-κB. Enfin, le rôle de W 
dans l'inhibition de la voie NF-κB a été démontré pendant l'infection par NiV. Les résultats 
obtenus ouvrent la voie à la compréhension du mécanisme par lequel W module la réponse 
inflammatoire. Finalement, afin de mieux comprendre le contrôle de l’infection de NiV par son 
hôte naturel, nous avons généré des lignées cellulaires primaires et immortalisées de chauve-
souris Pteropus giganteus. Ces cellules devraient permettre de mieux comprendre les 
mécanismes par lesquels ces chauves-souris contrôlent l’infection virale. 
 

ABSTRACT 

Nipah virus (NiV), from Henipavirus genus, is a zoonotic paramyxovirus, which emerged in 
1998. In humans, it causes acute respiratory distress and encephalitis with a high lethality. 
Conversely, the natural hosts of NiV, bats from the Pteropodidae family, are asymptomatic. 
The mechanisms by which the Pteropodidae control infection are unknown to date. NiV 
produces non-structural proteins, V, W and C, which are virulence factors. V, W and C inhibit 
the type 1 interferon pathways. Moreover, W inhibits the production of chemokines in vitro 
and modulates the inflammatory response in vivo, but its mechanism remains unknown. The 
NF-κB pathway being the main regulator of the inflammatory response, we hypothesized that 
W could modulate the NF-κB pathway. We demonstrated that protein W inhibits the 
activation of the NF-κB canonical pathway induced by TNFα and IL-1β. The specific C-terminal 
region of W is necessary for this effect. We have also identified which nuclear import and 
export signals of W are necessary for its inhibitory effect and thus highlight the importance of 
the nucleo-cytoplasmic trafficking of W for the inhibition of NF-κB. The study of the 
interactions of W with the cellular proteins allowed us to identify a promising partner known 
for its role in the negative feedback of NF-κB. Finally, the role of W in the inhibition of the NF-
κB pathway was demonstrated during the infection with NiV. The results obtained open the 
way to understanding the mechanism by which W modulates the inflammatory response. 
Finally, to better understand the control of the infection of NiV by its natural host, we 
generated primary and immortalized cell lines of Pteropus giganteus bat. These cells should 
provide a better understanding of the mechanisms by which these bats control viral infection.  
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choix face à leur incompatibilité. Alors que, le plus souvent, ces choix impliquaient 

l’orientation de mes recherches, ma dernière année a été marquée par ma décision d’amorcer 
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exactement à mon attente. Abandonnant, de ce fait, la possibilité d’un séjour en Inde qui 

s’annonçait scientifiquement et culturellement enrichissant, cette décision a également 

radicalement modifié ma façon de travailler, faisant plus que jamais place à l’organisation et 
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autour du sujet central qu’est la modulation de la voie canonique NF-κB par les protéines non 

structurales du virus Nipah. L’essentiel des travaux expérimentaux et bibliographiques, réalisé 

pendant ces trois ans, est présenté sous forme d’articles scientifiques et est réuni en une seule 

et même partie. Pour permette leur bonne compréhension, ils sont précédés d’un résumé 

bibliographique qui s’attache à présenter le virus Nipah, et notamment les perturbations de 

l’immunité innée pendant l’infection, et l’activation de la voie NF-κB. Une discussion générale 

permet d’expliciter le lien existant entre ces différents axes, de les mettre en relation avec les 

données déjà existantes dans la littérature et d’en dégager un certain nombre de perspectives. 

Enfin, les travaux réalisés dans le cadre de ces perspectives font l’objet d’une quatrième 

partie. Elle est l’occasion à travers la présentation de quelques résultats de discriminer les 

hypothèses pouvant ou non, constituer de nouveaux axes de recherches.  
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ici à restituer à chacun la part de travail qui a été la sienne. Outre, l’encadrement de ma 
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Gerlier, Chloé Journo, Cyrille Mathieu, Pierre-Olivier Vidalain et Kévin Dhondt. La manipulation 

du virus Nipah nécessitant un niveau 4 de biosécurité, Noémie Aurine et Cyrille Mathieu ont 
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impossible d’y entrer moi-même. Du fait de ma nouvelle prise de fonction en troisième année, 

Claire Dumont a été en charge de la réalisation de l’essentiel des protocoles que je lui ai 
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1ère PARTIE : BIBLIOGRAPHIE 

I. DECOUVERTE, EPIDEMIOLOGIE ET DESCRIPTION DU VIRUS NIPAH 

A. Les premiers cas identifiés 

1. Le virus Hendra, le premier du genre 

En 1994, en Australie, à Hendra (banlieue Nord de Brisbane), 17 chevaux ont été 

infectés auprès d’une jument décédée quelques jours plus tôt (Selvey et al. 1995). Ils ont 

présenté des symptômes de fièvre, d’anorexie, de dyspnée, et des sécrétions nasales 

abondantes. 14 d’entre eux sont morts. Deux cas humains ont également été rapportés : un 

entraîneur de chevaux et un garçon d’écurie, ayant été en étroit contact avec la jument 

infectée, ont développé un syndrome grippal. Le garçon d’écurie a récupéré, mais l’entraîneur 

est mort après avoir montré des signes de thrombose artérielle et d’insuffisances respiratoire 

et rénale. Le virus isolé à partir d’un rein de l’entraîneur était identique à ceux isolés à partir 

des poumons des chevaux infectés. Des comparaisons de séquences sur ce virus, nommé virus 

Hendra (HeV), ont montré qu’il appartenait à la famille des Paramyxoviridae (Figure 1), mais 

qu’il ne présentait qu’un faible niveau d’homologie avec d’autres paramyxovirus (L. F. Wang 

et al. 1998). 

2. La première épidémie du virus Nipah 

De Septembre 1998 à Juin 1999, une épidémie humaine d’encéphalites a été rapportée 

en Malaisie. 265 cas ont été recensés, dont 105 morts. Cette épidémie a été associée à des 

atteintes respiratoires apparues chez des porcs de la région (Chua et al. 1999). Le commerce 

de ces animaux a d’ailleurs étendu la zone géographique de l’épidémie à Singapour, où 11 cas 

ont été constatés (dont 1 mort) parmi des employés d’abattoir (Paton et al. 1999). De part des 

similarités dans la symptomatologie, cet épisode infectieux a tout d’abord été attribué à 

l’encéphalite japonaise, endémique dans cette région, et dont le porc est un hôte 

amplificateur (Weaver et Barrett 2004). Un plan de vaccination contre l’encéphalite japonaise 

et un plan d’éradication des moustiques vecteurs ont été mis en place. Mais leur inefficacité 

à enrayer l’épidémie, ainsi que certaines caractéristiques épidémiologiques (peu de jeunes 

enfants atteints), ont poussé les autorités malaisiennes à rejeter cette première hypothèse. 

Une étude basée sur des images de cerveaux obtenues par résonnance magnétique souligna 

ultérieurement les différences entre les deux maladies (Lim et al. 2000). 

 En mars 1999, la mise en contact avec des cellules VERO du liquide 

cérébrospinal d’un patient décédé a entraîné leur fusion sous forme de syncytia. Cette 

première isolation est à l’origine du nom « Nipah » donné au virus responsable. En effet, le 

patient était originaire de Kampung Sungai Nipah, un village de Negeri Sembilan. Les 

premières observations microscopiques du virus Nipah (NiV) ont mis en évidence des 

caractéristiques appartenant aux virus de la famille des paramyxovirus (Chua et al. 2000). 
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Plusieurs antisera contre différents paramyxovirus ont été testés : HeV, le virus de la rougeole 

(MeV), le virus respiratoire syncytial (RSV) humain, les virus parainfluenza 1 et 3, etc... Seuls 

des antisera contre HeV ont montré une réaction contre NiV, mais des différences notables 

dans les études de cross-neutralisation ont indiqué que NiV et HeV, bien qu’ayant des 

similarités, n’étaient pas identiques (Chua et al. 2000). 

 

 
Figure 7 : Arbre phylogénétique basé sur les séquences des protéines N de quelques représentants de la famille 

des Paramyxoviridae, obtenu par la méthode du neighbor-joining (Marsh et al. 2012). Abréviations : 

paramyxovirus aviaire 6 (APMV6), paramyxovirus du saumon atlantique (AsaPV), virus Beilong (BeiPV), virus 

parainfluenza bovin 3 (bPIV3), virus de la maladie de Carré (CDV), virus Cedar (CedPV), virus du Ferde-lance 

(FdlPV), virus Hendra (HeV), virus parainfluenza humain 2 (hPIV2), virus parainfluenza humain 3 (hPIV3), virus 

parainfluenza humain 4a (hPIV4a), virus parainfluenza humain 4b (hPIV4b), virus J (JPV), virus Menangle 

(MenPV), virus de la rougeole (MeV), virus Mossman (MosPV), virus Mapeura (MprPV), virus des oreillons (MuV), 

virus de la maladie de Newcastle (NDV), virus Nipah souche Bangladesh (NiV-B), virus Nipah souche Malaisie (NiV-

M), virus parainfluenza 5 (PIV5), virus de la Peste-des-petits-ruminants (PPRV), rubulavirus porcin (PorPV), virus 

Rinderpest (RPV) virus Salem (SalPV), virus Sendai (SeV), virus simien 41 (SV41), virus Tioman (TioPV), 

paramyxovirus Tupaia (TupPV). 

3. Les différentes souches 

 Depuis sa première identification, NiV a régulièrement été associé à des 

épidémies d’encéphalites, notamment en Inde (Chadha et al. 2006), au Bangladesh (Hsu et al. 

2004) et aux Philippines (Ching et al. 2015). L’isolement de NiV à partir des échantillons issus 
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de ces épidémies a permis de distinguer deux souches, nommées Nipah Malaisie (NiV-M) et 

Nipah Bangladesh (NiV-B), qui ont été génétiquement comparées (Harcourt et al. 2005) (cf. 

« D. 2. Organisation du génome » dans cette partie). 

B. Epidémiologie et symptomatologie du virus Nipah 

1. Fréquence et répartition géographique des épidémies chez l’Homme 

Des épidémies de NiV ont été recensées régulièrement depuis son émergence dans 

cinq pays : en Malaisie en 1998, à Singapour en 1999 (Chua et al. 1999), au Bangladesh, en 

Inde en 2001 (Harit et al. 2006) et aux Philippines en 2014 (Ching et al. 2015) (Figure 2). La 

première épidémie de NiV-M a été décrite en Malaisie et à Singapour. L’épidémie survenue 

aux Philippines a également été attribuée à cette souche, mais ces données sont contestées. 

Aucune autre épidémie de NiV-M n’a été observée depuis. Depuis sa première émergence au 

Bangladesh en 2001 (Hsu et al. 2004), la souche NiV-B a été responsable d’une quinzaine 

d’épidémies jusqu’en 2014 (Islam et al. 2016), y compris en Inde (Chadha et al. 2006). 

 
Figure 8 : Localisation géographique des épidémies causées par les Henipavirus et aires de distribution de leurs 

hôtes réservoirs. En orange, figure l’aire de distribution des chauves-souris du genre Pteropus. En jaune, figure 

l’aire de distribution des chauves-souris de la famille des Pteropodidae. Les points violets représentent la 

localisation des épidémies à HeV (Australie) et à NiV (Bangladesh, Inde, Malaisie, Philippines, Singapour). Les pays 

indiqués en noir sont les pays où un contact direct (détection virale) ou indirect (sérologie) a déjà été mis en 

évidence entre Pteropodidae et Henipavirus. 
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2. Les espèces susceptibles 

Les protéines Ephrines B2 et B3 sont les récepteurs cellulaires d’entrée de NiV et HeV 

(Xu et al. 2012). Comme ces protéines sont très conservées entre les espèces, NiV et HeV 

présentent une capacité à infecter de nombreux mammifères, ce qui les distingue des autres 

membres de leur famille (Eaton et al. 2006). L’infection d’embryons de poulet a également 

été démontrée (Tanimura et al. 2006). NiV peut ainsi infecter l’Homme, les porcs (Chua et al. 

1999), les chiens (Mills et al. 2009) et les chevaux (Ching et al. 2015). Expérimentalement, les 

chats (D. J. Middleton et al. 2002), cochons d’Inde (Torres-Velez et al. 2008), hamsters 

(Munster et al. 2012), furets (Satterfield et al. 2015), singes écureuil (Marianneau et al. 2010) 

et les singes verts d’Afrique (Mire et al. 2016) sont également susceptibles. Les chèvres et les 

bovins le sont également d’après les analyses sérologiques (Chowdhury et al. 2014). Enfin, les 

chauves-souris de la famille des Pteropodidae ont été identifiées comme les hôtes réservoirs 

asymptomatiques de NiV (Halpin et al. 2011) (cf. « C. Les hôtes réservoirs asymptomatiques », 

dans cette partie). A noter que la souris n’est pas susceptible, malgré la présence des 

récepteurs cellulaires d’entrée des Henipavirus (Dhondt et al. 2013). L’utilisation de ces 

différents animaux comme modèles expérimentaux de l’infection par NiV a déjà été résumée 

(Dhondt et Horvat 2013). 

3. Contamination intra et inter-espèces 

NiV a été détecté dans des écouvillons oro-nasaux et des échantillons urinaires de 

chauves-souris (Tableau 1). L’urine et la salive sont donc les deux principales voies d'excrétion 

de NiV (Wacharapluesadee et al. 2005). D’autres voies d’excrétion sont également possibles, 

par exemple par les selles. La transmission du virus au sein d’une colonie de chauves-souris 

peut avoir lieu soit en partageant les mêmes ressources alimentaires, soit lors de contacts 

étroits : toilettage mutuel (en particulier entre la mère et son petit jusqu'à l’âge de 3 mois) ou 

reproduction (Figure 3). Bien qu'il y ait une contamination de l'environnement par les urines 

infectées, le contact étroit entre individus reste le mode de contamination majeur, compte 

tenu de la fragilité du virus dans l'environnement (Fogarty et al. 2008). De plus, le partage d’un 

même lieu de nidification par plusieurs colonies d'espèces différentes favoriserait une 

possible transmission inter-espèce. 

  Lors des épidémies de NiV-M, le virus semble toujours passer de la chauve-souris à 

l’Homme par l’intermédiaire d’un hôte amplificateur (Figure 3). Lors de la première épidémie 

de NiV-M en Malaisie (Chua et al. 1999), les porcs ont pu se contaminer par l’ingestion de 

fruits souillés par la salive ou l’urine de chauves-souris (Chowdhury et al. 2014) et les éleveurs 

ont été contaminés par contacts avec leurs animaux. A Singapour, les employés d’abattoir ont 

été infectés suite à la manipulation de carcasses de porcs originaires de Malaisie (Paton et al. 

1999). Lors de la deuxième épidémie de NiV-M aux Philippines en 2014, c’est le cheval qui a 

joué le rôle d’hôte amplificateur, avec notamment une contamination après manipulation en 
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abattoir ou après consommation de viande (Ching et al. 2015). Une transmission interhumaine 

secondaire a également été mise en évidence lors de cette épidémie. 

En revanche, les premiers cas humains d’infection à NiV-B au Bangladesh et en Inde 

ont toujours été consécutifs à une consommation directe de fruits ou de jus de fruits 

contaminés par les urines ou par la salive de chauve-souris (Figure 3) (Luby et al. 2006). En 

effet, la consommation de sève de palmier dattier a été identifiée comme un facteur de risque 

majeur d’infection à NiV (Gurley et al. 2017). Des transmissions interhumaines de NiV ont 

également été mises en évidence avec NiV-B. 

A noter que la transmission peut également se produire par contact direct entre 

l’Homme et les chauves-souris. En effet, le dépeçage de viande de chauve-souris, la 

consommation de cette viande, les morsures, les griffures et l'exposition à l'urine ont été 

identifiés comme des facteurs en lien avec la séropositivité aux Henipavirus détectée chez une 

partie de la population au Cameroun (Pernet et al. s. d.) et au Ghana (Anti et al. 2015). 

 

 
Figure 9 : Représentation schématique de la transmission de NiV, de l'hôte réservoir (les chauves-souris frugivores 

de la famille des Pteropodidae) aux différentes espèces sensibles. Les flèches bleues représentent la transmission 

asymptomatique au sein du réservoir naturel et les flèches rouges indiquent la transmission provoquant une 

maladie chez l’espèce sensible. Les différents facteurs contributifs sont indiqués à côté des flèches. 
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4. Les tableaux cliniques des infections par NiV 

Le tableau clinique de l’infection humaine par NiV provient de l’étude de 94 patients 

de la première épidémie en Malaisie (Goh et al. 2000). Les symptômes généraux sont 

l’hyperthermie (97% des patients), des maux de tête (65%), des vertiges (36%), des 

vomissements (27%), une toux sèche (14%) et une myalgie (12%). Les symptômes 

neurologiques les plus courants sont une diminution ou absence de réflexes (56%) associée à 

une diminution du niveau de conscience (55%), des pupilles anormales (52%), un réflexe 

vestibulo-oculaire anormal (38%), une myoclonie segmentaire (32%), un syndrome méningé 

(28%), de l’épilepsie (23%), un nystagmus (16%). Lors de cette première épidémie la mortalité 

a été de 40%. Dans les épidémies suivantes au Bangladesh et en Inde, la part plus importante 

de symptômes respiratoires (Chong et al. 2008) et une augmentation de la mortalité, pouvant 

atteindre 100% (Marsh et al. 2012), constituent les différences majeures dans les tableaux 

cliniques. Chez les patients guéris, il a été constaté une rechute d’encéphalites dans 7,5% des 

cas pour NiV-M (Tan et al. 2002), et 18% pour NiV-B (Sejvar et al. 2007). L’épidémie de NiV aux 

Philippines a été rattachée à la souche Malaisienne (Ching et al. 2015). Parmi les 17 cas 

humains identifiés, 11 patients ont présenté une encéphalite sévère, 1 seul a présenté une 

méningite et 5 patients ont développé un syndrome grippal. La mortalité lors de cette 

épidémie a été de 53%, mais n’a concerné que les patients atteints d’encéphalite. Au niveau 

tissulaire, une vascularite est observée chez toutes les espèces susceptibles et quel que soit la 

souche (Wong et al. 2002). Les souches NiV-M et NiV-B ont également été comparées lors 

d’infections expérimentales de singes verts d’Afrique inoculés avec 5.105 PFU pour moitié par 

voie intranasale et pour l’autre moitié par voie intratrachéale (Mire et al. 2016). Les 

différences cliniques observées chez les singes entre les deux souches semblent correspondre 

à celles observées chez l’Homme. En effet, les singes infectés avec NiV-B ont présenté des 

symptômes respiratoires plus sévères que ceux infectés avec NiV-M, ainsi qu’une mortalité 

plus importante : 100% avec NiV-B contre 50% avec NiV-M. Cependant, une étude plus 

récente réalisée sur des singes verts d’Afrique a montré qu’une mortalité de 100% était 

atteinte avec NiV-M en inoculant 104 PFU par voie intra-trachéale (Cong et al. 2017). 

Chez le porc adulte, l’infection par NiV est généralement asymptomatique. Certains 

individus présentent néanmoins une forte toux (Mohd et al. 2000). Les porcelets infectés 

avant sevrage présentent des difficultés respiratoires, une faiblesse des membres et des 

signes neurologiques. La mortalité est de 40% dans cette tranche d’âge. Après le sevrage, les 

porcelets infectés développent un syndrome fébrile aigu (température corporelle > 39,9°C), 

des difficultés respiratoires associées à une forte toux sèche et une hémoptysie pour les cas 

les plus sévères. Des signes neurologiques et des boiteries peuvent également être observés. 

La morbidité atteint 100 % et la mortalité 5 % dans cette tranche d’âge. Une infection 

expérimentale de porcs a confirmé les symptômes observés lors de l’épidémie en Malaisie 

(Middleton et al. 2002). 
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Sept des huit chevaux infectés par NiV-M aux Philippines, et observés avant leur mort, 

ont montré des signes neurologiques (Ching et al. 2015) : inclinaison de la tête, ataxie, marche 

en cercle. 

5. Traitements 

 Il n’existe actuellement aucun traitement curatif ayant été commercialisé 

contre NiV chez l’Homme. Les traitements curatifs potentiels ont déjà été résumés (Vigant et 

Lee 2011). L’utilisation empirique de la ribavirine lors de la première épidémie de NiV révèle 

une efficacité incertaine (Freiberg et al. 2010 ; Rockx et al. 2010). D’autres thérapies sont 

actuellement à l’étude, comme l’utilisation de peptides inhibiteurs de la fusion virales (Porotto 

et al. 2010), d’anticorps neutralisants (Bossart et al. 2009), ou encore l’utilisation de poly(I)-

poly(C12U) (Georges-Courbot et al. 2006). De même, aucun traitement prophylactique n’est 

disponible chez l’Homme. Pourtant, des méthodes vaccinales ont montré leur efficacité chez 

le porc (Weingartl et al. 2006) et un vaccin est déjà commercialisé pour les chevaux (Middleton 

et al. 2014). 

A ce jour, les mesures d’hygiène représentent les meilleures solutions pour éviter de 

nouvelles épidémies. La connaissance de l’épidémiologie de NiV permet d’élaborer des 

stratégies sanitaires efficaces : la protection des boxes de chevaux, l’arrêt de la 

commercialisation de sève de palmier dattier, la mise en place de nattes de bambou autour 

des sites de récolte de la sève (Nahar et al. 2014), l’interdiction de la consommation de viande 

de chauve-souris (Pernet et al. s. d.), etc... NiV étant un virus enveloppé, sa résistance dans 

l’environnement est limitée (Fogarty et al. 2008). Des mesures simples de décontamination 

peuvent également éviter les infections. 

NiV a été classé agent pathogène de niveau 4, dont la manipulation nécessite le plus 

haut niveau de confinement, du fait de l’absence chez l’Homme de traitement curatif ou 

prophylactique, de son pouvoir pathogène et de sa contagiosité. Ces éléments, ainsi que sa 

létalité pour un large spectre de mammifères, en font également un agent potentiel de 

bioterrorisme (Lam 2003). En 2015, l’OMS a placé NiV dans la liste prioritaire des huit agents 

pathogènes susceptibles de provoquer des épidémies sévères dans un proche avenir (Sweileh 

2017). 

C. Les hôtes réservoirs asymptomatiques 

1. Les espèces réservoirs 

Les chauves-souris frugivores ont rapidement été identifiées comme les hôtes naturels 

de NiV, et plus particulièrement, les chauves-souris de la famille des Pteropidae (Halpin et al. 

2011). Pteropus vampyrus est généralement présenté comme le principal hôte réservoir de 

NiV. Cependant, plusieurs autres chauves-souris de l’espèce Pteropus (P. giganteus, P. 

poliocephalus, P. lylei, P. hypomelanus ...) ainsi que des chauves-souris non Pteropus 
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(Cynopterus brachyotis, Cynopterus sphinx, Eonycteris spelaea, etc…) ont été trouvées 

séropositives pour NiV avec une séroprévalence variant de 1,7 (pour P. rufus) à 41,9 % (pour 

Rousettus leschenaulti) (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Liste non exhaustive des études réalisées pour détecter NiV, directement ou indirectement, chez les 

chauves-souris de la famille des Pteropodidae. Le ratio présente le nombre d'individus (ou PU = pool d’échantillons 

urinaires) trouvés positifs chez l’espèce testée, en fonction de la technique utilisée (Test) : isolement (sur cellules 

VERO), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), VNT (Virus Neutralisation Test), PCR (Poly Chain Reaction), 

Luminex. 

Espèce Ratio* Pays Test Référence 

Cynopterus brachyotis 2/56 Malaisie VNT (Yob et al. 2001) 

Cynopterus sphinx 3/109 Vietnam ELISA (Hasebe et al. 2012) 

Eidolon dupreanum 14/73 Madagascar ELISA (Iehlé et al. 2007) 

Eonycteris spelaea 2/38 Malaisie VNT (Yob et al. 2001) 

Pteropus giganteus 
2/44 Bangladesh 

ELISA 
(Hsu et al. 2004) 

1/31 Inde (Yadav et al. 2012) 

Pteropus hypomelanus 
2 /263 PU Malaisie Isolement (Chua et al. 2002) 

4/26 Thaïlande ELISA (Wacharapluesadee et al. 2005) 

Pteropus lylei 

50/408 

2/769 PU 
Cambodge 

ELISA 

Isolement 
(Reynes et al. 2005) 

76/813 Thaïlande ELISA (Wacharapluesadee et al. 2005) 

Pteropus rufus 6/349 Madagascar ELISA (Iehlé et al. 2007) 

Pteropus vampyrus 

16/84 

30/73 
Indonésie 

ELISA 

VNT 
(Sendow et al. 2010) 

1/19 Malaisie Isolement (Sohayati et al. 2011) 

1/39 Thaïlande ELISA (Wacharapluesadee et al. 2005) 

Pteropus tonganus ? 3/14 
Nouvelle 

Calédonie 
- 

(International Society 

for Infection Diseases 2015) 

Rousettus leschenaulti 
5/16 China ELISA (Li et al. 2008) 

31/74 Vietnam ELISA (Hasebe et al. 2012) 

 

Les Pteropodidae appartiennent au sous-ordre des Megachiroptera, ou au sous-ordre 

des Yinpterochiroptera selon la nouvelle classification, comprenant environ 170 espèces 

(Enchéry et Horvat 2017). Elles sont présentes dans des zones au climat tropical, sur une aire 

géographique s’étendant de l’Afrique de l'Ouest à l'Australie (Figure 2). La plupart de ces 

chauves-souris sont frugivores ou nectarivores, ce qui explique leur répartition dans des 

régions tropicales. Les Pteropodidae peuvent parcourir plusieurs milliers de kilomètres pour 

trouver leur nourriture. Une fois la nourriture localisée, elles nichent dans des arbres, en 

colonies pouvant atteindre plusieurs milliers d'individus. Du fait de la proximité d’installations 

agricoles ou de vergers, ces chauves-souris sont considérées comme nuisibles par les 

agriculteurs locaux. Parmi les Pteropodidae, le genre Pteropus représente environ soixante 

espèces. Elles sont largement présentes en Asie du Sud-Est, dans les îles de l'Océanie et en 



29 
 

Australie (Figure 2). Certaines chauves-souris Pteropus peuvent atteindre une envergure de 

1,7 mètre, comme par exemple P. giganteus (Figure 4). En raison de leur grande taille, de leur 

pelage dense, et de leurs oreilles pointues, les Pteropus sont familièrement appelées « renard 

volant ». 

2. Le caractère asymptomatique de l’infection 

L'infection d’un hôte réservoir est le plus souvent asymptomatique, alors qu'elle 

entraîne une maladie dans d’autres espèces. La coévolution à long terme entre NiV et ses 

hôtes naturels a pu conduire à la mise en place d’un d'équilibre. Cependant, les facteurs 

régissant le maintien de cet équilibre demeurent largement inconnus (Hughes et al. 2007). 

Chez la plupart des mammifères, l’infection par NiV-M entraîne des symptômes cliniques 

aigus. L'infection expérimentale des chauves-souris P. poliocephalus, P. alecto et P. vampyrus 

par NiV est asymptomatique (Middleton et al. 2007 ; Halpin et al. 2011) sans apparition des 

lésions organiques observées dans les cas aigus des autres espèces (Williamson et al. 2000 ; 

Middleton et al. 2002). La proportion de Pteropodidae infectées par NiV (Tableau 1), leur 

capacité à contrôler l’infection et l’absence apparente de maladie désignent les chauves-

souris frugivores comme hôtes réservoirs des Henipavirus.  

 

 
Figure 10 : Photo d’une chauve-souris frugivore Pteropus giganteus. La taille et la morphologie particulière de 

cette chauve-souris justifient son nom courant de « renard volant ». Cette espèce est largement répandue en Inde 

et au Bangladesh. 
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3. Importance de l’étude de l’hôte réservoir 

Les chauves-souris de la famille des Pteropodidae sont les hôtes réservoirs 

asymptomatiques de NiV et HeV, deux paramyxovirus zoonotiques, hautement pathogènes 

pour de nombreuses autres espèces de mammifères, dont l’Homme. De nombreux facteurs 

exacerbent le risque d’épidémie causée par les Henipavirus : 

- Les Pteropodidae sont présentes sur une importante aire géographique et peuvent 

opérer des migrations sur plusieurs milliers de kilomètres. 

- L’évolution démographique et la déforestation favorisent les contacts entre 

chauves-souris et Homme. 

- Des analyses sérologiques et des PCR ont mis en évidence l’existence de virus 

« Henipa-like » encore non caractérisés, notamment chez des chauves-souris 

africaines (Drexler et al. 2009 ; Hayman et al. 2011) et brésiliennes (de Araujo et al. 

2017). 

Ce qui est connu des relations entre Henipavirus et Pteropodidae a déjà été résumé (cf. « I. 

UNDERSTANDING THE INTERACTION BETWEEN HENIPAVIRUSES AND THEIR NATURAL HOST, 

FRUIT BATS: PAVING THE WAY TOWARDS CONTROL OF HIGHLY LETHAL INFECTION IN 

HUMANS », dans la 4ème partie). Cependant les bases du fort pouvoir pathogène des 

Henipavirus et les mécanismes permettant à l’hôte réservoir de contrôler l’infection restent à 

ce jour mal compris. Ces éléments, associés au fait que les chauves-souris sont les réservoirs 

de nombreux virus émergents (Calisher et al. 2006), montrent l’importance de mieux 

comprendre les spécificités de la réponse immunitaire des chauves-souris. De plus, peu 

d’études d’infection des chauves-souris par les Henipavirus ont été réalisées, compte-tenu des 

différentes souches (NiV-M et NiV-B) et des différentes espèces de chauves-souris présentes 

en Asie du Sud-Est. Il est possible que les relations hôtes pathogènes, permettant aux chauves-

souris de limiter l’infection par NiV tout en permettant au virus de circuler, soient plus 

spécifiques que ce qui est admis actuellement. 

D. Description de la particule virale de NiV 

1. Classification 

NiV est un virus enveloppé dont le génome est composé d’un ARN de polarité négative 

(sens 3’ - 5’) (Figure 5), il appartient donc au groupe 5 de la classification de Baltimore. Cet 

ARN est non-segmenté, ce qui classe NiV dans l’ordre des Mononegavirales. Cet ordre 

comprend huit familles, les Bornaviridae, les Filoviridae, les Mymonaviridae, les Nyamiviridae, 

et les Paramyxoviridae (à laquelle NiV appartient), les Pneumoviridae, les Rhabdoviridae et les 

Sunviridae. Au sein de la famille des Paramyxoviridae, l’homologie entre deux séquences du 

gène N de deux virus est de 39 à 49 % si les virus sont issus de genres différents et de 56 à 78 

% pour des virus d’un même genre. La séquence du gène N de NiV a une homologie de 78 % 

avec celle de HeV, mais n’a pas plus de 49 % avec celles des autres membres de la famille des 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bornaviridae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Filoviridae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paramyxoviridae
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Paramyxoviridae (Chua et al. 2000). NiV et HeV sont donc les premiers représentants d’un 

nouveau genre, le genre Henipavirus (Figure 1), dont le nom a été formé par la contraction 

des deux mots Hendra et Nipah. Le genre Henipavirus est relativement plus proche des genres 

Morbillivirus et des Respirovirus que des autres genres parmi les Paramyxoviridae (Harcourt 

et al. 2001). Depuis, le genre Henipavirus s’est enrichi des GhV (Ghana virus) (Drexler et al. 

2009), CeV (Cedar virus) (Marsh et al. 2012) et MojV (Mojiang virus) (Wu et al. 2014). 

2. Organisation du génome 

Le génome de NiV-M contient 18246 nucléotides et celui de NiV-B, 18252 nucléotides 

(Harcourt et al. 2005). Ces deux longueurs sont des multiples de 6, suggérant que NiV suit la 

« règle de six » (Kolakofsky et al. 2005), ce qui a été démontré par un test de réplication de 

minigénome (Halpin et al. 2004). Les 6 nucléotides supplémentaires du génome de NiV-B sont 

localisés dans la région non codante 5’ du gène F (Harcourt et al. 2005). La longueur moyenne 

des génomes au sein de la famille des Paramyxoviridae est de 15,5 kb, le génome de NiV est 

donc parmi les plus longs (Harcourt et al. 2001). A l’extrémité 3’ du génome, une séquence 

appelée « Leader » de 52 nucléotides (longueur conservée parmi les Paramyxoviridae) permet 

l’initiation de la transcription et de la réplication. A l’extrémité 5’, une séquence appelée 

« Trailer » de 30 nucléotides (longueur non conservée parmi les Paramyxoviridae) contient la 

séquence complémentaire du promoteur antigénomique de la réplication. La longueur 

exceptionnelle du génome de NiV est due à la séquence codante du gène P et aux régions 3’ 

non codantes de certains gènes, qui sont de tailles plus importantes. 

Entre ces séquences « Leader » et « Trailer », le génome de NiV comporte 6 gènes N, 

P, M, F, G et L, codant pour la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine de 

matrice (M), la protéine de fusion (F), la glycoprotéine (G) et l’ARN polymérase (L, car appelée 

« large protein » en anglais) respectivement (Harcourt et al. 2000 ; Harcourt et al. 2001) 

(Figure 5). Chaque gène est flanqué à son extrémité 3’ d’une séquence permettant l’ajout 

d’une coiffe et à son extrémité 5’ d’une séquence permettant l’ajout d’une queue poly(A). Une 

région intergénique (3’-GAA-5’) est présente entre chaque gène. NiV, HeV et le virus Tupaia 

sont les seuls membres des Paramyxoviridae à ne pas avoir de variabilité dans leur triplet 

nucléotidique intergénique. 
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Figure 11 : Représentation schématique du génome du virus Nipah. L’ARN simple brin non segmenté de polarité 

négative (3’ - 5’) est représenté en haut de la figure. En blanc, sont représentées les séquences codantes de chacun 

des 6 gènes. En gris sont représentées les séquences Leader (Le) de 52 nucléotides, Trailer (Tr) de 30 nucléotides 

et les séquences GAA intergéniques. En vert sont représentées les régions non codantes 3’ de chaque gène, 

responsables de l’ajout de la coiffe. En rouge sont représentées les régions non codantes 5’ de chaque gène, 

responsables de l’ajout de la queue poly(A). Les tailles des régions non codantes 3’ sont de 586, 469, 200, 412, 

504 et 67 nucléotides pour les gènes N, P, M, F, G et L respectivement. Les tailles des régions non codantes 5’ sont 

de 57, 105, 100, 284, 233 et 153 nucléotides pour les gènes N, P, M, F, G et L respectivement. Les produits 

protéiques P, V, W et C du gène P sont représentés en bas de la figure. 

 

Le gène P code également pour trois protéines V, W et C, dites non structurales. Au 

cours de la transcription, la polymérase L peut ajouter une ou plusieurs guanines (jusqu’à 14) 

au niveau d’un site d’édition situé dans le gène P (Lo et al. 2009). L’ajout de 1, 4, 7, 10 ou 13 

guanines décale le cadre de lecture de +1 : l’ARNm ainsi édité permet la production de la 

protéine V. L’ajout de 2, 5, 8, 11, 14 guanines décale le cadre de lecture de +2 : l’ARNm ainsi 

édité permet la production de la protéine W. L’ajout de 3, 6, 9, 12 guanines rétablit le cadre 

de lecture de la protéine P. Ainsi les protéines P, V et W partagent le même domaine N-

terminal (NTD) (jusqu’au site d’édition), mais ont chacune un domaine C-terminal (CTD) 

spécifique. La protéine C est produite à partir d’un second codon alternatif d’initiation de la 

traduction, situé en aval de celui des protéines P, V et W (Figure 5). La protéine C peut donc 

être produite à partir des ARNm des protéines P, V ou W, et n’a aucune similarité de séquence 

avec ces trois protéines. L’usage potentiel d’un troisième codon d’initiation de la traduction 

alternatif, situé après les deux autres, permettait la traduction d’une « petite C » amputée des 

58 premiers acides aminés N-terminaux. 
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3. Les protéines virales et leurs fonctions connues 

La protéine N (532 acides aminés) de NiV a des caractéristiques et des fonctions très 

similaires à celles des autres Paramyxoviridae (Yabukarski et al. 2014). La N est composée de 

deux régions : une région globulaire appelée NCORE (acides aminés 1 à 371) et une région 

désordonnée appelée NTAIL (acides aminés 372 à 532). La région NCORE est composée d’un 

domaine N-terminal et d’un domaine C-terminal entre lesquels peut s’enchâsser l’ARN. Les 

protéines N forment des homopolymères par interaction entre leurs NCORES. Ainsi, une des 

fonctions de la N est de s’assembler pour recouvrir un ARN simple brin, formant ainsi une 

structure hélicoïdale caractéristique. Exprimées seules, les protéines N s’assemblent autour 

d’ARNs cellulaires. Mais en contexte d’infection virale, la N interagit avec la protéine P pour 

rester dans une conformation (appelée N0), propice à l’assemblage. Le complexe N0-P permet 

l’assemblage de la N autour de l’ARN génomique ou antigénomique naissant. Ainsi, la N des 

Paramyxoviridae encapside entièrement l’ARN génomique et anti-génomique formant des 

complexes ribonucléoprotéiques appelés nucléocapsides. Cette couverture intégrale des 

ARNs génomiques et anti-génomiques prévient l’hybridation entre les brins complémentaires 

d’ARN viraux, protège de l’action des ribonucléases cellulaires et est nécessaire à l’intégrité 

du génome viral. Comme pour les autres paramyxovirus, chaque N recouvrant précisément 6 

nucléotides, la longueur du génome de NiV est un multiple de 6, expliquant ainsi la « règle de 

6 » (Halpin et al. 2004 ; Kolakofsky et al. 2005). 

La protéine P (709 acides aminés) est composée de quatre régions : une région N-

terminale désordonnée (acides aminés 1 à 469) qui contient le site MoRE d’interaction avec 

le domaine C-terminal du NCORE, une région ordonnée hélicoïdale (acides aminés 470 à 578) 

appelée PMD (P multimerization domain) responsable de la tétramérisation de P (Blocquel et 

al. 2013), d’un « linker » (acides aminés 579 à 659) et d’un domaine C-terminal appelé 

domaine X (acides aminés 660 à 709) responsable de la liaison avec une hélice alpha de type 

« éléments de reconnaissance moléculaire » (α-MoRE) localisé en partie C-terminal de la NTAIL 

(Chan et al. 2004). Les PMDs sont des longues hélices α s’assemblant parallèlement en 

tétramères pour former une superhélice, ou coiled-coil (Bruhn et al. 2014). En plus de son rôle 

de stabilisation de la N, P est un co-facteur essentiel de la transcription/réplication. En effet, 

chez le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV), la multimérisation de P est indispensable pour 

la réplication du génome virale (Chen et al. 2006). De plus, la P interagit avec le domaine N-

terminal de la L pour permettre son ancrage à la nucléocapside. Le site exact de cette 

interaction varie en fonction des paramyxovirus. Chez MeV par exemple, il se situe sur le 

domaine C-terminal de P, en partie sur le PMD (Cevik et al. 2004). Une récente étude de notre 

équipe a également mis en évidence que les protéines P de MeV, NiV et VSV sont 

indispensables pour le bon repliement par HSP90 (Heat Shock Protein 90) de leurs protéines 

L respectives (Bloyet et al. 2016). Le modèle suivant a ainsi été proposé : la protéine P agit 

comme un soutien transitoire de la polymérase virale pour la stabiliser, possiblement pendant 

sa synthèse. Ce soutien peut se produire via l’interaction entre le domaine C-terminal de P et 

le domaine N-terminal de L. P évite ainsi l’agrégation de L en complexes insolubles et permet 
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son bon repliement par HSP90. (cf. « II. HSP90 CHAPERONING IN ADDITION TO 

PHOSPHOPROTEIN REQUIRED FOR FOLDING BUT NOT FOR SUPPORTING ENZYMATIC 

ACTIVITIES OF MEASLES AND NIPAH VIRUS L POLYMERASES » dans la 3ème partie). En outre, 

la protéine P est aussi impliquée dans le contrôle de la réponse immunitaire antivirale (cf. « II. 

LE CONTROLE DE LA REPONSE INNEE ANTIVIRALE PAR NiV » dans cette partie). 

La protéine M (335 acides aminés) est l’élément essentiel de l’assemblage du virus 

(Watkinson et al. 2016). Elle interagit avec la queue cytoplasmique de la glycoprotéine virale 

membranaire G et avec la nucléocapside. Elle permet ainsi l’accumulation du génome 

encapsidé à la membrane cellulaire. Elle permet également le bourgeonnement de la particule 

virale pour lequel des motifs tardifs YMYL (Ciancanelli et al. 2006) et YPLGVG (Patch et al. 

2008) sont requis. Dans les premiers temps de l’infection, la protéine M est localisée dans le 

noyau de la cellule. Elle est ensuite redirigée vers le cytoplasme, puis s’accumule à la 

membrane cytoplasmique. Ce transport cellulaire est permis par un signal de localisation 

nucléaire (NLS) et un signal d’export nucléaire (NES), qui sont essentiels à sa fonction (Wang 

et al. 2010). Enfin, la protéine M favorise la stabilité et l’infectivité des particules virales 

formées (Dietzel et al. 2016). En outre, la protéine M est aussi impliquée dans le contrôle de 

la réponse immunitaire antivirale (cf. « II. LE CONTROLE DE LA REPONSE INNEE ANTIVIRALE 

PAR NiV » dans cette partie). 

La protéine F (546 acides aminés) est une glycoprotéine membranaire responsable de 

la fusion entre la membrane virale et la membrane cellulaire. Elle est synthétisée sous la forme 

d’un précurseur F0 qui nécessite un clivage postraductionnel endosomal par la cathepsine L 

(Pager et al. 2006). Il en résulte un hétérodimère mature F1 + F2, lié par un pont disulfure. 

Chaque hétérodimère est composé d’une courte queue cytoplasmique C-terminale impliquée 

dans le transport intracellulaire (Weis et al. 2015), d’un domaine transmembranaire, de deux 

régions de répétition en heptade (HR) et d’un peptide de fusion hydrophobe (protéine 

membranaire de type 1) (Chan et al. 2012). Ces ensembles « tige-tête » s’organisent en 

trimère. 

La protéine G (602 acides aminés) est aussi une glycoprotéine membranaire. Elle est 

responsable de l’attachement de NiV à ses récepteurs cellulaires. La protéine G ne présente 

ni activité d’hémagglutination (contrairement à MeV par exemple), ni activité neuraminidase 

(Eaton et al. 2006). Elle est composée d’une queue cytoplasmique N-terminale, d’un domaine 

transmembranaire, d’une tige et d’une tête globulaire extracellulaires (protéine membranaire 

de type 1I) (Bowden et al. 2008). Cet ensemble « tige-tête » s’organise en tétramère. Les 

récepteurs cellulaires de la protéine G sont les protéines membranaires Ephrines B2 et B3 (Xu 

et al. 2012). Les protéines Ephrines sont très conservées entre les espèces, ce qui explique le 

large éventail d’espèces infectables par NiV. Le schéma d’expression de Ephrines B2 et B3 

correspond au tropisme cellulaire (neurones, cellules endothéliales et épithéliales, fibres de 

muscle lisse entourant les artères) et au tropisme d’organe (poumon, rate, rein, cerveau, 

placenta) de NiV. Les cellules dendritiques sont susceptibles à moindre échelle, tandis que les 
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lymphocytes et les monocytes ont été décrits comme non permissifs (Mathieu et al. 2011). 

Cependant, une dissémination de NiV dans l’organisme de l’hôte, médiée par le transport 

passif mais protecteur du NiV en surface des lymphocytes et d’autres cellules circulantes, est 

permise par une affinité de la protéine G pour les héparanes sulfates : on parle de 

transinfection (Mathieu et al. 2015). 

La polymérase L (2244 acides aminés) de NiV n’a pas été particulièrement étudiée. 

Cependant, les ARN-polymérases ARN-dépendantes des Mononegavirales sont très 

conservées (Harcourt et al. 2001), ainsi que leurs fonctions enzymatiques, qui comprennent 

la synthèse d’ARN, la polyadénylation, l’ajout de coiffe et sa méthylation. Elles sont composées 

de 6 domaines fonctionnels (CR I à IV), dont les fonctions ont été déterminées. CR I permet la 

liaison à la phosphoprotéine P (Cevik et al. 2004), CR II permettrait la liaison de l’ARN 

(Smallwood et al. 1999), CR III permet la synthèse de l’ARN (Poch et al. 1989), CR IV aurait un 

rôle essentiellement structural (Rahmeh et al. 2010), CR V permet l’ajout de la coiffe (Ogino 

et al. 2010) et CR VI sa méthylation (Rahmeh et al. 2009). A noter que le motif GDNQ du CR III 

spécifique des Mononegavirales et essentiel à l’activité enzymatique (Sleat et al. 1993), diffère 

chez NiV en un motif GDNE sans différence fonctionnelle notable (Magoffin et al. 2007). 

 

 
Figure 6 : Résumé des différents sites d’import identifiés dans la protéine W et des partenaires qui leur sont 

associés (selon Rodriguez et al. 2004 ; Shaw et al. 2005 ; Audsley et al. 2016) : le NES du NTD (en rouge), le NLS 

du CTD (appelé NLS_spé, en vert) et le NLS commun mis en évidence, mais non localisé (appelé NLS_com, en 

jaune). Sa localisation dans cette figure est donc arbitraire. Les numéros correspondent à des positions de résidus. 

 

Les protéines V (456 acides aminés pour NiV-M et 459 acides aminés pour NiV-B après 

addition d’une seule guanine) et W (450 acides aminés après addition de 2 guanines) sont 

produites à partir d’ARNm édités issus du gène P (Figure 5). Elles possèdent donc un domaine 

N-terminal commun avec la protéine P correspondant à la région désordonnée, qui contient 

le site MoRE et un NES (Rodriguez et al. 2004). Le domaine C-terminal spécifique de V (49 

acides aminés pour NiV-M et 52 pour NiV-B) est un motif en doigt de zinc très conservé chez 

les paramyxovirus (Ramachandran et al. 2009). Le domaine C-terminal spécifique de W (43 

acides aminés) interagit avec les importines α1, α3 et α4. Un NLS a été identifié dans ce CTD 

(positions 439-442) (Figure 6). Son action est dominante à celle du NES situé dans le domaine 

N-terminal, expliquant la localisation nucléaire de W dans certaines cellules (Shaw et al. 2005 
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; Lo et al. 2010). La présence d’un autre NLS (à ce jour non localisé), situé dans le domaine N-

terminal en commun à V et W interagissant avec l’importine α1 (Audsley et al. 2016), montre 

que le trafic cellulaire de ces protéines met en jeu plusieurs partenaires, qui en fonction de 

leur niveau d’expression dans les différents types cellulaires, pourraient avoir un impact sur 

les fonctions de ces protéines. 

La protéine C (166 acides aminés) ne possède aucune séquence en commun avec les 

protéines P, V et W. Les protéines non structurales (PNS) V, W et C sont surtout décrites pour 

moduler la réponse immunitaire antivirale de l’hôte (cf. « II. LE CONTROLE DE LA REPONSE 

INNEE ANTIVIRALE PAR NiV »). La protéine C serait également impliquée dans le 

bourgeonnement de la particule virale de NiV grâce à un mécanisme dépendant de la voie 

ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (Park et al. 2016). En effet, C 

interagit à la fois avec la protéine de matrice M et avec le facteur TSG101 (Tumor susceptibility 

gene 101) de la voie ESCRT pour améliorer le bourgeonnement de la particule virale. 

4. Organisation de la particule virale 

La particule virale de NiV est assez similaire à celles d’autres paramyxovirus (Figure 

7B). Du fait de son caractère pléomorphe (elle peut adopter des formes très différentes), sa 

taille est très variable (de 40 à 800 nm) (Hyatt et al. 2001). La particule virale contient le 

génome de NiV (ARN simple brin de polarité négative (3’-5’) non segmenté). Cet ARN est 

entièrement encapsidé par la nucléoprotéine N (rapport de 1 N pour 6 nucléotides) formant 

ainsi la nucléocapside. La phosphoprotéine P et la polymérase L sont également associées à 

cette nucléocapside formant le complexe de transcription. Plusieurs nucléocapsides peuvent 

être intégrées dans une même particule virale. Les homotétramères d’attachement G et les 

homotrimères de fusion F sont incorporés à une membrane plasmique sous-tendue par la 

protéine de matrice M. Cette dernière permet la liaison entre la nucléocapside d’une part et 

la membrane plasmique d’autre part, grâce à une interaction avec le domaine N-terminal 

cytoplasmique de la protéine membranaire G. 

E. Le cycle réplicatif 

1. L’entrée de NiV dans la cellule hôte 

La cascade de fusion de la membrane de NiV avec la membrane de la cellule hôte se 

décompose en trois grandes étapes (Aguilar et al. 2010). En l’absence de stimulus, les trimères 

d’hétérodimère mature F1 + F2 sont dans une forme métastable où les deux répétitions en 

heptade, l’une dite N terminale et l’autre C-terminale (i.e. HRN et HRC), sont associées. La 

liaison de la protéine d’attachement G avec les récepteurs d’entrée cellulaire Ephrine B2 ou 

Ephrine B3 déclenche des changements de conformation de la F (Figure 7, A1). Ainsi, les 

domaines HRN et HRC se déploient pour former un intermédiaire dit en « pré-épingle à 

cheveux ». Cette conformation permet l’exposition du peptide de fusion hydrophobe, qui 

vient s’enchâsser dans la membrane de la cellule hôte (Figure 7, A2). HRN et HRC se 
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réassocient pour former un faisceau de six hélices 6HB (Six Helix Bundle) plus stable, opérant 

ainsi un rapprochement et une fusion des membranes cellulaires et virales (Figure 7, A3). Bien 

que l’endocytose et la cathepsine L soient nécessaires à la maturation d’une protéine F 

fonctionnelle, une première étude a montré que le traitement des cellules VERO avec des 

inhibiteurs de l’endocytose (β-methyl-cyclodextrin et chlorpromazine) ne perturbe pas 

l’entrée de NiV dans les cellules Vero (Diederich et al. 2008), suggérant que l’endocytose n’est 

pas nécessaire à la fusion de la membrane cellulaire avec la membrane virale, à condition que 

celle-ci porte des protéines F fonctionnelles. Cependant, une autre étude a montré 

l’importance de la macropinocytose pour l’entrée de NiV dans les cellules VERO par 

l’utilisation de latrunculin A et d’amiloride (Pernet et al. 2009). 

2. Transcription primaire, édition et gradient des ARNm viraux 

La transcription des ARNm de NiV est décrite comme suivant des mécanismes 

similaires à celle des autres paramyxovirus (Noton et al. 2015). Après la fusion des 

membranes, le complexe de transcription de NiV est libéré dans le cytoplasme de la cellule 

hôte. Ce sont les protéines contenues dans la particule virale qui vont initier la transcription, 

dite transcription primaire. La polymérase L reconnait la séquence promotrice Leader en 3’ et 

initie la transcription d’ARNm viraux directement à partir de l’ARN génomique simple brin de 

polarité négative (3’-5’) (Figure 7C). Chaque gène est précédé d’une séquence non codante 

permettant l’ajout d’une coiffe (et sa méthylation) à l’ARNm qui va être transcrit. Chaque gène 

est également suivi d’une séquence non codante permettant l’ajout de la queue poly(A) à la 

fin du gène transcrit. Quand la polymérase arrive sur cette séquence non codante de 

polyadénylation, il y a alors trois possibilités : 

- Dans ≈ 70% des cas, elle redémarre la transcription du gène suivant. 

- Dans ≈ 20% des cas, elle arrête la transcription et doit donc réinitialiser la 

transcription au niveau de la séquence Leader. 

- Dans ≈ 10% des cas, elle ignore la séquence de polyadénylation et continue la 

transcription du gène suivant sans discontinuité, formant ainsi un ARNm 

polycistronique dont seule la première séquence codante est traduisible. 

De ce mécanisme résulte la formation d’un gradient d’ARNm. Plus un gène est éloigné de la 

séquence Leader, moins il est transcrit en ARNm. Comme pour MeV, la transcription de NiV 

nécessite la phosphorylation de la nucléoprotéine N (Huang et al. 2011). 

A l’instar d’autres paramyxovirus, le gène P de NiV contient un site d’édition dont la 

séquence est AAUUUUUCC (Kolakofsky et al. 2005). Au niveau de cette séquence « glissante », 

jusqu’à 14 résidus guanines peuvent être ajoutés par la polymérase sur le brin néosynthétisé 

en plus des guanines présentes dans la séquence codante (Lo et al. 2009). Environ 67 % des 

transcrits sont édités pour NiV-M et environ 66 % pour NiV-B. Il en résulte un décalage du 

cadre de lecture lors de la traduction et la production des protéines V et W ayant des domaines 

C-terminaux spécifiques (cf. Figure 5 et « I.D.2. Organisation du génome », dans cette partie). 
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3. Traduction des ARNm et transcription secondaire 

La traduction des ARNm produits est assurée par les ribosomes cellulaires (Figure 7). 

Le gradient d’ARNm (Figure 7C) entraîne un gradient de protéines virales : la N étant la plus 

abondante et la L, la moins abondante. Les protéines V et W sont produites à partir des ARNm 

édités du gène P (Figure 5). Environ 50% des transcrits du gène P produisent la protéine P, 

environ 25% la V et environ 25% la W (Lo et al. 2009). A contrario, 100% des transcrits du gène 

P peuvent produire la protéine C, grâce au second codon alternatif d’initiation de la traduction 

situé amont du gène P. La production de nouvelles protéines virale, et notamment de 

polymérases L, entraîne la production de nouveaux complexes de transcription, qui vont 

pouvoir à leur tour initier une transcription, dite secondaire. Il en résulte une accumulation 

exponentielle des ARNm de NiV dans la cellule hôte. 

4. Réplication du génome 

Le mécanisme de réplication du génome de NiV est similaire à celui des autres paramyxovirus 

(Noton et al. 2015). La quantité de complexe N0-P serait prépondérante à l’initiation de la 

réplication. Elle induirait une encapsidation simultanée de l’ARN produit, ce qui mettrait la 

polymérase dans un mode « super-processif » (Figure 7D). Ainsi, elle ne tiendrait plus compte 

des signaux intergéniques et allongerait l'ARN naissant sur la longueur complète du génome. 

La polymérase L initie la synthèse de l'ARN au niveau de la séquence promotrice Leader (au 

premier nucléotide précisément) et produit un ARN anti-génomique de sens positif (5’-3’). 

L’extrémité 3' de l'antigénome comprend une séquence complémentaire de la séquence 

Trailer, qui est un autre promoteur de la réplication (cf. Figure 5 et « I.D.2. Organisation du 

génome », dans cette partie). Cette séquence permet d’initier à nouveau une réplication et 

de produire l’ARN génomique complémentaire de l’ARN anti-génomique. Les ARN 

génomiques et anti-génomiques sont encapsidés au fur-et-à mesure par la protéine N délivrée 

via le complexe N0-P. Alors que les protéines N, P et L de NiV sont nécessaires et suffisantes 

pour la réplication du génome (Halpin et al. 2004), les protéines V, W et C ont été décrites 

pour inhiber la réplication (Sleeman et al. 2008). 

5. Assemblage et bourgeonnement 

La protéine de matrice M de NiV est l’élément central de l’assemblage de la particule 

virale et de son bourgeonnement (Watkinson et al. 2016). Grâce à ses interactions avec la 

protéine N et la protéine membranaire G, elle permet d’associer les nucléocapsides à la 

membrane cellulaire, où elles s’accumulent avec leurs complexes de transcription (Figure 7). 

La protéine M permet également le bourgeonnement de la particule virale grâce au 

détournement de la voie ESCRT. Bourgeonnement pour lequel les motifs tardifs YMYL 

(Ciancanelli et al. 2006) et YPLGVG (Patch et al. 2008) sont requis. La protéine C serait 

également impliquée dans ce mécanisme (Park et al. 2016). En effet, elle interagit à la fois 

avec la protéine M et avec le facteur Tsg101 de la voie ESCRT pour améliorer le 

bourgeonnement de la particule virale.
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Figure 7 : Représentation schématique du cycle viral de NiV (schéma adapté à partir de Aguilar et al. 2010 et de Yabukarski et al. 2014). 1 : Après attachement aux récepteurs cellulaires Ephrine B2/B3, la 

membrane de la particule virale fusionne avec la membrane cellulaire, libérant le complexe de transcription. 2 : Les ARNm viraux sont produits par la polymérase directement à partir du génome. 3 : Les ARNm 

viraux sont traduits par les ribosomes de la cellule. 4 : Les protéines nouvellement formées participent à la production de nouveaux ARNm à partir du génome viral. 5 : Lorsque la quantité de N0-P est suffisante, 

la polymérase initie la réplication du génome en anti-génome, puis de l’anti-génome en génome. 6 : La protéine de matrice M permet l’assemblage à la membrane des différents composants de la particule virale 

avant le bourgeonnement et la libération des nouveaux virions (7). Miniatures = A : Représentation schématique du mécanisme de fusion. B : Représentation schématique de la particule virale de NiV. C : 

Représentation schématique de la transcription et de l’élaboration du gradient d’ARNm viraux. D : Représentation schématique de la réplication du génome viral.
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II. LE CONTROLE DE LA REPONSE IMMUNITAIRE INNEE ANTIVIRALE PAR 

NiV 

A. Mise en place de l’immunité antivirale 

1. Déclenchement de l’immunité innée par les virus à ARN 

Les cellules possèdent de nombreux senseurs leur permettant de détecter des motifs 

conservés parmi les agents pathogènes, appelés PAMPS (Pathogen-Associated Molecular 

Patterns). La détection de PAMPs permet le déclenchement de voies de signalisation 

aboutissant à la transcription de gènes impliqués dans la réponse immunitaire innée. Le 

déclenchement de l’immunité innée permet à la cellule de mettre rapidement en place des 

défenses appropriées contre le pathogène détecté et de mettre en place les premières étapes 

de l’immunité adaptative. Ainsi, lors d’une infection virale, de nombreuses cytokines sont 

produites par les cellules afin de transmettre le signal d’alarme. Parmi elles, les interférons de 

types I α et β (IFNα/β) sont produits localement pour induire un état de défense antivirale 

chez la cellule infectée et les cellules voisines. 

Les virus à ARN peuvent être détectés par deux familles de récepteurs cellulaires : les 

récepteurs membranaires de type Toll (TLRs) et les récepteurs cytoplasmiques de type RIG 

(RLRs). Les TLR3 et TLR7/8 peuvent détecter respectivement les ARNs double et simple brin 

dans le milieu extracellulaire (Figure 8) (S.-Y. Zhang et al. 2007). L’engagement des TLR3 et 

TLR7/8 par leur ligand active leurs transducteurs de signal, TRIF (TIR domain-containing 

adaptor protein inducing IFNβ) et MyD88 respectivement (Myeloid Differentiation primary-

response protein 88) pour déclencher la cascade de signalisation via TRAF3 (TNF Receptor-

Associated Factor 3) aboutissant à la phosphorylation des facteurs de transcription IRF3 et 

IRF7 (Interferon-Regulatory Factors 3 and 7) par différentes kinases. Les RLRs MDA5 

(Melanoma Differentiation-Associated protein 5) et RIG-I (Retinoic-acid Inducible Gene 1) 

peuvent détecter les ARN viraux dans le cytoplasme (Figure 8) : RIG-I détecte 

préférentiellement les courts ARN double brin (7 à 10 pb) 5’-triphosphates et MDA5 détecte 

préférentiellement les longs ARN double brin (> 2000 pb) sans mésapariement (Lässig et 

Hopfner 2017). Les ARN DI (Defective Interfering RNA) de forme « hairpin » ou « panhandle » 

produits pendant le cycle viral sont décrits pour être des ligands de choix de RIG-I et donc pour 

favoriser la détection des paramyxovirus par les RLRs (Schlee et Hartmann 2010). Ces DI 

pouvant être présents en grande quantité dans les particules virales ayant de nombreux 

passages sur cellules in vitro, ils posent le problème du contrôle des stocks de virus utilisés 

pour l’étude des mécanismes d’activation des voies cellulaires (Shivakoti et al. 2013). La 

technique de génétique inverse peut remédier au problème des DI dans les stocks viraux, mais 

au détriment du polymorphisme des stocks. RIG-I et MDA5 possèdent des domaines CARD 

(Caspase Activation and Recruitment Domains), qui interagissent avec une plateforme 

mitochondriale MAVS (Mitochondrial Antiviral-Signaling protein) lorsque RIG-I et MDA5 

détectent leurs ligands. Un troisième RLR, LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2), 
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dépourvu de domaine CARD, peut reconnaître des ARN double brin à bouts francs coiffés ou 

non (Lässig et Hopfner 2017). LGP2 a initialement été décrit comme un régulateur des RLRs 

(Bruns et al. 2015) : surexprimé dans des cellules, il présente un effet inhibiteur des RLRs, mais 

quand il est présent à de faibles concentrations dans la cellule, il a un effet synergique de 

l’activation de MDA5. Des données plus récentes étayent l’effet synergique de LGP2 sur MDA5 

(Uchikawa et al. 2016), mais il n’aurait pas de réel effet inhibiteur (Lässig et Hopfner 2017). Il 

serait simplement en compétition pour les mêmes ligands que RIG-I. L’activation de MAVS par 

les RLRs déclenche la cascade de signalisation via TRAF3, aboutissant à la phosphorylation des 

facteurs de transcription IRF3 et IRF7. La phosphorylation des IRFs permet leur dimérisation 

et leur translocation nucléaire. La phosphorylation d’IRF3 par IKKε (IκB Kinase ε) et TBK1 (Tank-

Binding Kinase 1) permet la formation d’hétérodimères IRF3/IRF7 responsables de la 

production d’IFNβ. Dans un second temps, le déclenchement de la voie permet une 

production d’IRF7 qui, présent en plus grande quantité dans la cellule et phosphorylé par IKKα, 

permet la formation d’homodimères IRF7/IRF7 responsables de la production d’IFNα. A noter 

que la production constitutive d’IRF7 dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes permet la 

production d’IFNα dès les premiers temps d’activation de la voie (Izaguirre et al. 2003). 

2. Réponse à l’IFN de type 1 et mise en place des défenses antivirales 

L’IFN de type 1 produit est libéré dans le milieu extracellulaire et se fixe sur 

l’hétérodimère IFNAR 1/2 (IFNα/β Receptor 1 et 2) des cellules avoisinantes (Figure 9) 

(Ivashkiv et al. 2014). L’engagement d’IFNAR entraîne la phosphorylation du récepteur par 

JAK1 (Janus Kinase 1) et TYK2 (Tyrosine Kinase 2) permettant le recrutement de deux 

transducteurs de signal STAT 1 et 2 (Signal Transducers and Activators of Transcription 1 and 

2). A leur tour, STAT 1 et 2 vont être phosphorylés par JAK1 et TYK2 et s’associer en 

hétérodimère. Cet hétérodimère se lie à IRF9, entre dans le noyau et déclenche la 

transcription de centaines d’ISGs (IFN-Stimulated Genes), dont les fonctions de certains sont 

encore mal définies (Schoggins et al. 2011). Parmi ces fonctions, les ISGs permettent la 

production de différentes protéines antivirales. Par exemple, la PKR (Protein Kinase RNA-

activated) inhibe la traduction des ARNm et donc des messagers viraux. 

Les paramyxovirus ont développé différentes stratégies pour échapper aux défenses 

antivirales. Chez les chauves-souris de la famille des Pteropodidae, les voies de l’immunité 

innée décrites ci-dessus sont fonctionnelles (Enchéry et Horvat 2017), ce qui a permis le 

maintien des mécanismes d’évasion communs aux paramyxovirus, mais a aussi permis le 

développement de mécanismes inédits spécifiques de l’immunité des chauves-souris. 

B. Effets des protéines de NiV sur la production de l’IFN 

1. Effet de la protéine V sur MDA5 et LGP2 

La protéine V de NiV exprimée après transfection inhibe l’activation du gène de l’IFNβ 

dans des cellules VERO activées avec MDA5 (Childs et al. 2007). Le motif en doigt de zinc du 
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domaine C-terminal de la protéine V de NiV, très conservé chez les paramyxovirus, lie MDA5 

(Childs et al. 2007) et LGP2 (Parisien et al. 2009) (Figure 8), mais pas RIG-I. Les acides aminés 

R806 de MDA5 et R455 de LGP2 sont nécessaires pour la reconnaissance par NiV V (Rodriguez 

et al. 2013). La mutation R806L de MDA5, qui empêche la liaison avec V, abroge l’inhibition de 

la production d’IFNβ. En effet, l’interaction de V avec MDA5 et LGP2 perturbe la fonction 

d’hydrolyse de l’ATP de ces deux protéines, qui est nécessaire à MDA5 pour activer MAVS et 

à LGP2 pour co-activer MDA5. A noter que la substitution L714R dans RIG-I rend le récepteur 

susceptible au blocage par la protéine V. La structure de la V de PIV5 (Parainfluenza Virus 5) 

en complexe avec MDA5 fournit les bases moléculaires du blocage de la fonction de MDA5 

(Motz et al. 2013). Par cette interaction, la protéine V déplace le site ATPase de MDA5, ce qui 

entraîne la perturbation de son activité d’hydrolyse de l’ATP. 

2. Effets des protéines V et W sur IRF3 

La protéine W de NiV inhibe l’activation du gène de l’IFNβ dans des cellules HEK293T 

infectées par SeV (Shaw et al. 2005). Le même effet est observé dans les cellules activées avec 

TLR3 et TRIF (Figure 8). Cet effet inhibiteur s’accompagne d’une diminution de la 

phosphorylation d’IRF3 quand la quantité de W augmente. La transfection d’un plasmide 

codant pour une protéine W, dont le NLS a été muté, perd cette capacité inhibitrice, alors que 

cette même protéine, couplée avec le NLS de l’antigène T de SV40 (Simian virus 40) afin de 

restaurer sa localisation nucléaire, retrouve cette fonction. La localisation nucléaire de W est 

donc nécessaire à l’inhibition de la voie de signalisation de TLR3. De façon intéressante, le NLS 

d’IRF3 présente une interaction avec les kariophérines α3 et α4, avec lesquelles W a une 

affinité marquée (Shaw et al. 2005). 

La protéine V de NiV couplée avec le NLS de l’antigène T de SV40 acquiert elle aussi la 

capacité d’inhiber TLR3 (M. L. Shaw et al. 2005). Mais cette inhibition n’a lieu que sous 

l’activation par IKKε (contrairement à W qui inhibe la voie de TLR3 activée à la fois par IKKε et 

par TBK1) et ne s’accompagne pas d’une déphosphorylation d’IRF3. Ces données suggèrent 

qu’au moins une partie de cet effet inhibiteur de TLR3, partagé par V et W, serait due à leur 

domaine N-terminal en commun et nécessiterait une localisation nucléaire des protéines. 

L’importance de la localisation nucléaire de W de NiV pour inhiber la réponse immunitaire 

innée a également été rapportée en contexte infectieux (Lo et al. 2010). En effet, les cellules 

endothéliales HULEC, LYMEC et HUVEC infectées par NiV, dans lesquelles la protéine W serait 

localisée dans le cytoplasme, produisent de l’IFNβ, contrairement aux cellules neuronales M17 

dans lesquelles W est nucléaire. De plus, la réplication de NiV dans les cellules neuronales est 

significativement plus importante que celle dans les cellules endothéliales. 

L’interaction de la protéine V avec les IRFs a été décrite pour de nombreux 

paramyxovirus, parfois dans des études contradictoires. En effet, la V de MeV interagirait avec 

IRF7 en plus d’interagir avec IKKα, mais pas avec IRF3 (Pfaller et al. 2008). Cependant, dans 

une autre étude, les V de SeV, MeV et NDV (Newcastle Disease virus), mais pas celle de NiV, 
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interagiraient avec IRF3 et inhiberaient son activation (Irie et al. 2012). Dans ce même 

contexte, une interaction avec RIG-I a également été observée pour l’ensemble des V de SeV, 

MeV, NDV, MuV (Mumps virus) et NiV, alors qu’une telle interaction avait été précédemment 

écartée (Childs et al. 2007) et est exclue par les données structurales (Motz et al. 2013). Cette 

interaction inattendue a été mise sur le compte de la surexpression des protéines V, mais 

questionne la validité de toutes les autres interactions décrites en conditions de 

surexpression. Ainsi, l’expérimentation en contexte infectieux est indispensable pour valider 

la réalité physiologique de ces effets. 

3. Effet de la protéine C sur IKKα 

La protéine C de NiV inhibe l’activation du gène de l’IFNα dans des cellules HEK293T 

(Human Embryonic Kidney 293 SV40 T antigen) activées avec MyD88/TRAF6/IKKα/IRF7 

(Yamaguchi et al. 2014). La protéine C interagit avec IKKα l’empêchant ainsi de phosphoryler 

IRF7 (Figure 8). IRF7 ne peut donc pas entrer dans le noyau pour y jouer son rôle de facteur 

de transcription. Cette fonction de la C semble partagée par plusieurs paramyxovirus : le virus 

Sendai (SeV), PIV3 et MeV. Les protéines C de NiV et MeV sont homologues (Lo et al. 2014), 

mais elles ne partagent aucune similarité de séquence avec la protéine C de SeV. Malgré tout, 

elles auraient toutes trois une origine commune du fait de leur organisation similaire et de 

leur localisation sur le gène P. Cette fonction inhibitrice d’IKKα des protéines C serait donc 

conservée parmi les paramyxovirus, sans conservation de séquence. De façon intéressante, 

un effet similaire de la protéine V de MeV avait été décrit précédemment (Pfaller et al. 2008). 

Les protéines C et V de MeV aurait donc une action redondante sur IKKα. Une régulation de la 

production de cytokines par la protéine C de NiV a également été mise en évidence sans que 

le mécanisme sous-jacent soit détaillé (Mathieu et al. 2012). En effet, une étude 

transcriptomique comparant des cellules infectées par NiV et par NiVΔC (n’exprimant pas la 

protéine C) a identifié tout un ensemble de cytokines dont l’expression est inhibée en 

présence de C : IL-1β (Interleukin-1β), IL-8, CXCL2 (C-X-C motif Ligand 2), CXCL3, CXCL6, CCL20 

(C-C motif Ligand 20) et IFNβ. Les facteurs de transcription STAT et NF-κB (Nuclear Factor-

Kappa B) étant nécessaires à la production de ces cytokines, C pourrait perturber leurs voies 

de signalisation respectives. 

4. Effet de la protéine structurale M sur TRIM6 

Un effet inhibiteur de la production d’interféron par la protéine structurale de matrice 

M a récemment été décrit (Bharaj et al. 2016). En effet, la protéine M de NiV inhibe l’activation 

du gène de l’IFNβ dans des cellules HEK293T activées avec TRIF, MAVS, TBK1 ou encore IKKε, 

mais pas avec IRF3. Le même effet est observé dans les cellules infectées. La protéine M de 

NiV interagit avec TRIM6 (Tripartite Motif protein 6) afin d’induire sa dégradation par un 

mécanisme indépendant du protéasome. TRIM6 étant responsable de la formation de la 

chaîne de polyubiquitines non ancrée nécessaire à l’activation d’IKKε, sa dégradation par M 

induit l’inactivation des voies passant par IKKε (Figure 8). Cet effet nécessite l’acide aminé 
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K258 de M, conservé chez HeV, GhV et CeV, comme est conservée cette fonction de M. Le rôle 

de M dans la dégradation de TRIM6 a été confirmé en contexte d’infection, sans que son rôle 

dans l’effet global d’inhibition de la voie n’ait été mis en évidence. L’inhibition par M de la voie 

activée par TBK1 n’a pas été plus détaillée. Ces résultats montrent que les protéines 

structurales ne sont pas seulement cantonnées à un rôle de structure de la particule 

infectieuse, à l’instar des PNS qui ne doivent pas être réduites à des rôles de modulateurs de 

la réponse immunitaire (Park et al. 2016). 

 

 
Figure 8 : Représentation schématique de la voie de production de l'interféron de type 1 déclenchée par les RLRs 

et les TLRs, et de son inhibition par les protéines de NiV. La protéine V interagit avec MDA5 et LGP2 inhibant ainsi 

l’activation de la plateforme MAVS. La protéine C interagit avec IKKα l’empêchant de phosphoryler IRF7. La 

protéine M interagit avec TRIM6 entraînant sa dégradation, ce qui inhibe l’activation d’IKKε. La protéine W 

entraîne une déphosphorylation d’IRF3 dans le noyau. 

 

C. Effet commun de P, V et W sur la réponse à l’IFN 

La protéine V de NiV inhibe la cascade de signalisation de l’IFN de type 1 dans des 

cellules 2FTGH stimulées avec de l’IFNα (Rodriguez et al. 2002). En effet, V interagit avec STAT 

1 et 2 sans induire leur dégradation (Figure 9). Cette interaction entraîne une redistribution 
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cytoplasmique des STATs par un mécanisme d’export nucléaire dépendant de CRM1 

(Chromosomal Maintenance 1), où les complexes de haut poids moléculaire V/STAT 

s’accumulent. La formation de ces complexes empêche la phosphorylation de la T701 de 

STAT1, nécessaire à son activation. De façon similaire, la protéine V inhibe la cascade de 

signalisation de l’IFN de type 3 dans des cellules 2FTGH stimulées avec de l’IFNγ. Le NES 

dépendant de CRM1 de V a été localisé entre les acides aminés 174 and 192 (Rodriguez et al. 

2004). Il est nécessaire à la rétention de STAT 1 et 2 dans le cytoplasme, mais n’est pas 

nécessaire à l’inhibition de la voie de signalisation de l’IFN. L’interaction de V avec STAT1 est 

nécessaire à l’interaction avec STAT2. La région de la V située entre les acides aminés 100 et 

160 interagit avec celle de STAT1 comprise entre les acides aminés 509 à 712. Ce site 

d’interaction de V est chevauché par le site d’interaction avec la PLK1 (Polo-Like Kinase 1), 

responsable de la phosphorylation de V (Ludlow et al. 2008). Mais les interactions de V avec 

PLK1 et STAT1 sont indépendantes l’une de l’autre. La région de V permettant l’interaction 

avec STAT2 est comprise entre les acides aminés 100 à 300, avec un rôle prépondérant des 

résidus 230 à 237 dont la délétion diminue grandement cette interaction. Cette capacité de la 

V de NiV à bloquer la voie de signalisation de l’interféron a été retrouvée dans les cellules de 

sept espèces : Homme, singe vert d’Afrique, lapin, chien, cheval, porc et une espèce de 

chauve-souris insectivore Tadarida brasiliensis (Hagmaier et al. 2006). 

Les protéines P et W de NiV ayant les 407 premiers acides aminés N-terminaux en 

commun avec la protéine V interagissent également avec STAT1 (Shaw et al. 2004). Mais alors 

que P, comme V, séquestre STAT1 dans le cytoplasme, la protéine W du fait de sa localisation 

nucléaire séquestre STAT1 dans le noyau (Figure 9). P et W inhibe aussi la phosphorylation de 

la T701 de STAT1 et donc son activation, mais l’effet inhibiteur de P serait plus faible que celui 

de W et V. Les mutations des acides aminés G121E, G125E, G127E, et Y116E dans la P 

entraînent son incapacité à bloquer la voie de signalisation de l’IFN (Ciancanelli et al. 2009). 

De façon intéressante, la mutation G125E a été découverte dans un virus isolé chez un patient 

humain (Hagmaier et al. 2006). Cela suggère que la capacité des produits du gène P à inhiber 

la réponse à l’IFN n’est pas nécessaire à NiV pour passer la barrière d’espèce chez l’Homme. 

Récemment, il a également été suggéré que la protéine N de NiV joue un rôle dans l’inhibition 

de la voie Jack/STAT (Sugai et al. 2017). 
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Figure 9 : Représentation schématique de la voie de réponse à l'interféron de type 1 et de son inhibition par les 

protéines de NiV. Grâce à leur domaine N-terminal en commun, P, V et W interagissent avec STAT1 et inhibent sa 

phosphorylation. P et V séquestrent STAT1 dans le cytoplasme et la protéine nucléaire W la séquestre dans le 

noyau. La V présente également une interaction avec STAT2, qui nécessite une interaction préalable avec STAT1. 

 

D. Effets des protéines non structurales de NiV sur la réponse 

immunitaire innée en contexte infectieux 

1. Importance et limites de l’étude des protéines non structurales en 

contexte infectieux 

En contexte de transfection, les protéines non structurales (PNS) V, W et C de NiV sont 

toutes décrites pour inhiber la production d’IFN de type 1 (Figure 8). V et W (et P, du fait du 
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leur domaine N-terminal en commun) sont aussi impliquées dans l’inhibition de la réponse à 

l’IFN (Figure 9). La liste de ces effets n’est probablement pas exhaustive et d’autres 

partenaires cellulaires des protéines virales pourraient être impliqués dans des mécanismes 

encore mal connus. Bien que certains résultats présentés précédemment aient été obtenus 

lors d’une infection par NiV, la plupart des effets des PNS a été étudiée à l’aide de la 

transfection d’un plasmide codant une seule protéine. Cette méthode d’exploration a de 

nombreux avantages, particulièrement dans l’étude d’un pathogène de classe 4. Mais elle 

présente également de nombreux biais du fait de la surexpression de la protéine exprimée 

suite à la transfection, de l’absence du contexte protéique viral et du fait d’un contexte 

cellulaire certainement différent de celui d’une cellule infectée. En effet, la quantité de 

protéines virales (Virtue et al. 2011a), leur production séquentielle dans le cycle (Kulkarni et 

al. 2009) et leurs interactions entre elles sont des facteurs déterminants de la réelle 

importance des effets décrits en contexte de transfection. Pour preuve, une étude des 

interactions cellulaires de la protéine V de MeV a identifié 245 interactions en contexte 

d’infection virale, alors que parmi celles-ci seulement 142 ont été retrouvées en contexte de 

transfection (Komarova et al. 2011). Ainsi la validation en contexte infectieux de données 

obtenues par transfection est indispensable pour justifier de leur validité. 

Les résultats en contexte infectieux présentent eux aussi un certain nombre de biais et 

de difficultés dans leur interprétation. Par exemple, l’utilisation de virus recombinants 

déficients pour une ou plusieurs protéines permet de supprimer les effets directs de ces 

protéines sur leurs partenaires cellulaires dans un contexte infectieux. Mais cela supprime 

également l’influence de ces protéines sur les effets des protéines virales toujours exprimées 

et perturbe globalement le cycle viral. Par exemple, les protéines V, W et C de NiV ayant un 

effet inhibiteur sur la réplication d’un minigénome (Sleeman et al. 2008), la suppression d’une 

ou plusieurs de ces protéines aboutit nécessairement à un virus recombinant ayant une 

réplication altérée par rapport à un virus WT (Wild-Type). L’appréciation de l’implication de 

tous ces effets « secondaires » dans l’effet principalement étudié est une part non négligeable 

de l’interprétation des résultats. Enfin, la multiplicité des types cellulaires utilisés, des temps 

d’infection, des méthodes d’exploration et des MOI (Multiplicity Of Infection) employés dans 

les différentes études représentent une série de biais potentiels rendant difficile la définition 

du rôle exact des PNS en contexte infectieux. 

Face aux exigences de biosécurité rencontrées pour étudier les PNS de NiV (pathogène 

de classe 4) en contexte infectieux, diverses stratégies ont été élaborées pour s’en affranchir. 

Par exemple, des NDV recombinants exprimant soit la protéine V, soit la protéine W de NiV, 

ont été utilisés pour étudier les effets inhibiteurs de la réponse antivirale de ces proteines en 

contexte infectieux (Glennon et al. 2015). Notamment, des cellules PVK4 de rein de Pteropus 

vampyrus ont été infectées avec ces virus recombinants. Cellules dans lesquelles il avait été 

préalablement démontré que NDV induisait une forte réponse antivirale. Bien que les 

protéines V et W aient ainsi été produites par un virus dans un contexte d’infection, on peut 

s’interroger sur la pertinence de résultats obtenus dans des cellules de chauves-souris 
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infectées par un virus aviaire exprimant une seule des protéines de NiV grâce à un cadre de 

lecture supplémentaire dans le génome de NDV (c’est-à-dire sans avoir recourt à un 

mécanisme d’édition). 

2. Effets des protéines non structurales sur la production des cytokines 

en contexte infectieux in vitro 

Dans un premier temps, des études ont porté sur la recherche d’un effet inhibiteur 

global de l’infection par NIV sur la production d’IFN de type 1. Alors que des cellules HEp-2 

stimulées par du poly I:C montrent une forte activation de la production d’IFN, la production 

d’ARNm des IFNα et β semblerait limitée dans celles infectées par NiV à MOI 10, 3h après 

infection (Virtue et al. 2011a). Dans les mêmes conditions, la production d’IFN est également 

peu ou pas activée dans des cellules PaLuT02 de chauves-souris infectées par NiV par rapport 

aux cellules stimulées avec du poly I:C (Virtue et al. 2011b). Dans cette étude, l’effet de 

l’infection virale sur la production d’IFN stimulée par du poly I:C n’a pas été testé. A ce moment 

précoce du cycle viral (3h après infection), le virus est dans la phase de transcription, mais 

vraisemblablement pas dans la phase de réplication du génome. Il est ainsi difficile de 

déterminer si l’infection par NiV n’a pas déclenché la production d’IFN de type 1 (du fait du 

peu d’ARN viraux produits) ou si cette production est inhibée par les protéines V, W, C et/ou 

M. En effet, les protéines non structurales V et W ne s’accumulent que tardivement dans la 

cellule, avec un maximum entre 10h et 24h après infection (Kulkarni et al. 2009). 

Contrairement à l’IFNβ, l’IFNα serait produit de façon constitutive dans les cellules PaKiT03 de 

chauves-souris avec des niveaux de production d’ARNm plus élevés dans certains organes 

(cerveau et poumon par exemple) (Zhou et al. 2016), sans que cela ait été préalablement 

rapporté par Virtue et al. en 2011. Cette production constitutive d’IFNα est insensible aux 

effets antagonistes de l’infection par HeV de cellules PaKiT03. Cette production constitutive 

d’IFNα serait une explication du portage asymptomatique de nombreux virus par les chauves-

souris. 

L’utilisation de virus recombinants déficients pour les différentes PNS a permis 

d’essayer de discriminer les rôles de chacune. Il n’y a pas de différence de production d’IFNβ 

12h après infection (MOI 5) entre des virus NiV déficients pour les domaines C-terminaux des 

protéines V ou W et le virus WT dans des cellules HMVEC-L, alors qu’une augmentation 

relative est observée pour les virus déficients pour la protéine C ou pour le mécanisme 

d’édition (c’est-à-dire déficient à la fois pour V et W) (Lo et al. 2012) (Tableau 2). Cependant, 

24 et 48h après infection, les virus dépourvus de V, W ou de C ou du mécanisme d’édition 

induisent tous une augmentation significative de la production d’IFNβ par rapport à une 

infection avec le virus WT. Ces résultats seraient en faveur d’un contrôle précoce (12h après 

infection) de la réponse antivirale par la protéine C (en accord avec les données obtenues par 

ailleurs (Mathieu et al. 2012)), alors que les effets inhibiteurs des domaines C-terminaux de V 

et W seraient plus tardifs (24 - 48h après infection). Cette conclusion est également en accord 

avec les résultats présentant une production tardive des protéines V et W (Kulkarni et al. 
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2009), alors que la protéine C est potentiellement produite dès le début de la transcription du 

gène P (Figure 5). Bien qu’un mécanisme d’inhibition de la production d’IFNα par C ait déjà 

été décrit (Yamaguchi et al. 2014), des études complémentaires sont nécessaires pour mettre 

en évidence le mécanisme direct de contrôle précoce des défenses antivirales par la protéine 

C. 

Tableau 2 : Résumé des effets des produits du gènes P lors d’une infection de cellules HMVEC-L 

à MOI 5 infectées par différents virus recombinants en comparaison au virus WT d’après Lo et 

al. 2012. C ko = virus n’exprimant pas la protéine C ; V(CTD) ko = virus n’exprimant pas le 

domaine C-terminal de la protéine V ; W(CTD) ko = virus n’exprimant pas le domaine C-terminal 

de la protéine W ; V/W ko = virus n’exprimant pas les protéines V et W ; C/V/W ko = virus 

n’exprimant pas les protéines C, V et W ; STAT = virus portant la mutation ponctuelle G125E 

abolissant l’interaction des protéines P, V et W avec STAT1 (Ciancanelli et al. 2009). « Edition 

des ARNs » correspond au pourcentage des ARNm édités par rapport au nombre total d’ARNm 

du gène P 24h après infection, « Réplication » correspond au nombre de copies du génome de 

NiV 12h après infection, « Titre » correspond au titre maximal, « ISGs » correspond à la 

transcription d’un ensemble de gènes anti-viraux, « IFNβ » correspond à la production d’IFNβ 

dans le milieu. P = précoce et T = tardif. « + » (ou « ++ ») indique une augmentation (ou forte 

augmentation) par rapport au virus sauvage, « - » (ou « - - ») indique une diminution (ou forte 

diminution) par rapport au virus sauvage et = indique un niveau similaire au virus sauvage. 

Virus Edition des ARNs Réplication Titre ISGs 
IFNβ 

P T 

C ko = + - - ++ ++ + 
V(CTD) ko - - - - - + = + 
W(CTD) ko = = = = = ++ 

V/W ko - - + - ++ ++ ++ 
C/V/W ko - - + - - ++ ++ + 

STAT = = = ++ = = 

 

Cette production augmentée d’IFNβ en absence de C n’est certainement pas 

uniquement due à un effet inhibiteur direct de la protéine sur la voie de production de l’IFNβ. 

En effet, la protéine C inhibe la réplication du génome, au même titre que les protéines V, W 

et leur domaine N-terminal en commun (Sleeman et al. 2008). Et de façon intéressante, les 

lignes du tableau 2 indiquant une forte production d’IFNβ (C ko, V/W ko et C/V/W ko) sont 

aussi les lignes où la réplication du génome est augmentée. Si la réplication augmente, le 

nombre d’ARNs viraux dans la cellule augmente, favorisant ainsi la détection par les RLRs et la 

production d’IFN. La protéine C pourrait donc limiter la réponse antivirale en limitant la 

production d’ARNs viraux au même titre que les protéines V et W (correspondant aux lignes 

V/W ko et C/V/W ko du tableau 2). Le rôle possible de la protéine C dans la limitation de la 

production de DI serait également une explication à l’augmentation de l’IFNβ en son absence 

(Pfaller et al. 2015). A contrario, l’augmentation de la production tardive d’IFNβ dans le cas de 

l’infection par les virus V(CTD) ko et W(CTD) ko n’est pas associée à une augmentation de la 
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réplication. En effet, ces virus produisent une protéine chimère correspondant au domaine N-

terminal commun à V et W, qui est décrite pour inhiber la réplication du génome (Sleeman et 

al. 2008), en plus de produire la protéine C, la V (pour le W(CTD) ko) ou la W (pour le V(CTD) 

ko. L’augmentation de la production tardive d’IFNβ en l’absence de V(CTD) et de W(CTD) 

pourrait donc bien correspondre à l’absence de l’effet inhibiteur que ces protéines exercent 

via leurs domaines C-terminaux respectifs directement sur la voie de production d’IFNβ (Shaw 

et al. 2005 ; Childs et al. 2007). 

Le contrôle de la réponse antivirale par la protéine W dépendrait du type cellulaire (Lo 

et al. 2010). Des cellules endothéliales HULEC, LYMEC et HUVEC infectées par NiV présentent 

une production d’IFNβ à partir de 16h après infection, avec une augmentation significative 

24h après infection, contrairement à des cellules neuronales M17. Cette production d’IFNβ 

dans les cellules endothéliales s’accompagne d’une production des chimiokines IL-8, CXCL10 

et CCL2, et d’un chimiotactisme des monocytes et lymphocytes T. Il est possible que cet effet 

différentiel résulte d’une localisation cytoplasmique de W et non nucléaire dans les cellules 

endothéliales HULEC, LYMEC et HUVEC. Le mécanisme d’inhibition de la voie TLR3 par W ayant 

été décrit comme dépendant de sa localisation nucléaire (Shaw et al. 2005), l’hypothèse d’une 

production plus importante de cytokines dans les cellules endothéliales infectées par NiV du 

fait de la localisation cytoplasmique de W, par rapport aux cellules neuronales M17, a été 

avancée. Cependant, les cellules endothéliales HMVEC-L (correspondant aux cellules HULEC 

d’après Lo et al. 2012) infectées par un virus NiV déficients pour le domaine C-terminal de la 

protéine W présentent une production tardive d’IFNβ plus importante que les HMVEC-L 

infectées avec le virus WT (Lo et al. 2012). De plus, les HMVEC-L infectées par un virus NiV 

déficient pour le mécanisme d’édition (c’est-à-dire déficient à la fois pour V et W) montre une 

production précoce et tardive d’IFNβ et de chimiokines plus importante par rapport au virus 

WT, sans que cela puisse être uniquement expliqué par l’absence de protéine V. Ainsi, les 

différences phénotypiques observées entre absence de W et localisation cytoplasmique de W 

suggèrent que la localisation de cette protéine est un paramètre fonctionnel. 

3. Effets des protéines non structurales sur la réponse à l’interféron en 

contexte infectieux in vitro 

En contexte d’infection, la quantité de protéines STAT1 activées phosphorylées en 

position T701 est réduite dans des cellules VERO infectées par NiV et traitées à l’IFNβ 

(Ciancanelli et al. 2009). Cet effet du virus est directement lié à la capacité de ses produits 

issus du gène P à lier STAT1, puisque la quantité de STAT1 activées n’est pas réduite dans les 

VERO infectées avec un NiV porteur de la mutation G121E dans ses protéines P, V et W par 

rapport aux cellules non infectées. Sans stimulation à l’IFN, les protéines STAT1 sont localisées 

dans le cytoplasme des cellules non infectées, alors qu’elles sont localisées dans le noyau des 

cellules infectées par NiV. 24h après une stimulation à l’IFN, les protéines STAT1 sont recyclées 

vers le cytoplasme des cellules non infectées, alors qu’elles restent séquestrées dans le noyau 

des cellules infectées. Ainsi malgré une capacité commune des protéines P, V et W à lier 
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STAT1, la séquestration préférentielle de STAT1 dans le noyau lors d’une infection par NiV 

suggère un effet prépondérant de la protéine W en contexte infectieux. Cependant, en cellules 

HeLa, cette séquestration préférentielle de STAT1 par W lors de l’infection par HeV semble 

être moins évidente (Lieu et al. 2015) que lors de l’infection par NiV (Ciancanelli et al. 2009). 

Ainsi, selon le type cellulaire et selon le virus (NiV ou HeV), les détails des rôles respectifs de 

P, V et W dans l’inhibition de la voie JAK/STAT restent à préciser. 

L’infection de cellules HMVEC-L avec des virus NiV V/W ko et C/V/W ko (MOI 5) montre 

une augmentation significative de l’activation des ISGs 12h après infection (Lo et al. 2012) 

(Tableau 2), suggérant une implication des protéines V et W dans l’inhibition de la voie de 

signalisation de l’IFN de type 1. Mais comme pour la production d’IFN (cf. « 2. Effets des PNS 

sur la production des cytokines en contexte infectieux », dans cette partie), ces résultats 

pourraient être dus en tout ou partie à une augmentation artificielle de la réplication virale 

avec ces virus déficients, comme c’est également le cas avec le virus C ko. Par contre, 

l’augmentation significative de l’activation des ISGs 12h après infection par le virus portant la 

mutation ponctuelle G125E montre bien l’importance de l’interaction des protéines P, V et W 

avec STAT1 pour l’inhibition de la réponse à l’IFN de type 1 (Tableau 2), sans que l’on sache le 

rôle individuel de chacune de ces protéines. 

La capacité inhibitrice de NiV sur la réponse à l’interféron de type 1 reste malgré tout 

sujette à discussion à cause du caractère contradictoire des études publiées. En cellules VERO 

infectées à MOI 2, 24h après infection, une inhibition de la voie de signalisation de l’interféron 

stimulée par IFNα est observée lors de l’infection par NiV (Yoneda et al. 2010). L’inhibition de 

la réponse interféron par les NiV déficients pour V(CTD), pour W(CTD) ou pour la C n’est pas 

étonnante du fait de la présence de produits du gène P liant STAT1 dans ces virus. Cependant, 

dans les cellules humaines 293T et Hep-2, infectées par NiV et HeV à MOI 1, la voie de 

signalisation de l’interféron stimulée par IFNβ a été démontrée toujours active 24h après 

infection (Virtue et al. 2011a). Ces résultats ont été expliqués par une production de protéines 

virales moins importante en contexte d’infection par rapport au contexte de transfection. Par 

rapport aux résultats obtenus en cellules VERO, la différence entre les MOI et les types 

cellulaires utilisés a été proposée comme explication de la divergence des résultats. A 

contrario, la même équipe a démontré qu’en cellules PaLuT02 de chauves-souris infectées par 

NiV à MOI 10, la réponse interféron stimulée par IFNα était inhibée 24h après infection (Virtue 

et al. 2011b). Ainsi, bien que l’infection de cellules de chauve-souris par HeV n’inhibe pas la 

production constitutive d’IFNα (Zhou et al. 2016), il y aurait bien une inhibition de la voie de 

signalisation de l’IFN de type 1 par les Henipavirus chez leurs hôtes réservoirs. L’interprétation 

de cet ensemble de résultats est délicate à cause de la multiplicité des MOI et des types 

cellulaires utilisés dans les différentes études. En outre, dans toutes les études exposées ci-

dessus, la réponse à l’IFN a été évaluée dans des cellules où l’infection par NiV était déjà 

installée (24h après infection) et où les protéines P, V et W devaient être produites en quantité 

(Kulkarni et al. 2009). Ainsi pour évaluer l’importance d’une production constitutive d’IFNα et 

d’une activation des ISGs préalable à l’infection pour le contrôle des Henipavirus chez leurs 
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hôtes naturels, il pourrait être intéressant d’évaluer l’impact d’une pré-exposition avec de 

l’IFN sur la cinétique d’infection par NiV. 

4. Rôle des protéines non structurales de NiV in vivo 

L’importance des protéines P, V et W dans le pouvoir pathogène des Henipavirus a été 

soulignée par la découverte du CeV, Henipavirus dépourvu de site d’édition et donc de 

protéines V et W (Marsh et al. 2012) (Figure 1). Isolé à partir d’échantillons d’urine de chauves-

souris, le CeV code également pour une P dont le site d’interaction avec STAT1 présente une 

faible homologie de séquence avec les P de NiV et HeV (Lieu et al. 2015), avec la conservation 

d’un seul parmi les cinq résidus G121, G125, G127, G135, et Y116, décrits comme critiques 

chez NiV (Ciancanelli et al. 2009). Corrélativement, la séquestration de STAT1 sous stimulation 

IFNα dans des cellules HeLa infectées par CeV est modeste. Cette double absence de V/W et 

de résidus importants pour l’interaction avec STAT1 coïncide avec une absence de pouvoir 

pathogène du CeV chez le furet et le cochon d’Inde, deux espèces modèles pour l’étude de la 

pathogénie de NiV (Marsh et al. 2012). 

L’importance des protéines non structurales de NiV a également été mise en évidence 

par l’infection de différents modèles d’animaux avec des virus déficients pour les différentes 

protéines. Aucune mortalité n’a été observée lors de l’infection de hamsters par NiV V(CTD) 

ko (Yoneda et al. 2010) et une mortalité réduite a été observée lors de l’infection par NiV C ko 

dans Mathieu et al. 2012, voir pas de mortalité dans Yoneda et al. 2010. NiV W(CTD) ko 

présente une mortalité dose-dépendante similaire au NiV WT lors de l’infection de hamsters, 

mais la propagation de NiV W(CTD) ko dans les organes est moins importante et plus lente. 

Des résultats similaires ont été obtenus chez le furet (Satterfield et al. 2015). Alors que tous 

les furets infectés par NiV WT et NiV W(CTD) ko étaient morts à 8 jours et 11 jours après 

challenge respectivement, aucune mortalité n’a été observée lors de l’infection avec le virus 

NiV V(CTD) ko et une réponse anticorps s’est mise en place. Avec ce virus, l’infection semble 

bien initiée, mais elle est rapidement contrôlée. Cependant, contrairement à ce qui avait été 

observé chez le hamster, il n’y a pas de diminution de la mortalité des furets infectés avec NiV 

C ko par rapport à ceux infectés avec le virus WT (Satterfield et al. 2016). Par contre, l’infection 

des furets avec un NiV W et C ko induit une mortalité de 60%. L’analyse macroscopique et 

histologique des organes des furets infectés avec les différents virus a ainsi permis aux auteurs 

de proposer un modèle des différents rôles immunomodulateurs des protéines V et W (Figure 

10) : 

- NiV WT se dissémine dans les poumons, dans la rate et dans l’endothélium 

cérébral. Les furets succombent de l’atteinte pulmonaire avant qu’une réponse 

anticorps n’ait été mise en place. 

- L’infection par NiV W(CTD)ko est limitée dans les poumons, mais NiV W(CTD)ko 

se dissémine dans la rate et dans l’endothélium cérébral jusqu’à infecter les 
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neurones, aboutissant à une mortalité différée causée par l’atteinte 

neurologique. 

- NiV V(CTD)ko est incapable de se disséminer efficacement dans les poumons. 

Une réponse anticorps est détectable dès le 6ème jour après challenge, comme 

cela avait été observé chez les hamsters (Yoneda et al. 2010). 

Ainsi, lors de l’infection de furets par NiV, la protéine V est le déterminant majeur du 

pouvoir pathogène, alors que la protéine W module la réponse inflammatoire de façon à 

déterminer la dissémination du virus à travers l’organisme (Satterfield et al. 2015). A noter 

cependant dans cette étude que le parallèle systématique fait entre les lésions observées in 

vivo et la production de cytokines par les cellules endothéliales HPMEC infectées in vitro, tend 

à faire oublier que d’autres types cellulaires sont infectées in vivo, notamment les cellules 

épithéliales du tractus respiratoire qui sont les premières cibles du virus (Baseler et al. 2016), 

et à minimiser leur rôle dans la réponse inflammatoire. 

 Les PNS sont donc des facteurs déterminants du fort pouvoir pathogène de NiV, même 

si le mécanisme exact et l’importance relative de chaque protéine non structurale dans la 

modulation de la réponse antivirale restent incomplètement établis. L’inhibition des voies de 

production et de signalisation de l’IFN de type 1 par les PNS de NiV a particulièrement été 

étudiée au cours des 19 dernières années. Cependant, certains aspects de la réponse 

inflammatoire ont été négligés, malgré un certain nombre d’éléments indiquant leur 

importance. En effet, les IFNs ne sont pas les seules cytokines dont la production est modulée 

lors d’une infection par NiV. En particulier, les chimiokines responsables de l’attraction des 

leucocytes pourraient revêtir une réelle importance dans la pathogénie du virus (Lo et al. 2010 

; Mathieu et al. 2011 ; Mathieu et al. 2012 ; Mathieu et al. 2012 ; Lo et al. 2012 ; Satterfield et 

al. 2015), notamment IL-8, CCL2, CCL5, CXCL10… Toutes ces chimiokines sont sous le contrôle 

de la voie NF-κB. Bien que cette voie puisse être déclenchée par les RLRs suite à l’entrée de 

NiV dans la cellule, d’autres récepteurs sont responsables de son activation. Compte tenu de 

l’importance de cette voie dans différents mécanismes cellulaires (division, réparation de 

l’ADN, survie cellulaire, réponse inflammatoire, …), l’étude de la voie NF-κB lors de l’infection 

par NiV pourrait apporter un certain nombre d’éléments pour la compréhension du fort 

pouvoir pathogène des Henipavirus. 
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Figure 10 : Réprésentation de la dissémination chez le furet de différents NiV recombinants en fonction de leur incapacité à 

produire la protéine V ou la protéine W (d’après Satterfield et al. 2015). A, NiV WT se dissémine dans les poumons (causant des 

lésions étendues), dans la rate et dans l’endothélium cérébral entraînant des signes neurologiques modérés. Les furets 

succombent de l’atteinte pulmonaire avant qu’une réponse anticorps n’ait été mise en place. B, l’infection par NiV W(CTD) ko 

est limitée dans les poumons et est caractérisée par des lésions pulmonaires modérées. Cette atteinte modérée est mise en 

parallèle par Satterfield et al avec la production d’un ensemble de chimiokines dans des cellules HPMEC infectées avec NiV 

W(CTD) ko et corroborant le recrutement de leucocytes observé dans les tissus. NiV W(CTD) ko se dissémine également dans la 

rate et dans l’endothélium cérébral jusqu’à infecter les neurones, aboutissant à une mortalité différée causée par l’atteinte 

neurologique. C, NiV V(CTD) ko est incapable de se disséminer efficacement dans les poumons. Ce blocage de la dissémination 

est mis en parallèle avec la production d’un ensemble de cytokines antivirales par les cellules HPMEC infectées avec NiV V(CTD) 

ko. Aucune lésion n’est détectée dans la rate et dans le cerveau, aucune mortalité n’est observée, mais une réponse anticorps 

est détectable dès le 6ème jour après challenge. 
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III. LA VOIE NF-κB 

A. Généralités sur la voie NF-κB 

1. Découverte de la voie 

La voie NF-κB (pour « nuclear factor binding near the k light-chain gene in B cells ») 

porte le nom de la protéine se liant au motif κB spécifique et conservé de l’ADN découverte 

par Ranjan Sen (Sen et Baltimore 2006). Le motif κB est une séquence presque palindromique, 

avec un consensus de 5’-GGGRNWYYCC-3’ (où N est une base quelconque, R une purine, W 

une adénine ou thymine et Y une pyrimidine) (Sen et Baltimore 2006 ; Lenardo et al. 1987). La 

séquence κB est présente dans le promoteur ou l’enhancer de plusieurs centaines de gènes 

aux fonctions variées. Ainsi, à travers l’activation ou la répression de ces gènes cibles, la voie 

NF-κB est impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires (telles que la division, la 

réparation de l’ADN, la réponse immunitaire, etc…). 

2. Une famille de facteurs de transcription 

En fait, NF-κB est le nom générique d’une famille de cinq facteurs de transcription : 

p50, p52, RelA (ou p65), RelB et c-Rel (Figure 11A). Ils ont en commun un domaine N-terminal 

appelé domaine d'homologie Rel (RHD). Le RHD est composé de 300 acides aminés divisés en 

deux sous-domaines. Le sous-domaine N-terminal ressemble au domaine de liaison à l'ADN 

de p53 et permet la reconnaissance du motif spécifique κB. Le sous-domaine C-terminal 

composé de résidus hydrophobes constitue une interface avec des protéines inhibitrices IκBs 

(NF-κB Inhibitor) (Figure 11B) et un site d’homo et/ou hétéro-dimérisation des facteurs de 

transcription. Les deux sous-domaines sont reliés par une charnière qui s'accroche sur les deux 

côtés du site κB à travers le sillon principal de l'ADN (Hayden et Ghosh 2012 ; Smale 2012). Les 

cinq facteurs de transcription s’associent, deux à deux, pour former potentiellement 15 

combinaisons différentes (Smale 2012). L’existence de treize d’entre elles a été démontrée (S. 

Ghosh, communication personnelle (Zhang et al. 2017)). 

RelA, RelB et c-Rel sont directement synthétisés en tant que protéines fonctionnelles 

avec un domaine d’activation de la transcription (TAD) (Figure 11A). Les protéines p50 et p52 

proviennent des deux protéines précurseurs, p105 (gène NFKB1) et p100 (gène NFKB2) 

respectivement. Une région C-terminale de p105 et p100, contenant des répétitions ankyrines 

(AnkR), est clivée post-traductionnellement permettant ainsi la formation des protéines p50 

et p52 dépourvues de TAD (Figure 11A). Les hétérodimères contenant au moins un TAD sont 

des activateurs transcriptionnels, tandis que les homodimères p50 ou p52 sont des 

répresseurs. Puisque les combinaisons de dimères peuvent reconnaître des variantes 

distinctes du site κB avec des affinités différentes, de nombreux modèles de régulation 

génétique peuvent être générés à partir de cette poignée de protéines (Smale 2012). 
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Figure 11 : A, représentations schématiques des différents domaines protéiques des facteurs de transcriptions de 

la famille de NF-κB. B, représentations schématiques des différents domaines protéiques des inhibiteurs de NF-κB 

de la famille des IκBs (d’après Zhang et al. 2017). 

 

Les facteurs de transcription RelA, p50 et c-REL sont associés à la voie dite canonique, 

et RelB et p52 à la voie non canonique. Les deux dimères paradigmatiques de la voie 

canonique et de la voie non canonique sont respectivement p50/p65 et p52/RelB. Cependant, 

d'autres combinaisons incluant les homodimères p50/p50 et p52/p52 ou même 

l’hétérodimère p52/RELA existent permettant diverses fonctions (Smale 2012). Même avec 15 

formes potentielles de dimères, la régulation de plusieurs centaines de gènes nécessite que 

les facteurs de transcription soient présents à une concentration caractéristique et à un 

moment précis après le déclenchement de la voie. De plus, NF-κB est rarement le seul facteur 

de transcription requis pour activer/désactiver un gène. En effet, il agit de concert avec 

d’autres facteurs de transcription pour moduler la réponse des gènes cibles. Ainsi la présence 

ou non de tel ou tel facteur de transcription (de la famille de NF-κB ou non), et en différentes 

concentrations, sont autant de paramètres d’ajustement d’un gène cible comme cela a déjà 

été décrit pour l’enhanceosome de l’IFNβ (Panne et al. 2007). Ensemble, ils recrutent des co-

activateurs, des protéines de remodelage de la chromatine, etc… qui permettent à NF-κB de 

réaliser ce tour de force qu’est la régulation fine de centaines de gènes (Hayden et Ghosh 

2012). 

NF-κB est l’exemple type du facteur tenu inhibé dans la cellule et permettant 

l’activation d’une voie de réponse ordonnée immédiatement après la stimulation, sans la 

nécessaire latence d’une transcription et/ou d’une traduction. Une fois la résolution du 

stimulus atteinte, la voie se réinitialise à son niveau basal. Cette réponse ordonnée met en jeu 

toute une série de processus intermédiaires : formation de complexes protéiques, 

phosphorylation des résidus sérine, thréonine ou tyrosine, polyubiquitination, etc… (Hayden 
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et Ghosh 2008, 2012). Les deux voies, canonique et non canonique, correspondent à deux 

modes d’activation différents. 

B. Activation de la voie canonique 

1. Formation des complexes protéiques de transduction du signal 

 

 
Figure 12 : Représentation schématique de la voie canonique NF-κB activée par TNFR. L’engagement du récepteur 

permet la formation d’un complexe TRADD/TRAF2/cIAP/RIP-1 à partir duquel se forme des chaînes de 

polyubiquitines linéaires liées à K63 (grâce au LUBAC (non représenté sur ce schéma)). Ces chaînes permettent le 

recrutement de l’IKK complexe, qui une fois activé, va permettre la phosphorylation des sous-unités inhibitrices 

IκBs (ici IκBα). Suite à cette phosphorylation, les IκBs vont être polyubiquitinés (liées à K48) et adressés au 

protéasome pour être dégradés. Ainsi libérés, les facteurs de transcription de NF-κB entrent dans le noyau pour y 

jouer leur rôle dans la régulation d’une centaine de gènes. Ils vont en outre activer les gènes codant pour les IκBs 

et le complexe A20 permettant ainsi l’établissement d’un rétrocontrôle négatif (d’après Zhang et al. 2017). 

 

La voie canonique NF-κB peut être activée par de nombreux récepteurs cellulaires 

membranaires ou cytoplasmiques : TNFR, IL-1R, TLR, RLR, NLR, etc … L'activation de ces 

récepteurs entraîne l’assemblage de différents médiateurs protéiques, dont le complexe 

linéaire d'assemblage d'ubiquitine (LUBAC) permettant la formation de chaînes de 
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polyubiquitines linéaires (liées à K63) servant de mortier à la transduction du signal 

(Dondelinger et al. 2016). Particulièrement, la famille de protéines TRAFs de (TRAF1-TRAF7) 

permet la transduction du signal entre les différents récepteurs et les différents médiateurs 

de signalisation. À l'exception de TRAF1, tous les TRAFs ont un domaine RING (Really 

Interesting New Gene) qui peut fonctionner comme une ubiquitine ligase E3, bien que cette 

fonction n'ait été pour l’instant démontrée que pour TRAF2 et TRAF6 (Chen 2005). Les 

protéines TRAFs peuvent fonctionner en aval de plusieurs récepteurs, et plusieurs récepteurs 

peuvent utiliser plus d'une protéine TRAF pour la transduction du signal. Beaucoup de 

fonctions des protéines TRAFs sont liées à la voie NF-κB où elles peuvent réguler positivement 

ou négativement la signalisation canonique et non canonique (Bradley et Pober 2001). 

Par exemple, le processus d’induction de la voie par le récepteur TNF (TNFR) a été 

relativement bien décrit (Figure 12). La stimulation par le TNFα du TNFR recrute les protéines 

RIP-1 (receptor interacting protein-1), TRADD (Tumor necrosis factor Receptor type 1-

Associated Death Domain), TRAF2, cIAP (cellular Inhibitor of Apoptosis Protein), TAB (TAK1-

binding protein) et TAK1 (TGFβ-activated kinase 1) dans un complexe à partir duquel le LUBAC 

assemble une chaîne d’ubiquitines linéaires pour l’assemblage du complexe enzymatique 

central de la voie canonique NF-κB, l’IKK complexe (IκB kinase complex) (Iwai 2014). Des 

modifications de l’ubiquitination modulent la composition du complexe, ce qui détermine si 

l'engagement de TNFR entraîne l'induction de NF-κB (et la survie de la cellule) ou l’apoptose 

de la cellule via les différentes protéines RIPs (Dondelinger et al. 2016). 

Les RIPs 1-7 sont des adaptateurs et des kinases qui transmettent des signaux 

provenant d'une grande variété de récepteurs de surface et de capteurs de contraintes 

intracellulaires jusqu’à différents médiateurs transcriptionnels (JNK (Jun N-terminal Kinases), 

ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) et p38, NF-κB, etc…), y compris des médiateurs de 

la mort cellulaire (Meylan et Tschopp 2005). Ainsi, les complexes de transduction sont 

également impliqués dans l’envoi de signaux parallèles (en plus de la voie NF-κB) permettant 

de coordonner les réponses cellulaires nécessaires à une régulation fine des gènes cibles. 

2. Activation de l’IKK complexe et dégradation de l’inhibiteur de NF-κB 

La voie canonique, outre ces différents modes d’activation et les différents facteurs de 

transcription qu’elle met en œuvre, se distingue de la voie non canonique par la formation 

d’un complexe enzymatique, appelé IKK complexe, permettant de dégrader les inhibiteurs des 

facteurs de transcription de NF-κB (Hayden et Ghosh 2008). 

La chaîne d’ubiquitine formée suite à l’activation d’un récepteur permet le 

recrutement d’une sous-unité régulatrice non catalytique appelée NEMO (NF-κB Essential 

Modulator) ou IKKγ. NEMO s’associe en tétramère (Tegethoff et al. 2003) et recrute deux 

kinases, IKKα et IKKβ, permettant la formation de l’IKK complexe (Figure 12). La pleine 

maturation du complexe nécessite l’action de différentes protéines chaperonnes telles que 

HSP90 et Cdc37 (HSP90 co-chaperone) (Chen al. 2002). Suite à l’activation de la voie, la 
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transautophosphorylation des kinases IKKα et IKKβ permet l’activation complète de l’IKK 

complexe (Miller et Zandi 2001). 

Chacun des facteurs de transcription de NF-κB possède un NLS, situé juste après leur 

RHD, qui permet leur translocation dans le noyau. Comme précédemment indiqué, le domaine 

C-terminal du RHD constitue une interface pour les IκBs. En effet, les inhibiteurs IκBa, IκBb, 

IκBε, BCL-3, IκBζ et IκBNS contiennent tous 5 à 7 répétitions d’ankyrines en tandem (AnkRs). 

Ces AnkRs sont des domaines de 33 acides aminés qui s’associent en hélices capables de se 

lier au RHD des facteurs de transcription NF-κB, couvrant ainsi le NLS proximal et empêchant 

leur translocation nucléaire. Dans la voie canonique, IKKβ est nécessaire à la phosphorylation 

des protéines de la famille des IκBs pour leur adressage au protéasome (Ben-Neriah 2002) 

(Figure 12). IKKα, non nécessaire, a plutôt un rôle dans la régulation de la voie canonique 

(Pelzer et Thome 2011). Par exemple, IKKβ phosphoryle IκBα sur les résidus sérines 32 et 36, 

ou IκBβ sur les résidus sérines 19 et 23. Les IκBs phosphorylés sont ensuite polyubiquités par 

le complexe E3-ubiquitine ligase SCFb-TrCP pour leur adressage au protéasome et leur 

dégradation (Ben-Neriah 2002).  

La dégradation des IκBs par le protéasome libère les NLS des dimères NF-κB 

permettant leur entrée dans le noyau et l’activation des gènes. La transcription par NF-κB est 

également renforcée par la phosphorylation des domaines Rel (Hayden et Ghosh 2008). La 

mutation de l'une des sérines phosphorylées par IKKβ bloquera la dégradation d’IκB et 

inhibera la signalisation. En outre, NF-κB induit l’activation des gènes codants pour les 

protéines IκBs et le complexe A20 établissant une boucle de rétrocontrôle négatif (Hayden et 

Ghosh 2012) (Figure 12). En effet, IκBα et IκBε peuvent rentrer dans le noyau et récupérer le 

NF-κB lié à l'ADN pour arrêter la transcription (Hayden et Ghosh 2008). L'hétérodimère 

canonique p50/p65 est principalement régulé par IκBα. Le contrôle de la localisation nucléaire 

via IκB a deux conséquences essentielles : c’est un point de contrôle principal pour l'expression 

de gènes induits par NF-κB et il permet aux complexes de transcription NF-κB préformés d'être 

mis en action quasi instantanément, ce qui permet une réponse rapide aux agents pathogènes 

ou aux stimuli inflammatoires. 

B. Activation de la voie non canonique 

L'activation de la voie NF-κB non canonique n'est ni régulée par l’IKK complexe (même 

si elle implique aussi l’une de ses sous-unités, IKKα) ni par les IκBs classiques. Elle ne répond 

donc pas aux inducteurs de la voie canonique (Nishikori 2005). Dans la voie non canonique, 

p100 est principalement complexé avec RelB. p100 possède un domaine AnkR qui joue le rôle 

d’IκB (aussi appelé IκBδ) pour retenir l’hétérodimère p100/RelB dans le cytoplasme (Figure 

11). La phosphorylation du domaine AnkR de p100 est indépendante de NEMO et d’IKKβ, et 

donc de l’IKK complexe. Cela nécessite la protéine NIK (kinase inductrice de NF-κB). Dans la 

cellule non stimulée, le complexe TRAF2/TRAF3/cIAP ubiquitine NIK, ce qui entraîne sa 

dégradation par le protéasome (Figure 13). Les récepteurs de la voie non canonique 
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permettent de libérer NIK de l’action de ce complexe, ce qui entraîne la phosphorylation 

d’IKKα par NIK et sa dimérisation. IKKα ainsi activée phosphoryle spécifiquement le complexe 

cytoplasmique p100/RelB sur les serines 866 et 870 provoquant l'ubiquitination du domaine 

AnkR C-terminal de p100, sa protéolyse partielle en p52 et l'entrée nucléaire de p52/RelB (Sun 

2011). 

 

 
Figure 13 : Représentation schématique de la voie non canonique de NF-κB activée par CD40. L’engagement du 

récepteur permet de libérer NIK de l’action du complexe TRAF2/TRAF3/cIAP. NIK phosphoryle alors IKKα pour sa 

dimérisation. Ainsi activée, IKKα phosphoryle p100 provoquant l'ubiquitination de son domaine AnkR C-terminal 

de p100, sa protéolyse partielle en p52 et l'entrée nucléaire de p52/RelB pour y jouer leur rôle dans la régulation 

des gènes. La phosphorylation de NIK par IKKα entraîne sa dégradation par le protéasome permettant 

l’établissement d’un rétrocontrôle négatif (d’après Zhang et al. 2017). 

 

Alors que la voie canonique répond rapidement aux stimuli (comme les menaces 

infectieuses), la voie non canonique a une cinétique lente et soutenue dépendante de la 

synthèse de protéines, ce qui est cohérent avec son rôle dans l'organogenèse (Baltimore 2011 

; Hayden et Ghosh 2008). Nombre de ses inducteurs sont un sous-groupe de la superfamille 

des TNFRs : BAFFR (B cell-activating factor receptor), CD40 (Cluster of Differentiation 40), 

RANK (Receptor Activator of NF-κB), CD137, TNFRSF14 (TNF Receptor Superfamily member 

14), CD134, GITR (Glucocorticoid-Induced TNFR-Related protein), TNFSF12, TNFR2, CD30, 

etc… chacun d’entre eux probablement lié à une des différentes fonctions de la voie non 

canonique (Gerondakis et Siebenlist 2010 ; Mackay et Cancro 2006). Par exemple, BAFF 
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permet la différenciation et la survie des lymphocytes B périphériques (Mackay et Cancro 

2006), tandis que RANK régule la formation des os et la fonction des cellules dendritiques 

(Hayden et Ghosh 2008). 

C. Importance de NF-κB pour la réponse immunitaire 

1. NF-κB à l’interface entre l’immunité innée et l’immunité acquise 

L’importance de la voie NF-κB dans le système immunitaire a été très largement 

décrite. En effet, de nombreux troubles génétiques chez l’Homme affectant NF-κB entraînent 

une perturbation importante du système immunitaire (Courtois et Smahi 2006). Les cellules 

des épithélia fournissent la première ligne de défense contre les agents bactériens, viraux, 

fongiques, etc… Chez les mammifères, de nombreuses incursions mineures sont éliminées 

uniquement par l'immunité innée, alors qu’une inflammation plus étendue active les 

lymphocytes B et T de l’immunité adaptative. A l’origine des deux, il y a une forte implication 

de NF-κB (Ben-Neriah 2002). 

La voie canonique, et particulièrement p50/p65, est induite par toutes sortes de 

cytokines pro-inflammatoires, telles que TNFα et IL-1β, par des antigènes, des médiateurs 

immunitaires solubles et par de nombreux PAMPs bactériens et viraux. Tous ces inducteurs 

déclenchent potentiellement NF-κB dans différents types de cellules immunitaires (Hayden et 

Ghosh 2008, 2012), comme les lymphocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, etc... 

L’activation de la voie va être à l’origine de la production finement régulée de tout un 

ensemble de chimiokines, de cytokines, de molécules d'adhésion, de médiateurs 

inflammatoires et d’inhibiteurs de l'apoptose permettant la transmission de l’information 

entre cellules. Ainsi, l’induction de NF-κB module directement ou indirectement des milliers 

de gènes, qui en modifiant le programme de transcription des cellules immunitaires, les font 

passer de la quiescence à un phénotype effecteur capable de lutter contre les agents 

pathogènes (Lenardo et al. 1989). NF-κB joue donc le rôle de chef d’orchestre de l'immunité 

globale, ce qui en fait une cible récurrente des mécanismes d’immuno-modulation de divers 

pathogènes. 

2. Modulation de la voie NF-κB par les virus, cas particulier des 

paramyxovirus 

La voie NF-κB constitue une voie majeure de l’immunité antivirale. Pour se répliquer 

et persister dans leurs hôtes, de nombreux virus ont développé différentes stratégies pour 

s’évader de la voie NF-κB ou même l’exploiter à leur bénéfice. Face à la somme très 

importante de travaux relatifs aux perturbations de la voie NF-κB par les virus et à la très 

grance variabilité des mécanismes de ces perturbations, le choix a été fait de limiter cette 

partie aux virus relativement proches de NiV. 
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Tableau 3 : Résumé des données in vitro d'induction des cytokines et des ISGs lors de l’infection par NiV en cellules 

endothéliales (Mathieu et al. 2012 ; Lo et al. 2012 ; Satterfield et al. 2015). L’induction des différentes protéines 

a été évaluée en cellules HUVEC ou HPMEC, par qPCR, ELISA ou multiplex, lors de l’infection par différents virus 

recombinants (déficients pour la protéine C ou V(CTD) ou W(CTD)) par rapport à l’infection avec le virus sauvage. 

nr indique que la condition n’a pas été réalisée. + indique qu’il y a augmentation de l’induction d’une protéine 

donnée dans la condition testée et NA, qu’il n’y a pas d’augmentation. Dans les résultats présentés ici, aucune 

donnée ne montre une diminution de l’induction d’une protéine en l’absence d’une des PNS. Pour chaque protéine, 

il a également été indiqué si un site κB est présent ou non dans le promoteur ou l’enhancer du gène correspondant 

et si des données ont confirmé une régulation de ce gène par NF-κB (« NF-kB Target Genes » NF-kB Transcription 

Factors, Boston University » 2017). 

 
 

Il existe plusieurs exemples d’inhibition de la voie NF-κB par les paramyxovirus ou par 

l’une de leurs protéines. Le domaine C-terminal de la protéine V de MeV interagirait avec p65 
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pour limiter sa translocation nucléaire dans les cellules 293T et Hep2 (Schuhmann et al. 2011). 

L’infection de cellules L929 par un MuV recombinant incapable de produire la protéine SH 

entraîne une augmentation de l’activation de la voie NF-κB, de la production de TNFα et de 

l’apoptose par rapport à l’infection avec le virus sauvage (Xu et al. 2011), suggérant l’inhibition 

de la voie NF-κB par cette protéine. La protéine SH de RSV présente une fonction similaire à 

celle de MuV (Fuentes et al. 2007). 

A l’inverse, certains virus sont présentés pour activer la voie NF-κB, parfois même ceux 

pour lesquels un mécanisme d’inhibition est également décrit. SeV déclencherait l’activation 

des IKKs pour induire la dégradation des IκBs (Algarté et al. 1999). RSV est décrit pour induire 

une inflammation excessive lors des pneumonies aiguës dont il est responsable. Cette 

inflammation est due à la production par les cellules épithéliales pulmonaires infectées de 

tout un ensemble de cytokines et de chimiokines régulées positivement par NF-κB. En effet, 

l’infection par RSV active à la fois la voie canonique (Yoboua et al. 2010) et la voie non 

canonique (Choudhary et al. 2005). L’activation des deux voies serait consécutive à des 

modifications d’oxydoréduction dans les cellules infectées qui cibleraient plusieurs senseurs 

en amont des voies. En outre, les protéines F (glycoprotéine de fusion) et M2-1 de RSV sont 

décrites pour activer la production de cytokines régulées positivement par NF-κB dans les 

monocytes (Kurt-Jones et al. 2000 ; Reimers et al. 2005). MeV active également la voie NF-κB 

lors de l’infection (Vijayan et al. 2014). La suppression de cette activation de la voie NF-κB par 

la Sphingosine Kinase 1 limite la réplication virale. Ces données mettent donc en avant 

l’importance de l’activation de la voie NF-κB pour la réplication de MeV. 

Contrairement aux voies de production et de réponse de l’IFN de type 1, peu de 

données sont disponibles concernant la modulation de la voie NF-κB par les Henipavirus. Lors 

de l’infection des furets et des chevaux par HeV, la présence du microARN miR-146a est 

augmentée dans le sang (Stewart et al. 2013). miR-146a est impliqué dans la répression d’un 

élément du complexe A20 inhibiteur de NF-κB. Le blocage de miR-146a réduit la réplication 

de HeV in vitro, suggérant que l’activation de la voie NF-κB pourrait favoriser la réplication du 

virus. Hypothèse renforcée par le fait que la surexpression d’un dominant négatif IκB inhibe 

la réplication de HeV. Une communication de Misako Yoneda au 16ème congrès NSV de Sienne 

en 2015 faisait état d’une interaction entre NiV V et la protéine UBXN1 (Ubiquitin-regulatory-

X-domain-containing protein), pour laquelle la première cystéine du CTD de V (non impliquée 

dans le motif en doigt de Zn) était nécessaire (données non publiées). Cette interaction 

stabiliserait UBXN1. Or UBXN1 est décrite pour être un inhibiteur de l’activation de l’interféron 

de type 1 et de NF-κB activés par les RLRs (Wang et al. 2013). Si ces données sont confirmées, 

l’interaction de NIV V avec UBXN1 pourrait donc induire une inhibition de la voie NF-κB activée 

par les RLRs. Malgré ces différentes hypothèses, aucune étude ne rapporte clairement un 

mécanisme de modulation de la voie NF-κB par NiV. Pourtant, plusieurs études montrent une 

perturbation de la production des cytokines lors de l’infection par NiV (Lo et al. 2012 ; Mathieu 

et al. 2012 ; Satterfield et al. 2015). Le Tableau 3 résume les données disponibles sur la 

modulation des cytokines et des ISGs par chaque PNS de NiV déduites du phénotype observé 
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consécutif à l’absence de la PNS concernée après infection de cellules humaines avec des virus 

ko pour la PNS. La protéine C inhibe la réponse inflammatoire précoce, dès 8h après infection 

(Mathieu et al. 2012). La protéine V inhibe de façon précoce les ISGs (à partir de 12h après 

infection) (Lo et al. 2012) et dans une certaine mesure, la production des chimiokines (à partir 

de 72h après infection) (Satterfield et al. 2015). La protéine W inhibe la production des 

cytokines et des chimiokines à partir de 24h après infection (Satterfield et al. 2015). Ces 

cytokines sont connues pour avoir un site κB dans leurs promoteurs ou dans leurs enhancers 

et pour la plupart d’entre elles, l’implication de NF-κB dans l’activation de leurs gènes est 

confirmée (Tableau 3). Ainsi, les PNS de NiV semblent impliquées dans l’inhibition de 

l’induction de plusieurs cytokines, dont la majorité des gènes correspondants est régulée par 

NF-κB. La perturbation de la voie NF-κB par NiV reste donc une hypothèse à explorer. 

On peut s’interroger pour les cas de MeV et RSV sur la présence à la fois d’une 

activation de NF-κB et d’un mécanisme d’inhibition. D’un point de vue méthodologique, il est 

toujours plus pertinent qu’un mécanisme, décrit pour une protéine en contexte de 

transfection, soit mis en évidence en contexte d’infection virale in vitro et in vivo. Ce qui n’est 

pas le cas, par exemple, pour l’effet de V sur p65 rapporté pour MeV (Schuhmann et al. 2011), 

dont l’interaction n’a pas été rapportée en contexte d’infection (Komarova et al. 2011). 

Néanmoins, du fait que les virus déclenchent les senseurs cellulaires par leur entrée et leur 

mécanisme de réplication d’une part et du fait de la multiplicité des signaux de transduction 

sur lesquels les virus peuvent avoir un effet d’autre part, il est concevable qu’une activation 

et une inhibition de NF-κB coexiste lors de l’infection virale. Ceci est renforcé par la multiplicité 

des types cellulaires existant pour lesquels le déclenchement de NF-κB a ses spécificités et 

dont les mécanismes viraux eux-mêmes dépendent. Enfin, le déroulement du cycle viral met 

en jeu une cinétique d’apparition des mécanismes : une activation de NF-κB lors de l’entrée 

du virus dans les premiers moments du cycle viral peut être progressivement contrebalancée 

par une inhibition du fait de l’accumulation des PNS au cours du cycle. Par la multiplicité des 

mécanismes mis en jeu, la modulation des voies de signalisation par un virus renforce donc la 

complexité de la régulation fine des gènes par NF-κB et nous oblige à appréhender ces 

mécanismes avec modestie à travers de multiples échelles d’espace et de temps. 
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OBJECTIFS 

Les voies de l’IFN de type 1, notamment les voies des RLRs et JAK/STAT, sont des cibles 

majeures des protéines virales des paramyxovirus. Avec la découverte des Henipavirus, de 

nombreuses études ont donc prioritairement exploré si de tels mécanismes existaient chez 

NiV. Ainsi ont été retrouvés les effets de NiV sur les protéines STAT (NiV P, V et W) et MDA5 

(NiV V), tandis que des mécanismes jusqu’à présent inédits chez les paramyxovirus ont été 

découverts (interaction de NiV M avec TRIM6 par exemple). A ce jour, la quasi-totalité des 

données disponibles sur la modulation des voies de l’immunité innée par NiV concerne les 

voies en amont des facteurs de transcription IRFs (IRF3, 7 et 9). En comparaison, très peu 

d’études s’intéressent à de possibles effets de NiV en amont d’autres facteurs de transcription 

impliqués dans l’immunité innée, tels que NF-κB, AP-1 (Activator Protein 1), p53, C/EBP 

(CCAAT-Enhancer-Binding Proteins), etc… 

Satterfield et al. en 2015 ont mis en évidence un effet inhibiteur de la protéine W de 

NiV, et dans une moindre mesure de la protéine V, sur la production de tout un panel de 

chimiokines en contexte d’infection virale. A ce jour, aucun des mécanismes moléculaires 

impliquant les protéines non structurales, précédemment détaillés chez NiV, ne permet 

d’expliquer cet effet inhibiteur. Or outre leur régulation par les IRFs et d’autres facteurs de 

transcription, quasiment toutes ces chimiokines sont décrites pour être régulées par la voie 

NF-κB. Donc, l’hypothèse d’un effet inhibiteur de la voie NF-κB par les protéines V et W de NiV 

mérite une exploration. La multiplicité des voies de signalisation (autres que NF-κB), y compris 

celles des IFN de type 1, perturbées par les PNS de NiV nécessite donc a minima de déterminer 

si les possibles effets des PNS sur la voie NF-κB sont indépendants des mécanismes déjà décrits 

pour les voies des RLRs et JAK/STAT. 

Les hôtes réservoirs des Henipavirus sont des chauves-souris de la famille des 

Pteropodidae. L’infection de ces chauves-souris par NiV est décrite comme asymptomatique, 

alors que ce virus est hautement pathogène chez de nombreux autres mammifères. Malgré 

des hypothèses intéressantes (développement de systèmes de régulation du stress oxydatif 

lié à l’adaptation au vol), les mécanismes sous-jacents à cette absence de virulence de NiV 

chez ses hôtes naturels restent à ce jour incompris. Une hypothèse séduisante serait un 

contrôle efficace de l’arsenal de NiV responsable de la modulation de l’immunité innée des 

chauves-souris consécutif à une co-évolution entre pathogène et hôte. Ainsi, l’exploration des 

effets du virus dans ces espèces apparait donc pertinente. Plus que les mécanismes 

couramment décrits pour l’ensemble des paramyxovirus, de tels mécanismes inédits, s’ils 

existent, pourraient permettre de mieux comprendre les caractéristiques spécifiques des 

systèmes hôte-réservoir versus fort pouvoir pathogène chez un hôte accidentel des 

Henipavirus. 

Le principal objectif de cette thèse est donc de déterminer si les protéines V et W de 

NiV ont des effets sur les voies en amont des facteurs de transcription NF-κB en cellules 
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humaines et le cas échéant, d’en détailler les mécanismes. Du fait du caractère non infectables 

des cellules dans lesquelles la voie non canonique est surtout active (BAFFR et CD40 présents 

dans les lymphocytes, RANGE dans les cellules dendritiques, etc… (Mathieu et al. 2011)), 

l’étude des effets des PNS sur la voie canonique NF-κB a été privilégiée. 

Peu d’outils sont actuellement disponibles pour l’étude de l’hôte réservoir des 

Henipavirus et les connaissances déjà rapportées sont assez éparses. Cela freine 

considérablement l’avancée de la recherche sur ces virus. Le deuxième objectif de cette thèse 

est donc, dans un premier temps, de faire un état des lieux des connaissances disponibles sur 

l’immunité innée des Pteropodidae et dans un second temps, d’amorcer la création d’un 

certain nombre d’outils in vitro pour l’étude de l’infection de NiV chez son hôte naturel. Le 

temps nécessaire à la réalisation de cet objectif dépasse de loin celui qui est imparti à une 

thèse. Cet objectif permettra donc de dégager de nouveaux axes de recherches, ce qui ne 

manquera pas de donner de la pérennité à ces travaux. 

En outre, la conduite de cette thèse au sein de l’équipe « immunobiologie des 

infections virales », ainsi que les différents résultats annexes obtenus dans l’exploration des 

mécanismes mis en évidence dans le cadre du premier objectif, seront l’occasion d’explorer 

d’autres facettes de l’étude des Henipavirus. La participation et l’intérêt portés aux différentes 

recherches de l’équipe constituent un objectif, qui bien que moins clairement défini que les 

autres, contribue grandement à la formation du doctorant. 

Afin de répondre à ces objectifs, la partie « RESULTATS » ci-après est divisée en quatre 

parties. Une première partie s’intéresse à la modultation de la voie canonique de NF-κB par la 

protéine W de NiV. La seconde partie traite de la modulation de cette même voie par la 

protéine V. Compte-tenu de l’importance de la localisation cellulaire de W pour ses effets 

fonctionnels, une troisième partie apporte des détails sur les mécanismes du trafic 

nuclécytoplasmique de W. Ensemble, ces trois premières parties permettent de traiter le 

premier objectif. Une quatrième partie intitulée « DEVELOPPEMENT D’OUTILS in vitro POUR 

L’ETUDE DE L’HOTE NATUREL DE NiV ET RESULTATS PRELIMINAIRES » s’attache à répondre au 

deuxième objectif de cette thèse. L’ensemble des résultats présentés dans ces quatres parties 

est discuté et mis en perspective dans la partie « DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ». 

Enfin, les ANNEXES situées à la fin de ce manuscrit apportent un complément d’informations 

sur les résultats obtenus et présentent les travaux réalisés en parallèle du sujet de cette thèse. 
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2ème PARTIE : RESULTATS 

I. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W 

A. Introduction 

 Les PNS de NiV sont des facteurs de virulence et leur rôle in vivo a été exploré. Ainsi, 

W détermine la course du virus dans l’hôte (Satterfield et al. 2015). In vitro, W inhibe la voie 

de production des interférons de type 1 activée via TLR3 (Shaw et al. 2005), ainsi que la voie 

JAK/STAT (Shaw et al. 2004 ; Ciancanelli et al. 2009). W inhibe également un large ensemble 

de cytokines et de chimiokines (Lo et al. 2010 ; Satterfield et al. 2015). Mais à ce jour, aucun 

mécanisme n’explique l’effet de W sur la production de cytokines. L’effet de W serait 

dépendant de sa localisation nucléaire (Shaw et al. 2005) et son absence d’effet dans certains 

types cellulaires serait corrélée à une localisation cytoplasmique (Lo et al. 2010). 

 NF-κB est une famille de facteurs de transcription (p65, p50, cRel, p52 et RelB) et 

sont les principaux régulateurs de la réponse inflammatoire. Ils se lient aux sites κB de 

différents gènes pour les réguler. Les gènes des cytokines inhibées par W ont tous un site κB 

dans leur enhancer et/ou leur promoteur (« NF-κB Target Genes » NF-kB Transcription Factors 

| Boston University » 2017) et pour la plupart, il a été confirmé qu’elles sont régulées par la 

voie NF-κB (IL-8 (Kang et al. 2007), CCL2 (Xing et Remick 2007), CCL5 (Wickremasinghe et al. 

2004), CXCL10 (Shultz et al. 2007), etc…). Du fait de son effet sur la production de ces 

cytokines, nous avons émis l’hypothèse que la protéine W de NiV pourrait moduler la voie NF-

κB. Dans cette partie, un effet fonctionnel de la protéine W sur la voie NF-κB a été mis en 

évidence. Une attention particulière a été portée au mécanisme d’action et à l’importance de 

sa localisation cellulaire. Enfin, l’effet de NiV sur la voie NF-κB en contexte d’infection a été 

exploré, ainsi que l’implication de W dans cet effet. 

B. Matériel and méthodes 

1. Culture cellulaire 

Les cellules HeLa et A549 ont été cultivées dans du milieu DMEM + GlutaMAX (Life 

Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal inactivé par la chaleur (30 min 

at 56°C), 10 mM d’HEPES (Life Technologies) et de 20 μg/mL Gentamicin (Life Technologies) à 

37°C et 5% CO2. Les cellules HEK293T cells portant le transgène NF-κB_luc (gène rapporteur 

luciférase Firefly) ont été cultivées dans le même milieu, mais supplémenté avec 200 µg/ml 

d’Hygromycine (Hygromycin B Gold from InvivoGen) et ont déjà été décrites (Pène et al. 2014). 

  



70 
 

2. Construction des plasmides 

Le gène rapporteur luciférase Firefly pGL3-NFκBx5_luc (portant cinq répétitions de la 

séquence κB GGGACTTTCC dans son promoteur) a déjà été décrit (Journo et al. 2013) et est 

un don de Renaud Mahieux. Puisque les promoteurs et enhanceurs peuvent être perturbés 

par l’activité de la voie NF-κB (Brown et al. 2015), le plasmide pRL-Null codant pour la 

luciférase Renilla sous le contrôle d’un promoteur minimal (Promega) a été utilisé pour 

normaliser l’efficacité de la transfection dans chaque puits. 

Les plasmides d’expression ont été construits en clonant les séquences codantes des 

protéines d’intérêt, obtenues par PCR, dans un plasmide pCG par recombinaison grâce au 

système InFusion (Clontech). Notre vecteur pCG contient soit une étiquette HA soit une 

étiquette Flag, en aval d’un codon d’initiation de la traduction associé à une séquence Kozak 

(GCCACCATG). Un linker GlyGlyGlySerGly (séquence GGTGGAGGATCCGGA) a été intégré en 

aval du tag pour permettre la digestion et la linéarisation du vecteur pCG par l’enzyme AccIII. 

Les protéines V et W de NiV (numéro d’accession AF376747) ont été clonées dans le plasmide 

pCG-Flag et les séquences des protéines TRAF6 (numéro d’accession NM_145803.2), IKKβ 

(numéro d’accession NM_001556.2) et p65 (numéro d’accession NM_021975.3) ont été 

clonées dans le vecteur pCG-HA. Le plasmide codant pour P/V/W(NTD) a été construit pour 

exprimer la partie 1 à 407 commune à P, V et W, étiquetée Flag à son extrémité N-terminale 

et liée à la mCherry à son extrémité C-terminale. Le plasmide codant pour V(CTD) a été 

construit pour exprimer la partie 408 à 456 spécifique de V, étiquetée Flag et liée à la mCherry 

à son extrémité N-terminale. Le plasmide codant pour W(CTD) a été construit pour exprimer 

la partie 408 à 450 spécifique de W, également étiquetée Flag et liée à la mCherry à son 

extrémité N-terminale. Le plasmide codant pour WmNLS (mutée pour le NLS du CTD) a été 

construit pour exprimer la W étiquetée Flag et mutée pour les résidus K430A, K440A et R442A, 

comme déjà décrit (Shaw et al. 2005). Les plasmides codant pour VmNES et WmNES (mutées 

pour le NES du NTD) ont été construits pour exprimer la V et la W étiquetées Flag et mutées 

pour les résidus L174A et L186A, comme déjà décrit (Rodriguez et al. 2004). La même stratégie 

a été utilisée pour construire le plasmide codant pour la protéine WmNESmNLS, mutée à la 

fois pour le NES et le NLS. Le plasmide codant pour WmSTAT (incapable de lier STAT1) a été 

construit pour exprimer la W étiquetée Flag et mutée pour le résidu G121E, comme déjà décrit 

(Ciancanelli et al. 2009). Toutes les séquences codantes insérées dans le vecteur pCG ont été 

vérifiées par séquençage, les stocks de plasmides ont été produits en utilisant un kit limitant 

la présence d’endotoxines bactériennes (NucleoBond®Xtra Midi EF, Macherey-Nagel) et le 

profil d’expression des protéines produites a été vérifié par western-blot. 

3. Western-blots 

Des cellules HeLa ont été ensemencées dans des plaques 12 puits à raison de 2,5.105 

cellules par puits. 20h après, les cellules ont été transfectées avec 1 µg total de différents 

plasmides en utilisant du JetPrime (Polyplus) selon les recommandations du fabricant. 5h 
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après transfection, le milieu a été changé et les cellules replacées dans l’étuve pour 15h 

supplémentaires. 20h après transfection, les cellules ont été lysées dans 100 µl de tampon de 

lyse (50 mM Tris HCl [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glycerol, 1X Complete protease 

inhibitor (Roche)). Les lysats cellulaires ont été incubés pendant 20 minutes sur glace et 

centrifugés à 15000 xg, pendant 15 minutes à 4°C. 100 µl de surnageant ont été récupérés, 

auxquels ont été ajoutés 20 µl de tampon de charge 6X (0.35 M Tris HCl [pH 6.8], 10.3% SDS, 

36% glycerol, 0.6 M DTT ou 5% β-mercaptoéthanol, 0.012% bromophenol blue), avant d’être 

chauffés pendant 3 minutes à 100°C. Les protéines des lysats ont ensuite été séparées par 

SDS-PAGE sur gel à 12% polyacrylamide. Pour optimiser l’efficacité des transferts sur les 

membranes, le SDS a été supprimé des gels (le SDS présent était celui du tampon de charge). 

Les protéines séparées sur gels ont ensuite été électrotransferrées pendant la nuit à 4°C et 50 

mA sur une membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) (Amersham Biosciences Hybond-

P). Les membranes PVDF ont été saturées pendant 1h avec une solution saline de Tris 

contenant 0.05% de Tween 20 (TBS-T) et 5% de lait. Elles ont ensuite été incubée pendant 2h 

avec différents anticorps primaires dilués de 1/500 à 1/2000 dans du TBS-T + 5% milk : 

anticorps de souris anti-Flag (Sigma F1804), anti-GAPDH (Chemicon MAB374), anti-HA (Sigma 

H3663) et anticorps de lapin anti-14-3-3 (pan) (Cell Signaling 8312). Les membranes PVDF ont 

ensuite été lavées 5 fois dans du TBS-T et incubées pour 1h supplémentaire avec des anticorps 

anti-souris ou anti-lapin couplés avec la péroxidase de raifort (Promega W4021 et W4011, 

dilués au 1/5000 dans du TBS-T + 1% milk). Les membranes PVDF ont ensuite été lavées 6 fois 

dans du TBS-T, incubées avec du Covalight reagent (Covalab) ou du SuperSignal West Femto 

Maximum Sensitivity Substrate (ThermoFischer Scientific), avant que la chimioluminescence 

soit mesurée avec le système d’imagerie VersaDoc Imaging System (Bio-Rad). 

4. Tests fonctionnels en contexte de transfection 

Les plaques 96 puits ont été préalablement incubées pendant 1h à 37°C avec 50 µg/ml 

de poly-D-lysine, puis rincées avec de l’eau (Versol) et séchées. 1,5.104 cellules HeLa ou 2.104 

cellules A549 par puits ont été ensemencées dans les plaques. 20h après, les cellules ont été 

transfectées avec 10 ng du gène rapporteur pGL3-NFκBx5_luc, 5 ng de pRL-Null pour la 

normalisation et 200 ng total de différents plasmides en utilisant du JetPrime (Polyplus) selon 

les recommandations du fabricant : 150 ng de plasmides codant les PNS de NiV et 50 ng codant 

les protéines MDA5, MAVS, TRAF6, IKKβ et p65 ont été transfectés par puits (dans le cas des 

conditions contrôlées ou pour normaliser la quantité de plasmides entre les puits, un vecteur 

vide (EV) a été utilisé pour atteindre 200 ng de plasmides par puits). 5h après transfection, le 

milieu a été changé et les cellules replacées dans l’étuve pour 15h supplémentaires. 20h après 

transfection, selon les conditions, les cellules ont pu être traitées avec 10 ng/ml d’IL-1β ou de 

TNFα (PeproTech) pendant 4h. La révélation des luciférases Firefly et Renilla a été réalisée en 

utilisant le kit Dual-Glo Luciferase Assay system (Promega E2920), selon les recommandations 

du fabricant. La luminescence de chaque luciférase a été mesurée par une acquisition de 10 

secondes par puits en utilisant un lecteur de microplaque (Berthold Mithras LB940). Pour 

chaque puits, la luminescence dépendante de NF-κB a été obtenue en faisant le ratio entre le 
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signal de la luciférase Firefly et celui de la Renilla. Chaque condition a été réalisée en triplicat 

et répétée au moins 3 fois. 

7. Co-immunoprécipitations 

5×105 cellules HeLa par puits ont été ensemencées dans des plaques 6 puits. 20h après 

ensemencement, les cellules ont été transfectées avec un total de 2 µg de différents plasmides 

(vecteur vide ou codant pour les protéines étiquetées Flag V ou W) à l’aide de JetPrime 

(Polyplus), selon les recommandations du fabriquant. 5h après transfection, le milieu a été 

changé et les cellules ont été replacées à l’étuve (à 37°C, 5% de CO2) pour 15h 

supplémentaires. 20h après transfection, les cellules ont été lysées dans 200 µl de buffer de 

lyse (50 mM Tris HCl [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP40, 50 mM NaF, 2 mM 

Na3VO4, 5% glycerol, 1X Complete protease inhibitor (Roche)), incubées 20 minutes sur glace 

et centrifugées pendant 15 min à +4°C à 15000g. Le surnageant de lyse a été incubé à +4°C 

pendant 2h en présence de billes magnétiques couplées à des anticorps anti-Flag (Sigma 

M8823). Les billes ont ensuite été lavées dans un tampon de lavage (50 mM Tris HCl [pH 7.4], 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05% NP40, 50 mM NaF, 2 mM Na3VO4, 5% glycerol, 1X Complete 

protease inhibitor (Roche)) et les protéines étiquetées Flag ont été éluées pendant 1 heure à 

température ambiante avec 50 µl de tampon de lavage contenant 240 ng/µl de peptide 3xFlag 

(Sigma F4799). Pour chaque condition, 50 µl d’éluat ont été récupérés et 10 µl de tampon de 

charge (0.35 M Tris HCl [pH 6.8], 10.3% SDS, 36% glycerol, 0.6 M DTT, 0.012% bromophenol 

blue) ont été ajoutés. Ces échantillons ont ensuite été chauffés pendant 3 min à 100°C. La 

présence de différentes protéines, ainsi que leur niveau d’expression, ont été évalués par 

western-blot. 

5. Immunofluorescences 

Des lamelles ont été préalablement stérilisées avec de l’éthanol, lavées dans du PBS et 

déposées au fond de puits de plaques 6 puits. 3.105 cellules par puits ont été ensemencées 

dans les plaques. 20h après, les cellules ont été transfectées avec 2 µg d’ADN de différents 

plasmides en utilisant du JetPrime (Polyplus) selon les recommandations du fabricant. 5h 

après transfection, le milieu a été changé et les cellules replacées dans l’étuve pour 15h 

supplémentaires. 20h après transfection, les lamelles ont été lavées une fois avec du PBS les 

cellules ont été fixées avec 3.7% de formaldéhyde pendant 20 minutes. Les lamelles ont 

ensuite été lavées trois fois avec du PBS, les cellules perméabilisées avec du PBS + 0.5% Triton 

pendant 5 minutes et à nouveau lavées trois fois avec du PBS. Les lamelles ont été saturées 

dans du PBS + 5% lait + 0.1% Triton pendant 30 minutes, puis lavées 3 fois dans du PBS et 

incubées pendant 1h avec différents anticorps primaires dilués de 1/50 à 1/200 dans du PBS 

+ 5% lait + 0.1% Triton : anticorps de souris anti-Flag (Sigma F1804) et anticorps de lapin anti-

14-3-3 (pan) (Cell Signaling 8312) selon les conditions. Après trois lavages au PBS, les lamelles ont 

été incubées pendant 45 minutes avec un anticorps secondaire anti-lapin couplé Alexa 488 

(Invitrogen A11034) ou anti-souris couplé Alexa 555 (Invitrogen A31570) dilués à 1/500 dans 
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du PBS + 5% lait + 0.1% Triton. Les noyaux ont été marqués avec du DAPI (ThermoFisher 

62248) dilué avec les anticorps secondaires. Les lamelles ont été lavées 4 fois avec du PBS, 

montées sur lame avec du Fluoprep (Biomérieux) et scellées à l’aide de vernis transparent. Les 

lames ont été analysées en utilisant un microscope confocal (Leica TCS SP5). 

8. Tests fonctionnels en contexte d’infection 

Le virus Nipah recombinant (de l’isolat UMMC1; numéro d’accession Gen-Bank 

AY029767) (rNiV WT), le recombinant déficient pour la partie C-terminale spécifique de W 

(rNiV W(CTD)ko) et le recombinant exprimant l’eGFP (rNiV-eGFP) ont été préalablement 

décrits (Yoneda et al. 2006, 2010). Les infections virales ont été réalisées au laboratoire P4 

Jean Mérieux de Lyon, France. 

Les plaques 96 puits ont été préalablement incubées pendant 1h à 37°C avec 50 µg/ml, 

puis rincées avec de l’eau (Versol) et séchées. 2.104 cellules HEK293T (NF-κB_luc) par puits ont 

été ensemencées dans les plaques. 20h après, les cellules ont été infectées avec du DMEM 0% 

contenant les dilutions appropriées de NiV WT, rNiV W(CTD)ko ou rNiV-eGFP pour une MOI 

de 3, à 37°C et 5% de CO2. Les cellules non infectées (Mock) ont été incubées avec du DMEM 

0%. A 1h30 après infection, le milieu a été remplacé par du DMEM 10% supplémenté avec 200 

µg/ml d’Hygromycine (Hygromycin B Gold, InvivoGen) et 1 µM de peptide inhibiteur de fusion 

(peptide VIKI-PEG4-chol, déjà décrit (Porotto et al. 2010)). Les cellules ont été cultivées à 37°C 

et 5% de CO2 pour 15h supplémentaires. 20h après infection, la fluorescence des cellules 

infectées avec rNiV eGFP a été évaluée. 20h après infection, selon les conditions, les cellules 

ont été traitées avec 10 ng/ml de TNFα (PeproTech) pendant 4h. Ensuite, les cellules ont été 

lysées en utilisant le tampon de lyse du kit Luciferase Assay System (Promega E1501) et la 

révélation de la luciférase Firefly a été réalisée selon les recommandations du fabricant. La 

luminescence de la luciférase Firefly a été mesurée par une acquisition de 15 secondes par 

puits en utilisant un lecteur de microplaque (Tecan Infinite 200 Pro). Chaque condition a été 

réalisée en triplicat et répétée 4 fois. Les répétitions ont été normalisées entre elles en 

utilisant le contrôle négatif non stimulé. Les résultats présentés sont les moyennes des 

triplicats de chaque répétition normalisée. Le contenu lysé des puits a été récupéré pour 

estimer la quantité des protéines cellulaires (avec un anticorps anti-GAPDH (Chemicon 

MAB374)) et virales (avec les anticorps anti-P/V/W(NTD) et anti-W(CTD) déjà décrits (Kulkarni 

et al. 2009)) par western-blot. 

10. Analyse des résultats 

 Les histogrammes des tests fonctionnels représentent les moyennes de chaque 

condition + SD. Pour les analyses statistiques des tests fonctionnels, l’unité expérimentale est 

le puits et le seuil de significativité a été placé à 5%. « * » représente une p < 0,05, « ** » 

représente une p < 0,01, « *** » représente une p < 0,001 et « **** » représente une p < 

0,0001. 
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Pour les Figures 1, 3, 4 et 6, les distributions normales de l’ensemble des valeurs des 

triplicats des différentes répétitions pour chaque condition ont été testées à l’aide d’un test 

de Shapiro-Wilk. Les valeurs des différentes plaques ont été normalisées entre elles et les 

triplicats de chaque condition d’une même plaque ont été moyennés. Pour les Figures 1 et 4, 

les différentes conditions ont été comparées au contrôle positif à l’aide du test de Student si 

la normalité était assumée (avec correction en cas de non homoscedasticité) ou sinon à l’aide 

du test de rang de Mann-Whitney.  

Pour les Figures 3 et 6, les triplicats de chaque condition d’une même plaque ont été 

moyennés et les rapports (conditions / témoin positif) ont été comparés entre eux à l’aide 

d’une ANOVA si la normalité et l’homoscedasticité étaient assumées (la distribution normale 

des résidus a été vérifiée à l’aide d’un test de Shapiro-Wilk et l’homoscedasticité par un test 

de Bartlett). Un test de Tukey de comparaisons multiples a été utilisé pour comparer les 

conditions deux à deux. 

C. Résultats 

1. La protéine W inhibe la voie NF-κB via son CTD spécifique 

Dans nos conditions expérimentales, les cellules HeLa présentent un taux de 

transfection d’environ 90%. Le plasmide codant pour la protéine W a été transfecté avec un 

gène rapporteur NF-κB_luc afin d’évaluer l’activation de la voie NF-κB dans des cellules HeLa. 

D’après les contrôles positifs (Figures 1A et 1B), la voie de NF-κB est fonctionnelle dans ces 

cellules et activable à la fois par stimulations avec IL-1β et avec TNFα, qui induisent 

respectivement un signal ≈ 25 fois et 17 fois plus élevé que le niveau basal d’activation de la 

voie. Dans les cellules non stimulées, W diminue le niveau basal d’activation de la voie NF-κB 

(p = 0,0168) (Figures 1A). W présente également un effet inhibiteur de la voie quand les 

cellules sont stimulées avec de l’IL-1β ou du TNFα (p < 0,0001 et p = 0,0001 respectivement). 

Les troncatures étiquetées Flag correspondant au NTD de W (1-407) commun à P et V, 

et à son CTD spécifique (408-450) ont été fusionnées à la mCherry. La mCherry a été placée 

en C-ter et en N-ter pour les constructions W(NTD) et W(CTD) respectivement. Cela a permis 

d’augmenter la masse moléculaire de la protéine ainsi obtenue pour détection par western-

blot et de les visualiser directement par immunofluorescence. Pour évaluer les effets de ces 

troncatures, la mCherry seule a été utilisée comme contrôle. Quand la voie NF-κB est activée 

avec de l’IL-1β, le NTD de W n’a pas d’effet inhibiteur (Figures 1A). A l’inverse, dans les mêmes 

conditions de stimulation, le CTD de W inhibe fortement la voie NF-κB (p = 0,0022). 

Afin de déterminer l’étape de la voie de NF-κB affectée par W, les cellules ont été 

stimulées par transfection de différents plasmides codant pour des effecteurs de la voie 

canonique : TRAF6, IKKβ et p65. Les stimulations avec IL-1β et TNFα ont également été 

réalisées comme contrôles. La protéine W inhibe fortement la voie activée par TRAF6 (p < 

0,0001) ou IKKβ (p < 0,0001), mais elle est sans effet après activation par surexpression de 

p65, suggérant que l’étape ciblée est en amont de p65 (Figure 1B). 
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Figure 1 : Détails sur l’effet de W sur la voie NF-κB. A : Des cellules HeLa ont été transfectées avec un gène 
rapporteur NF-κB_luc Firefly et un plasmide luciférase Renilla pRL-Null (pour la normalisation). Les cellules ont 
également été transfectées soit avec un vecteur vide (EV, utilisé comme contrôle) soit avec des plasmides codant 
pour les protéines W ou ses troncatures couplées à la mCherry (mC) ou la mCherry seule (utilisée comme contrôle 
des troncatures). 20h après transfection, les cellules ont été traitées avec de l’IL-1β ou TNFα, à 10 ng/ml pendant 
4h, puis la luminescence a été évaluée. Pour chaque stimulation, la condition, où les protéines virales ont été 
exprimées (W ou troncatures), a été comparée au contrôle (EV ou mC) correspondant. B : Mêmes conditions que 
A, mais pour la stimulation, les cellules ont été transfectées avec des plasmides codant pour les protéines TRAF6, 
IKKβ ou p65, ou traitées 20h après transfection avec de l’IL-1β ou TNFα (à 10 ng/µl) pendant 4h. La luminescence 
a ensuite été évaluées. Pour chaque stimulation, la condition, où la protéine W a été exprimée, a été comparée 
au contrôle (EV) correspondant. 
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2. La localisation nucléaire de W est nécessaire pour inhiber la voie NF-

κB, mais pas son interaction avec STAT1 

 

 
Tableau 1 : Récapitulatif des résultats des tests statistiques. Pour chaque stimulation, au moins une 

condition était significativement différente des autres (p < 0,0001 pour la stimulation IL-1β et p = 

0,0001 pour la stimulation TRAF6 (ANOVA)). Un test de Tukey de comparaisons multiples a été 

réalisé pour comparer les conditions deux à deux (ns = non significatif). Les données pour V et 

VmNES n’ont pas été intégrées aux tests statistiques du fait de la non normalité des résidus. 

Comparaison entre 
Stimulation 

IL-1β TRAF6 

W WmNES ns ns 

W WmNLS ** *** 

W WmNESmNLS * ns 

W WmSTAT ns  

WmNES WmNLS *** *** 

WmNES WmNESmNLS ** ns 

WmNLS WmNESmNLS ns *** 

WmSTAT WmNES ns  

WmSTAT WmNLS ***  

WmSTAT WmNESmNLS *  

  

 

Le rôle de la localisation nucléaire de W dans son effet inhibiteur a été étudié. La 

protéine W, visible dans le cytoplasme, se localise majoritairement dans le noyau (Figure 2, 

condition W). La mutation du NLS précédemment décrite (Shaw et al. 2005) s’accompagne 

d’une relocalisation cytoplasmique quasi exclusive (Figure 2, condition WmNLS). Inversement, 

la mutation de son NES (Rodriguez et al. 2004) entraîne une distribution quasi exclusivement 

nucléaire (Figure 2, condition WmNES). Si le NES du NTD et le NLS du CTD sont mutés 

conjointement, la protéine WmNESmNLS présente une localisation cytoplasmique et 

nucléaire (Figure 2, condition WmNLS). Donc malgré l’absence de son NLS, elle peut entrer 

dans le noyau. Cela suggère l’existence d’un autre NLS car sa masse moléculaire est supérieure 

à 40 kD (Swanson et McNeil 1987). 
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Figure 2 : Effet de la protéine W sur la localisation cellulaire des protéines 14-3-3 en fonction de la localisation 
cellulaire de W. Des plasmides codant pour les protéines W, WmNLS, WmLS, WmNESmNLS ou un vecteur vide 
(EV, utilisé comme contrôle) ont été transfectés dans des cellules HeLa. 20h après transfection, les cellules ont été 
fixées et perméabilisées. Les protéines ont été marquées avec un anticorps de souris anti-Flag et un anticorps de 
lapin spécifique anti-14-3-3. Elles ont ensuite été marquées avec des anticorps anti-souris et anti-lapin Alexa 555 
et Alexa 488 respectivement. Les noyaux ont été marqués avec du Dapi. Les images présentées ont été réalisées 
avec l’objectif x63 et sont représentatives des photos obtenues pour chaque condition. Les flèches blanches 
indiquent les résultats d’intérêt et la barre en bas à gauche indique l’échelle. 
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La protéine WmNES majoritairement nucléaire a un effet inhibiteur de la voie de NF-

κB activée par IL-1β qui n’est pas statistiquement différent de celui de W (Figure 3A). A 

l’inverse, les protéines WmNLS et WmNESmNLS ont un effet inhibiteur plus faible. Quand la 

voie est activée par TRAF6, le profil d’inhibition de WmNES est semblable à celui sous 

stimulation IL-1β (Figure 3B). Sous stimulation avec TRAF6, WmNLS perd complètement son 

effet inhibiteur. A l’inverse, WmNESmNLS conserve un effet inhibiteur de la voie, non différent 

de celui de W. Ainsi les mutants de W, pouvant entrer dans le noyau (WmNES et 

WmNESmNLS), gardent au moins partiellement leur effet inhibiteur, contrairement au mutant 

cytoplasmique WmNLS. Les résultats des tests statistiques sont récapitulés dans le Tableau 1. 

Les profils d’inhibition de W et WmNLS sur la voie NF-κB activée par IL-1β, TNFα et TRAF6 en 

cellules A549 sont similaires à ceux observés en cellules HeLa (Figure 4B). W inhibe 

significativement la voie NF-κB quand elle est stimulée par IL-1β (p = 0,0002), TNFα (p = 0,007) 

et TRAF6 (p = 0,003). WmNLS inhibe aussi la voie NF-κB activée par IL-1β et TRAF6 (p = 0,02 et 

p = 0,0173 respectivement). 

La protéine W interagit avec STAT1 pour la séquestrer dans le noyau (Shaw et al. 2004). 

Afin de déterminer si cette interaction de W est impliquée dans son effet inhibiteur, l’effet sur 

la voie NF-κB d’un mutant de W (WmSTAT), précédemment décrit pour ne pas interagir avec 

STAT1 (Michael J. Ciancanelli et al. 2009), a été évalué. WmSTAT conserve le même effet 

inhibiteur de la voie de NF-κB activée par IL-1β, que celui observé par la forme parentale W 

(Figure 3A). 
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Figure 3 : Importance de la localisation cellulaire de W et de son interaction avec STAT1 pour son effet sur la voie 
NF-κB. A : Des cellules HeLa ont été transfectées avec un gène rapporteur NF-κB_luc Firefly et un plasmide 
luciférase Renilla pRL-Null (pour la normalisation). Les cellules ont également été transfectées soit avec un vecteur 
vide soit avec des plasmides permettant l’expression de protéines étiquetées Flag. 20h après transfection, les 
cellules ont été traitées avec de l’IL-1β à 10 ng/ml pendant 4h, puis la luminescence a été évaluée. Pour chaque 
condition, le résultat présenté est le ratio du signal de la condition testée sur le signal du contrôle positif (stimulé 
IL-1β). B : Mêmes conditions que A, mais pour la stimulation, les cellules ont été transfectées avec le plasmide 
codant pour TRAF6. 
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Figure 4 : Effet de la protéine W sur la voie NF-κB et sur la localisation cellulaire des protéines 14-3-3 en fonction 
de la localisation cellulaire de W en cellules A549. A : Mêmes conditions que la figure 5. B : Mêmes conditions que 
la Figure 2D. 
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3. W co-immunoprécipite avec 14-3-3 et entraîne sa redistribution dans 

le noyau 

Des résultats précédemment obtenus (voir « ANNEXE 1 : EXPLORATION DES 

PARTENARIATS CELLULAIRES DES PROTEINES V ET W DE NIV ») suggèrent que W interagit avec 

les protéines de la famille de 14-3-3. Ces protéines sont impliquées dans la régulation des 

voies de signalisation, y compris la voie canonique d’activation de NF-κB (Schuster et al. 2011 

; Aguilera et al. 2016). 

Les protéines endogènes co-immunoprécipitées avec V (utilisée ici comme contrôle) et 

W étiquetées Flag, ont été récupérées à l’aide de billes magnétiques couplées avec un 

anticorps anti-Flag. Des protéines de la famille 14-3-3 co-immunoprécipite avec W, mais pas 

avec V (Figure 5A), ce qui est conforme avec les résultats obtenus dans « ANNEXE 1 : 

EXPLORATION DES PARTENARIATS CELLULAIRES DES PROTEINES V ET W DE NIV ». Quand les 

protéines endogènes co-immunoprécipitant avec le NTD commun à V et W, et le CTD 

spécifique de W sont récupérées, les protéines de la famille 14-3-3 ne sont détectées qu’avec 

le CTD spécifique de W (Figure 5A), ce qui est en adéquation avec l’absence de 14-3-3 dans la 

condition V. Puisque p65 interagit avec les protéines 14-3-3 (Aguilera et al. 2016), le plasmide 

codant pour la protéine p65 étiquetée HA a été co-transfecté avec celui codant pour la W afin 

de déterminer l’impact d’une surexpression de p65 sur la co-immunoprécipitation de W et 14-

3-3. Dans cette condition, la quantité de protéines 14-3-3 co-immunoprécipitées avec W est 

diminuée. Afin de mieux mettre en évidence cette diminution, les intensités de marquage des 

protéines 14-3-3 ont été évaluées et normalisées par les intensités de marquage de la protéine 

W récupérée sur les billes dans les conditions avec ou sans p65. Une quantité plus importante 

de 14-3-3 co-immunoprécipite avec W exprimée seule par rapport à la condition où W est co-

exprimée avec p65 (Figure 5B). 

La distribution des protéines de la famille de 14-3-3 a été déterminée par 

immunofluorescence. En cellules HeLa, les protéines 14-3-3 sont faiblement exprimées et 

semblent se distribuer à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau de façon uniforme (Figure 

2 condition EV). Mais quand la W nucléaire est exprimée dans la cellule, les protéines 14-3-3 

se concentrent dans le noyau (Figure 2 condition W). Quand WmNLS, mutant quasi 

exclusivement cytoplasmique est exprimée, les protéines 14-3-3 ne se concentrent pas dans 

le noyau (Figure 2 condition WmNLS). Quand WmNES, mutant quasi exclusivement nucléaire 

est exprimée, les protéines 14-3-3 sont localisées quasi exclusivement dans le noyau (Figure 

2 condition WmNES). Quand W est mutée à la fois pour son NES et le NLS du CTD et se localise 

dans le noyau et le cytoplasme (possiblement grâce à un deuxième NLS), les protéines 14-3-3 

se concentrent dans le noyau d’une façon similaire à la condition où la W parentale est 

exprimée (Figure 2 condition WmNESmNLS). Ainsi la localisation nucléaire de 14-3-3 observée 

en présence de W est dépendante de la localisation nucléaire de W, mais indépendante des 

acides aminés mutés pour relocaliser W. 
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Figure 5 : Interaction de la protéine W avec les protéines 14-3-3. A : les plasmides codant pour les protéines V, W, 

mCherry et les NTD et CTD de W étiquetés Flag ou p65 étiquetée HA ont été transfectés dans des cellules HeLa 

selon les conditions. Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce à des 

billes magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag, les protéines virales et les protéines 14-3-3 endogènes 

ont été détectées par western-blot. La colonne de gauche montre les protéines présentes dans le lysat cellulaire. 

La colonne de droite montre les protéines présentes après co-immunoprécipitation. B : L’intensité du marquage 

des protéines 14-3-3 endogènes après co-immunoprécipitation, de la figure présentée en A, a été évaluée pour 

les conditions indiquées. L’intensité du marquage a été normalisée avec l’intensité du marquage de la W 

immunoprécipitée. 
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Des résultats similaires ont été obtenus en cellules A549 (Figure 4A). Dans la condition 

où WmNES est exprimée en cellules A549, 14-3-3 ne se concentre pas dans le noyau, mais ne 

se distribue pas dans la cellule de façon similaire à la condition EV (Figure 4A conditions EV et 

WmNLS) : alors que WmNLS est exclue du noyau, les protéines 14-3-3 sont aussi exclues du 

noyau, confortant l’hypothèse d’une interaction entre W et les protéines 14-3-3 déjà suggérée 

par co-immunoprécipitation. 

4. Le CTD de W est impliqué dans l’inhibition de la voie NF-κB par NiV en 

contexte d’infection 

Afin de déterminer si la protéine W est impliquée dans l’inhibition de la voie NF-κB en 

contexte d’infection, le même gène rapporteur a été utilisé, intégré dans des cellules HEK293T 

(déjà décrites (Pène et al. 2014)), pour ne pas activer les voies de signalisation de l’immunité 

innée avant l'entrée de NiV, via la transfection. En premier lieu, l’infection de ces cellules avec 

un NiV recombinant exprimant l’eGFP a permis de déterminer leur susceptibilité à l’infection. 

24h après infection à MOI 3, la majorité des cellules HEK293T expriment l’eGFP et sont donc 

infectées (Figure 6A). Ces cellules ont ensuite été infectées avec un NiV recombinant sauvage 

(rNiV) ou un NiV recombinant déficient pour le CTD de W (rNiV W(CTD)ko) ou non infectées 

(Mock). Le niveau d’expression des protéines virales a été déterminé par western-blot. Alors 

que les cellules infectées par les deux virus recombinants expriment des quantités similaires 

de protéines N, seules les cellules infectées avec rNiV expriment le CTD de W (Figure 6B). 

L’anticorps reconnaissant le NTD commun à P, V et W, permet de marquer ces trois protéines 

dans les cellules infectées avec rNiV (les protéines V et W ont des masses moléculaires très 

proches). Après infection avec rNiV W(CTD)ko, P, V et une forme de masse inférieure 

correspondante à la W tronquée est visible (Figure 6B, astérisque). Dans les cellules non 

stimulées, l’activation de la voie NF-κB est réduite dans les cellules infectées par rNiV par 

rapport aux cellules non infectées (p < 0,0001) (Figure 6C) et il n’y a pas de différence 

d’activation de la voie entre la condition infectée avec rNiV et la condition infectée avec rNiV 

W(CTD)ko. Quand la voie NF-κB est activée par le TNFα, à nouveau l’activation de la voie NF-

κB est réduite dans les cellules infectées par rNiV par rapport aux cellules non infectées (Figure 

6D). NiV inhiberait donc la voie de NF-κB dans les cellules infectées. Mais contrairement à la 

condition non stimulée, il y a une perte partielle de l’inhibition pour le mutant rNIV W(CTD)ko, 

sans que le niveau d’activation de la condition Mock ne soit totalement restauré (Figure 6D), 

même si cette différence est statistiquement non significative. L’infection par NiV inhibe donc 

la voie NF-κB activée ou non par TNFα, mais dans le cas d’une stimulation avec TNFα, 

l’inhibition de NiV est dépendante, au moins en partie, du CTD spécifique de W. Les résultats 

obtenus en condition de stimulation par TNFα sont en conformité avec les résultats 

précédemment présentés en contexte de transfection. 
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Figure 6 : Effet de NiV sur la voie NF-κB et implication de la protéine W. A : Pour évaluer la proportion de cellules 

infectées, la fluorescence a été détectée dans des cellules HEK293T NF-κB_luc non infectées (Mock) ou infectées 

avec rNiV-eGFP à MOI 3 pendant 24h. Les images présentées ont été réalisées avec l’objectif x 20. B : Dans les 

mêmes conditions, des cellules non infectées (Mock) ou infectées avec rNiV ou rNiV W(CTD)ko ont été lysées et 

l'expression de la protéine N (α-NiV N) ou des protéines issues du gène P (en marquant soit le NTD commun avec 

un anticorps α-NiV P/V/W(NTD) soit le CTD spécifique de W avec un anticorps α-NiV W(CTD)) a été évaluée par 

western-blot. Pour chaque condition, la quantité de cellules lysées a été évaluée en marquant la GAPDH. « * » 

indique une protéine de masse moléculaire inférieure à V et W, et correspondant à la protéine W (CTD)ko. C : 

L'activité de la luciférase dépendante de NF-κB a été évaluée dans des cellules non infectées (Mock) ou infectées 

avec rNiV ou rNiV W(CTD)ko pendant 24h, à MOI 3. Représentation des 4 répétitions de tests fonctionnels réalisés 

en triplicat. D : Mêmes conditions que C, mais les cellules ont été stimulées 20h après infection avec du TNFα (10 

ng/ml) pendant 4h. 
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D. Conclusion de la partie I. 

 Les sites κB ne sont pas les seuls éléments présents dans les enhancers et les 

promoteurs des gènes des chimiokines, qui sont régulés par des assemblages de différents 

facteurs de transcription (Panne et al. 2007). Ainsi, lorsqu’une perturbation de la production 

de chimiokines est détectée (par qPCR par exemple), il est difficile de déterminer quelle voie 

de signalisation est modulée. Dans cette étude, un système de gène rapporteur NF-κB (déjà 

décrit (Journo et al. 2013)) a été choisi pour explorer spécifiquement la modulation de la voie 

NF-κB. Ce gène rapporteur contient cinq répétitions de la séquence GGGACTTTCC, qui 

respecte la séquence consensus du site κB déjà décrite : 5'-GGGRNWYYCC-3 ' (où R est une 

purine, W est une adénine ou une thymine, Y est une pyrimidine et N est n'importe quelle 

base) (Sen et Baltimore 2006 ; Lenardo et al. 1987). 

Quand elle est exprimée seule dans les cellules, la protéine W inhibe la voie NF-κB via 

son CTD spécifique (Figure 1). Ce résultat est en conformité avec le fait que l’inhibition de NF-

κB par W est indépendante de sa capacité à interagir avec les protéines STAT (via son NTD 

commun avec P et V) et donc à inhiber la voie de signalisation des interférons de type 1 (Figure 

3A). En contexte d’infection, W semble nécessaire à l’inhibition de la voie NF-κB activée par 

TNFα via son CTD spécifique (Figure 6D). Les effets fonctionnels sur la voie activée par TNFα 

présentés en contexte de transfection et en contexte d’infection sont donc cohérents. 

Cependant, le fait qu’un niveau d’activation de NF-κB comparable à celui des cellules non 

infectées ne soit pas restauré dans les cellules infectées avec le NiV déficient pour le CTD 

spécifique de W (même si la différence est non significative), pourrait suggérer que d’autres 

mécanismes viraux sont impliqués dans l’inhibition de NF-κB. Une protéine tronquée 

correspondant au NTD commun de P, V et W produite par rNiV W(CTD)ko a été mise en 

évidence lors de l’infection avec ce virus (Figure 6B, astérisque). Cette protéine n’est pas 

produite naturellement lors de l’infection par NiV et on peut s’interroger sur son impact sur 

les résultats précédemment rapportés dans les études utilisant des virus recombinants 

similaires. Ce point n'a jamais été discuté dans des études antérieures portant sur de tels virus 

recombinants (Yoneda et al. 2010 ; Lo et al. 2012 ; Satterfield et al. 2015). 

W inhibe la voie NF-κB activée par IL-1β, TNFα, TRAF6 et IKKβ, suggérant un effet de W 

au niveau et/ou en aval du complexe IKK. Ces résultats coïncident avec la localisation 

majoritairement nucléaire de W lui permettant de facto un effet en aval de la voie. Plusieurs 

études suggèrent que certains effets de la protéine W, notamment l’inhibition de la 

production de cytokines, seraient dépendants de sa localisation nucléaire (Shaw et al. 2005 ; 

Lo et al. 2010). La localisation cellulaire de W est régie par plusieurs signaux d’import et 

d’export nucléaires. Nos résultats supportent d’ailleurs l’hypothèse d’un deuxième NLS 

présent dans W comme déjà suggéré par Audsley et al. en 2016 (Figure 2 condition 

WmNESmNLS). Les détails de ces mécanismes de localisations font l’objet d’une partie 

spécifique « III. DETAILS DU MECANISME D’IMPORT ET D’EXPORT DE LA PROTEINE W ». 

L’inhibition de NF-κB par W mise en évidence ici est également dépendante de la localisation 
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nucléaire de W, mais indépendante des séquences d’acides aminés mutés de ses sites 

d’import et d’export (Figure 3). 

Cette nécessité de la localisation nucléaire de W pour son effet sur NF-κB coïncide avec 

la localisation cellulaire de 14-3-3. En effet, W nucléaire permet la concentration des protéines 

14-3-3 dans le noyau. De façon intéressante, quand W est exclue du noyau, les protéines 14-

3-3, normalement diffuses dans la cellule, sont également exclues du noyau (Figure 4A 

condition WmNLS). Ces résultats, avec ceux obtenus par co-immunoprécipitation, suggèrent 

que W interagit avec les protéines 14-3-3 et favorise leur translocation nucléaire. Cependant 

la localisation de 14-3-3 dans le noyau n’est pas identique à celle de W (Figure 2 conditions W 

et WmNES), suggérant que les protéines 14-3-3 une fois transloquées dans le noyau 

pourraient se dissocier de W pour interagir avec d’autres partenaires cellulaires. Cette 

hypothèse est également supportée par la perturbation de la co-immunoprécipitation de W 

et 14-3-3 quand p65 est surexprimée (l’interaction de p65 avec les protéines 14-3-3 ayant été 

précédemment décrite (Aguilera et al. 2016)). Dans ce cas, le rôle de W serait d’emmener et 

libérer 14-3-3 dans le noyau via une circulation continuelle entre le cytoplasme et le noyau. 

La corrélation observée entre la localisation nucléaire de W et son effet sur la voie NF-κB 

suggère que le mécanisme d’inhibition de W a une composante/étape nucléaire obligatoire. 

Etant donné la variabilité observée dans la localisation nucléaire de W selon le type cellulaire 

(Lo et al. 2010), qui pourrait dépendre du niveau d'expression des différents partenaires 

d’import et d’export de W, on peut s’interroger sur un effet inhibiteur de NF-κB par W, variable 

selon la cellule cible infectée. L'évaluation des différentes localisations cellulaires de W dans 

les différents types cellulaires est la prochaine étape pour mieux évaluer l’importance des 

effets de W en contexte d’infection. 

Les protéines 14-3-3 sont impliquées dans la régulation de plusieurs voies de 

signalisation, par exemple dans la régulation des voies des TLR (Schuster et al. 2011 ; Ben-Addi 

et al. 2014). Il existe sept isoformes de 14-3-3 : α/β, γ, δ/ ζ, ε, η, θ et σ (β et ζ étant les formes 

phosphorylées de α et δ respectivement). Ces protéines régulent également la voie NF-κB. 

D’après, Aguilera et al. en 2016, les protéines 14-3-3 interagissent avec IκBα et p65. Les 

protéines 14-3-3 interagissent également avec le complexe A20 inhibiteur de NF-κB (Heyninck 

et al. 2004), sans impact fonctionnel clairement défini. Du fait des différents rôles des 

protéines 14-3-3 à de multiples étapes des voies de signalisation, il est difficile dans l’état 

actuel des connaissances de proposer un mécanisme d’action détaillé dans nos conditions 

d’expérimentation et de faire le lien entre l’effet inhibiteur de W sur la voie NF-κB et son effet 

sur les protéines 14-3-3. Cependant, en entraînant l’entrée des protéines 14-3-3 dans le 

noyau, W pourrait exacerber ou inhiber le rôle de ces protéines sur la voie NF-κB (ces deux 

scénarii sont détaillés dans la Figure 7). Afin de déterminer quelle implication l’effet de W sur 

les protéines 14-3-3 a sur la voie de NF-κB, plusieurs expérimentations sont en cours : 

- immunoprécipitation de 14-3-3 pour détecter ou non la W en contexte de transfection 

et d’infection afin de confirmer l’interaction entre W et les protéines 14-3-3. 
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- comparer la localisation cellulaire des protéines 14-3-3 dans les cellules infectées avec 

les virus recombinants rNiV et rNiV W(CTD)ko.  

- réaliser des expériences de compétition en co-immunoprécipitation de 14-3-3 avec 

p65 et IκBα en présence de W afin de confirmer ou infirmer l’utilisation d’un même 

site de liaison sur 14-3-3. 

- éprouver la nécessité des protéines 14-3-3 dans l’effet inhibiteur de W sur la voie NF-

κB. 

 
Figure 7 : Modèle de travail pour l’étude de la nécessité de 14-3-3 dans l’effet inhibiteur de W sur la voie NF-κB. 

Scénario A : 14-3-3 est impliqué dans l’activation de la voie NF-κB en aval de l’IKK complexe. L’expression de W 

dans la cellule entraîne une séquestration de 14-3-3 dans le noyau l’empêchant de jouer son rôle sur la voie. 

Scénario B : 14-3-3 inhibe la voie NF-κB quand il est présent dans le noyau. L’expression de W augmente la 

présence nucléaire de 14-3-3 et favorise ainsi son effet inhibiteur. 
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II. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB par NiV V 

A. Introduction 

La protéine V est le déterminant majeur du pouvoir pathogène de NiV (Satterfield et 

al. 2015). In vitro, V inhibe les voies de production des interférons de type 1 (Childs et al. 2007), 

ainsi que la voie JAK/STAT (Shaw et al. 2004 ; Ciancanelli et al. 2009). Bien que moins important 

que l’inhibition des cytokines par W dans les mêmes conditions, V semble également inhiber 

certaines cytokines lors de l’infection (Lo et al. 2010 ; Satterfield et al. 2015). Mais à ce jour, 

aucun mécanisme n’explique l’effet de V sur la production de cytokines. A l’instar de W, nous 

avons émis l’hypothèse d’une possible modulation de la voie NF-κB par V. 

La protéine V de MeV a un effet inhibiteur sur la voie NF-κB dans les cellules HEK293T 

en contexte de transfection (Schuhmann et al. 2011). MeV V interagirait avec p65 via son 

domaine C-terminal pour séquestrer le facteur de transcription dans le cytoplasme. Il est 

possible qu’un tel mécanisme soit conservé chez NiV V. Bien qu’aucune interaction de NiV V 

avec p65 n’ait été rapportée dans « ANNEXE 1 : EXPLORATION DES INTERACTIONS 

CELLULAIRES DES PROTEINES V ET W DE NIV », une éventuelle interaction de NiV V avec p65 

sera plus spécifiquement recherchée. 

Il a été précédemment suggéré que NiV V interagirait avec la protéine UBXN1 via la 

première cystéine de son CTD (M. Yoneda, données non publiées). UBXN1 est un inhibiteur de 

la voie de production de l’IFN de type 1 via MAVS (Wang et al. 2013) et de NF-κB (Wang et al. 

2015). NiV V pourrait renforcer l’effet inhibiteur d’UBXN1 sur la voie NF-κB (par stabilisation 

d’UBXN1 par exemple). Afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse, l’interaction de V 

avec UBXN1 sera plus précisément détaillée et l’effet de cette interaction sera exploré. 

Comme dans la partie « I. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB par NiV 

W », un effet de NiV V sur la voie NF-κB a été recherché et mis en évidence. Une attention 

particulière a été portée aux hypothèses présentées ci-dessus afin d’expliquer le mécanisme 

de cet effet. 

B. Matériel et méthodes 

Les conditions de culture des cellules HeLa (la même méthode a été utilisée pour les 

cultures de cellules HEK293T) et les techniques de tests fonctionnels luciférase, de western-

blot, de co-immunoprécipitation et d’immunofluorescence ont été détaillées dans le 

« Matériel et Méthodes » de la partie « I. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB 

PAR NiV W ».  

Les anticorps de lapin anti-STAT1 (Santa Cruz sc346), HSP70 (Santa Cruz sc24), HSP90 

(Santa Cruz sc7947), UBXN1 (Invitrogen PA5-31809), IκBα (Cell Signaling 9242), p65 (Santa 
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Cruz sc372) et l’anticorps de souris anti-GAPDH (Chemicon MAB374) ont été utilisés pour 

détecter les protéines endogènes. 

1. Constructions de plasmides 

Les constructions des plasmides ont été détaillées dans la partie « I. MODULATION DE 

LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W ». Les troncatures 1 à 110, 100 à 210, 200 à 310, 

300 à 407, 1 à 210, 200 à 407, 1 à 310 et 100 à 407 du NTD de V ont été obtenues selon la 

même méthode que le plasmide codant pour le NTD, et sont donc couplées à la mCherry à 

leur extrémité C-terminale. Les plasmides codant pour les protéines MDA5 (numéro 

d’accession NM_022168.3), MAVS (numéro d’accession NM_020746.4) et UBXN1 (n° 

d’accession NM_001286077.1), étiquetées HA, ont été obtenus selon la même méthode que 

les plasmides codant pour TRAF6, IKKβ et p65. Les plasmides codant pour la protéine V (n° 

d’accession AF266287.1) de la souche Moraten du virus de la rougeole étiquetée Flag (Flag-

MV Vmor) et pour les protéines mutées NiV V (C415A) et (C415I) ont été obtenus selon la 

même méthode que les plasmides codant pour les protéines non structurales de NiV. 

2. Test de stabilité 

2,5×105 cellules HeLa par puits ont été ensemencées dans des plaques 12 puits. 20h 

après ensemencement, les cellules ont été transfectées avec un total de 1 µg des différents 

plasmides (250 ng de plasmide codant pour UBXN1 et 750 ng de plasmide codant pour NIV V 

ou 750 ng de vecteur vide) à l’aide de JetPrime (Polyplus), selon les recommandations du 

fabriquant. 5h après transfection, le milieu a été changé et les cellules ont été placées à l’étuve 

(à 37°C, 5% de CO2) pour 15h supplémentaires. 20h après transfection, le milieu a été retiré 

et les cellules ont été traitées avec 1 ml de DMEM 10% à 20 µg/ml de cycloheximide (Sigma-

Aldrich C104450). Les cellules ont ensuite été lysées dans 100 µl de tampon de lyse (50 mM 

Tris HCl [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP40, 50 mM NaF, 2 mM Na3VO4, 5% 

glycerol, 1X Complete protease inhibitor (Roche)) à différents temps après traitement (T+0h, 

T+2h, T+4h, T+6h, T+8h), incubées 20 minutes sur glace et centrifugées pendant 15 min à +4°C 

à 15000g. Pour chaque condition, 100 µl de surnageant ont été récupérés et 20 µl de tampon 

de charge (0.35 M Tris HCl [pH 6.8], 10.3% SDS, 36% glycerol, 0.6 M DTT, 0.012% bromophenol 

blue) ont été ajoutés. Ces échantillons ont ensuite été chauffés pendant 3 min à 100°C et 

analysés par western-blot comme détaillé dans la partie « I. MODULATION DE LA VOIE 

CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W ». L’intensité du marquage d’UBXN1 pour chaque condition 

a été estimée en utilisant le logiciel ImageJ. Chaque condition a été réalisée en triplicat. 

3. Analyse des résultats 

Les histogrammes des tests fonctionnels représentent les moyennes de chaque 

condition + SD. 
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Les expérimentations des Figures 4A, B, C, D et F n’ont été réalisées qu’une seule fois. 

De ce fait, aucun test statistique n’a été effectué et ces données constituent des résultats 

préliminaires. 

Pour les Figures 1 et 4E, les distributions normales de l’ensemble des valeurs des 

triplicats des différentes répétitions pour chaque condition ont été testées à l’aide d’un test 

de Shapiro-Wilk. Les valeurs des différentes plaques ont été normalisées entre elles et les 

triplicats de chaque condition d’une même plaque ont été moyennés. Les différentes 

conditions ont été comparées au contrôle positif à l’aide du test de Student si la normalité 

était assumée (avec correction en cas de non homoscedasticité) ou sinon à l’aide du test de 

rang de Mann-Whitney. 

Pour les analyses statistiques des tests fonctionnels, l’unité expérimentale est le puits 

et le seuil de significativité a été placé à 5%. « * » représente une p < 0,05, « ** » représente 

une p < 0,01, « *** » représente une p < 0,001 et « **** » représente une p < 0,0001. 

C. RESULTATS 

1. La protéine V inhibe la voie NF-κB via son CTD spécifique 

Le plasmide codant pour la protéine V a été transfecté avec un gène rapporteur NF-

κB_luc afin d’évaluer l’activation de la voie NF-κB dans des cellules HeLa. Dans les cellules non 

stimulées, V n’a pas d’effet sur le niveau basal d’activation de la voie NF-κB (Figures 1A), mais 

V présente un effet inhibiteur de la voie quand les cellules sont stimulées avec de l’IL-1β ou 

du TNFα (p = 0,0033 et p = 0,0066 respectivement). 

Les troncatures étiquetées Flag correspondant au NTD de V (1-407) commun à P et V, 

et à son CTD spécifique (408-456) ont été fusionnées à la mCherry. Pour évaluer les effets de 

ces troncatures, la mCherry seule a été utilisée comme contrôle. Quand la voie NF-κB est 

activée avec de l’IL-1β, le NTD de V n’a pas d’effet inhibiteur (Figures 1A). A l’inverse, dans les 

mêmes conditions de stimulation, le CTD de V inhibe la voie NF-κB (p = 0,0147). 

Afin de déterminer l’étape de la voie de NF-κB affectée par V, les cellules ont été 

stimulées par transfection de différents plasmides codant pour des effecteurs de la voie 

canonique : TRAF6, IKKβ et p65. De plus, compte-tenu de l’effet inhibiteur de V sur MDA5 

(Childs et al. 2007), les plasmides codant MDA5 et MAVS ont également été utilisés pour 

activer la voie. Les stimulations avec IL-1β et TNFα ont également été réalisées comme 

contrôles. La protéine V inhibe fortement la voie activée par MDA5 (p < 0,0001), mais n’inhibe 

pas la voie activée par MAVS (Figure 1B). Ces résultats sont en conformité avec ceux de Childs 

et al. démontrant que NiV V interagit avec MDA5, inhibant sa capacité à activer les promoteurs 

des IFN de type 1 où NF-κB est l’un des trois transactivateurs de l’enhanceosome de l’IFN 

(Louber et al. 2015 ; Panne et al. 2007). En outre, V suractive la voie de NF-κB activée par 

TRAF6 et IKKβ et n’a pas d’effet sur la voie activée par p65 (Figure 1B). L’ensemble de ces 
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résultats suggèrent que V inhiberait une étape en amont de la voie NF-κB entre les récepteurs 

à l’IL-1R et TNFR et TRAF6, mais n’aurait pas d’effet inhibiteur (voire un effet activateur) en 

aval de TRAF6. 

 
Figure 1 : Détails sur l’effet de V sur la voie NF-κB. A : Des cellules HeLa ont été transfectées avec un gène 
rapporteur NF-κB_luc Firefly et un plasmide luciférase Renilla pRL-Null (pour la normalisation). Les cellules ont 
également été transfectées soit avec un vecteur vide (EV, utilisé comme contrôle) soit avec des plasmides codant 
pour les protéines V ou ses troncatures couplées à la mCherry (mC) ou la mCherry seule (utilisée comme contrôle 
des troncatures). 20h après transfection, les cellules ont été traitées avec de l’IL-1β ou TNFα, à 10 ng/ml pendant 
4h, puis la luminescence a été évaluée. Pour chaque stimulation, la condition, où les protéines virales ont été 
exprimées (V ou troncatures), a été comparée au contrôle (EV ou mC) correspondant. B : Mêmes conditions que 
A, mais pour la stimulation, les cellules ont été transfectées avec des plasmides codant pour les protéines MDA5, 
MAVS, TRAF6, IKKβ ou p65, ou traitées 20h après transfection avec de l’IL-1β ou TNFα (à 10 ng/µl) pendant 4h. 
La luminescence a ensuite été évaluée. Pour chaque stimulation, la condition, où la protéine V a été exprimée, a 
été comparée au contrôle (EV) correspondant. 
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2. NiV V co-immunoprécipite avec STAT1, HSP70 et HSP90, mais ni avec 

p65 ni avec UBXN1 endogènes 

Un plasmide codant pour la protéine non structurale V de NiV étiquetée Flag a été 

transfecté dans des cellules HeLa. Lors de co-immunoprécipitations révélées par western-blot 

utilisant des anticorps spécifiques, les protéines STAT1, HSP70 et HSP90 co-

immunoprécipitent avec NiV V (Figure 2A). A contrario, aucune interaction n’a été détectée 

avec les protéines UBXN1, p65, IκBα et GAPDH, bien que celles-ci soient exprimées dans les 

cellules HeLa (Figure 2A). 

 

 

 

 
Figure 2 : Exploration des interactions cellulaires des protéines P, V et W de NIV et V de MeV par co-
immunoprécipitation. A : un plasmide codant pour la protéine V de NIV étiquetée Flag a été transfecté dans des 
cellules HeLa. Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce à des billes 
magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag, la protéine V a été détectée par western-blot avec un 
anticorps anti-Flag et les protéines endogènes avec des anticorps spécifiques. La colonne de gauche montre les 
protéines présentes dans le lysat cellulaire. La colonne de droite montre les protéines présentes après co-
immunoprécipitation. B : les plasmides codant pour les protéines P, V et W de NIV et la protéine V de MeV 
étiquetées Flag ont été transfectés avec un plasmide codant pour la protéine p65 étiquetée HA dans des cellules 
HeLa. Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce à des billes 
magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag, les protéines P, V et W de NIV et V de MeV ont été détectées 
par western-blot avec un anticorps anti-Flag et la protéine p65 étiquetée HA avec un anticorps anti-HA. La colonne 
de gauche montre les protéines présentes dans le lysat cellulaire. La colonne de droite montre les protéines 
présentes après co-immunoprécipitation. 
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L’interaction entre la protéine V de MeV et p65 ayant été détectée en contexte de co-

transfection dans des cellules HEK293T (Schuhmann et al. 2011), des plasmides codant pour 

les protéines P, V et W de NiV et la protéine V de MeV étiquetées Flag ont été transfectés avec 

un plasmide codant pour la protéine p65 étiquetée HA dans des cellules HeLa. Lors de co-

immunoprécipitations révélées par western-blot utilisant un anticorps anti-HA, la protéine 

p65 co-immunoprécipite bien avec V de MeV (Figure 2B) en contexte de co-transfection, mais 

n’interagit avec aucune des protéines P, V ou W de NiV (Figure 2B). 

3. NiV V co-immunoprécipite avec UBXN1 en contexte de co-

transfection 

La protéine V de NiV interagirait avec UBXN1 via son domaine C-terminal et la première 

cystéine de son domaine C-terminal (C415) serait nécessaire à cette interaction (M. Yoneda, 

données non publiées). Cette cystéine n’est pas impliquée dans le motif en doigt de zinc 

(Figure 3A). En outre, elle est conservée dans le CTD de la V de NiV et de HeV, mais pas dans 

le CTD de la V de MeV (Figure 3A). 

Des plasmides codant pour les protéines étiquetées Flag P, V, mCherry et les domaines 

N-terminal (commun avec P) et C-terminal de V (couplés à la mCherry) ont été transfectés 

avec un plasmide codant pour la protéine UBXN1 étiquetée HA dans des cellules HeLa. Lors 

de co-immunoprécipitations révélées par western-blot utilisant un anticorps anti-HA, la 

protéine UBXN1 co-immunoprécipite avec V via son domaine C-terminal en contexte de co-

transfection, mais pas avec la protéine P ou le domaine N-terminal commun à P et V (Figure 

3B). Par contre, les variants C415A et C415I sont aussi bien immunoprécipités que la 

construction sauvage dans les cellules HeLa. Donc, en contexte de co-transfection, la protéine 

UBXN1 co-immunoprécipite avec les deux protéines mutées NiV V C415A et C415I suggérant 

que la C415 ne participe pas à cette interaction (Figure 3C). 
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Figure 3 : Interaction de la protéine V de NIV avec UBXN1. A : alignements des séquences d’acides aminés (à partir 
du site d’édition) des domaines C-terminaux des protéines V de MV, SeV, HeV et NiV (souche Malaisie (Mal) et 
Bangladesh (Ban)). Les « * » au-dessus de l’alignement représentent les homologies entre les cinq séquences. Les 
résidus cystéines et histidine sont numérotés et indiqués dans une réprésentation schématique du motif en doigt 
de zinc : les cystéines impliquées dans le motif sont numérotées de 1 à 7, la cystéine conservée entre HeV et NiV 
non impliquée dans le motif est numérotée C0. B : les plasmides codant pour les protéines P, V, mCherry et les 
NTD et CTD de V étiquetés Flag ont été transfectés avec un plasmide codant pour la protéine UBXN1 étiquetée 
HA dans des cellules HeLa. Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce 
à des billes magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag, les protéines virales ont été détectées par western-
blot avec un anticorps anti-Flag et la protéine UBXN1 étiquetée HA avec un anticorps anti-HA. La colonne de 
gauche montre les protéines présentes dans le lysat cellulaire. La colonne de droite montre les protéines présentes 
après co-immunoprécipitation. C : les plasmides codant pour les protéines V mutées (C415A) et (C415I) étiquetées 
Flag ont été transfectés avec un plasmide codant pour la protéine UBXN1 étiquetée HA dans des cellules HeLa. 
Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce à des billes magnétiques 
couplées avec des anticorps anti-Flag, les protéines virales ont été détectées par western-blot avec un anticorps 
anti-Flag et la protéine UBXN1 étiquetée HA avec un anticorps anti-HA. La colonne de gauche montre les protéines 
présentes dans le lysat cellulaire. La colonne de droite montre les protéines présentes après co-
immunoprécipitation. 
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4. Exploration des effets de NiV V et UBXN1 sur la voie canonique NF-κB 

 

 
Figure 4 : Effet des protéines V et UBXN1 transfectées sur la voie canonique NF-κB en cellules HeLa et HEK293T. 
A et B : les cellules HeLa ont été transfectées avec un gène rapporteur NF-κB_luc Firefly et un plasmide luciférase 
Renilla pRL-Null (pour la normalisation). Les cellules ont également été transfectées soit avec un vecteur vide (EV, 
utilisé comme contrôle) soit avec des plasmides codant pour les protéines V et/ou UBXN1. 20h après transfection, 
les cellules ont été traitées soit avec de l’IL-1β (A) ou TNFα (B) à 10 ng/ml pendant 4h, puis la luminescence a été 
évaluée. C et D : Mêmes conditions que pour A et B mais en cellules HEK293T traitées avec de l’IL-1β (C) ou TNFα 
(D). E : les cellules HeLa ont été transfectées avec un gène rapporteur NF-κB_luc Firefly et un plasmide luciférase 
Renilla pRL-Null (pour la normalisation). Les cellules ont également été transfectées soit avec un vecteur vide (EV, 
utilisé comme contrôle) soit avec des plasmides codant pour les protéines V ou UBXN1. Pour la stimulation, les 
cellules ont été transfectées avec des plasmides codant pour les protéines MAVS ou TRAF6 en plus des autres 
plasmides ou traitées 20h après transfection avec de l’IL-1β ou TNFα (à 10 ng/µl) pendant 4h. La luminescence a 
ensuite été évaluée. F : les cellules HeLa ont été transfectées avec un gène rapporteur NF-κB_luc Firefly et un 
plasmide luciférase Renilla pRL-Null (pour la normalisation). Les cellules ont également été transfectées soit avec 
un vecteur vide (EV, utilisé comme contrôle) soit avec des plasmides codant pour les protéines V ou V (C415A). 
20h après transfection, les cellules ont été traitées avec de l’IL-1β à 10 ng/ml pendant 4h, puis la luminescence a 
été évaluée. G : les cellules HeLa ont été cotransfectées avec un plasmide codant pour la protéine UBXN1 et soit 
avec un vecteur vide (EV, utilisé comme contrôle) soit avec un plasmide codant pour la protéine V. 20h après 
transfection, les cellules ont été traitées à la cycloheximide (20 µg/ml) pendant différents temps 0, 2, 4, 6 ou 8h. 
Elles ont ensuite été lysées et la protéine UBXN1 a été détectée par WB. L’intensité du marquage de la protéine 
UBXN1 a été évaluée pour chaque condition en utilisant le logiciel ImageJ. 
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Des tests fonctionnels utilisant un gène rapporteur NF-κB_luc ont été réalisés en 

cellules HeLa et HEK293T pour explorer les effets inhibiteurs des protéines UBXN1 et NiV V en 

contexte de transfection. Ces tests n’ayant été réalisés qu’une seule fois, les données, qui en 

sont issues, ne peuvent être considérées que comme des résultats préliminaires. En cellules 

HEK293T, la protéine V présenterait des effets inhibiteurs de la voie NF-κB activée par IL-1β 

(Figure 4C) et TNFα (Figure 4C) plus marqués que dans les cellules HeLa (Figure 4A et 4B). La 

protéine UBXN1 inhiberait la voie NF-κB activée par IL-1β et TNFα que ce soit en cellules HeLa 

ou en cellules HEK293T (Figure 4A, 4B, 4C et 4D). Dans les cellules HeLa co-transfectées avec 

les plasmides codants pour NiV V et UBXN1, l’effet inhibiteur observé ne serait pas plus 

important que dans la condition transfectée avec UBXN1 seule (Figure 4A et 4B). A contrario, 

en cellules HEK293T co-transfectées avec les plasmides codants pour NiV V et UBXN1, l’effet 

inhibiteur observé serait plus important que dans la condition transfectée avec UBXN1 seule 

(Figure 4C et 4D), mais serait inférieur au cumul des effets observés avec chacune des 

protéines V et UBXN1 exprimées seules. 

Des cellules HeLa ont été stimulées avec IL-1β, TNFα ou par transfection de différents 

plasmides codant pour les protéines MAVS et TRAF6. Ainsi stimulées, les cellules ont 

également été transfectées soit avec un plasmide codant pour NiV V soit pour UBXN1. Alors 

qu’UBXN1 a un effet inhibiteur statistiquement très significatif sur la voie NF-κB stimulée par 

IL-1β, TNFα, MAVS et TRAF6, la protéine V ne présente un effet inhibiteur que sur la voie 

stimulée par IL-1β et TNFα (Figure 4E). Des cellules HeLa stimulées avec IL-1β ont ensuite été 

transfectées avec un plasmide codant pour la protéine V ou la protéine V mutées C415A 

(résidus correspondant à la première cystéine du CTD). Dans ces conditions, les protéines V et 

V(C415A) présenteraient un niveau d’inhibition similaire de la voie NF-κB (Figure 4F, résultats 

préliminaires). 

Afin de déterminer si la présence de V stabiliserait UBXN1, l’évolution de l’expression 

d’UBXN1 au cours du temps a été suivie dans des cellules où la traduction protéique a été 

inhibée en présence ou non de V. Pour ce faire, des cellules HeLa ont été co-transfectées avec 

des plasmides codant pour les protéines UBXN1 et NiV V ou un vecteur vide (utilisé comme 

contrôle), puis traitées avec de la cycloheximide. A différents temps de traitement, les cellules 

ont été lysées et la quantité de protéine UBXN1 a été déterminée par analyse du marquage 

en western-blot. Suite au traitement à la cycloheximide, les deux conditions (avec ou sans V) 

présentent une quantité d’UBXN1 à T0 et une diminution de cette quantité au cours du temps, 

qui sont comparables, suggérant que V ne stabilise pas UBXN1 (Figure 4G). 

D. Conclusion de la partie II. 

En condition de transfection en cellules HeLa, la protéine V de NiV inhibe la voie NF-κB 

activée par MDA5 (Figure 1B), comme attendu (Childs et al. 2007). NiV V présente également 

un effet inhibiteur de la voie NF-κB, quand elle est activée par IL-1β et TNFα (Figure 1A), mais 

montre à l’inverse un effet suractivateur quand la voie est activée par surexpression de TRAF6 
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ou IKKβ. Ces résultats suggèrent un effet inhibiteur en amont de la voie. Cet effet inhibiteur 

de V a également été mis en évidence en cellules HEK293T (Figure 4C et 4D, résultats 

préliminaires). Dans l’état actuel des connaissances, aucune donnée n’explique l’effet 

inhibiteur de V sur la voie NF-κB activée par IL-1β et TNFα. 

Plusieurs mécanismes d’inhibition des voies de signalisation de l’immunité innée sont 

communs aux protéines non structurales des paramyxovirus : effet sur les protéines STAT 

(Ramachandran et Horvath 2009), sur MDA5 (Childs et al. 2007), LGP2 (Parisien et al. 2009), 

etc… L’interaction de NiV V avec STAT1 est d’ailleurs observée dans nos conditions 

expérimentales (Figure 2A), validant ainsi notre système d’exploration d’interactions. En 

contexte de transfection, la protéine V de MeV a un effet inhibiteur sur la voie NF-κB dans les 

cellules HEK293T (Schuhmann et al. 2011). Cet effet a été expliqué par une interaction de V 

de MeV avec p65 via son CTD, obtenue en contexte de co-transfection. La V de MeV retiendrait 

p65 dans le cytoplasme l’empêchant ainsi de jouer son rôle de facteur de transcription. 

Cependant cette interaction n’a été mise en évidence ni dans des cellules HEK293T 

transfectées avec MeV V (non co-transfectées avec p65), ni dans des HEK293T infectées avec 

MeV (Komarova et al. 2011). Au niveau fonctionnel, alors que l’effet de MeV V a été observé 

sur la voie NF-κB activée par TNFα, MAVS, IKKs et p65 (Schuhmann et al. 2011), nos résultats 

suggèrent que l’effet de NiV V sur NF-κB ne se produit qu’en amont de TRAF6. En contexte de 

transfection, aucune interaction n’a été observée entre NiV V et p65 en cellules HeLa, alors 

que ces cellules expriment p65 (Figure 2A). De plus, en contexte de co-transfection avec p65, 

alors que l’interaction avec MeV V est observée, aucune interaction n’est détectée entre p65 

et les protéines P, V et W de NiV (Figure 2B). L’ensemble de ces données suggèrent que le 

mécanisme par lequel la protéine V de NiV inhibe la voie NF-κB n’est pas semblable à celui 

décrit pour la protéine V de MeV. 

La protéine V de NiV interagirait avec la protéine UBXN1 via son CTD spécifique (M. 

Yoneda, données non publiées). UBXN1 est un inhibiteur de la production d’IFN de type 1 et 

de la voie NF-κB par interaction avec MAVS (Wang et al. 2013). De plus, UBXN1 inhibe la voie 

NF-κB à d’autres niveaux en interagissant avec les protéines cIAP (Wang et al. 2015) et Cullin-

1 (Hu et al. 2017). Le CTD des protéines V des paramyxovirus est très conservé avec un motif 

en doigt de zinc (Ramachandran et al. 2009). Les résidus cystéines et histidine du CTD de la 

protéine V des paramyxovirus sont impliqués dans ce motif en doigt de zinc et la suppression 

d’un de ces résidus déstabiliserait la structure du CTV de V. Cependant la première cystéine 

du CTD de NiV V n’est pas impliquée dans le motif en doigt de zinc (Figure 3A). D’une façon 

intéressante, alors que les résidus cystéine et histidine impliqués dans le motif en doigt de zinc 

sont conservés chez MeV, NiV et HeV, la première cystéine du CTD de NiV V n’est conservée 

que chez HeV et est située entre la première histidine et la première cystéine (la seconde du 

CTD) impliquées dans le motif en doigt de zinc. L’interaction entre NiV V et UBXN1 est une 

hypothèse intéressante pour expliquer l’effet inhibiteur de NiV V observé sur la voie NF-κB. 

Cependant, plusieurs de nos données ne sont pas cohérentes avec cette hypothèse. Au niveau 

fonctionnel, alors qu’UBXN1 inhibe la voie NF-κB quand elle est activée par IL-1β, TNFα, MAVS 
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et TRAF6, l’effet inhibiteur de V n’est observable que suite à une stimulation par IL-1β ou TNFα 

(Figure 4E). Si NiV V stabilise UBXN1 et renforce ainsi ses effets sur la voie NF-κB, on 

s’attendrait à observer un effet inhibiteur de V au niveau de chaque effet inhibiteur d’UBXN1. 

De plus, la co-transfection d’UBXN1 et de NiV V en cellules HeLa ne semble pas avoir d’effet 

synergique sur les effets d’UBXN1 (Figure 4A, B, C et D, résultats préliminaires) et ne permet 

pas d’augmenter la quantité d’UBXN1 dans les cellules ni de limiter sa dégradation suite à 

l’inhibition de la traduction des protéines (Figure 4G). La mutation de la première cystéine du 

CTD de NiV V en alanine ne semble pas diminuer l’effet inhibiteur observé (Figure 4E, résultats 

préliminaires). En cellules HeLa, NiV V via son CTD co-immunoprécipite avec UBXN1 apporté 

de manière exogène (co-transfection) (Figure 3B), mais non avec la protéine UBXN1 endogène 

(Figure 2A). La mutation de la première cystéine du CTD de NiV V en alanine ou en isoleucine 

ne permet pas d’abroger cette interaction (Figure 3C). Ainsi, malgré l’observation d’une co-

immunoprécipitation entre NiV V et UBXN1 en contexte de co-transfection, l’hypothèse, que 

l’interaction de NiV V avec UBXN1 permettrait d’expliquer l’effet de V sur la voie NF-κB 

observé en cellules HeLa, ne peut être validée dans nos conditions expérimentales. La 

confirmation de ces données dans d’autres systèmes cellulaires nécessitera des 

expérimentations supplémentaires. 
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III. DETAILS DU MECANISME D’IMPORT ET D’EXPORT DE LA PROTEINE W 

A. Introduction 

La protéine W de NiV a initialement été décrite comme une protéine essentiellement 

nucléaire, du fait de la présence d’un NLS dans son CTD spécifique (Shaw et al. 2004). 

Cependant, sa localisation cellulaire semble régie par des mécanismes plus complexes, 

mettant en jeu différents sites d’import et d’export nucléaires (Rodriguez et al. 2004 ; Shaw 

et al. 2005 ; Audsley et al. 2016) : en plus du NLS de son CTD, W partage avec P et V un NES et 

un NLS situés dans leur NTD commun. Ces différents sites font intervenir différents 

partenaires, parmi lesquels les importines α1, 3 et 4 et l’exportine 1. Curieusement, W a été 

aussi décrite comme étant essentiellement cytoplasmique dans certains types cellulaires (Lo 

et al. 2010). En outre, la localisation nucléaire de W serait nécessaire à certains de ses effets 

fonctionnels (Shaw et al. 2005 ; Lo et al. 2010), comme c’est le cas pour l’effet inhibiteur sur 

la voie NF-κB identifié dans la partie « I. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR 

NiV W ». Ainsi, les effets fonctionnels de W pourraient être dépendants du type cellulaire. Une 

meilleure compréhension des mécanismes régissant la localisation cellulaire de W est donc 

essentielle pour aborder les rôles de cette protéine au cours de l’infection virale des différents 

types cellulaires d’un hôte.  

Les localisations du NES et du NLS du CTD ont été identifiées. Mais, bien que son 

existence ait été suggérée, le NLS du NTD n’a pas encore été localisé. Dans cette partie, les 

localisations cellulaires de différents mutants de W ont été déterminées par 

immunofluorescence, afin de localiser les différents sites d’import et d’export de W et 

d’évaluer leurs effets. 

B. Matériel et méthodes 

Les conditions de culture des cellules HeLa, ainsi que les techniques de construction de 

plasmides, de western-blot et d’immunofluorescence ont été détaillées dans le « Matériel et 

Méthodes » de la partie « I. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W ». 

Les prédictions pour la localisation du NLS localisé dans le NTD de W ont été obtenues 

en confrontant les résultats de deux outils de prédictions des NLS disponibles sur internet : 

« NLS Mapper » 2017 et « USC MLEG Group: Research » 2017. Les analyses ont été réalisées 

sur la séquence entière de W avec un seuil de « 0.1 » pour l’outil « USC MLEG Group » et avec 

un seuil de « 3.0 » et une recherche des NLS bipartites dans la séquence entière pour l’outil 

« NLS Mapper ». 
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C. Résultats 

1. Localisation cellulaire des protéines P, V et W de NiV 

Les protéines P, V et W de NiV partagent un NTD en commun (407 premiers acides 

aminés) et ont des CTD spécifiques. Elles partagent donc le NES situé dans le NTD (vers le 

résidu 180). Le NLS (ci-dessous appelé NLS_spé) de W est situé dans son CTD spécifique et 

n’est donc présent ni dans la P ni dans la V (cf. Figure 6 du « I. D. 3. Les protéines virales et 

leurs fonctions connues », dans la 1ère partie). 

 

 

 
Figure 1 : Analyse des profils d’expression des protéines P, V et W de NiV par western-blot. Des cellules HeLa ont 

été transfectées avec le plasmide approprié permettant l’expression de protéines étiquetées Flag ou avec un 

vecteur vide (EV). 20h après transfection, les cellules ont été lysées et les protéines ont été séparées par SDS-PAGE 

et marquées à l’aide d’un anticorps anti-Flag et un anticorps anti-GAPDH (contrôle du dépôt des échantillons). 

L’échelle de taille des protéines est indiquée à droite. 

 

 

Afin de déterminer si les protéines P, V et W peuvent diffuser passivement dans le 

noyau, leur tailles respectives ont été estimées par western-blot. La protéine P a une masse 

moléculaire d’environ 100 kDa, les protéines V et W ont une masse moléculaire d’environ 70 

kDa (Figure 1) et donc supérieure à la limite permettant la diffusion passive des molécules à 

travers les pores nucléaires (Swanson et McNeil 1987). 
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Figure 2 : Mise en évidence de la localisation cellulaire des protéines P, V et W de NiV. Des cellules HeLa ont été 

transfectées avec différents plasmides permettant l’expression des protéines étiquetées Flag (indiquées à gauche). 20h 

après transfection, les cellules ont été fixées et perméabilisées. Les protéines ont été marquées à l’aide d’un anticorps de 

souris anti-Flag et un anticorps anti-souris conjugué avec le fluorochrome Alexa 555. Les noyaux ont été marqués à l’aide 

de Dapi. Les images présentées ont été réalisées avec l’objectif x63 et sont représentatives des photos obtenues pour 

chaque condition. La barre en bas à gauche indique l’échelle. 
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Les protéines P et V sont quasi exclusivement localisées dans le cytoplasme (Figure 2, 

conditions P et V), alors que W se localise majoritairement dans le noyau (Figure 2, condition 

W). A noter qu’une proportion conséquente de W reste localisée dans le cytoplasme. De plus, 

lorsque le plan focal est placé sur le noyau (marcage Dapi net), la W semble majoritairement 

localisée en périphérie du noyau, et lorsque le plan focal est placé de façon à avoir le marquage 

le plus intense de W, il ne correspond pas au plan où le marquage du noyau est le plus intense. 

2. La localisation nucléaire de W est régie par différents signaux 

d’import et d’export  

La localisation de la protéine W, précédemment décrite, est présentée comme 

référence (Figure 3, condition W). Quand le NLS_spé de W est muté, la protéine est quasi 

exclusivement localisée dans le cytoplasme (Figure 3, condition WmNLS). La localisation ainsi 

obtenue est similaire à celles de la P et de la V. La mutation du NES du NTD commun à P, V et 

W permet une distribution quasi exclusivement nucléaire de la protéine (Figure 3, condition 

WmNES). Enfin, quand à la fois le NES du NTD et le NLS_spé sont mutés, la protéine se localise 

à la fois dans le noyau et le cytoplasme (Figure 3, condition WmNESmNLS). 

3. Prédictions de la localisation des NLS de W 

Les prédictions des outils disponibles sur internet ont été résumées dans le Tableau 1. 

Les deux outils de prédiction permettent d’identifier le NLS_spé déjà décrit dans le CTD de W. 

Ils permettent également d’identifier une région du NTD où pourrait se trouver le second NLS 

commun aux trois protéines P, V et W (nommé ci-après NLS_com) : le NLS_com serait 

monopartite de 323 à 332 pour « USC MLEG Group » et bipartite de 318 à 350 pour « NLS 

Mapper ». En outre, un troisième signal est identifié par les deux outils au début du CTD de W 

vers la position 408, mais « NLS Mapper » l’associe en NLS bipartite au NLS_spé déjà identifié 

du CTD. 

Tableau 1 : Résumé des prédictions de NLS obtenues avec les outils « USC MLEG 

Group » et « NLS Mapper » disponibles sur internet. Les résidus prédits par les deux 

outils ont été indiqués en gras. 

Outils 
NLS prédit 

Séquence Localisation 

USC MLEG 

Group 

KRLPMLAEEF 323 -332 

AQTRNIHLLGRK 408 - 419 

PPTKKARVSMRR 436 - 447 

NLS 

Mapper 

Monopartite 

DHPPTKKARVS 434 - 444 

Bipartite 

EEPPQKRLPMLAEEFECSGSEDPIIRELLKENS 318 - 350 

RNIHLLGRKTCLGRRVVQPGMFEDHPPTKKARVSM 411 -445 
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Figure 3 : Mise en évidence de la localisation cellulaire des mutants W de NiV: W (utilisée comme référence), 

WmNLS décrit par Shaw et al. 2005, WmNES décrit par Rodriguez et al. 2004 et WmNESmNLS portant les deux 

ensembles de mutations. Des cellules HeLa ont été transfectées avec différents plasmides permettant l’expression 

des protéines étiquetées Flag (indiquées à gauche). 20h après transfection, les cellules ont été fixées et 

perméabilisées. Les protéines ont été marquées à l’aide d’un anticorps de souris anti-Flag et un anticorps anti-

souris conjugué avec le fluorochrome Alexa 555. Les noyaux ont été marqués à l’aide de Dapi. Les images 

présentées ont été réalisées avec l’objectif x63 et sont représentatives des photos obtenues pour chaque 

condition. La barre en bas à gauche indique l’échelle. 
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4. Les résidus K323, R324, R343 et K347 ne sont pas nécessaires à la 

localisation nucléaire de WmNESmNLS 

 

 
Figure 4 : Mise en évidence de la localisation cellulaire de différents mutants WmNESmNLS de NiV par 

immunofluorescence. La protéineWmNESmNLS a été mutée pour les résidus K323A;R324A, R343A;K347A et 

K323A;R324A;R343A;K347A selon les résultats des outils de prédiction. Des cellules HeLa ont été transfectées 

avec différents plasmides permettant l’expression des protéines étiquetées Flag (indiquées à gauche). 20h après 

transfection, les cellules ont été fixées et perméabilisées. Les protéines ont été marquées à l’aide d’un anticorps 

de souris anti-Flag et un anticorps anti-souris conjugué avec le fluorochrome Alexa 555. Les noyaux ont été 

marqués à l’aide de Dapi. Les images présentées ont été réalisées avec l’objectif x63 et sont représentatives des 

photos obtenues pour chaque condition. La barre en bas à gauche indique l’échelle. 
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 La région du NTD prédite par les deux outils pour porter le NLS_com contient quatre 

résidus basiques : K323, R324, R343 et K347. Ils ont été mutés en alanine dans trois 

constructions différentes, afin de déterminer lesquels de ces résidus sont nécessaires à la 

localisation nucléaire de la protéine WmNESmNLS (mutées pour le NES du NTD et pour le 

NLS_spé du CTD et se localisant majoritairement dans le noyau). Les mutants K323A;R324A, 

R343A;K347A et K323A;R324A;R343A;K347A de la protéine WmNESmNLS se distribuent de 

façon uniforme dans le cytoplasme et le noyau (Figure 4). 

5. Le NLS du NTD commun n’est pas fonctionnel en cellules HeLa 

 

 
Figure 5 : Mise en évidence de la localisation cellulaire du mutant VmNES de NiV par immunofluorescence : V 

(utilisée comme référence) et VmNES (L174A;L186A) décrit par Rodriguez et al. 2004. Des cellules HeLa ont été 

transfectées avec différents plasmides permettant l’expression des protéines étiquetées Flag (indiquées à 

gauche). 20h après transfection, les cellules ont été fixées et perméabilisées. Les protéines ont été marquées à 

l’aide d’un anticorps de souris anti-Flag et un anticorps anti-souris conjugué avec le fluorochrome Alexa 555. Les 

noyaux ont été marqués à l’aide de Dapi. Les images présentées ont été réalisées avec l’objectif x63 et sont 

représentatives des photos obtenues pour chaque condition. La barre en bas à gauche indique l’échelle. 

 

Afin de déterminer si le NLS_com permet la localisation nucléaire de V en cellules HeLa, 

comme cela a été décrit en cellules VERO (Audsley et al. 2016), la protéine V a été mutée pour 

son NES. La localisation de la protéine V, précédemment décrite, est présentée comme 

référence (Figure 5, condition V). Quand le NES du NTD spécifique de V est muté, la protéine 
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est quasi exclusivement localisée dans le cytoplasme et présente une localisation similaire à 

celle de V (Figure 5, condition VmNES). 

D. Conclusion de la partie III. 

Plusieurs sites d’import et d’export ont été identifiés dans la protéine W de NiV (Figure 

6). Le NES interagissant avec l’exportine 1 a été localisé dans le NTD commun aux protéines P, 

V et W (Rodriguez et al. 2004) et le NLS_spé interagissant avec les importines α3 et α4 (et 

possiblement avec l’importine α1 dans une moindre mesure) a été localisé dans le CTD 

spécifique de W (Shaw et al. 2005 ; Audsley et al. 2016). Le deuxième NLS_com, se trouvant 

dans le NTD et interagissant avec l’importine α1, contribuerait également à la localisation 

nucléaire de W (Shaw et al. 2005 ; Audsley et al. 2016), mais n’a pas encore été localisé à ce 

jour. Ce deuxième NLS_com permettrait à la V d’être en partie localisée dans le noyau quand 

le NES n’est pas fonctionnel, mais ne le permettrait pas à la P (Audsley et al. 2016). 

La protéine W a une masse moléculaire d’environ 70 kDa (Figure 1) et ne peut pas 

diffuser passivement dans le noyau (Swanson et McNeil 1987). Elle est néanmoins 

majoritairement localisée dans le noyau du fait du NLS_spé identifié dans son CTD spécifique 

(Figure 2), mais est également présente dans le cytoplasme, du fait du NES identifié dans son 

NTD. En effet, quand ce NES est muté, la protéine W se localise quasi exclusivement dans le 

noyau. A l’inverse, quand le NLS_spé est muté, la protéine W se localise quasi exclusivement 

dans le cytoplasme (Figure 3). Quant à la fois le NES et le NLS_spé sont mutés, la protéine se 

localise dans le noyau et dans le cytoplasme (Figure 3) et cela malgré sa masse moléculaire. 

Cela indique que la protéine W mutée pour le NLS_spé se concentre dans le cytoplasme du 

fait de son NES et non à cause de sa masse moléculaire. Puisqu’elle ne peut pas entrer dans le 

noyau de façon passive, cela indique également qu’un autre signal lui permettrait de rentrer 

dans le noyau quand le NES et le NLS_spé sont mutés. Ces premières données sont en 

conformité avec la mention dans des études précédentes d’un deuxième signal d’import 

nucléaire (Shaw et al. 2005 ; Audsley et al. 2016). Ainsi la W n’est pas exclusivement nucléaire, 

comme elle a été initialement décrite (Shaw et al. 2004). Nos résultats sont en conformité 

avec la description d’un trafic nucléocytoplasmique complexe de W et la suggestion qu’elle 

circulerait continuellement entre le cytoplasme et le noyau avec une présence globalement 

plus importante dans le noyau (Audsley et al. 2016). Curieusement, la comparaison des 

marquages de la W et ceux des noyaux (Figures 2 et 3) suggère que la W reste en périphérie 

du noyau. Ceci n’a jamais été rapporté et les études précédemment citées ne montrent pas 

de marquage du noyau en présence de W (Shaw et al. 2004 ; Shaw et al. 2005 ; Audsley et al. 

2016) et/ou n’ont pas été réalisées à l’aide d’un microscope confocale. Cette observation 

concorderait avec une circulation continuelle de la W entre le cytoplasme et le noyau. 

Afin de localiser précisément le NLS_com (localisé dans le NTD commun à P, V et W), 

les résultats de deux outils de prédiction disponibles sur internet ont été confrontés (Tableau 

1). Les deux outils détectent le NLS déjà identifié dans le CTD (NLS_spé) et un autre signal 
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putatif dans le NTD, situé entre les positions 318 et 350, qui pourrait correspondre au 

NLS_com. Le premier outil cantonne ce deuxième signal entre les positions 323 et 332, alors 

que le deuxième outil prédit ce deuxième NLS comme bipartite et localisé plus largement 

entre les positions 318 et 350. Pour déterminer le rôle de ce signal putatif (pouvant 

correspondre au NLS_com), les résidus basiques K323, R324, R343 et K347 ont été mutés en 

alanine (selon le même rationnel que Shaw et al. 2005) dans la protéine WmNESmNLS dont la 

localisation est majoritairement nucléaire. En effet, les résidus basiques d’un NLS sont 

essentiels à l’interaction entre NLS et importines (Freitas et Cunha 2009). Les protéines 

WmNESmNLS ainsi mutées (K323A;R324A ou R343A;K347A ou K323A;R324A; R343A;K347A) 

restent présentes dans le noyau (Figure 4) et cela malgré leur masse moléculaire. Ceci semble 

suggérer qu’un autre signal, distinct de celui prédit entre les positions 318 et 350, est impliqué 

dans la localisation nucléaire de W quand le NES et le NLS_spé sont non fonctionnels. Afin de 

déterminer si les résidus basiques K323, R324, R343 et K347 pourraient néanmoins être 

impliqués dans l’import nucléaire des protéines P, V et W, le NES de la protéine V a été muté. 

De façon intéressante, la protéine VmNES ne se localise pas dans le noyau des cellules HeLa 

(Figure 5), contrairement à ce qui a été publié en cellules 2fTGH (Rodriguez et al. 2004). A 

noter cependant que Rodriguez et al. obtiennent une relocalisation nucléaire quasi complète 

de V dans les cellules 2fTGH traitées avec de la Leptomycine B (LMB, un inhibiteur spécifique 

de l’exportine 1), alors que la relocalisation nucléaire de V dans des cellules VERO traitées avec 

la LMB est beaucoup plus faible (Audsley et al. 2016). Ainsi le caractère fonctionnel du 

NLS_com pourrait dépendre du type cellulaire (par exemple si les cellules ont différents 

niveaux d’expression de l’importine α1). Enfin, la différence entre la relocalisation nucléaire 

de la protéine V et celle de la protéine WmNLS dans des cellules VERO traitées avec la LMB 

suggère que la relocalisation nucléaire de ces protéines n’est pas uniquement régie par le 

NLS_com présent dans le NTD commun (Audsley et al. 2016). 

Les deux outils prédisent également un troisième signal d’import situé au début du 

CTD de W, qui pourrait être associé en NLS bipartite au NLS_spé déjà identifié. D’après Audsley 

et al. en 2016, ces résidus basiques du CTD interagiraient avec l’importine α1. Ces résidus 

basiques ont été précédemment déterminés comme non nécessaires pour l’import nucléaire 

médié par le NLS_spé du CTD (Shaw et al. 2005). Mais les données publiées ne permettent pas 

de déterminer s’ils sont suffisants pour l’importation nucléaire, du fait des autres sites 

d’import et d’export situés dans la W. En effet, il a été suggéré que les résidus basiques situés 

au début du CTD spécifique de W (organisés en NLS bipartite ou non) pourraient être suffisants 

dans l’import nucléaire de W quand le NES n’est pas fonctionnel (Shaw et al. 2005 ; Audsley 

et al. 2016). Ces données sont en conformité avec nos observations et les résultats des outils 

de prédiction, puisque la différence de localisation des protéines VmNES et WmNESmNLS 

suggère qu’un autre signal d’import est porté exclusivement par W et donc présent dans le 

CTD de W. L’implication des premiers résidus basiques du CTD de W dans sa localisation 

nucléaire, quand le NES et le NLS_spé sont non fonctionnels, est donc une hypothèse à 

explorer. 
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Figure 6 : Résumé des différentes hypothèses formulées et observations faites dans cette partie. En plus de ce qui 

a précédemment été décrit, la relocalisation nucléaire de WmNESmNLS serait due à un signal dans son CTD. Le 

signal précédemment suggéré dans le NTD commun à P, V et W ne serait pas fonctionnel en cellules HeLa (sans 

exclure la possibilité que la protéine VmNES soit retenue dans le cytoplasme par un partenaire cellulaire). 
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L’ensemble des hypothèses formulées et des observations faites dans cette partie a 

été résumé dans la Figure 6. Dans nos cellules HeLa, l’implication des résidus K323, R324, R343 

et K347 (résidus basiques de la prédiction du NLS_com) a été écartée pour la relocalisation 

nucléaire de WmNESmNLS. Du fait que le NLS_com ne semble pas fonctionnel dans les cellules 

HeLa, rien ne permet de conclure qu’ils ne font effectivement pas partie du NLS_com 

fonctionnel dans d’autres types cellulaires. La localisation du NLS_com dans la Figure 6 a donc 

été suggérée au niveau de ces résidus, puisqu’ils constituent toujours une hypothèse valide. 

On peut également envisager que les résidus K323, R324, R343 et K347 fassent partie d’un 

NLS fonctionnel de la protéine V en cellules HeLa, mais qu’un partenaire cellulaire séquestre 

la protéine dans le cytoplasme malgré ce signal d’import (STAT1 par exemple). 

Dans certains types cellulaires (HeLa, VERO, HEK293T, M17), la W semble se localiser 

majoritairement dans le noyau, alors que dans d’autres (cellules endothéliales HULEC, LYMEC, 

HUVEC), elle serait majoritairement cytoplasmique (Lo et al. 2010). Ainsi, en fonction du 

niveau d’expression cellulaire de ces différents partenaires, la protéine W pourrait se localiser 

plus ou moins dans le noyau. Or, certains effets fonctionnels de W sont dépendants de sa 

localisation nucléaire (Shaw et al. 2005 ; Lo et al. 2010). De plus amples recherches pourraient 

permettre de déterminer où se localise majoritairement la W dans les différents types 

cellulaires (par quantification de la part nucléaire et cytoplasmique de W). Ces résultats 

pourraient être mis en relation avec les niveaux d’expression des importines et exportine 

interagissant avec W. Ces données contribueraient à la compréhension du rôle de la protéine 

W pour la dissémination de NiV à travers les différents types cellulaires de son hôte. 
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IV. DEVELOPPEMENT D’OUTILS in vitro POUR L’ETUDE DE L’HOTE NATUREL 

DE NiV ET RESULTATS PRELIMINAIRES 

« Les travaux présentés dans cette partie ont été conduits dans le but d’étudier 

l’infection de l’hôte naturel de NiV, les chauves-souris de la famille des Pteropodidae. En tant 

que vétérinaires, Kévin Dhondt et moi-même sommes à l’initiative de ce projet, et 

particulièrement à l’origine de la récupération des échantillons biologiques et du 

développement des lignées cellulaires. Par la suite, d’autres membres de l’équipe nous ont 

rejoint : Noémie Aurine et Julien Fouret. A noter également la participation d’Isabelle Grosjean 

de la plateforme CelluloNet. Les résultats préliminaires présentés ci-après sont ceux auquels 

j’ai participé et font état des résultats obtenus à la fin de mon engagement sur cet axe de 

recherche. Ces travaux sont actuellement poursuivis dans le cadre de la thèse de Noémie 

Aurine. » 

 

A. Introduction 

L’ordre des chiroptères est à part des autres mammifères dans le sens où il regroupe 

les seuls mammifères volants. Cette capacité de vol a nécessité de nombreuses adaptations, 

notamment du métabolisme et du système immunitaire, du fait de l’élévation du stress 

oxydatif liée à cette activité musculaire. En outre, les chauves-souris sont les hôtes naturels 

de nombreux virus (virus de la rage, Ebola, Marburg, NiV, HeV, etc…) hautement pathogènes 

pour les autres mammifères, alors qu’elles-mêmes sont asymptomatiques lors de ces 

infections. Comprendre les mécanismes leur permettant de contrôler ces infections virales 

nécessite d’étudier les relations entre les chauves-souris et leurs pathogènes, et les 

caractéristiques éventuellement particulières de leur système immunitaire. L’état actuel des 

connaissances a été résumé dans une revue présentée en annexe (Enchéry et Horvat 2017). 

L’étude de l’infection de NiV chez son hôte naturel est de première importance pour la 

compréhension de la pathogénie de NiV chez un hôte accidentel. En effet, l’hypothèse que le 

fort pouvoir pathogène des Henipavirus chez les hôtes accidentels résulterait de l’adaptation 

de ces virus au système immunitaire particulier des chauves-souris frugivores, lui-même 

modelé par l’adaptation au vol, reste à ce jour la principale hypothèse. Cependant, très peu 

de données sont actuellement disponibles pour étayer cette hypothèse, en partie dû au fait 

que très peu d’outils in vitro ont été développés pour l’étude des chauves-souris frugivores. 

Cette partie détaille le développement de lignées cellulaires de Pteropus giganteus, 

espèce présente au Bangladesh et en Inde, et réservoir de NiV (Yadav et al. 2012 ; Hahn et al. 

2014). Ces lignées seront mises en œuvre pour présenter des résultats préliminaires de 

cinétique d’infection des cellules de chauves-souris par les deux différentes souches de NiV 

(NiV-M et NiV-B). Enfin, la compatibilité d’anticorps commerciaux disponibles pour l’étude des 

voies JAK/STAT et NF-κB chez la chauve-souris sera présentée. 
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B. Matériel et méthode 

1. Cultures cellulaires 

Le développement de lignées cellulaires de Pteropus giganteus a nécessité la récolte 

de prélèvements biologiques. Pour ce faire, une recherche des zoos européens, ayant cette 

espèce parmi leurs animaux, a été effectuée. Deux zoos ont été contactés : le zoo de Peaugres 

(en France) et le zoo de Vienne (en Autriche). Les prélèvements biologiques consistaient en 

des échantillons de membrane alaire (prélèvements non invasifs réalisés au biopsie punch sur 

animaux vigils lors des soins), de testicule (prélèvements réalisés sur animaux anesthésiés lors 

d’une campagne de castration au zoo de Peaugres) ou de poumon (prélèvements réalisés au 

cours d’une autopsie sur un animal retrouvé mort dans son enclos au zoo de Vienne). Les 

prélèvements biologiques issus de chauves-souris Pteropus ont été réalisés le plus 

aseptiquement possible et lavés avec du PBS stérile. Les échantillons ont ensuite, soit été 

conservés sur glace pour les trajets courts (Peaugres), soit congelés dans du milieu Cry-SFM 

(PromoCell) pour les trajets long (Vienne) et conservés à -80°C. 

Tableau 1 : Composition des différents milieux utilisés pour l’obtention de lignées primaires. 

Milieu 1 

Composants Concentration finale 

DMEM F-12 - 

SVF 10% 

Pénicilline Streptomycine 1% 

L-glutamine 1% 

+/- Amphotéricine B 2,5 µg/ml 

Milieu 2 

Composants Concentration finale 

DMEM F-12 - 

SVF 10% 

Acides aminés non essentiels 1% 

Sodium Pyruvate 1% 

HEPES 1% 

L-glutamine 1% 

Gentamycine 6% 

+/- Amphotéricine B 2,5 µg/ml 

Milieu 3 

Composants Concentration finale 

DMEM F-12 - 

SVF 10% 

Acides aminés non essentiels 1% 

Sodium Pyruvate 1% 

L-glutamine 1% 

Pénicilline Streptomycine 1% 

β-Mercaptoéthanol 0,1 mM 

IL-6 1 ng/ml 

IL-6R 1 ng/ml 

mouse Stem Cell Factor 1 ng/ml 

Insulin-like Growth Factor 5 ng/ml 

Leukemia Inhibitory Factor - 

+/- Amphotéricine B 2,5 µg/ml 
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Pour l’obtention de lignées primaires, les différents échantillons ont été fractionnés à 

l’aide de lames de scalpel stériles dans une boite de pétri. Les broyats ont été déposés dans 

différents milieux de culture (Tableau 1) et incubés à 37°C, 5% de CO2. Le milieu utilisé a été 

remplacé régulièrement et les cultures ont été inspectées pour observer la colonisation des 

boîtes par des cellules primaires à partir des broyats. Les lignées primaires obtenues ont été 

amplifiées et congelées à -80°C dans du SVF inactivé (30 min à 56°C) + 10% DMSO. 

Après amplification, une partie des lignées primaires de membrane alaire a été gardée 

en culture et cultivée sur milieu DMEM GlutaMAX (Life Technologies) (+ 10% SVF inactivé (30 

min à 56°C) + 10 mM HEPES (Life Technologies) + 6% Gentamycine (Life Technologies)) 

immortalisée à l’aide de lentivecteurs Large T de SV40 (plateforme de vectorologie AniRA, 

3,55.107 IU/ml) et hTERT (Human Telomerase Reverse Transcriptase) (ABM, cat G200, 106 

IU/ml), puis clonée. Les différents clones ont été évalués pour la stabilité de leurs 

morphologies cellulaires et leurs transfectabilités avec des kits commerciaux disponibles dans 

notre équipe. 

2. Vérification de l’espèce des chauves-souris prélevés 

Les cellules primaires et immortalisées de chauves-souris obtenues des différents zoos 

ont été lysées (106 cellules par échantillon) et l’ADN a été récolté à l’aide du kit NucleoSpin® 

Tissue (Macherey-Nagel). Des amorces ont été designées dans les régions homologues des 

séquences D-loop de plusieurs chauves-souris Pteropus : sens = CCCTATGTAATTCGTGCATAA 

et antisens = CCTGAAGAAAGAACCAGA. La séquence d’ADN mitochondriale correspondant à 

D-loop dans les différents échantillons a été amplifiée par PCR, purifiée et envoyée pour 

séquençage. Les résultats des séquençages ont été insérés dans un arbre phylogénétique 

généré par la méthode de « Neighbor Joining » (après alignement des séquences), grâce au 

logiciel Seaview 4, avec différentes séquences de D-loop de Pteropus giganteus, P. alecto et P. 

vampyrus disponibles (numéro d’accession KF726143.1, FJ548607.1, FJ548606.1, FJ548605.1, 

FJ548577.1, FJ548578.1 et FJ816783.1). L’arbre a été raciné à l’aide d’une séquence de D-loop 

de cheval (KT757761.1). 

3. Infection avec NiV-M et NiV-B 

Les infections des cellules de chauves-souris ont été réalisées selon la même méthode 

que celle décrite dans la partie « II. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV 

W ». Brièvement, la quantité adéquate de virus a été mise en contact avec les cellules dans le 

milieu de culture sans SVF pendant 1h. Puis, le milieu d’infection a été remplacé par le milieu 

de culture habituel supplémenté en SVF (mais sans peptide inhibiteur de fusion). Le virus NiV-

M (7 passages en cellule VERO) vient de l’isolat UMMC1 (numéro d’accession AY029767) et le 

virus NiV-B (3 passages en cellules VERO) a été isolé à partir d’un écouvillon de la gorge d’un 

patient (numéro d’accession SPBLOG# 200401066). 

  



116 
 

4. RT-PCR quantitative 

L’ARN des cellules infectées a été isolé à l’aide du kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) en 

utilisant le tampon de lyse RLT selon les recommandations du fabriquant. Le mix de RT-PCR a 

été préparé avec 0,5 µg d’ARN total et en utilisant des amorces oligo(dT), « random hexamer » 

oligonucléotide du kit iScript cDNA synthesis (Bio-Rad) (pour la détection de la N et la GAPDH) 

ou une amorce antisens spécifique (pour la détection du génome virale). La RT-PCR a été 

réalisée à l’aide d’un thermocycleur Biometra T-Gradient PCR. Les ADN complémentaires 

obtenus ont été dilués à 1/10. Le mix de PCR quantitative a été préparé avec les ADN 

complémentaires dilués en utilisant le kit Platinum SYBR green qPCR SuperMix-UDG 

(Invitrogen). La PCR quantitative a été réalisée sur StepOne plus PCR system (Applied 

Biosystems), avec le programme suivant : 95°C pendant 5 min et 40 cycles alternant 95°C 

pendant 15 sec et 60°C pendant 1 min, suivis d’une courbe de fusion jusqu’à 95°C par étape 

de 0,8°C. Pour chaque échantillon, la PCR quantitative a été réalisée en duplicate (sauf pour 

les conditions « NiV génome » et « NiV N » en cellules de poumon, où les deuxièmes puits ont 

été utilisés pour extraire les protéines (données non présentées)) et les résultats ont été 

analysés en utilisant le logiciel StepOne software v2.1. Le gène de la glycéraldéhyde 3-

phosphate déshydrogénase (GAPDH) a été utilisé comme gène de ménage pour normaliser les 

échantillons. Des points de références des différents gènes ont été ajoutés à chaque session 

de PCR quantitative pour vérifier la quantité et l’intégrité de l’ARN, ainsi que pour évaluer les 

variations entre les différentes sessions. Après normalisation, les résultats ont été exprimés 

en nombre de copies d’ARN du gène d’intérêt par µg d’ARN analysé. 

Les amorces antisens spécifiques utilisées pour la réalisation de la RT-PCR sur les 

génomes viraux sont pour NiV-M et NiV-B : gtgatcaaagtgagaatgagctcctcagacgataacacaat et 

gtgatcaaagtgagaatgagcttctcgggcgataacacagt respectivement. Les amorces ensuite utilisées 

pour la qPCR sont : sens (identique pour les deux souches) = gtgatcaaagtgagaatgagct, antisens 

NiV-M = atgactaactaagagcaagag et antisens NiV-B = atgactaactaagagcaagat. Pour la détection 

de la protéine N : sens = ggcaggattcttcgcaaccatc et antisens = ggctcttgggccaatttctctg. Pour la 

détection de la GAPDH : sens = atcatccctgcttctact et antisens : aggtcagatccacaact. 

Les qPCR présentées ci-après ont été réalisées par Noémie Aurine. 

5. Immunofluorescence 

La réalisation des immunofluorescences a été détaillée dans la partie « I. 

MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W », avec les anticorps anti-STAT1 

et anti-p65 précédemment décrit dans la partie « II. MODULATION DE LA VOIE CANONIQUE 

DE NF-κB par NiV V ». Pour observer la translocation nucléaire des facteurs de transcription, 

la stimulation des cellules a été réalisée à l’aide de TNFα ou IL-1β humain à 10 ng/ml 

(PeproTech) ou à l’aide de 1000 U/ml d’IFNα universel (PBL Assay Science 11200) pendant 30 

min. 
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C. Résultats 

1. Développement de lignées cellulaires de Pteropus giganteus 

L’espèce Pteropus giganteus a été spécifiquement choisie pour ses liens potentiels 

avec les épidémies de NiV (Yadav et al. 2012 ; Hahn et al. 2014). Les échantillons du zoo de 

Peaugres (en France) consistaient en des échantillons de membrane alaire et de testicule, et 

ceux du zoo de Vienne (en Autriche) en des échantillons de membrane alaire et de poumon. 

 
Figure 1 : Photo des lignées cellulaires obtenues à partir des échantillons provenant du zoo de Vienne. A : Culture 

primaire de cellules issues de membrane alaire. B : Culture primaire de cellules issues de poumons (les cultures de 

cellules primaires de poumon ont été réalisée par Noémie Aurine). C : Culture de cellules immortalisées 

(PATGV1.12) avec hTERT et LargeT issues de la culture primaire issue de membrane alaire. 

 

Les prélèvements effectués ont été fractionnés et mis en culture dans différents 

milieux. Des cellules primaires ont commencé à coloniser les boîtes de pétri, à partir des 

différents échantillons (membrane alaire, testicule et poumon), après 1 à 2 semaines de 

culture. Les cellules obtenues étaient de type fibroblastique (Figures 1A et 1B). Elles ont été 

congelées pour la constitution de stock. L’immortalisation des cellules primaires issues de la 

membrane alaire a été confirmée par la détection des inserts hTERT et LargeT par PCR. Après 

leur immortalisation, ces cellules ont été nommées (PATGV1) et clonées. A noter le 

changement de morphologie apparu dans ces cellules après immortalisation (Figure 1A 

(avant) et 1C (après)). Les clones ont ensuite été sélectionnés en fonction de leur temps de 

doublement et leur transfectabilité avec les kits commerciaux disponibles dans notre 

laboratoire. Le clone PATGV1.12 a été retenu sur ces deux critères, même si le taux de 

transfection de ces cellules restait faible (environ 10% avec JetPrime). 

 La traçabilité des individus en zoo n’étant pas disponible, les différentes espèces de 

Pteropus étant difficiles à distinguer sur des critères morphologiques et compte-tenu de la 

possibilité d’accouplement d’individus de différentes espèces dans les volières, les espèces 

des chauves-souris prélevées ont été déterminées génétiquement. Pour ce faire, les 

séquences d’ADN mitochondriale D-loop ont été séquencées à partir des différentes cultures 

cellulaires obtenues. La séquence de D-loop est largement utilisée chez de nombreux 

animaux, comme marqueur des variations inter-espèces et pour la compréhension de 

l’évolution des systèmes (Sziszkosz et al. 2016 ; Chen et al. 2016 ; Sultana et al. 2016). Les 
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séquences obtenues ont été alignées avec des séquences disponibles sur internet pour 

d’autres espèces de Pteropus et un arbre phylogénétique a été construit par la méthode du 

neighbor-joining (Figure 2). Alors que les échantillons issus du zoo de Vienne sont dans le 

taxon de Pteropus giganteus, celui issu du zoo de Peaugres se situe entre le taxon de Pteropus 

giganteus et de Pteropus vampyrus. Le vétérinaire du zoo de Peaugres avait en effet suggéré 

que ces individus pouvaient être issus de croisements entre Pteropus giganteus et Pteropus 

lylei (aucune séquence de D-loop de Pteropus lylei n’est disponible sur internet). Les cellules 

issues des échantillons du zoo de Peaugres ont été conservées, mais écartées des 

manipulations expérimentales en attendant une meilleure caractérisation. 

 

 
Figure 2 : Arbre phylogénétique basé sur la séquence d’ADN mitochondriale D-loop obtenu par la méthode du 

neighbor-joining. Abréviations : Pta = Pteropus alecto, Ptv = Pteropus vampyrus, Ptg= Pteropus giganteus, Eqc = 

Equus caballus. Les séquences correspondantes de l’ADN des cellules primaires issues du zoo de Peaugres 

(DNAPeaugres) et du zoo de Vienne (DNAVienne), ainsi que l’ADN issu des cellules immortalisées (DNAPATGV1) 

ont été également intégrées dans cet arbre. 

 

2. Cinétique d’infection des cellules de chauves-souris par NiV 

Les cellules immortalisées PATGV1.12 (Figure 1C) et les cellules primaires de poumon 

(Figure 1B) ont été infectées avec les deux souches de NiV, Malaisie (NiV-M) et Bangladesh 

(NiV-B). D’une façon générale, l’infection par NiV a entraîné peu d’effets cytopathiques dans 

ces cellules, comparés aux effets cytopathiques couramment observés dans des cellules 

humaines (Borisevich et al. 2017). 
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Figure 3 : Cinétique d’infection des cellules de chauve-souris immortalisées PATGV12 et de cellules primaires de 

poumon par les virus NiV-M et NiV-B par qPCR (l’ensemble des qPCR présentées dans cette figure a été réalisé 

par Noémie Aurine). A : Evolution au cours du temps de la quantité d’ARN génomique de NIV-M et NiV-B dans 

des cellules PATGV1.12 infectées à MOI 5. B : Evolution au cours du temps de la quantité d’ARN de la 

nucléoprotéine de NIV-M et NiV-B dans des cellules PATGV1.12 infectées à MOI 5. C : Evolution au cours du temps 

de la quantité d’ARN génomique de NIV-M et NiV-B dans des cellules primaires de poumon infectées à MOI 3. D : 

Evolution au cours du temps de la quantité d’ARN de la nucléoprotéine de NIV-M et NiV-B dans des cellules 

primaires de poumon infectées à MOI 3. E : Evolution au cours du temps de la quantité d’ARN génomique de NIV-

M et NiV-B dans le surnageant (SN) de cellules primaires de poumon infectées à MOI 3. Pour C et D, un des puits 

du duplicat a été utilisé pour réaliser une extraction protéique (données non présentées), les résultats à chaque 

temps sont donc des simplicats. 
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Dans les cellules PATGV1.12, le nombre de copies d’ARN génomiques viraux augmente 

d’environ un log10 dans les premières 24h, atteint un maximum environ 50h après infection 

et décroit doucement lors des 150h suivantes (Figure 3A). Les deux souches présentent un 

profil similaire, bien que moins de copies d’ARN génomique de NiV-B soient détectées à T = 

0h. Dans ces mêmes cellules, le nombre de copies d’ARN de la N de NiV-M augmente d’environ 

2 log10 dans les premières 24h, atteint un maximum environ 50h après infection et décroit 

doucement lors des 150h suivantes (Figure 3B). Alors que le nombre de copies d’ARN de la N 

est relativement similaire entre NiV-M et NiV-B à T = 0h, l’augmentation dans les 1ères 24h 

est plus limitée pour NiV-B (moins d’un log10). 

Dans les cellules primaires de poumons, le nombre de copies d’ARN génomiques viraux 

augmente progressivement pour atteindre 150h après infection une augmentation d’environ 

2 log10 pour NiV-M et d’un log10 pour NiV-B, par rapport au nombre de copie à T = 0h (Figure 

3C). La détection du nombre de copies d’ARN génomiques viraux dans le surnageant de ces 

cellules présente un profil similaire (Figure 3E). Le nombre de copies d’ARN de la N de NiV-M 

augmente d’environ 3 log10 dans les premières 50h et reste stable lors des 125h suivantes, 

alors que le nombre de copies d’ARN de la N de NiV-B augmente d’environ 2 log10 dans les 

premières 24h et reste stable lors des 150h suivantes (Figure 3D). 

3. Compatibilité des anticorps commerciaux pour l’étude des voies de 

signalisation 

Outre le développement de lignées originales de chauve-souris, une étude de 

l’immunité innée à l’échelle moléculaire nécessite des outils (anticorps, etc..) adaptés à 

l’espèce. Les cellules PATGV1.12 ont été testées pour les différentes techniques utilisées en 

routine dans notre laboratoire. Par rapport aux autres clones de PATGV1 obtenus, ces cellules 

présentent la meilleure transfectabilité avec les kits commerciaux disponibles (notamment le 

JetPrime®), même si elle reste faible (10% des cellules) et variable. Ainsi, ces cellules ne 

peuvent pas être utilisées en tests fonctionnels qui requièrent un taux de transfection élevé 

des cellules pour tester différents plasmides. Néanmoins, elles peuvent être utilisées en 

immunofluorescence où leur taux de transfection faible permet malgré tout de visualiser de 

nombreux événements pour une même condition. La séquestration de STAT1 par NiV V dans 

le cytoplasme des PATGV 1.12 a été investiguée en utilisant un anticorps anti-STAT1 disponible 

dans le commerce. L’anticorps utilisé reconnait une protéine, qui se distribue uniformément 

dans le cytoplasme et le noyau en l’absence de stimulation (Figure 4). Après une stimulation 

à l’interféron de type 1 humain pendant 30 minutes, la protéine marquée se concentre dans 

le noyau des cellules, sauf en présence de NiV V où elle reste quasi exclusivement dans le 

cytoplasme (Figure 4). Ces résultats suggèrent que notre anticorps commercial reconnait bien 

STAT1 de Pteropus giganteus et que la voie de réponse à l’IFN de type 1 est fonctionnelle et 

activable par l’interféron humain de type 1 commercial dans les cellules PATGV 1.12. 
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Figure 12 : Séquestration de la protéine STAT1 par la protéine V de NIV dans le cytoplasme de cellules de chauve-
souris (par immunofluorescence). Un plasmide codant pour la protéine V de NIV étiquetée Flag ou un vecteur vide 
(EV, utilisé comme contrôle) ont été transfecté dans des cellules PATGV1.12. 20h après transfection, les cellules 
ont été stimulées ou non, selon les conditions, pendant 30 minutes avec de l’interféron de type 1 humain (1000 
U/ml), fixées et perméabilisées. Les protéines ont été marquées avec un anticorps de souris anti-Flag et un 
anticorps de lapin spécifique anti-STAT1. Elles ont ensuite été marquées avec des anticorps anti-souris et anti-
lapin Alexa 555 et Alexa 488 respectivement. Les noyaux ont été marqués avec du Dapi. Les images présentées 
sont représentatives des photos obtenues pour chaque condition. 

 

 

De la même façon, les cellules PATGV1.12 ont été testées pour savoir si la voie 

canonique NF-κB était fonctionnelle en utilisant un anticorps anti-p65 disponible dans le 

commerce. L’anticorps utilisé reconnait une protéine, qui est majoritairement présente dans 

le cytoplasme, bien qu’également présente dans le noyau (Figure 5). Après une stimulation 

avec du TNFα ou de l’IL-1β humain pendant 30 minutes, elle se concentre dans le noyau des 

cellules. Ces résultats suggèrent que l’anticorps commercial utilisé reconnait bien la protéine 

p65 de Pteropus giganteus et que la voie canonique NF-κB est fonctionnelle et activable par 

le TNFα commercial dans les cellules PATGV1.12. 
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Figure 5 : Validation du marquage anticorps anti-p65 et de la stimulation avec TNFα dans des cellules de chauve-
souris (par immunofluorescence). Des cellules PATGV1.12 ont été stimulées ou non, selon les conditions, pendant 
30 minutes avec du TNFα ou de l’IL-1β humain (10 ng/ml), fixées et perméabilisées. Les protéines ont été 
marquées avec un anticorps de lapin anti-p65. Elles ont ensuite été marquées avec un anticorps anti-lapin Alexa 
488. Les noyaux ont été marqués avec du Dapi. Les images présentées sont représentatives des photos obtenues 
pour chaque condition. Uniquement les conditions non stimulée et stimulée avec TNFα ont été réalisées avec un 
microscope confocale. 
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D. Conclusion de la partie IV. 

La technique de culture cellulaire employée pour le développement de lignées 

cellulaires de Pteropus giganteus est à la fois simple et efficace. Elle a permis en l’espace d’un 

peu plus de 8 mois d’obtenir un stock conséquent de cellules primaires et des lignées 

immortalisées stables. Le séquençage de la séquence D-loop a permis de confirmer que les 

individus prélevés au zoo de Peaugres n’étaient pas de l’espèce Pteropus giganteus. 

Cependant, D-loop est une séquence d’ADN mitochondriale, qui est uniquement transmise 

par la mère. Ainsi, même si les individus prélevés au zoo de Vienne sont placés dans le taxon 

de Pteropus giganteus (Figure 2), les origines du père de l’individu restent à définir pour 

statuer définitivement de l’espèce. En outre, les cellules obtenues sont peu transfectables 

avec les kits commerciaux disponibles, ce qui limite leur utilisation dans des tests fonctionnels. 

Cependant, elles peuvent être utilisées en immunofluorescence (Figures 4 et 5). Les premiers 

résultats obtenus en cellules PATGV1.12 ont déjà permis de confirmer que les voies JAK/STAT 

et NF-κB (ou similaires) étaient fonctionnelles dans ces cellules. Deux anticorps disponibles 

dans le commerce, d’intérêt pour l’étude de ces voies, ont été identifiés comme reconnaissant 

possiblement STAT1 et p65 chez les Pteropus, ainsi que la possibilité d’utiliser du TNFα, de l’IL-

1β et de l’IFN de type 1 humains pour activer ces mêmes voies. De plus, ces résultats suggèrent 

l’effet inhibiteur de NiV V sur STAT1 dans ces cellules, ce qui a déjà été confirmé dans des 

cellules de Pteropus (Virtue et al. 2011). De plus amples expérimentations (par exemple, 

vérification du profil d’expression des protéines reconnues par ces anticorps en western-blot) 

devraient permettre de confirmer ou non que les anticorps commerciaux utilisés 

reconnaissent bien STAT1 et p65 de Pteropus giganteus. 

NiV entre dans les cellules de membrane alaire et de poumon obtenues, à MOI 3 et 5 

respectivement, puisque la quantité d’ARN génomiques viraux augmente au cours du temps 

(Figure 3). Ces résultats permettent de mettre en évidence que les mécanismes de production 

d’ARNm et de réplication du génome sont fonctionnels dans ces cellules. Curieusement, des 

quantités d’ARN différentes entre NiV-B et NiV-M ont été détectées à T = 0h (Figure 3A par 

exemple). Cela suggère que soit un des deux stocks viraux a été altéré, soit les résulats de 

titration des stocks sont erronés (obtenus par comptage des plages de lyse), soit les particules 

virales de NiV-M et NiV-B n’embarquent pas les mêmes quantités d’ARN. L’augmentation de 

la quantité d’ARN génomiques viraux dans le surnageant cellulaire au cours du temps suggère 

également la production de particules virales à partir de ces cellules (Figure 3E). Mais de plus 

amples expérimentations sont nécessaires pour s’assurer que cette augmentation n’est pas 

due à une lyse des cellules infectées (par exemple, par détection d’ARNm de la cellule). Du fait 

de l’instabilité de la protéine F de NiV et de la quantité de virus utilisée pour les infections 

(MOI 3 et 5), d’autres expérimentations devraient être mises en place pour déterminer si 

l’entrée du virus dans ces cellules se fait selon le mécanisme précédemment mentionné. 

D’une façon intéressante, une comparaison des cinétiques de NiV-M et NiV-B dans les 

différentes lignées suggère que l’infection par NiV-M entraîne une production plus importante 

d’ARN viraux que l’infection par NiV-B (Figure 3). Ces résultats sont à considérer avec 
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précaution du fait du caractère très préliminaire de ces données et de la différence du nombre 

de passages en cellules VERO entre les deux virus. Le marquage des cellules avec des anticorps 

spécifiques de NiV après infection pourraient également permettre de déterminer par 

cytométrie en flux le taux d’infection de ces différentes lignées cellulaires. Des tests en cours 

dans notre équipe devraient permettre de mieux caractériser ces cellules (profile RNAseq, 

marquages fibro/epith/endoth, etc…) et de mieux caractériser leur infection par NIV-M et NiV-

B. Sont également prévus des tests pour investiguer le déclenchement des défenses 

antivirales de ces cellules par NiV. A terme, ces résultats pourraient apporter des éléments 

supplémentaires pour la compréhension des différences de pouvoir pathogène des deux 

souches de NiV (Mire et al. 2016).  

 En plus des différents éléments cités ci-dessus (caractérisation de ces cellules et de 

leur infection par NiV), de nombreuses perspectives sont envisagées. Par exemple, compte-

tenu de la difficulté d’accès aux échantillons biologiques de Pteropus giganteus et afin de 

pouvoir caractériser l’infection de NiV dans différents types cellulaires de chauves-souris, le 

développement de cellules souches pluripotentes induites (IPS) à partir des échantillons 

récoltés est en cours au sein de notre équipe. L’ensemble de ces travaux constitue le projet 

de thèse de Noémie Aurine. 
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 Du fait de l’importance de la voie NF-κB dans de nombreux processus cellulaires, et 

particulièrement dans l’immunité, plusieurs familles de virus ont acquis diverses stratégies 

pour moduler cette voie de signalisation, que ce soit en l’activant ou en l’inhibant. Un exemple 

d’activation de NF-κB est la protéine Tax du virus T-lymphotropique humain (HTLV), qui 

interagit avec IKKγ pour activer directement l’IKK complexe (Terme et al. 2008; Journo et al. 

2013; Pène et al. 2014). De nombreux exemples d’inhibition de NF-κB ont également été 

décrits, notamment au sein de l’ordre des Mononegavirales (dont NiV fait partie). Ainsi, parmi 

les Pneumoviridae, la protéine SH de RSV inhibe la voie NF-κB activée par TNFα (Fuentes et al. 

2007). Parmi les Rhabdoviridae, les protéines de matrice M de plusieurs Lyssavrus inhibent 

NF-κB en interagissant avec RelAp43 (un variant d’épissage de RelA de 43 kDa, membre de la 

famille de NF-κB dépourvu de TAD mais capable de potentialiser la transactivation par p65) 

(Luco et al. 2012). Dans la même famille, la protéine M de VSV inhibe la voie NF-κB par un 

mécanisme localisé en amont de l’IKK complexe (Varble et al. 2016). Parmi les 

Paramyxoviridae, la protéine SH de MuV et de PIV5 présentent une fonction similaire à celle 

de la protéine SH de RSV (Fuentes et al. 2007 ; Xu et al. 2011) et la V de MeV séquestrerait 

p65 dans le cytoplasme (Schuhmann et al. 2011). 

 Nous avons démontré que NiV inhibe la voie NF-κB et que le CTD spécifique de la 

protéine W est nécessaire à cette inhibition. En contexte de transfection, W inhibe la voie NF-

κB en aval de l’IKK complexe et en amont de p65 et sa localisation nucléaire est nécessaire à 

cet effet. Cette inhibition de NF-κB pourrait expliquer l’inhibition des cytokines pro-

inflammatoires dépendante de W lors de l’infection par NiV, mise en évidence par Satterfield 

et al. en 2015. Parmi les candidats interactants de W mis en évidence dans nos travaux, les 

protéines 14-3-3 sont impliquées dans la voie NF-κB (Schuster et al. 2011 ; Aguilera et al. 2016) 

et nous avons démontré qu’en contexte de transfection, W perturbe la localisation cellulaire 

de 14-3-3 d’une façon dépendante de sa localisation nucléaire. Des expérimentations sont en 

cours pour déterminer si oui ou non, les protéines 14-3-3 sont impliquées dans le mécanisme 

d’inhibition de la voie NF-κB par la protéine W de NiV. Les protéines 14-3-3 étant également 

impliquées dans d’autres mécanismes cellulaires, y compris dans le cytoplasme, l’effet de W 

sur ces protéines pourrait avoir d’autres conséquences. Par exemple, 14-3-3 ε est impliquée 

dans la stabilisation de l’interaction entre RIG-I et TRIM25, facilitant ainsi l’ubiquitination de 

RIG-I et le déclenchement de la production d’IFN de type 1 (Liu et al. 2012). Chan et Gack en 

2016 ont démontré que l’interaction de 14-3-3 ε avec la protéine NS3 du virus de la dengue 

perturbait la voie de signalisation via RIG-I. D’une façon similaire, W pourrait perturber 

l’interaction RIG-I/TRIM25 en séquestrant 14-3-3 ε dans le noyau et ainsi limiter la production 

d’IFN de type 1. Autre exemple, 14-3-3 σ est décrit pour positivement réguler p53 (Yang et al. 

2003) : 14-3-3 σ stabilise p53, limite son export nucléaire, favorise sa tétramérisation et facilite 

son activité transcriptionnelle. La localisation de 14-3-3 σ dans le noyau serait nécessaire à ses 

effets sur p53. Récemment, W a été décrite pour positivement moduler la voie p53 d’une 

manière dépendante de sa localisation nucléaire, mais indépendante de son interaction avec 
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STAT (Martinez-Gil et al. 2017). Le mécanisme permettant cette modulation n’a pas été 

détaillé, mais compte-tenu des éléments évoqués ci-dessus, 14-3-3 est un candidat pour 

expliquer cet effet de W sur p53. En outre, étant donné l’intrication des voies NF-κB et p53 , 

on ne peut pas exclure que l’effet de W sur NF-κB soit une conséquence de sa modulation de 

la voie p53 (Webster et Perkins 1999 ; Murphy et al. 2011). 

Un effet inhibiteur de la voie NF-κB activée par IL-1β et TNFα a également été mis en 

évidence pour la protéine V de NiV en contexte de transfection. Contrairement à W, cet effet 

serait localisé en amont de TRAF6, ce qui implique un mécanisme différent de W. Cette 

conclusion est également soutenue par le fait que cet effet inhibiteur est dépendant du CTD 

spécifique de V. Les résultats présentés ont permis d’écarter l’hypothèse d’une séquestration 

de p65 dans le cytoplasme par interaction avec NiV V, contrairement à ce qui a été décrit avec 

la V de MeV, et également d’écarter l’hypothèse d’une implication d’UBXN1 dans le 

mécanisme de cette inhibition. Cet effet, même si reproductible, semble plus modéré que 

celui mis en évidence avec W. En effet, dans les mêmes conditions de stimulation, dans les 

mêmes cellules et avec le même système d’expression de la protéine, l’intensité de l’inhibition 

de V est plus faible que celle de W. De plus, l’intensité de l’inhibition de NF-κB par V observée 

dans nos travaux semble refléter l’intensité de son inhibition des cytokines mise en évidence 

par Satterfield et al. en 2015, qui là aussi est moindre que celle de l’inhibition de W. Il faut 

tout de même garder à l’esprit que l’intensité de l’inhibition par V peut être dépendante de 

différents paramètres, tels que le type de stimulation ou le type cellulaire. Ainsi, dans un autre 

contexte d’activation de la voie NF-κB, l’effet de V pourrait être plus fort. En outre, la 

possibilité que l’effet de V observé ici soit lié aux méthodes expérimentales utilisées 

(transfection par exemple), ne peut être écartée. Cette hypothèse est renforcée par le fait 

qu’à ce jour aucun partenaire de V impliqué dans la voie NF-κB n’a pu être mis en évidence. 

Ainsi, la priorité est de confirmer l’existence de cet effet inhibiteur en contexte d’infection, en 

utilisant un virus recombinant V(CTD)ko (non disponible actuellement dans notre équipe). Si 

cette inhibition est confirmée, de plus amples expérimentations seront nécessaires pour 

déterminer le mécanisme sous-jacent. Les résultats obtenus en contexte d’infection avec NiV 

W(CTD)ko montre que l’effet inhibiteur de NiV sur la voie NF-κB nécessite l’expression de W 

(pas de différence signifcative d’activation de la voie entre NiV WT et NiV W(CTD)ko). Ainsi, 

l’effet imputé à V seule sur la voie NF-κB en contexte d’infection, s’il existe, serait relativement 

limité par rapport à l’effet inhibiteur observé avec NiV WT. Cependant, même si les deux 

protéines V et W ont un effet inhibiteur quand elles sont exprimées seules, on ne peut écarter 

la possibilité que l’effet inhibiteur de la voie NF-κB par NiV soit la résultante d’une synergie 

des effets de V et W. L’évaluation de l’inhibition de la voie NF-κB lors d’une co-expression de 

V et W, ou lors d’une infection avec NiV V(CTD)ko permettrait de répondre à cette question. 

A notre connaissance, c’est la première fois que des effets inhibiteurs spécifiques de la 

voie NF-κB sont décrits pour des protéines de NiV. Compte-tenu de l’importance de cette voie 

dans la réponse inflammatoire, les défenses anti-virales et le recrutement des leucocytes, ces 

effets inhibiteurs de V et W pourraient avoir d’importantes conséquences lors de l’infection 
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in vivo. En effet, la mortalité observée lors de l’infection de différents modèles animaux par 

des virus recombinants a permis d’acter que les protéines V et W sont impliquées dans le 

pouvoir pathogène de NiV et de définir un profil pour chacune d’entre elles (Mathieu et al. 

2012 ; Yoneda et al. 2010 ; Satterfield et al. 2015, 2016) : 

- V(CTD) ko = absence de mortalité quel que soit le modèle. 

- W(CTD) ko = mortalité légèrement retardée dans le temps chez le furet ; 

mortalité dose-dépendante et propagation du virus plus lente dans les organes 

chez le hamster. 

Le fort pouvoir pathogène de NiV et HeV (dépendant de leurs hôtes) étant une de leurs 

spécificités parmi les paramyxovirus, les virologistes essayent toujours d’établir un lien clair 

entre la virulence in vivo liée à V et W, et les mécanismes moléculaires de V et W décrits in 

vitro. Il convient de préciser pourquoi les mécanismes moléculaires décrits jusqu’à ce jour ne 

permettent pas de faire ce lien. Il convient également de détailler en quoi les effets inhibiteurs 

de NF-κB détaillés dans nos travaux pourraient permettre de faire le lien entre les différentes 

échelles cellulaire, tissulaire et organique lors de l’infection par NiV. 

La protéine V a été décrite comme le déterminant majeur du pouvoir pathogène de 

NiV avec une capacité à inhiber les défenses antivirales et W comme un déterminant de la 

propagation du virus avec une capacité à contrôler la production de chimiokines. Le NTD 

commun à V, W et de P est impliqué dans la séquestration des protéines STAT1/2 et donc dans 

l’inhibition de la réponse à l’interféron. Les virus recombinants utilisés dans les études in vivo 

ne permettent pas d’impliquer ce mécanisme dans les différences observées entre les 

protéines. Par exemple, les virus V(CTD) ko utilisés produisent toujours les protéines P et W 

capables de séquestrer STAT1/2. De plus, ces virus produisent une protéine tronquée 

correspondant au NTD de V qui vraisemblablement garde la capacité de séquestrer STAT1/2. 

Afin de déterminer la part de ce mécanisme de séquestration de STAT1/2 par les produits du 

gène P dans la pathogénie de NiV, un NiV déficient pour la séquestration des protéines STAT 

devrait être utilisé in vivo. En outre, ce mécanisme ne constitue pas une spécificité de NiV 

puisqu’il est partagé par d’autres paramyxovirus. De plus, compte-tenu des virus 

recombinants utilisés, les différences observées entre V et W in vivo seraient donc 

essentiellement dues à leurs CTD respectifs (et n’impliquerait donc pas leur capacité à 

séquestrer STAT1/2). Le CTD de V est décrit pour inhiber la production d’IFN de type 1 via une 

inhibition de MDA5. Ce mécanisme moléculaire est en adéquation avec la capacité de V à 

inhiber les défenses antivirales en contexte d’infection. Mais l’importance de ce mécanisme 

de V pour le pouvoir pathogène de NiV n’a jamais été spécifiquement étudiée in vivo. A l’heure 

actuelle, la mortalité dépendante de V induite par NiV ne peut donc pas être reliée au 

mécanisme d’inhibition de MDA5. De plus, comme pour le mécanisme STAT, ce mécanisme 

ne constitue pas une spécificité de NiV et est présent chez d’autres paramyxovirus. 
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W constitue une spécificité de NiV et HeV parmi les paramyxovirus : son CTD spécifique 

est relativement long (43 acides aminés) et elle est décrite pour avoir des effets fonctionnels. 

A contrario, l’addition de deux G aux sites d’édition des gènes P de MeV, PPRV, RPV et SeV 

entraîne la production de protéines avec des CTD spécifiques de 16, 11, 3 et 1 acide(s) aminé(s) 

respectivement, sans fonction décrite. A noter cependant que NDV produit une protéine W 

avec un CTD spécifique de 45 acides aminés, mais qui n’a pas de fonction connue à l’heure 

actuelle. Bien que la protéine W de NiV inhibe la production d’interféron et la production de 

chimiokines in vitro, aucun mécanisme n’avait été jusque-là proposé pour expliquer ces effets. 

L’inhibition de la voie NF-κB par W dépendante de sa localisation nucléaire est une piste 

intéressante pour détailler comment la W module la réponse inflammatoire in vivo et qui 

s’intègre dans ce qui est actuellement établi. De plus, la nécessité de la localisation nucléaire 

de W pour ses effets fonctionnels avait déjà été soulignée (Shaw et al. 2005) et pourrait revêtir 

une importance majeure dans le rôle de cette protéine in vivo. En effet, la localisation 

nucléaire de W ne dépend pas d’un seul NLS mais d’une combinaison de plusieurs signaux 

d’import et d’export nécessitant l’intervention de plusieurs partenaires cellulaires : 

importines α1, α3, α4 et exportine 1 (Audsley et al. 2016). L’implication de ces différents 

partenaires pose la question de la localisation nucléaire de W en fonction de leurs niveaux 

d’expression respectifs dans différents types cellulaires. Les premières études définissaient W 

comme une protéine nucléaire, mais en fonction des types cellulaires la proportion 

noyau/cytoplasme de W varie. En outre, dans les cellules endothéliales HULEC, LYMEC et 

HUVEC, W serait uniquement cytoplasmique (Lo et al. 2010). Ces différences de localisation 

dans les différents types cellulaires pourraient avoir une implication sur les effets fonctionnels 

de W selon le type cellulaire et refléter un usage variable des NES et NLS aboutissant à une 

combinaison fonctionnelle variable. 

Compte tenu de ces éléments, nous pouvons proposer le modèle suivant comme 

explication possible du rôle de W lors de l’infection chez l’Homme et comme hypothèse pour 

les travaux à venir : 

- NiV pénètre par les voies respiratoires et infecte les cellules épithéliales (Borisevich et 

al. 2017), où V et W inhibent les défenses antivirales. 

- NiV infecte également les cellules endothéliales, où W (parce que cytoplasmique) 

n’inhiberait pas la production de chimiokines (incapable d’inhiber la voie NF-κB), ce qui 

permettrait l’attraction des leucocytes sur le site d’infection (Lo et al. 2010 ; Satterfield 

et al. 2015). 

- Grâce à son affinité pour les héparanes sulfates présents à la surface des lymphocytes 

(Mathieu et al. 2015), NiV diffuserait rapidement à travers l’organisme (NiV est détecté 

dans le cerveau de hamsters dès le 1er jour d’infection après infection 

intrapéritonéale). 

La W serait ainsi impliquée dans la diffusion de NiV à travers l’organisme grâce à une inhibition 

de la voie NF-κB dépendante du type cellulaire. Les futures expérimentations devront 
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s’intéresser à définir précisément le site d’interaction entre W et son partenaire impliqué dans 

la modulation de la voie NF-κB. Cela devrait permettre de définir une mutation permettant de 

perdre cette interaction, qui insérée dans un virus recombinant devrait permettre de valider 

ou non ce modèle in vivo. 

Comme vu précédemment, les effets fonctionnels de la V actuellement décrits ne 

permettent pas de proposer un modèle expliquant les différences de pouvoir pathogène 

observées in vivo entre NiV WT et NiV V ko. Il faut envisager que le rôle de V dans le pouvoir 

pathogène soit dû à un effet fonctionnel à ce jour encore non défini et/ou lié aux effets des 

autres protéines du virus ou encore à une somme de plusieurs effets (par exemple sur les HSP, 

protéines ribosomales, etc…). Il faut également envisager que les modèles animaux 

actuellement utilisés (furet, hamster, …) ne soient pas les plus pertinents pour comprendre le 

rôle des PNS dans la pathogénie de NiV chez les espèces naturellement infectées : des études 

plus approfondies devraient être réalisées chez le porc et le cheval. 

Enfin, il faut garder à l’esprit que les hôtes naturels de NiV sont des chauves-souris de 

la famille des Pteropodidae. Les chauves-souris sont les hôtes naturels de nombreux virus 

(Hoffmann et al. 2013 ; Luis et al. 2013). Plusieurs senseurs de ces virus, ainsi que certains 

gènes activés par ces senseurs, ont été décrits comme étant sous sélection positive chez les 

chauves-souris (par exemple RIG-I, les TLRs 3, 7, 8 et 9, et certains ISGs (Zhang et al. 2013 ; 

Jiang et al. 2017)), suggérant une adaptation des chauves-souris à ces virus. De façon 

intéressante, plusieurs études rapportent également des caractéristiques de la voie NF-κB 

spécifiques aux chauves-souris (G. Zhang et al. 2013 ; Banerjee et al. 2017). En outre, les 

chauves-souris se sont adaptées au vol et ont ainsi acquis des caractères spécifiques, comme 

la gestion du stress oxydatif en lien avec l’augmentation de leur métabolisme. La réponse 

immunitaire induisant aussi une élévation du stress oxydatif (Brunet-Rossinni 2004 ; 

Schneeberger et al. 2013), une meilleure gestion de ce stress chez les chauves-souris est 

également une hypothèse avancée pour expliquer leur maîtrise des infections virales. De plus, 

l’immunité innée et les mécanismes de réparation de l’ADN étant intriqués (via la voie NF-κB 

par exemple), l’adaptation au vol et la gestion du stress oxydatif a pu influencer leur réponse 

immunitaire (Bean et al. 2013). L’ensemble de ces éléments met en lumière les différents 

aspects de l’immunité, qui diffèrent chez les chauves-souris par rapport à ceux des autres 

mammifères. Ces éléments pourraient ainsi expliquer que chez certains hôtes accidentels 

dont l’arsenal antiviral est différent de celui des chauves-souris et non adapté aux virus 

qu’elles hébergent, une forte pathogénicité est observée lors de l’infection par NiV (Bean et 

al. 2013). Ainsi, l’exploration des relations hôte/virus dans ces espèces apparait 

particulièrement pertinente. Les outils cellulaires développés au cours de nos travaux 

devraient nous permettre de comparer les interactions entre NiV et son hôte naturel et celles 

entre NiV et ses hôtes accidentels (chez qui, il est pathogène). Cette comparaison devrait nous 

permettre à terme de mieux définir les éléments présents ou absents, chez l’Homme ou chez 

la chauve-souris, responsables de son pouvoir pathogène. Une autre piste intéressante est 

l’hébergement par ces chauves-souris de CeV ne produisant pas de protéines V et W, et ayant 
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un capacité limitée à lier les protéines STAT (Marsh et al. 2012 ; Lieu et al. 2015). L’existence 

de ce virus semble suggérer que V et W ne sont pas nécessaires au maintien des Henipavirus 

au sein de leurs hôtes réservoirs. Une comparaison des interactions hôte/pathogènes entre 

NiV et CeV pourrait également permettre de déterminer les partenaires absents ou présents 

lors de l’infection par un virus par rapport à l’autre, et ainsi déterminer les mécanismes mis 

en jeu lors de l’infection par NiV permettant aux chauves-souris de bloquer le pouvoir 

pathogène lié à V et W. 
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ANNEXE 1 : EXPLORATION DES PARTENARIATS CELLULAIRES DES 

PROTEINES V ET W DE NIV 

A. Introduction 

Le but de cette partie est d’obtenir des données préliminaires d’interaction des 

protéines V et W de NiV avec les protéines cellulaires humaines. Pour ce faire, des partenaires 

cellulaires de ces protéines ont été mis en évidence à l’aide d’un criblage par spectrométrie 

de masse (réalisé une seule fois). 

Notre principale hypothèse formulée pour expliquer l’inhibition de la production des 

chimiokines par les NSP de NiV est une perturbation de la voie NF-κB par ces mêmes protéines. 

Ainsi, la possible implication des différentes interactions mises en évidence dans une 

modulation de la voie NF-κB sera discutée. En outre, cet interactome devrait permettre de 

formuler de nouvelles hypothèses de recherche quant à l’implication des PNS de NiV dans des 

mécanismes, non décrits à ce jour, de détournement de la machinerie cellulaire par NiV. 

B. Matériel et méthodes 

1. Généralités 

Les conditions de culture des cellules HeLa, ainsi que les techniques de construction de 

plasmides, de co-immunoprécipitation, de western-blot et d’immunofluorescence ont été 

détaillées dans le « Matériel et Méthodes » de la partie « I. MODULATION DE LA VOIE 

CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W ». 

L’anticorps de lapin anti-PR65A (NBP2-19907, Novusbio) a été utilisé pour détecter les 

protéines endogènes. 

2. Analyse des co-immunoprécipitations par spectrométrie de masse 

Les échantillons issus des co-immunoprécipitations ont été déposés sur un gel 

polyacrylamide de concentration pour concentrer les protéines par électrophorèse. Les 

bandes correspondantes ont été découpées pour analyse par spectrométrie de masse. Les 

protéines des bandes du gel de concentration ont été digérées par ajout de trypsine et 

analysées par nano-chromatographie liquide (LC)-MS/MS. La séparation des peptides a été 

réalisée avec préconcentration sur une pré-colonne C18 (AcclaimTM PepMapTM 5 μm; 100 Å; 

300 μm x 5 mm; Thermo Fisher Scientific) puis élution sur une nano colonne C18 (AccucoreTM 

2.6 μm; 150 Å; 75 μm x 500 mm; Thermo Fisher Scientific) avec un gradient linéaire 

d’acétonitrile/acide formique de 5%/0,1% à 50%/0,1%, à un débit de 200 nl/min pendant 120 

min. Les données ont été acquises avec le logiciel XcaliburTM (v2.2 Thermo Fisher Scientific) 

sur un spectromètre de masse LTQ Velos (Dual Pressure Linear Ion Trap ; Thermo Fisher 

Scientific) en mode positif par cycle d’un scan MS sur la gamme de masse m/z 400-1600 en 
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mode « Resolution Enhanced », suivi de scans MS/MS en mode « Resolution Normal » sur les 

20 ions MS les plus intenses, en mode CID et de charge de 2 ou plus, et avec une énergie de 

collision de 35eV. 

Les protéines ont été identifiées avec l'algorithme MASCOT (v2.4 Matrix Science) à 

l'aide du logiciel Proteome DiscovererTM (v1.4 Thermo Fisher Scientific) et interrogation de la 

base de données UniProtKB/Swiss-Prot humaines (téléchargées en Septembre 2016, 72 285 

entrées) en utilisant une tolérance sur la mesure de masse de 0,8 Da en mode MS et 0,5 Da 

pour les ions MS/MS. Les résultats ont été validés avec Mascot Percolator basé sur la valeur 

de confiance q inférieur à 0,01 et un taux de faux positif de 1%. Dans chaque liste de protéines 

obtenues pour les conditions V et W, ont été retirées les protéines détectées dans la condition 

transfectée avec le vecteur vide. 

C. Résultats 

L’ensemble des interactions a été obtenu dans des cellules HeLa en contexte de 

transfection. Les cellules transfectées avec des plasmides codant pour les protéines V ou W 

étiquetées Flag ont été lysées. Les co-immunoprécipitations ont été réalisées en utilisant des 

billes magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag. Les protéines présentes dans les 

éluats des billes ont été concentrées par SDS-PAGE avant l’analyse par spectrométrie de 

masse. 

1. Protéines co-immunoprécipitant à la fois avec V et W 

49 candidats interactants de la protéine V et 12 de la protéine W ont été identifiés, ce 

qui a permis de déterminer la liste des interactants communs aux deux protéines (Tableau 1). 

Plusieurs HSPs et la protéine STAT1 font partie de cette liste d’interactants communs aux deux 

protéines. 

Tableau 1 : Liste des protéines co-immunoprécipitant à la fois avec V et W dans les 

cellules HeLa (c’est-à-dire les protéines en commun aux deux listes des protéines co-

immunoprécipitant avec V et W). Le nom du gène codant pour chaque protéine est 

indiqué entre parenthèse. Les différentes isoformes des protéines détectées n’ont pas été 

précisées. 

N° d’accession Protéines 

P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein (HSPA8) 

P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B (HSPA1A) 

P11021 78 kDa glucose-regulated protein (HSPA5) 

P38646 Stress-70 protein, mitochondrial (HSPA9) 

P42224 Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta (STAT1) 

P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

P62829 60S ribosomal protein L23 (RPL23) 

Q9UMS4 Pre-mRNA-processing factor 19 (PRPF19) 
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2. Protéines ne co-immunoprécipitant qu’avec W 

Un deuxième tri (par soustraction des protéines du tableau 1) a permis d’établir la liste 

des candidats interactants de W n’interagissant pas avec V (Tableau 2). Quatre protéines 

appartiennent à la liste des candidats : CDC5L (Cell Division Cycle 5-Like protein), importine 

α4, PR65A (Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha) et la 

protéine 14-3-3 Theta. 

 

 

Tableau 2 : Liste des protéines co-immunoprécipitant uniquement avec W dans 

les cellules HeLa (les protéines en commun avec la liste des protéines co-

immunoprécipitant avec V ont été soustraites). Le nom du gène codant pour 

chaque protéine est indiqué entre parenthèse. Les différentes isoformes des 

protéines détectées n’ont pas été précisées. 

N° d’accession Protéines 

Q99459 Cell division cycle 5-like protein (CDC5L) 

O00505 Importin subunit alpha-4 (KPNA3) 

P27348 14-3-3 protein theta (YWHAQ) 

P30153 
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa 

regulatory subunit A alpha isoform (PPP2R1A) 

 

 

3. Protéines ne co-immunoprécipitant qu’avec V 

Les candidats interactants de V ne co-immunoprécipitant pas avec W font l’objet de 2 

tableaux distincts. Du fait de leur grand nombre (18 protéines sur 49 interactants), le Tableau 

4 regroupe l’ensemble des protéines ribosomales 40S et 60S qui co-immunoprécipitent avec 

la protéine V. Les autres candidats interactants de V sont regroupés dans le Tableau 3. 
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Tableau 3 : Liste des protéines co-immunoprécipitant avec V, mais pas avec W, dans les cellules HeLa 

(les protéines en commun avec la liste des protéines co-immunoprécipitant avec W ont été soustraites), 

hormis les protéines 40S et 60S ribosomales qui font l’objet du tableau 4. Le nom du gène codant pour 

chaque protéine est indiqué entre parenthèse. Les différentes isoformes des protéines détectées n’ont 

pas été précisées. 

N° d’accession Protéines 

P68363 Tubulin alpha-1B chain (TUBA1B) 

P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 (HSPA6) 

P68366 Tubulin alpha-4A chain (TUBA4A) 

P05141 ADP/ATP translocase 2 (SLC25A5) 

Q04837 Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial (SSBP1) 

P12236 ADP/ATP translocase 3 (SLC25A6) 

Q15365 Poly(rC)-binding protein 1 (PCBP1) 

Q15366 Poly(rC)-binding protein 2 (PCBP2) 

P57721 Poly(rC)-binding protein 3 (PCBP3) 

P68104 Elongation factor 1-alpha 1 (EEF1A1) 

Q5VTE0 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 (EEF1A1P5) 

Q9UJS0 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 (SLC25A13) 

P51114 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 (FXR1) 

P08238 Heat shock protein HSP 90-beta (HSP90AB1) 

Q06787 Fragile X mental retardation protein 1 (FMR1) 

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial (CPS1) 

Q15393 Splicing factor 3B subunit 3 (SF3B3) 

P06748 Nucleophosmin (NPM1) 

Q8IXB1 DnaJ homolog subfamily C member 10 (DNAJC10) 

P31040 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial (SDHA) 

P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain (SLC3A2) 

Q06830 Peroxiredoxin-1 (PRDX1) 

A6NMY6 Putative annexin A2-like protein (ANXA2P2) 
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Tableau 4 : Liste des protéines 40S et 60S ribosomales co-immunoprécipitant avec V dans les 

cellules HeLa. Le nom du gène codant pour chaque protéine est indiqué entre parenthèse. Les 

différentes isoformes des protéines détectées n’ont pas été précisées. 

N° d’accession Protéines 

P62701 40S ribosomal protein S4, X (RPS4X) 

P27635 60S ribosomal protein L10 (RPL10) 

P23396 40S ribosomal protein S3 (RPS3) 

P62829 60S ribosomal protein L23 (RPL23) 

P62753 40S ribosomal protein S6 (RPS6) 

P62913 60S ribosomal protein L11 (RPL11) 

P15880 40S ribosomal protein S2 (RPS2) 

P61247 40S ribosomal protein S3a (RPS3A) 

P62280 40S ribosomal protein S11 (RPS11) 

P62854 40S ribosomal protein S26 (RPS26) 

P18621 60S ribosomal protein L17 (RPL17) 

P83731 60S ribosomal protein L24 (RPL24) 

P46777 60S ribosomal protein L5 (RPL5) 

P62266 40S ribosomal protein S23 (RPS23) 

P26373 60S ribosomal protein L13 (RPL13) 

P62263 40S ribosomal protein S14 (RPS14) 

P46781 40S ribosomal protein S9 (RPS9) 

Q02543 60S ribosomal protein L18a (RPL18A) 

 

 

4. Confirmation des co-immunoprécipitations par révélation en WB 

Les co-immunoprécipitations détéctées par spectrométrie de masse entre V et STAT1, 

HSP90 et HSP70 ont été confirmées par western-blot dans « III. RESULTATS 

COMPLEMENTAIRES SUR L’INHIBITION DE LA VOIE CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV V » de la 

partie RESULTATS. La co-immunoprécipitation détéctée par spectrométrie de masse entre W 

et les protéines 14-3-3 a été confirmée par western-blot dans « I. MODULATION DE LA VOIE 

CANONIQUE DE NF-κB PAR NiV W » de la partie RESULTATS. 

Des plasmides codant pour la mCherry (pour contrôle), pour les protéines V et W de 

NiV, et leurs troncatures étiquetées Flag ont été transfectés dans des cellules HeLa. Lors de 

co-immunoprécipitations révélées par western-blot utilisant un anticorps spécifique, PR65A 

(= PPP2R1A) co-immunoprécipite avec l’ensemble des protéines exprimées (Figure 1). 

Cependant, la quantité de protéines PR65A co-immunoprécipitées semble plus importante en 

présence de W et de son CTD spécifique. 
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Figure 1 : Co-immunoprécipitation des protéines V et W de NiV avec PR65A. Des plasmides codant pour les 

protéines V et W de NIV, ainsi que pour leurs troncatures étiquetées Flag ont été transfectés dans des cellules 

HeLa. Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce à des billes 

magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag, les protéines étiquetées Flag ont été détectées par western-

blot avec un anticorps anti-Flag et la protéine PR65A avec un anticorps spécifique. La colonne de gauche montre 

les protéines présentes dans le lysat cellulaire. La colonne de droite montre les protéines présentes après co-

immunoprécipitation. 

 La protéine V de NiV semble interagir avec de nombreuses HSP, comme d’autres 

protéines virales, y compris la V de MeV (Komarova et al. 2011). La co-immunoprécipitation 

de V avec HSP70 a été confirmée par western-blot et afin de déterminer si une séquence 

particulière d’acides aminés de P et V co-immunoprécipite avec cette protéine, des plasmides 

codant pour les protéines de NiV et leurs troncatures étiquetées Flag ont été transfectés dans 

des cellules HeLa. HSP70 co-immunoprécipite avec NiV P, V et MeV V (Figure 4A). Dans les 

mêmes conditions, le domaine correspondant au NTD commun à V et P co-immunoprécipite 

avec HSP70, contrairement aux CTD spécifiques de P et V (Figure 4A). Puisque toutes les 

troncatures du NTD co-immunoprécipitent avec HSP70, la co-immunoprécipitation de V avec 

HSP70 ne semble pas être spécifique d’une séquence particulière (Figure 4B). 
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Figure 2 : Détails sur la co-immunoprécipitation de la protéine V avec HSP70. A : des plasmides codant pour les 

protéines P, V de NIV et V de MV, ainsi que pour les NTD et CTD de P et V étiquetés Flag ont été transfectés dans 

des cellules HeLa. Un vecteur vide (EV) a été utilisé comme contrôle. Après co-immunoprécipitation grâce à des 

billes magnétiques couplées avec des anticorps anti-Flag, les protéines étiquetées Flag ont été détectées par 

western-blot avec un anticorps anti-Flag et la protéine HSP70 avec un anticorps spécifique. La colonne de gauche 

montre les protéines présentes dans le lysat cellulaire. La colonne de droite montre les protéines présentes après 

co-immunoprécipitation. B : même méthode utilisée pour explorer l’interaction de HSP70 avec les différentes 

troncatures du NTD de V. 

 Afin de déterminer si une interaction de V et HSP70 pourrait avoir une implication dans 

la cellule, des cellules HeLa transfectées soit avec un plasmide codant pour la protéine V soit 

avec un vecteur vide (utilisé comme contrôle) ont été marquées pour observation de la 

protéine HSP70 et de la protéine V par immunofluorescence en microscopie confocale. Dans 

les conditions transfectées avec le vecteur vide, HSP70 se distribue uniformément dans la 

cellule (dans le cytoplasme et dans le noyau) (Figure 3 condition EV). La protéine V est quasi 

exclusivement présente dans le cytoplasme et forme des amas aux extrémités de la cellule 

(Figure 3 condition V). En présence de V, la protéine HSP70 est localisée en grande partie dans 

le cytoplasme et semble co-localiser avec la protéine V notamment au niveau des amas de V 

(Figure 3 condition V). 
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Figure 3 : La protéine V séquestre HSP70 dans le cytoplasme. Un plasmide codant pour la protéine V ou un vecteur 
vide ont été transfectés dans des cellules HeLa. 20h après transfection, les cellules ont été fixées et perméabilisées. 
Les protéines ont été marquées avec un anticorps de souris anti-Flag et un anticorps de lapin spécifique anti-
HSP70. Elles ont ensuite été marquées avec des anticorps anti-souris et anti-lapin Alexa 555 et Alexa 488 
respectivement. Les noyaux ont été marqués avec du Dapi. Les images présentées sont représentatives des photos 
obtenues pour chaque condition. La barre en bas à gauche indique l’échelle. 

 

D. Conclusion de l’Annexe 1 

Dans nos conditions, peu de candidats interactants ont été détectés pour V et surtout 

pour W. En effet, dans un interactome réalisé avec la protéine V de MeV, le nombre de 

protéines interagissant avec V en contexte d’infection (n = 245) est bien supérieur au nombre 

de candidats interactants en contexte de transfection (n = 142) (Komarova et al. 2011). 

Cependant, le total de 142 candidats interactants pour la protéine V de MeV en contexte de 

transfection, par rapport aux 49 candidats interactants de NIV V rapportés ici, suggère que 

nos conditions expérimentales pourraient être moins sensibles. Pour W, outre le fait que la 

protéine pourrait avoir moins de partenaires protéiques du fait de sa localisation nucléaire, 

une faible perméabilisation du noyau avec le tampon de lyse utilisé pourrait également 

expliquer le faible nombre de candidats interactants identifiés. 

L’observation de partenaires putatifs communs à V et W est attendue à cause de leur 

NTD en commum (Tableau 1). Cependant, le nombre de ces candidats interactants en 

commun est relativement faible (n = 8), si l’on considère la longueur de leur NTD commun 

(407 acides aminés) par rapport à leur CTD spécifique (49 acides aminés pour V et 43 acides 

aminés pour W). Ce faible nombre pourrait être lié au fait que peu de protéines co-

immunoprécipitant avec W ont été détectées (n = 12) et pourrait aussi être lié à la différence 
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de localisation cellulaire des deux protéines. La protéine STAT1 fait partie des candidats 

interactants communs à V et W (résultat confirmé par western-blot), en accord avec le site 

d’interaction avec STAT1 précédemment identifié dans le NTD commun aux protéines P, V et 

W (Rodriguez et al. 2002 ; Rodriguez et al. 2004 ; Ciancanelli et al. 2009). 

Plusieurs HSP co-immunoprécipitent à la fois avec V et W (n = 4), alors que d’autres ne 

co-immunoprécipitent qu’avec V, notamment HSP90 (résultat confirmé par western-blot) 

(Tableau 3). Il a déjà été démontré que plusieurs HSP co-immunoprécipitent également avec 

la V de MeV (Komarova et al. 2011). P et V de NiV interagissent avec HSP70 via leur NTD en 

commun (Figure 2A). Cette interaction de V avec HSP70 ne semble pas spécifique d’une 

séquence particulière du NTD (Figure 2B). Le NTD commun de NiV P et V, comme celui de MeV 

V, est une longue chaîne désordonnée de 407 acides aminés (Longhi et al. 2017 ; Chan et al. 

2004). Ce caractère désordonné pourrait expliquer l’affinité non spécifique de séquence que 

les HSP présentent pour ces protéines (Figure 2B). En effet, les fonctions de chaperone des 

HSP sont activées dans des conditions de stress, qui provoquent le dépliement des protéines. 

Elles présentent ainsi une forte affinité pour des séquences d’acides aminés non repliés sans 

spécificité particulière (Groitl et al. 2016). De nombreuses HSP sont souvent détectées lors des 

tests d’interaction par spectrométrie de masse (comme c'est le cas pour 14-3-3 θ par exemple, 

Schuster et al. 2011), y compris avec des protéines virales. Ces interactions peuvent être 

directes ou indirectes via leurs multiples partenaires cellulaires. De façon intéressante, 

certaines HSP sont des facteurs indispensables à la bonne réplication des virus, comme c’est 

le cas de HSP90 pour les paramyxovirus (Bloyet et al. 2016). Les HSP sont essentielles à de 

nombreux processus cellulaires, notamment dans la signalisation de la voie NF-κB (Chen et al. 

2002 ; Salminen et al. 2008). Particulièrement, HSP70 interagit avec TRAF2 (Dai et al. 2010) et 

TRAF6 (Chen et al. 2006) pour inhiber la voie NF-κB. 

Alors que HSP70 est normalement uniformément répartie dans la cellule (dans le 

noyau et le cytoplasme) (Figure 3 condition EV), l’expression de la protéine V de NiV dans la 

cellule entraîne une localisation quasi exclusivement cytoplasmique d’HSP70 (Figure 3 

condition V). Le fait que V séquestre HSP70 dans le cytoplasme pourrait avoir une implication 

sur la voie NF-κB. Des tests supplémentaires seraient nécessaires pour confirmer que HSP70 

est bien impliquée dans l’effet inhibiteur de V et que cet effet est également présent en 

contexte d’infection. Mais du fait de l’implication importante de cette protéine dans les 

processus cellulaires et viraux, ainsi que l’absence de séquence spécifique de V pour 

l’interaction, cette investigation pourrait s’avérer difficile. 

La protéine V co-immunoprécipite également avec un grand nombre (n = 18) de 

protéines ribosomales 40S et 60S (Tableau 4). De nombreuses co-immunoprécipitations avec 

des protéines ribosomales ont déjà été mises en évidence avec la protéine V de MeV 

(Komarova et al. 2011), suggérant que les protéines V de ces paramyxovirus pourraient être 

impliquées dans des mécanismes d’optimisation de la traduction des ARN viraux ou au 

contraire dans des mécanismes de limitation de la synthèse de facteurs de restriction 
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cellulaires. Plusieurs interactions précédemment décrites n’ont pas été détectées. Ainsi, alors 

que V et W de NiV interagissent avec STAT1, l’interaction de V avec STAT2 n’a pas été détectée 

(mise en évidence en cellules HEK293T (Rodriguez et al. 2002). Les interactions de V avec 

MDA5 (mise en évidence en cellules HEK293 (Childs et al. 2007)), LGP2 (mise en évidence en 

cellules HEK293T (Parisien et al. 2009)) et PLK1 (mise en évidence en cellules HEK293T (Ludlow 

et al. 2008)), détectées par co-immunoprécipitation, n’ont pas non plus été observées. 

Dans nos conditions expérimentales, la protéine W interagirait avec l’importine α4 

(Tableau 2), en accord avec sa localisation majoritairement nucléaire (Shaw et al. 2005), alors 

que ni l’exportine 1 ni l’importine α1 ni l’importine α3 n’ont co-immunoprécipitées en 

désaccord avec des observations faites en cellules 2fTGH et HEK293T (Rodriguez et al. 2004 ; 

Shaw et al. 2005 ; Audsley et al. 2016). Cependant, le NES de W a été démontré fonctionnel 

dans nos cellules HeLa, tout comme le second signal d’import situé dans son CTD et décrit 

pour interagir avec l’importine α1 (voir « III. DETAILS DU MECANISME D’IMPORT ET D’EXPORT 

DE LA PROTEINE W » dans la partie RESULTATS), suggérant que l’ensemble des partenaires 

cellulaires de W n’a pas été récupéré. De façon intéressante, W interagirait avec trois 

protéines, CDC5L (Tableau 2), Pre-mRNA-processing factor 19 (PRPF19) (Tableau 1) et PR65A 

(= PP2R1A, résultat confirmé par western-blot) (Tableau 2), impliquées dans le complexe du 

spliceosome (Shi et al. 2006 ; Grote et al. 2010). Elle interagirait aussi avec une protéine de la 

famille des protéines 14-3-3 (résultat confirmé par western-blot), qui sont elles aussi 

impliquées dans la formation du spliceosome (Urano-Tashiro et al. 2010). Ces données 

suggèrent que W de NiV pourrait être impliquée dans des mécanismes d’épissage des ARNm.  

En outre, les protéines 14-3-3 sont impliquées dans le rétrocontrôle négatif de la voie 

NF-κB (Aguilera et al. 2016). En effet, après stimulation de la voie avec TNFα, les protéines 14-

3-3 interagissent avec p65 et IκBα dans le noyau pour faciliter leur export nucléaire 

permettant ainsi un retour de la voie au niveau basal. En outre, 14-3-3 Theta est impliqué dans 

la régulation de la signalisation via les TLRs et régulerait la production des cytokines pro-

inflammatoires IL-6, IL-8 et TNFα (Schuster et al. 2011). Les protéines 14-3-3 reconnaissent 

chez leurs partenaires des séquences consensus RxxpS/TxP, RxxxpS/TxP ou encore RxxpS/TxR 

(où R est un résidu arginine, pS/T un résidu sérine ou tréonine phosphorylé et P un résidu 

proline), mais également de nombreuses séquences alternatives (Yaffe 2002 ; Johnson et al. 

2010 ; Chan et al. 2011). Compte-tenu de sa richesse en résidus S et T, de nombreux sites de 

la protéine W sont candidats pour porter cette interaction. Une interaction de W avec la 

protéine 14-3-3 Theta est une hypothèse intéressante pour un possible effet modulateur sur 

la voie NF-κB et serait cohérente avec notre hypothèse initiale d’un effet de W sur la voie NF-

κB. Il a été suggéré que les protéines 14-3-3 pouvaient interférer avec les séquences d’import 

et d’export d’un certain nombre de protéines régulatrices des voies de signalisation afin de 

moduler leurs activités (Muslin et Xing 2000). W comporte plusieurs sites d’import et d’export 

nucléaires (voir « III. DETAILS DU MECANISME D’IMPORT ET D’EXPORT DE LA PROTEINE W » 

de la partie RESULTATS). Le masquage de ces séquences d’import et d’export nucléaires de W 

par les protéines 14-3-3 pour moduler sa distribution cellulaire est une autre hypothèse à 

prendre en compte. 
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L’ensemble de ces données nourrit plusieurs hypothèses pour l’exploration des 

mécanismes de modulation de la voie NF-κB par les protéines V et W (HSP, 14-3-3, etc…). Elles 

ouvrent également des pistes pour de nouveaux mécanismes de détournement de la 

machinerie cellulaire par NiV, notamment concernant l’épissage et la traduction des ARN. 

Cependant, ces interactions devront être confirmées et ne sont pas exhaustives. De plus, les 

conditions d’expérimentations, le type de cellule et le contexte cellulaire (contexte 

d’infection, de transfection, moment du cycle cellulaire, etc…) influent sur les interactions 

protéiques. Les niveaux d’expression cellulaires (qui sont fonction des différents types de 

cellules) des différents partenaires protéiques de NiV influent sur les résultats des 

interactomes. Ainsi, en fonction de ces différentes conditions, des partenaires précédemment 

identifiés peuvent ne pas être détectés, alors que de nouveaux le seront. D’autres criblages 

des interactions des protéines de NiV seront nécessaires dans d’autres systèmes cellulaires 

pour aborder la complexité des interactions moléculaires de ce virus avec son hôte. 
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