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I. Les Arbovirus  

A. Définition  

 

  Si le monde des virus est vaste, leur mode de transmission est également diversifié. 

Beaucoup d’entre eux sont transmis par contact direct des muqueuses infectées (ex : HIV) où 

le virion libre passe, par exemple, d’un épithélium d’un hôte à l’épithélium de son nouvel 
hôte ; par inhalation au niveau des voies respiratoires de gouttelettes transportant du virus 

(ex : Virus Influenza) ; par ingestion d’aliment et d’eau (ex : Virus de l’Hépatite E), ou bien 
via des vecteurs zoonotiques. Dans ce dernier cas, sont retrouvés les Arbovirus. Ce terme 

provient de de la contraction de « Arthropod-borne virus ». Il existe plus de 500 Arbovirus à 

répartition mondiale, 1/10
ème

 d’entre eux sont pathogènes pour l’Homme. A l’exception de la 
famille des Asfarviridae dans laquelle on retrouve le virus de la fièvre porcine africaine, la 

plupart des virus transmis par des arthropodes possède un génome ARN (Figure 1).  

 

Figure 1: Classification d'Arbovirus et de leurs vecteurs 

B.  Cycles épidémiques et vecteurs d’Arbovirus 

La plupart des vecteurs d’Arbovirus appartiennent à deux classes d’invertébrés : les 

arachnides et les insectes (Figure 2). Le grand point commun aux vecteurs de ces deux classes 

est leur mode d’alimentation. En effet, les vecteurs d’Arbovirus sont des arthropodes à pièces 
buccales de type « piqueur-suceur » afin de pouvoir accéder à la nourriture liquide de la 

plante ou de l’animal parasité. Les Arbovirus doivent pénétrer la barrière épithéliale de la 

peau d’un hôte afin de pouvoir infecter des cellules cibles et se multiplier, ainsi, l’infection 
doit s’effectuer par ces vecteurs capables de transpercer cet obstacle. Si l’infection des hôtes 

se fait par ce moyen, c’est aussi par cette voie que le vecteur récupère les particules virales de 
l’hôte réservoir. 
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Figure 2: Classifications des vecteurs d'Arbovirus 

 

Concernant les vecteurs des Arbovirus, il apparaît que les culicidae ou moustiques, 

regroupant entre autres les genres Culex et Aedes semblent majoritairement les vecteurs pour 

les Arbovirus à ARN simple brin de polarité positive (Flavivirus et Alphavirus) que d’autres 
virus. Ces deux derniers genres regroupent respectivement au moins 68 et 27 espèces virales 

(Schmaljohn et McClain 1996) alors que les Reoviridae, transmis par les phlébotomes, tiques 

et parfois moustiques, ne comptent que 4 Arbovirus pathogènes à l’Homme (Kapikian et 

Shope 1996)  les thogotovirus transmis par les tiques comprennent aujourd’hui 4 espèces 
virales. Ainsi, les Arbovirus utilisant préférentiellement les moustiques, arthropodes capables 

de se mouvoir sur de plus grandes distances que les rampants, augmentant ainsi les chances de 

transmission virale, sont plus diversifiés. Les cycles de transmission de ces virus peuvent 

mettre en jeu différents animaux réservoirs tels des rongeurs, des oiseaux, des primates, les 

arthropodes étant les acteurs de la circulation du pathogène au sein d’un écosystème. En 

fonction des espèces animales réservoirs présentes dans un environnement de propagation 

virale lors de repas sanguins de l’arthropode, ou de la migration d’espèces hôtes dans des 
régions géographiques où des vecteurs compétents sont établis, plusieurs types de cycles 

peuvent être définis : un cycle urbain, un cycle rural et un cycle enzootique (Figure 3).  

 Le cycle enzootique de contamination par un Arbovirus prend généralement pour place 

une forêt, où l’écosystème animalier est riche, on le qualifie ainsi de cycle sylvatique. La 

reproduction des moustiques et tiques nécessitant une humidité élevée, pour éviter la 

dessiccation des larves, l’émergence d’un Arbovirus débute souvent dans des forêts tropicales. 
Ce sont dans ces milieux que les virus peuvent être isolés notamment chez des mammifères 

(rongeurs, primates) mais aussi chez des oiseaux. Ces animaux servent de réservoirs et ne 

présentent aucun signe de maladies. L’absence de maladie, chez ces animaux réservoirs, 
souligne une co-évolution du virus avec ces espèces animales où un porteur sain a été 

naturellement sélectionné par sa résistance. L’animal ayant développé une virémie suite à 
l’infection par un Arbovirus peut ensuite être la proie d’arthropodes de types moustique ou 
tique. Ces invertébrés hématophages de type piqueur-suceurs récupèrent, dans leur repas 

sanguin, des virus qui circulent ensuite chez le vecteur de l’intestin moyen aux glandes 
salivaires où ils se multiplieront. Ainsi, dans les cellules des glandes salivaires de 
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l’arthropode, de nouveaux virions sont libérés dans la salive de l’invertébré qui contaminera 
un nouvel hôte réservoir au cours d’un autre repas sanguin. C’est un cycle fermé très localisé 
pouvant être modifié par un phénomène anthropologique. En effet, la déforestation et 

l’implantation de fermes aux abords des systèmes forestiers vierges apportent de nouveaux 

protagonistes et ont conduit à l’apparition d’un nouveau type de cycle. 

 

 

Figure 3: Cycles de transmission des Arbovirus. Les arthropodes sont infectés par un Arbovirus suite à 

l’ingestion d’un repas sanguin contaminé d’un hôte réservoir. Plusieurs cycles de transmission peuvent être mis en 

place en fonction de la localisation et des hôtes présents dans le cycle.   

 

Dans le cycle rural, les animaux domestiqués par l’Homme peuvent également être la 
proie des hématophages infectés précédemment dans un cycle sylvatique. Si une arbovirose 

touche un animal ou un groupe d’animaux domestiques dans une région donnée, le cycle de 
transmission portera alors le nom de « cycle épizootique ». L’animal domestique n’étant pas 
un réservoir adapté, mais un simple moyen d’amplification virale, des symptômes peuvent-
être observés. Parmi ces virus à cycle épizootique, figure le Virus d’encéphalite équin 

vénézuélien (van den Bergh et al. 2015). En 1938, des chercheurs américains ont isolé du 

cerveau de chevaux morts d’encéphalite au Vénezuela un virus capable de réinfecter des 

cochons d’inde, des souris et de provoquer une paralysie de ces animaux en 48h, puis dans les 
3 à 5 jours d’induire la mort de l’ensemble des animaux. Dans ce cas, les cerveaux des 
cochons d’inde présentaient des titres élevés de VEEV (Beck et Wyckoff 1938). Cet 

Alphavirus provoque une inflammation importante du cerveau de ces animaux domestiques, 

due à une multiplication très active du virus dans le système nerveux central. Il est possible 
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parfois que les virus présents dans les cycles sylvatiques et épizootiques puissent infecter 

l’Homme lorsque celui-ci s’aventure dans une forêt ou dans une zone géographique rurale où 
circule l’Arbovirus. En 1954, le VEEV a été incriminé dans le décès d’un colombien 
(Sanmartin-Barberi et al. 1954) et c’est en 1967, qu’il a été isolé pour la première fois chez 
l’Homme atteint d’encéphalite mortelle au nord du Vénézuéla  (Rossi 1967). L’Homme peut 
alors également servir d’hôte au même titre que les animaux qu’il domestique, dans lequel le 
virus est capable de se multiplier. Cette contamination « accidentelle » peut être à l’origine 
d’apparition d’épidémies. 

Grâce aux technologies modernes, il est de plus en plus facile à l’Homme de se déplacer 
ou d’échanger des matières premières ou produits transformés en très peu de temps et sur de 

longues distances. Dans ce cas, les vecteurs d’Arbovirus peuvent profiter de ces transports 
pour migrer d’une région à l’autre, et s’implanter de manière durable dans une nouvelle niche. 
Au fil du temps, l’Homme s’est installé et a développé des villes sur tous les espaces possibles 

du moment où il y trouve une ressource obligatoire à proximité : l’eau. Cette eau est aussi 
indispensable au vecteur pour sa reproduction, ainsi, les hématophages sont très bien adaptés 

à l’habitat de l’Homme, la ville. Chez les arthropodes infectés, l’Arbovirus n’induit pas de 
pathologie, et peut être porteur du virus dès son stade larvaire jusqu’à la mort de l’invertébré. 
Si un de ces arthropodes infectés s’installe dans une ville, alors un cycle viral urbain 

« épidémique » peut être mis en place. Toutes les épidémies majeures liées à ces Arbovirus 

(Virus Chikungunya depuis 2005-2006 ; Virus Zika depuis 2013) sont retrouvées dans ces 

contextes. Après importation du pathogène dans cet environnement favorable et infection 

d’un Homme, d’autres arthropodes compétents vont transporter le virus et infecter de 

nouveaux hôtes humains non immunisés qui développeront alors une virémie et une 

pathogenèse aigüe. Cependant, il est probable que l’arthropode lui-même ne soit pas toujours 

responsable de la vectorisation du pathogène. En effet, il a été montré que le virus Zika 

pouvait être présent dans le sperme et l’urine de patients infectés et qu’il existait une 
transmission sexuelle de ce virus (Foy et al. 2011, Musso et al. 2015). Ainsi, dans le cas du 

virus Zika, l’Homme, considéré au départ comme un hôte intermédiaire, est également devenu 

un vecteur du virus Zika. Cette particularité de la transmission du virus Zika soulève la 

question de l’impact de cette voie de transmission dans l’épidémie fulgurante de virus Zika en 
Amérique du Sud au cours des années 2015-2016. De la même manière, il n’est pas 
impossible que ce mode de transmission et en particulier, la transmission du père vers la mère 

enceinte, puisse être impliquée dans l’infection de femmes au cours de la grossesse et donc à 

l’incidence de microcéphalies des nouveaux nés, notamment au Brésil. En tout état de cause, 

les grandes épidémies d’Arbovirus du XXIème siècle ont pour principal vecteur le moustique 
du genre Aedes, mais de nouvelles épidémies de zoonoses peuvent également émerger de part 

la capacité évolutive et d’adaptation rapide de la plupart des Arbovirus et de la très grande 
diversité des arthropodes pouvant servir de vecteur. 

Un arthropode compétent dans la vectorisation d’un Arbovirus doit en premier lieu se 
nourrir de sang contaminé (Figure 4 - Page 7). Cela ne peut arriver que si l’animal réservoir 
présente une virémie au moment du repas sanguin de l’hématophage. Après ingestion de ce 
sang virémique, il a été montré que chez les moustiques Aedes, les titres en EEEV et WEEV 

chutait pendant les deux jours suivants et ré-augmentaient ensuite. Le plus haut titre (10
7
/mL) 

pouvait être obtenu 4 à 6 jours après le repas sanguin et la transmission de l’EEEV était 
optimale 13 à 17 jours après le repas sanguin (Chamberlain et Sudia 1955). Ces études 

suggèrent que les Arbovirus récupérés par ces arthropodes vont se répliquer dans ses 

différents organes avant d’accéder au site responsable de la transmission à l’hôte. En effet, le 
sang virémique ingurgité circule dans l’appareil digestif de l’arthropode et arrive au niveau de 
l’intestin moyen, ou mésentéron, où le virus pénètre dans les cellules épithéliales et se 
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multiplie (Figure 4 - Page 7). La multiplication du virus dans ces cellules cibles est une étape 

obligatoire afin qu’il puisse accéder à d’autres compartiments. C’est dans ce compartiment 
que les premiers signes de réponses antivirales sont observés. En effet, si le virus EEEV est 

abondant dans le mésentéron du moustique 2-3 jours après infection, seulement quelques 

cellules contiennent du virus au 7
ème

 jour post-repas sanguin contaminé, alors qu’une 

accumulation virale est remarquée à cette période dans les glandes salivaires (Scott et Weaver 

1989). Il existe donc un système d’élimination du virus dans le tractus digestif chez le 
moustique. En effet, les Arbovirus à ARN sont capables d’induire des réponses innées dans 
les cellules du mésentéron selon plusieurs voies : la voie d’ARN interférence (Campbell et al. 

2008) la voie IMD (De Gregorio et al. 2002), la voie JAK/STAT (Agaisse et Perrimon 2004), 

la voie ERK, grâce à certains facteurs sanguins comme l’insuline, activant la transcription de 
gènes antiviraux (Xu et al. 2013) et la voie des récepteurs Toll (Sanders et al. 2005). Le 

caractère antiviral de la voie d’ARN interférence a été premièrement décrite chez l’Anophèles 

gambiae (Keene et al. 2004) dans lequel le virus O’nyong nyong est multiplié efficacement 

lorsque les composants de la machinerie à interférence sont inhibés (Carissimo et al. 2015). 

De même, l’inhibition de la voie des IMD semble être propice à la multiplication du virus de 
la Dengue dans le mésentéron du moustique Aedes aegypti. (Sim et al. 2013). La voie 

JAK/STAT est également inhibitrice de la réplication du O’nyong nyong (Carissimo et al. 

2015) et des Flaviviridae Dengue (Souza-Neto et al. 2009) et West Nile (Paradkar et al. 

2012). En ce qui concerne les récepteurs Toll, aucun des Alphavirus n’est touché par 
l’activation de cette voie. Le virus Dengue quant à lui active la voie des Toll ce qui induit des 
titres viraux réduits dans le mésentéron du vecteur (Xi et al. 2008). Enfin, autre moyen de 

défense, l’apoptose de la cellule infectée. La mort cellulaire programmée d’une cellule 
mésentérique infectée par un Arbovirus limite la réplication des virus. Pour exemple, le virus 

Semliki Forest (Mims et al. 1966), le virus Sindbis (Bowers et al. 2003), le virus EEEV 

(Weaver et al. 1988), le virus WEEV (Weaver et al. 1992) et le virus West Nile (Girard et al. 

2005) provoquent la mort des cellules épithéliales de l’intestin moyen des moustiques 
vecteurs. Lorsque le cycle viral a eu lieu dans ce tissu ou une pression de sélection est donc 

effectuée, les Arbovirus bourgeonnent à la membrane basale de ces cellules et franchissent 

l’hémocoele contenant l’hémolymphe qui permettra la diffusion du virus aux autres organes et 
les glandes salivaires (Scott et Weaver 1989). Au niveau de ces glandes, le virus 

Chikungunya, par exemple, pénètre la lame basale qui entoure les acini où le virus va se 

multiplier (Figure 4). Les virions néo-formés vont être libérés dans les cavités apicales et 

baigneront dans la salive produite par les glandes du moustique (Vega-Rua et al. 2015). Au 

sein de cet organe, le virus Chikungunya se réplique de manière intense (Scott et Burrage 

1984, Scott et Weaver 1989) sans provoquer d’effets cytopathiques durant les 6 premiers 

jours (Vega-Rua et al. 2015). Ainsi de grandes quantités de virions sont produites 

efficacement dans les acini. La salive joue un rôle central dans la prise en charge des virions 

dans les cavités apicales des acini puisqu’elle permet le transport des particules virales jusqu’à 
aux pièces buccales de l’insecte par lesquelles la transmission au futur hôte sera effectuée. 

Elle est également acteur de la pathogenèse chez la proie du vecteur infecté. En effet, 

la salive contient des facteurs nécessaires à la colonisation de son nouvel hôte. En 2011, Styer 

et coll. démontrent que la salive de moustiques infectés du genre Culex, augmente la capacité 

du pouvoir infectieux du virus West Nile, en effet, une hausse de la virémie est observée chez 

la souris (Styer et al. 2011). Cette propriété est également observée pour le virus responsable 

de la fièvre de la vallée du Rift (Le Coupanec et al. 2013) et le virus de la Dengue (Conway et 

al. 2014) infectant les moustiques du genre Aedes. Lors de cette dernière étude des composés 

de la salive ont été identifiés. Il s’agit notamment de sérine-protéases qui, en dégradant la 

matrice extracellulaire, permettent au virus de la Dengue de se fixer sur les cellules cibles et 

ainsi d’augmenter le pouvoir de dissémination du virus. Dans des études antérieures, certains 
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composés salivaires ont été décrits comme étant des modulateurs d’effecteurs immunitaires 
chez la proie du vecteur arthropode. En effet, la salive de moustique est capable d’inhiber 
l’inflammation localement en empêchant la libération de TNFα par les mastocytes 
(Bissonnette et al. 1993), mais aussi de moduler l’activation des lymphocytes T et leurs 
productions de cytokines (Zeidner et al. 1999).  

 

Figure 4: Schéma de l’anatomie interne d’un Moustique Aedes, et de ses glandes salivaires, infecté 

par le virus Chikungunya. Le virus infecte le moustique lors de la piqûre d’un animal virémique et pénètre dans les 

cellules du mésentéron où une première étape de réplication se met en place. Le pathogène libéré et circulant dans 

l’hémocoele pénètre dans les acini des glandes salivaires par la lame basale. Après réplication et stockage dans les 

cavités apicales des acini, les virions néo-synthétisés sont transportés par la salive dans le canal salivaire et jusqu’à 
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l’appareil buccal du moustique. La flèche noire représente le transport du CHIKV au cours de l’infection du 

moustique. La flèche verte situe la réplication dy CHIKV dans les cellules infectées. La flèche rouge représente le 

transport des virions néo-synthétisés vers les pièces buccales de l’arthropode et jusqu’au site d’infection d’un nouvel 

hôte. H = Hémocoele. M = Mésentéron. MV = Microvillosités. BR = Labyrinthe basal. AC = Cavité apicale. Cyt = 

Cytoplasme. BL= Lame Basale. Nu = Noyau. SG = Glandes salivaires. SD= Conduit salivaire. Adapté de Vega-Rua et 

al., 2015 

 

De la même manière, de très nombreuses études, ont également révélé l’importance de 
facteurs salivaires de la tique pour la transmission des Arbovirus. En effet, ces composants 

salivaires sont capables de moduler l’immunité des mammifères piqués en inhibant 
localement la synthèse d’interleukine 2 par les lymphocytes T (Ribeiro et al. 1985) ; 

(Ramachandra et Wikel 1992) ; (Ferreira et Silva 1998), l’activité des lymphocytes B (Wikel 

et al. 1994) ; (Fivaz 1989), des « natural killer » (Kubes et al. 1994), (Kopecky et Kuthejlova 

1998) , des macrophages (Ramachandra et Wikel 1992) ; (Ferreira et Silva 1998), et des 

neutrophiles (Ribeiro et al. 1990). En conséquence, les principaux vecteurs d’Arbovirus, 
tiques et moustiques, créent un environnement favorable à la multiplication du pathogène 

vectorisé et sont, de ce fait, directement impliqués dans le développement de la pathogenèse 

chez l’hôte mammifère. En raison de la plus grande capacité de déplacements des diptères, 
certains Arbovirus sont plus enclin à créer des épidémies que d’autres. En effet, les plus 
grandes arborviroses sont dues aux Flaviviridae : virus de la Dengue (Linares et al. 2013), 

virus Zika (plus de 1,3 millions de cas au Brésil entre 2015-2016 – données OMS, février 

2016), ou au Togaviridae : virus Chikungunya (plus de 4 millions de cas depuis 2005- 

données OMS, avril 2016), tous étant transmis par piqûre de moustiques du genre Aedes. Au 

contraire, les arboviroses vectorisées par les tiques, ont une incidence plus modeste. A titre 

d’exemple, la fièvre du Congo-Crimée a infecté environ 5000 personnes dans le monde 

depuis 1967 (Mishra et al. 2011).  

Aujourd’hui, parce qu’ils sont responsables de plusieurs vagues épidémiques majeures, 
les recherches visant à approfondir les connaissances sur les Flavivirus et les Alphavirus sont 

très développées. La prochaine partie du manuscrit sera consacrée à l’étude des Alphavirus, 

genre virus du Chikungunya.  

 

II. Les Alphavirus 

A. Historique 

Les premières épidémies résultant de l’infection par des Alphavirus documentées datent 

de 1831. Dans le Massachusetts, durant l’été 1831, sur 100 chevaux présentant des signes de 

paralysie, de prostration, 75 d’entre eux succombèrent après un coma de 1 à 4 jours après 
l’apparition des premiers symptômes (Hanson 1957). L’autopsie de certains de ces chevaux 

morts sur trois contrées côtières de l’état, ont révélé une inflammation importante des 
méninges. A la fin du mois de septembre 1831, la pathologie avait disparue chez les chevaux. 

Un siècle plus tard, en 1931, Meyer, Haring et Howitt isolent le virus responsable 

d’encéphalites chez des chevaux en Californie, durant l’été 1930 (Meyer et al. 1931). Deux 

ans après avoir publié ces résultats, Ten Broeck, Merrill, Giltner et Shahan isolent également 

un virus responsable des mêmes symptômes chez les chevaux que la souche ouest américaine, 

mais dans les états est-américains du Maryland et ses voisins New Jersey, Virginie 
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(TenBroeck C 1933). Les sérums des animaux infectés par le virus de l’Est bien que 
responsable de la même maladie ne protégeaient pas des cochons d’inde infectés avec le virus 
de l’Ouest. Finalement, en 1938, les chercheurs Beck et Wickoff découvrent le Venezuelian 

Equine Encephalitis Virus (VEEV). Tous ces pathogènes responsables d’encéphalites ont été 
regroupés dans la famille des Togaviridae et dans le genre Alphavirus. Plus tard en 1944, 

Smithburn et Haddow isolent à partir de filtrat de moustiques Aedes capturés dans la forêt de 

Semliki dans l’Ouest de l’Ouganda, un virus très virulent et mortel chez les rongeurs et chez 
des singes lorsqu’il est inoculé dans leur cerveau. En revanche, ils constatent que lorsque 
l’inoculation est effectuée dans une autre partie du corps très peu de signes pathogiques sont 

observés et les animaux infectés développent une réponse anticorps efficace (Smithburn 

1944). Ainsi, l’Alphavirus « Semliki Forest » est décrit comme étant un Arbovirus transmis 

par les moustiques, peu pathogène dans des conditions naturelles chez ses potentiels 

réservoirs, mais pouvant affecter dans certains cas précis le système nerveux causant un 

syndrome encéphalitique. Près de 20 ans après l’identification des premiers virus 

encéphalitiques équins, au cours d’une expédition dans le village de Sindbis à 30km au nord 

du Caire, Taylor et coll. capturent des moustiques du genre Culex durant l’été 1952. Ils isolent 
un virus « Coxsackie-like » provoquant le décès de jeunes souris infectées en laboratoire, 

mais pas des souris adultes (Taylor et al. 1955). Il s’agit d’un nouveau Alphavirus, nommé 

virus Sindbis. Ce dernier est alors incriminé dans des fièvres arthritiques.  Durant cette même 

année, dans la province de Tanganyika, en Tanzanie, Marion Robinson observe au début de 

saison chaude et humide, en octobre, une épidémie proche du virus de la Dengue, en termes 

cliniques, alors que la présence du virus de la Dengue est extrêmement rare sur le continent 

Est-africain. La forte douleur ressentie aux articulations par les personnes infectées les force à 

se déplacer, quand ils le peuvent, de manière courbée. Cette maladie est appelée alors 

« Chikungunya » signifiant « qui se courbe » dans la langue locale du plateau de Makonde 

(Robinson 1955) et est causée par un nouvel Alphavirus à pathologies arthritiques : 

« Chikungunya Virus ».  

Au sein du genre Alphavirus, il existe donc des espèces virales provoquant soit des 

pathologies de type encéphalitiques, soit arthritiques. Ces différences de symptômes sont liées 

à des divergences dans le genre Alphavirus. Ainsi deux groupes peuvent être définis : les virus 

de « l’ancien monde », dont le prototype est le SINV, responsables d'arthrites et d'éruptions 

cutanées et les virus du « nouveau monde », retrouvés en Amérique et responsables 

d'encéphalites : EEEV, VEEV (Causey et Maroja 1957).  

 

B. Les Alphavirus de l’ancien et du nouveau monde 

1) Une organisation commune 

Tous les Alphavirus de l’ancien et nouveau monde sont organisés génétiquement et 
structurellement de la même manière. Ils possèdent un génome en ARNsb(+). Ce sont tous 

des virus enveloppés possédant une capside à symétrie icosaédrique. Les Flaviviridae ont 

également ces mêmes caractéristiques, ce qui les distingue des Togaviridae, genre Alphavirus, 

est en fait la plus grande taille du virion des Togaviridae (60 à 70nm pour 40-50nm pour les 

Flaviviridae) et l’organisation du génome : les Togaviridae ont les séquences de leurs 

protéines non-structurales en partie 5’ de l’ARN génomique alors que celles des Flaviviridae 

sont en partie 3’ (Figure 5). Enfin la taille du génome est également différente : environ 

12 000 bases pour les Alphavirus alors que le génome des Flaviviridae est de 10 000 bases.  
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Figure 5: Organisation du génome des Alphavirus. L’ARN génomique contient deux cadres de lecture : le 

premier en 5’ code pour une polyprotéine non-structurale impliquée dans la réplication du génome. Le 

deuxième cadre de lecture en 3’ code pour une polyprotéine structurale. 

2) Une évolution différente 

Les Alphavirus regroupent environ 30 espèces virales distribuées en 7 séro-complexes au sein 

desquels des anticorps produits envers un virus d’un séro-complexe peuvent reconnaître 

d’autres virus de ce même groupe. L’établissement d’un arbre phylogénétique utilisant 
comme critère la séquence de la glycoprotéine d’enveloppe 1 (E1) peut également illustrer 

différents groupes divergents au sein du genre Alphavirus (Figure 6) (Powers et al. 2001). 

 

 

Figure 6: Arbre phylogénétique non raciné des Alphavirus et de la principale pathologie associée. 
L’arbre a été construit par comparaison des séquences nucléotidiques de la glycoprotéine d’enveloppe 1 des différents 

Alphavirus. Adapté de Lavergne et al, 2006 

Si à ces séro-complexes, y sont associés les symptômes observés lors de la réplication 

du virus chez son hôte, à savoir « encéphalites » ou « arthrites », de fait les modifications de 

la glycoprotéine d’enveloppe peuvent également être reliées à l’un ou l’autre type de 
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symptôme. En effet, une divergence ancienne, liée à des mutations dans les glycoprotéines 

d’enveloppe aurait permis à une partie des virus d’acquérir un tropisme cérébral plus accru 
pouvant expliquer les pathologies encéphalitiques. Cependant, lorsque des mutations 

interviennent dans d’autres séquences codantes, comme celles des protéines non-structurales 

et en particulier dans celle de nsP3, cela peut conduire à une modification de la virulence de la 

souche conduisant par exemple à une neurovirulence accrue et des encéphalites chez la souris 

(Tuittila et al. 2000). Des modifications génétiques des glycoprotéines d’enveloppe confèrent 

donc un tropisme différent chez les Alphavirus et des variations de séquence de séquences 

codantes pour les nsPs et de la capside modifient leur cytotoxicité et leur virulence.  En effet, 

lors de l’infection virale, l’arrêt de la transcription des gènes cellulaires est contrôlé par la 

protéine non-structurale 2 (nsP2) pour les virus de « l’ancien monde » (Garmashova et al. 

2006) alors que pour les virus du « nouveau monde », cet effet dépendrait de la protéine de 

capside (Garmashova et al. 2007). De la même manière, les virus de « l’ancien monde » et du 

« nouveau monde » activent des voies de signalisation différentes au cours de l’infection et de 
la réplication virale. En effet Voss et coll. ont démontré que l’inhibition de la voie des MAP 
kinases via ERK1/2 diminue la réplication de VEEV (Voss et al. 2014) tandis que la 

réplication du CHIKV ne semble pas touchée par l’inhibition de cette voie (Scholte, Thèse, 
2015). Outre des divergences dans la séquence nucléotidique codante des Alphavirus, les 

séquences non codantes du génome diffèrent aussi grandement entre les espèces et surtout 

entre ces virus de l’ancien et nouveau monde. Mis à part, l’Aura virus (un « Sindbis-like 

virus » du nouveau monde) et le virus de l’encéphalite équine de l’ouest (WEE, dont le 
génome est dérivé du virus de l’encéphalite équine de l’Est alors que les deux glycoprotéines 
virales et une partie de 3’UTR sont dérivés d’un virus « Sindbis-like » anciennement présent 

aux Amériques), tous les virus du nouveau monde ont des extrémités non-traduites plus 

courtes que les virus de l’ancien monde (Rumenapf et al. 1995)(Figure 7). Ainsi les virus de 

l’ancien monde pourraient avoir profité de plus grandes séquences non-codantes, régulatrices, 

pour leur conférer un plus grand tropisme et de meilleures capacités réplicatives dans des 

diverses cellules hôtes infectées en recrutant des protéines, et machineries de la cellule 

infectée (Hyde et al. 2015). Si des différences majeures sont notables entre les Alphavirus de 

l’ancien et du nouveau monde, même au sein même des espèces virales, des évolutions 
rapides s’effectuent au fil de réplications chez un vertébré hôte, au cours de propagations 
virales durant une épidémie ou entre différents cycles zoonotiques. Si nous reprenons 

l’exemple des séquences non-codantes, une espèce virale peut contenir des extrémités 

régulatrices plus ou moins longues modulant la réplication et virulence de la souche mutante 

dans un hôte infecté (George et Raju 2000, Hyde et al. 2015).  
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Figure 7: Evolution des Alphavirus et taille de leurs régions non traduites. Adapté de Hyde et al, 2015 

Cette évolution d’espèces virales peut être illustrée avec le virus du Chikungunya qui 
peut appartenir à trois lignées (Volk et al. 2010):  

-La lignée Est-Centre-Sud africaine (ECSA) à laquelle appartient le groupe monophylétique 

IOL (Indian Ocean Lineage) 

-La lignée d’Afrique de l’Ouest qui a divergé d’un virus ancêtre commun avec la lignée 
ECSA dans les 500 dernières années (Volk et al. 2010) 

-La lignée asiatique 

La lignée asiatique a divergé de la lignée ECSA, il y a environ 100 ans en raison de profondes 

modifications par délétions puis insertions, et duplications de séquences au 3’UTR (Figure 8).  
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Figure 8: Modification évolutive de la partie 3'UTR de la lignée asiatique du CHIKV à partir de la lignée 

ECSA. D’après Chen et al, 2013 

Cette modification du génome du virus a eu pour conséquence une réduction de sa 

capacité à se multiplier dans le vecteur moustique et chez l’hôte mammifère (Chen et al. 

2013). D’autres modifications génétiques, dont notamment une mutation dans la 
glycoprotéine d’enveloppe E1 de la lignée ECSA conférant au virus une adaptation à 
Ae.albopictus, ont permis à la forme mutante ECSA nommée « IOL » pour  « Indian Ocean 

Lineage », de supplanter les lignées asiatiques endémiques aux longues sequénces 3’UTR, 
entre 2005 et 2008 en Asie du Sud-Est (Tsetsarkin et al. 2011). Ces données démontrent la 

complexité des liens entre les diverses modifications génétiques que subit une lignée/souche 

du virus Chikungunya, par exemple, l’adaptation moléculaire à l’arthropode vecteur, à l’hôte, 
et l’épidémiologie du virus. Les recherches menées sur le CHIKV conduisent à élucider les 
mécanismes moléculaires de réplication employés par ces pathogènes. Elles permettent en de 

trouver des cibles pharmacologiques inhibant la multiplication de ces pathogènes, capables 

d’entrainer de grandes épidémies à conséquences sanitaires, économiques lourdes notamment 
en ce qui concerne le virus du Chikungunya : 266 000 cas et 43,9 millions d’euros de coûts à 
l’ile de la Réunion au cours de l’épidémie 2005-2006 (Renault et al. 2007, Soumahoro et al. 

2011). En effet, depuis la ré-émergence du virus au Kenya, puis son apparition sur l’île de la 
Réunion en 2005-2006, l’intérêt porté sur ce virus ré-émergent a explosé 

 

III. Le virus du Chikungunya 

A. Distribution des vecteurs 

Les arthropodes vecteurs du virus du Chikungunya sont des moustiques de genre Aedes. 

Parmi eux, deux espèces ont un rôle majeur dans la vectorisation de ce virus : L’Aedes aegypti 

et l’Aedes albopictus. 

 Le vecteur historique, l’Aedes aegypti, est originaire d’Afrique. Cette espèce prolifère 
dans les forêts tropicales humides et dans des gîtes aquifères fabriqués par l’Homme dans les 
milieux ruraux, urbains (Morrow et al. 1957). La domestication de ces moustiques a 

grandement favorisé son expansion géographique à partir des régions tropicales africaines, le 

moustique s’est implanté dans les régions nord africaines il y a plus de 6000 ans avant 
l’assèchement de la partie nord-africaine qui deviendra le Sahara (Kropelin et al. 2008). Le 

manque d’eau a conduit les Hommes à se réfugier vers des points d’eau où le stockage de 
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cette ressource précieuse a favorisé le maintien des populations de moustiques (Powell et 

Tabachnick 2013). Puis, les échanges commerciaux et humains ont entrainé la dissémination 

d’Aedes aegypti dans des régions vierges de cette espèce : 

· De la partie Nord-Ouest africaine, le moustique s’est répandu vers l’Est au cours 
d’échanges de matières premières. 

· La découverte du « nouveau monde » a conduit dès la fin du 15
ème

 siècle à un 

commerce appelé « triangulaire » et flux humains importants depuis le Portugal, 

et Espagne vers l’Afrique de l’Ouest où des Hommes asservis sont ensuite partis 
aux Amériques, avec eux, des moustiques Aedes aegypti. 

· Depuis le 18
ème

, les échanges grandissant entre la partie Est-africaine et le 

continent asiatique ont permis au diptère de s’installer dans les régions 
densément peuplées asiatiques et de migrer ensuite vers les îles tropicales du 

Pacifique au 20
ème

 siècle. 

Des épidémies liées à l’infection par le virus de la Dengue, de Fièvre Jaune, sont apparues 
dans des zones colonisées par ce moustique. Ce dernier a fait l’objet de luttes d’éradication 
dès le début du 20

ème
 siècle.  

 Aujourd’hui, le moustique Aedes aegypti, se retrouve très majoritairement dans les 

pays à climats tropicaux (Figure 9) où l’humidité et chaleur permettent une reproduction 
efficace des populations et notamment dans les zones urbaines où ce moustique, domestiqué, 

trouve son gîte de reproduction et ses repas sanguins. C’est donc encore un acteur majeur de 
la vectorisation du virus Chikungunya dans les pays, îles de la ceinture tropicale. 

 Le second moustique devenu très récemment vecteur du virus du Chikungunya est 

l’Aedes albopictus. Il a été décrit pour la première fois par l’entomologiste Frederick Skuse du 
musée australien de Sydney, en 1894. Skuse écrit que ce grand moustique, isolé au Bengale, 

est noir et rayé de blanc et d’argent. C’est un moustique des forêts asiatiques qui a pu étendre 

sa présence aux îles de l’océan Indien et Pacifique au début du 20ème
 siècle (Gratz 2004) du 

fait de l’importation de pneus contenant des œufs dormants d’Ae.albopictus. En effet, c’est le 
mode d’introduction majoritaire de propagation de cet arthropode car les œufs du moustique 
Aedes albopictus ont la particularité de pouvoir résister à la dessication et d’éclore dès que de 
l’eau les immerge à nouveau. C’est également par le transport des pneus que cette espèce de 
moustique arrive en Europe, en Albanie dès 1979 (Adhami et Reiter 1998). Depuis, le 

moustique s’est implanté tout au long des côtes de la mer Adriatique jusqu’aux pays de 
l’Europe de l’ouest, Italie, France et Pays-Bas. En 1986, des travaux décrivent la présence de 

cet insecte dans l’état du Texas aux Etats-Unis (Sprenger et Wuithiranyagool 1986). Il s’en 
suit une migration du moustique du Nord de l’Amérique vers le Mexique (Ibanez-Bernal et 

Martinez-Campos) jusqu’au Brésil. Ainsi, le moustique parvient à coloniser les régions 
tropicales comme Ae.aegypti. En revanche, contrairement à l’Ae.aegypti, l’Ae.albopictus est 

plus agressif, et a la particularité de très bien résister aux conditions extrêmes et de proliférer 

dans les zones tempérées. Sa distribution devient donc ainsi globale et pose un vrai problème 

dans l’émergence ou de réémergence d’arboviroses. 
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 Depuis 2006, le moustique Ae.albopictus est le vecteur majeur du CHIKV. En 2005-

2006, une mutation (une valine remplaçant une alanine en 226
ème

 position) dans la 

glycoprotéine d’enveloppe 1 (E1) du virus, au cours d’une épidémie dans l’océan Indien et à 
la Réunion, a permis au moustique Ae.albopictus de devenir vecteur de cet Alphavirus et à 

largement contribuer au virus à proliférer dans des contrées n’ayant jamais répertorié ce 
pathogène. En effet, cette mutation a conduit à une meilleure dissémination du CHIKV dans 

les glandes salivaires d’Ae.Albopictus résultant en l’augmentation de la multiplication et 
transmission virale (Tsetsarkin et al. 2007, Vazeille et al. 2007, Tsetsarkin et Weaver 2011). 

B. Epidémiologie et maladie du Chikungunya 

1) Epidémiologie 

La première grande épidémie due au CHIKV a été observée par Marion Robinson en 

Tanzanie en 1952. Parce que les symptômes de la maladie ressemblent à ceux provoqués par 

une infection du virus de la Dengue, on ne peut pas exclure que de précédentes épidémies 

aient pu avoir lieu en Afrique ou en Asie depuis l’introduction et l’implantation de la lignée 

asiatique. Cette épidémie en Afrique du Sud-Est a permis d’identifier le CHIKV, comme étant 
un des agents causaux des pathogenèses arthritiques. Depuis cette date, le CHIKV a été 

également impliqué de façon avérée dans d’autres vagues épidémiques : en Thaïlande au 

début des années 1960 où plus de 31% de la population vivant à Bangkok est séropositive au 

CHIKV (Halstead et al. 1969),et aussi en Inde de 1962 à 1973 (Padbidri et Gnaneswar 1979). 

En 2004, le CHIKV ré-émerge dans la ville de Mombasa au Kenya. La souche Est-Centre-

Sud-Africaine (ECSA) ré-émergeante et a été transportée dans les îles des Commores en 2004 

où 60% de la population est devenue infectée (Sergon et al. 2007) puis sur l’île de la Réunion 
en décembre 2005 où la mutation A226V a permis à Ae.Albopictus de vectoriser le CHIKV 

Figure 9: Planisphère montrant les répartitions des deux vecteurs du virus du Chikungunya: Ae.aegypti 

et Ae.albopictus en 2015. Créé à partir de données présentées dans Kraemer et al, 2015. 
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qui a infecté plus de 35% de la population réunionnaise. Cette même souche a été ensuite 

importée sur l’île Maurice et dans les îles proches en 2006. De manière concomitante, une 
épidémie majeure éclate en Inde avec plus d’un million de cas référencés (Mavalankar et al. 

2008). Alors qu’habituellement les cas d’infection observés étaient liés à la lignée asiatique, la 
lignée incriminée dans cet épisode épidémique correspondait à la lignée ECSA non porteuse 

de la mutation A226V, apparue en Afrique de l’Est quelques mois plus tôt (Arankalle et al. 

2007). Cette lignée va ensuite supplanter la lignée asiatique, présentant des capacités 

prolifératives moindres lors des épidémies recensées en Asie du Sud-Est jusqu’en 2008. En 
2007, une autre épidémie liée cette fois-ci à la souche ECSA portant la mutation A226V est 

déclarée en Inde (Sumathy et Ella 2012). Cette souche sera transportée depuis l’Inde jusqu’en 
Europe, Italie en 2007 (Rezza et al. 2007), et en France 2010 (Grandadam et al. 2011) (Figure 

10). La souche Asiatique, quant à elle, s’est répandue dès 2011 dans les îles du Pacifique Sud-

Ouest. Deux voyageurs revenus d’Indonésie ont importé le CHIKV en Nouvelle-Calédonie 

(Cao-Lormeau et Musso 2014) où 33 cas de transmissions autochtones ont été recensés. En 

2012, La Papouasie Nouvelle-Guinée enregistre sa première épidémie, puis c’est au tour des 
îles de Micronésie en 2013. La souche qui circule alors dans ces archipels atteint ensuite 

jusqu’à l’île de Saint Martin (Lanciotti et Valadere 2014) où l’Aedes aegypti, déjà présent, 

sert de vecteur. Les échanges entre îles et continent étant nombreux, il faudra moins de deux 

ans pour que le virus de la lignée asiatique ne provoque la première grande épidémie en 

Amérique avec 1 675 387 cas recensés et 240 morts dans 45 pays de décembre 2013 à 

septembre 2015 (Petersen et Powers 2016). Des Caraïbes, le virus est transporté ensuite en 

Polynésie en 2014 où environ 320 cas d’infections ont été déclarés (Aubry et al. 2015). En 

octobre 2014, 12 cas autochtones de Chikungunya, d’une souche virale importée d’Afrique de 
l’Ouest, ont été reportés à Montpellier (Delisle et al. 2015). 

 

Figure 10. Planisphère montrant la répartition des vagues épidémiques liées à l’infection par le CHIKV et 

la distribution des différentes lignées de CHIKV au cours de ces épidémies. Adapté de Weaver, 2014. 
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a) Tropisme cellulaire et pathologie 

1. Le tropisme cellulaire du virus Chikungunya 

Les manifestations de la maladie sont étroitement liées au tropisme du virus, à sa 

réplication dans les cellules cibles et à l’inflammation provoquée localement. Le CHIKV se 
multiplie de manière efficace dans diverses cellules adhérentes en culture notamment dans les 

cellules dérivées d’épithéliums de rein HEK293T, de col utérin HeLa, de bronches BEAS-2B 

(Sourisseau et al. 2007), dans des cellules endothéliales primaires (du foie par exemple), les 

cellules satellites musculaires CD34+ (Ozden et al. 2007), dans des fibroblastes de peau, des 

poumons, de muscles (Couderc et al. 2008), dans des macrophages (Sourisseau et al. 2007) et 

des cellules du système nerveux, neurones et cellules gliales (Das et al. 2010). Les 

lymphocytes B, lymphocytes T et les cellules sanguines (sauf macrophages et plaquettes), les 

kératinocytes, sont réfractaires à l’infection du CHIKV (Sourisseau et al. 2007, Solignat et al. 

2009) soit parce qu’ils n’expriment pas le récepteur du virus à leur surface (Solignat et al. 

2009) soit parce qu’ils empêchent la mise en place d’un cycle réplicatif à une étape post-
fusion comme c’est le cas avec les cellules de carcinome de poumon A549 (Salvador et al. 

2009) ou les kératinocytes (Bernard et al. 2015). Le tropisme du virus Chikungunya est donc 

large et peut s’expliquer de deux raisons : soit sa protéine d’enveloppe E2 peut se lier à 
différents récepteurs grâce à plusieurs sites de liaisons, ou soit parce qu’il existe un récepteur 
exprimé de façon ubiquitaire par de nombreuses cellules chez l’Homme et partagé par 
différentes espèces impliquées dans les cycles de transmission du pathogène. 

 

2. Les pathologies et l’immunité de l’infection au CHIKV 

Le Chikungunya est caractérisée une phase aigüe et une possible phase chronique.  2 à 4 

jours après piqûre d’un Aedes porteur du virus, les premiers symptômes caractéristiques 

apparaissent de manière concomitante à l’augmentation de la charge virale dans l’organisme 
et de sa réponse inflammatoire par l’Interféron de type 1 (Schwartz et Albert 2010). On 

estime que de 15 à 20 % des personnes infectées sont des porteurs asymptomatiques. Ainsi, la 

plupart des personnes infectées par le CHIKV présenteront un tableau clinique aigü : fièvre 

intense, maux de têtes, douleurs articulatoires intenses, rigidité musculaire et éruptions 

cutanées. Dans de très rares cas, on observe des symptômes sévères tels que : méningo-

encéphalite, syndrome de Guillain-Barré, myocardites (Lemant et al. 2008, Oehler et al. 2015, 

Crosby et al. 2016). 

Certains modèles animaux (souris et primates) ont été utilisés pour permettre d’analyser 
les mécanismes d’apparition de la pathologie liée à la multiplication de CHIKV. Ainsi, 

Gardner et coll. ont montré que le rhumatisme lié à l’infection CHIKV chez la souris était 
associé à une production accrue de médiateurs proinflammatoire et au recrutement de cellules 

immunitaires mononucléaires (monocytes, macrophages, et natural killer) dans les 

articulations et muscles (Gardner et al. 2010). Dans ce modèle, un pré-traitement à 

l’interféron α avant infection, prévient l’apparition de la maladie (Gardner et al. 2010) et la 

souris déficiente pour le récepteur à l’interféron de type I (Souris IFNAR -/-
) développe une 

forme sévère de la maladie démontrant ainsi l’effet protecteur de l’interféron de type I sécrété 
au cours de l’infection par CHIKV (Couderc et al. 2008). Dans ce cas, le virus est retrouvé 

dans les muscles, les fibroblastes de la peau et les articulations, dans différents épithéliums et 

endothéliums du foie, de la rate, et du cerveau (Couderc et al. 2008). Par la suite, Labadie et 
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coll. ont développé un modèle d’infection plus proche de l’Homme: le macaque (Macaca 

fascicularis). Dans ce modèle, cette équipe a inoculé le CHIKV soit en intraveineuse ou de 

manière intradermique. Les paramètres virémiques et les sites de réplication du virus ont été 

analysés. Chez le macaque, le CHIKV cible particulièrement les tissus lymphoïdes, le système 

nerveux central, les articulations, le foie et les muscles en phase aigüe. Durant cette phase 

aigüe, la virémie est maximale (allant jusqu’à 109 
particules virales par mL de sang chez ces 

macaques), puis décroit jusqu’à ne plus être détectable la semaine suivant l’infection (Labadie 

et al. 2010). Toutefois, même si la guérison semble être obtenue, une phase chronique peut 

éventuellement se développer. Si les mécanismes conduisant à l’apparition d’arthralgies sont 
encore mal connus, plusieurs indices semblent indiquer que les réactions immunitaires et la 

persistance virale pourraient être incriminées. Chez les patients souffrant de formes sévères, 

une synthèse accrue de cytokines comme l’IL-1β, l’IL-6 et le TNFα est observée (Ng et al. 

2009, Chow et al. 2011, Kelvin et al. 2011, Wauquier et al. 2011). Ces réponses 

inflammatoires peuvent induire une réaction localisée au niveau de la peau où des éruptions 

cutanées ont été reportées (Prashant et al. 2009) et de sévères arthralgies aux articulations 

osseuses (Ng et al. 2009, Hoarau et al. 2010, Chow et al. 2011). Gasque et coll. postulent 

ensuite que l’arthralgie persistante chez des patients développant une forme chronique de la 
maladie pourrait être liée à une activation perpétuelle des réactions inflammatoires au niveau 

des articulations (Hoarau et al. 2010, Gasque et al. 2015) notamment du fait de la persistance 

du CHIKV dans les articulations, comme démontré chez le macaque, 90 jours suivant 

l’infection (Labadie et al. 2010). La synthèse des médiateurs proinflammatoires pourraient 

donc avoir un rôle dans l’établissement de la chronicité et l’apparition de ces symptômes 
invalidants (Gasque et al. 2015). Il est particulièrement intéressant de souligner ici que chez 

les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (maladie articulaire inflammatoire et 

chronique), les concentrations élevées d’IL-1β et d’IL-6, tout comme d’IFN-α, sont les 
marqueurs principaux de la sévérité de la maladie (Ng et al. 2009, Hoarau et al. 2010, 

Wauquier et al. 2011). Dans le cas du CHIKV, les mécanismes à l’origine de cette production 
excessive au niveau des articulations ne sont pas encore élucidés. Toutefois, dans une étude 

récente, Phuklia et coll. démontrent que les synoviocytes infectées par CHIKV produisent et 

libèrent dans le milieu extracellulaire des médiateurs de recrutement de phagocytes (RANKL, 

Il-6, IL-8, Monocyte chemoattractant protein-1) et de différenciation des 

monocytes/macrophages en cellules présentant un phénotype voisin des osteoclastes. Ces 

cellules différenciées sécrètent de grandes quantités d’IL-6 et de TNFα, qui induisent une 
importante inflammation et une résorption osseuse dans l’articulation (Phuklia et al. 2013). Si 

ces réactions perdurent après la phase aigüe et en l’absence de virémie, cela indique que 
potentiellement le virus ou ses constituants persistent dans certaines cellules ou tissus. Ce qui 

semble être en effet confirmé par la présence du CHIKV dans les macrophages (Labadie et al. 

2010, Dupuis-Maguiraga et al. 2012) et les fibroblastes au niveau des articulations (Jaffar-

Bandjee et al. 2009). Dans le modèle souris, l’équipe d’Hawman montre que le virus persiste 

dans les articulations de souris Rag 1
-/-, présentant des défauts de mise en place d’une 

immunité adaptative, provoquant des synovites caractéristiques d’arthrites. L’injection 
d’anticorps neutralisant dirigés contre le CHIKV empêche l’établissement de cette persistance 
dans ces mêmes souris (Hawman et al. 2013). Ainsi, le développement de formes chroniques 

de Chikungunya serait une à la réponse inflammatoire excessive. La persistance du virus dans 

certaines cellules et possiblement un contexte génétique entravent la mise en place d’une 
réponse adaptative appropriée et conduiraient à l’apparition du Chikungunya chronique. 

L’infection par le CHIKV conduit normalement à l’établissement d’une immunité 
adaptative protective. En effet, dès le premier jour d’infection des immunoglobulines M 
(IgM) peuvent déjà être détectées dans les sérums des patients infectés suivis par des IgG au 

second jour de l’infection, leur concentration sérique augmentant de concert avec la charge 
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virale au cours de la phase aigüe (Panning et al. 2008). Les anticorps produits sont capables 

de neutraliser le CHIKV et de prévenir l’infection virale de nouvelles cellules (Couderc et 

Lecuit 2009). La production de ces anticorps peut permettre d’activer des effecteurs 
permettant l’élimination du virus, par exemple des lymphocytes « natural killer » qui grâce à 

leur récepteur CD16 lient les IgG et éliminent les cellules infectées présentant les antigènes 

viraux (Beltran et Lopez-Verges 2014). Les lymphocytes « natural killer » sont activés dès le 

début de l’infection (Hoarau et al. 2010, Petitdemange et al. 2011) tout comme les 

lymphocytes T CD8+ puis CD4+ reconnaissant les protéines virales E2, nsP1 et capside et 

favorisant l’élimination virale (Wauquier et al. 2011). L’étude approfondie de ces mécanismes 

d’activation et réactionnels pourraient, dans le futur, apporter des réponses quant aux 

processus de mis en place de pathologies graves et ouvrir la voie au développement de 

vaccins protégeant les populations naïves au virus. 

C. La biologie du CHIKV 

1) L’organisation du virus du Chikungunya 

a) Son génome 

Le CHIKV possède un génome de 11.8 kb. Il est composé de régions non-codantes et de 

régions qui codent pour les protéines nécessaires pour la réplication de ce génome et la 

formation de nouveaux virions (Figure 11). 
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Figure 11: Organisation du génome de CHIKV et des protéines codées par le génome. Le génome du 

CHIKV possède une coiffe à son extrémité 5’ et une queue poly(A) en 3’. A ces extrémités sont situées des séquences 

non traduites régulatrices (UTR). La jonction J est non codante.  L’ARN subgénomique de polarité positive est référé 

en tant qu’ARN 26S et est transcrit à partir de l’ARN génomique simple brin de polarité négative. Il sert d’ARNm 

codant pour les protéines structurales du virus. Adapté de Solignat et al, 2009. 

 

1. Les régions non-codantes 

Les parties non traduites des Alphavirus sont essentielles pour assurer la multiplication 

de virus chez les vertébrés hôtes et chez leur vecteur. Les parties 5’ et 3’ UTRs contiennent 

des séquences conservées « Conserved Sequence Elements » (Fayzulin et Frolov, 2004 

(Fayzulin et Frolov 2004)) au sein des différentes espèces virales du genre Alphavirus, et des 

structures secondaires particulières, toutes deux importantes pour la synthèse des brins 

positifs et négatifs (intermédiaires de réplication) des ARNs viraux.  

i. Les CSEs 
 

Le premier CSE se situe en début de partie 5’UTR du génome CHIKV, et forme une 

structure en tige-boucle (Figure 12). Cette séquence fonctionnerait comme un promoteur de la 

synthèse du brin d’ARN génomique à polarité positive à partir du brin négatif (Ou et al. 1983) 
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Le deuxième CSE identifié est une séquence de 24 nucléotides présente au début du 

promoteur subgénomique du virus Sindbis et est parfaitement conservé chez CHIKV (Figure 

12). Le complémentaire de cette séquence, présent dans le brin négatif d’ARN est caractérisé 
comme étant le promoteur de transcription du brin positif de l’ARN subgénomique (Ou et al. 

1982, Levis et al. 1990) 

Le troisième CSE identifié se situe juste en amont de la queue polyadénylée en 3’ du 
génome des Alphavirus (Kuhn et al, 1990 ; Hardy et Rice, 2005 ; Hardy, 2006). Cette 

séquence de 19 nucléotides (Figure 12) serait nécessaire pour que la polymérase virale 

synthétise le brin d’ARN négatif du sens 3’ vers 5’ (Ou et al. 1981). En effet, des mutations 

dans cette séquence réduisent significativement la quantité de brin d’ARN à polarité négative 
dans une cellule infectée par le virus Sindbis. Raju et ses collaborateurs ont montré que l’effet 
délétère de la suppression de cette séquence peut être contrecarrée par ajout d’une séquence 

riche en adénines et en uraciles (Raju et al. 1999).  

 

Figure 12: Localisation des CSEs dans le génome du CHIKV. Le CSE 1 serait impliquée dans la synthèse du 

brin + génomique à partir d’une matrice de polarité négative. Le CSE2 est situé dans la jonction séparant les deux 

cadres de lectures. Le CSE3 est situé directement en amont de la queue poly adénylée. Le CSE4 est situé dans la partie 

5’ de la région codante pour nsP1 et est prédite pour former des structures secondaires (Michel et al. 2007).  

 

Un quatrième CSE est présent dans la séquence codante de nsP1 (Figure 12). Il est 

constitué de 51 nucléotides et pourrait correspondre à une séquence stimulatrice de la 

réplication virale de manière virus et cellule dépendante (Niesters et Strauss 1990, Fayzulin et 

Frolov 2004). Cette séquence, parce qu’elle se situe dans la séquence codant pour la protéine 

nsP1, ne peut être modifiée par mutation car cela changerait la structure et la fonction de 

nsP1. Si toutefois la séquence codante pour nsP1 devait subir des mutations, des 

modifications génétiques adaptatives pourraient apparaître dans les séquences codantes de 

nsP2 et nsP3 (Fayzulin et Frolov 2004). Ce quatrième CSE est très important pour la 

réplication du virus Sindbis dans les cellules de moustique infectées (Fayzulin et Frolov 2004) 

puisqu’il serait impliqué dans la traduction des nsPs, de la synthèse du génome en brin positif 
et négatif et que les modifications des structures secondaires (Figure 12) réduit 

considérablement la réplication virale du VEEV (Michel et al. 2007). Ces observations 

peuvent être expliqués par la présence de sites de fixation des protéines virales ou de protéines 

cellulaires impliquées dans la réplication du génome viral (Pardigon et Strauss 1992, Pardigon 

et al. 1993). Par ailleurs, une autre hypothèse suggère que le CSE présent dans nsP1 est 

nécessaire pour la synthèse du brin négatif et que le CSE de 19 nucléotides précédant la queue 
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poly A est considéré comme étant le promoteur de l’initiation de la transcription de brin 
d’ARN, permettraient au génome viral de se circulariser pour permettre sa réplication. Cette 
potentielle circularisation ne serait pas directement liée à une interaction ARN-ARN, les 

séquences des extrémités du génome n’étant pas complémentaires, mais impliquerait des 
interactions avec des protéines cellulaires et virales (Frolov et al. 2001). 

 

ii. Les structures de la partie 5’UTR 
 

La première structure rencontrée à l’extrémité du 5’UTR est la coiffe. La coiffe est une 
structure moléculaire reconnue par la machinerie traductionnelle de la cellule. Les acteurs 

cellulaires de la synthèse protéique s’assemblent autour de la coiffe et permettent la traduction 
des séquences codantes des protéines en aval de cette coiffe. Dans le cas des Alphavirus, les 

ARN viraux synthétisés et empaquetés dans les virions se voient ajouter une 7-

methylguanosine grâce à l’action des protéines nsp1 et nsp2, cette modification serait 
responsable d’une plus grande stabilité des ARN viraux « coiffe-dépendante » de l’ARN 
(Ahola et Kaariainen 1995, Ahola et al. 1997, Vasiljeva et al. 2000, Li et al. 2015). La coiffe 

des Alphavirus est légèrement différente de celle des ARNm de la cellule hôte ou d’autres 
virus puisque c’est une coiffe de structure « Cap 0 ». En effet, contrairement aux ARNm 

cellulaires et par exemple à l’ARN d’Ebola ou du virus Marburg. La coiffe de l’ARN de 
polarité positive du CHIKV et des autres Alphavirus ne possède pas de méthylation sur le 

groupement hydroxyle (OH) du deuxième carbone du ribose (2’-O-méthyl), mais sur l’atome 
d’azote en position 7, de la Guanosine (7mG). Cette structure « Cap 0 »  est reconnue par des 

ISGs (« Interferon Stimulated Gene ») des protéines cellulaires comme RIG-I (Devarkar et al. 

2016) et Ifit1 (Hyde et al. 2014) conduisant à la mise en place d’une réponse antivirale. Le 
CHIKV peut empêcher la reconnaissance de cette structure par Ifit1 grâce à ses structures 

secondaires en tige-boucle du 5’UTR (Hyde et al. 2014), mais le mécanisme exact de cette 

restriction reste encore méconnu. Une autre hypothèse développée le groupe de Pestova 

suggère que la restriction de la réplication virale par Ifit1 serait liée à l’absence d’interaction 
d’eiF4E et d’eiF4F (Kumar et al. 2014) sur l’ARN viral où Ifit1 se serait préalablement fixée, 
dès lors l’initiation de la traduction des protéines virales serait inhibée.  

Deux autres structures possiblement importantes dans la traduction des protéines virales 

en aval de la coiffe seraient les deux tiges-boucles présentes dans le 5’UTR du CHIKV 
(Figure 13). A l’heure actuelle, leurs fonctions ne sont pas élucidées et l’interaction avec des 
protéines cellulaires n’est pas démontrée. Toutefois, les ARN génomiques et subgénomiques 

de polarité positive étant coiffés de manière identique mais entrainant une association 

différentielle des facteurs de traduction (Gonzalez-Almela et al. 2015), il est possible que les 

structures secondaires du 5’UTR participent à l’association de facteurs d’initiation de la 
traduction des protéines non-structurales virales. 
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Figure 13: L'extrémité 5'UTR des différentes lignées de CHIKV contiennent une séquence et une 

structure secondaire conservée. Les structures secondaires de l’extrémité 5’UTR des souches de CHIKV Sénégal 

(37997 : GenBank: AY726732.1), île Maurice (D570/06 : GenBank: EF012359.1), Nouvelle-Calédonie (NC/2011-568 : 

GenBank: HE806461.1) ont été prédites avec le serveur «   RNA Fold ». 

 

iii. Les structures de la partie 3’UTR 
 

Si l’extrémité 5’ du CHIKV contient une coiffe, l’extrémité 3’ possède une autre 
caractéristique partagée par les ARN messagers, une queue polyadénylée. Cette structure est 

ajoutée par nsP4 au cours de la polymérisation du nouveau brin d’ARN. Cette séquence riche 
en adénines doit au moins être constituée de 11 à 12 nucléotides en plus du CSE2 pour un 

amorçage et une synthèse efficace du brin d’ARN négatif (Hardy et Rice 2005). Sa taille, d’au 
moins 11 nucléotides, est nécessaire à l’interaction de la protéine PABP (Poly(A)-Binding 

Protein) avec les queues polyA des ARNm induisant une circularisation de ces ARNm et 

permettant leur traduction de manière efficace (Lemay et al. 2010). 

En amont de cette queue poly A on retrouve une cytosine parfaitement bien conservée 

chez toutes les souches de CHIKV et chez tous les Alphavirus. Cette cytosine serait 

responsable de l’initiation de la synthèse du brin de polarité négative au niveau du CSE2. 

(Figure 12 - Page 21) (Hardy 2006b). Les extrémités 3’ UTR des Alphavirus sont de tailles 

variables même au sein des différentes souches du CHIKV. En effet,  l’extrémité 3’UTR peut 
être constituée de 498 à 723 nucléotides (Hyde et al. 2015). Cette différence importante est 

notamment liée à la présence de séquences répétées nommées RSE (« Repeated Sequence 

Element »). La fonction exacte de ces séquences n’est pas connue actuellement, mais elles 
pourraient jouer un rôle dans la réplication du CHIKV dans les cellules de moustiques. En 

effet, les moustiques utilisant le système des miRNA en guise de système de défense contre 

un pathogène en particulier dans le mésentéron moyen. Ces RSEs seraient potentiellement une 

cible pour des miRNA complémentaires qui dans ce contexte moduleraient la réplication du 

CHIKV. Un des miRNAs étudiés lors de l’infection par l’EEEV est le miR-142-3p. Celui-ci 
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se fixe sur les séquences répétées du 3’UTR et empêche la traduction de protéines virales, la 
réplication du génome et limite ainsi la production d’interféron de type I (Trobaugh et al. 

2014). Dès lors, une extrémité 3’UTR plus longue pourrait être la cible de miRNAs qui 
moduleraient possiblement la capacité du virus à se répliquer notamment dans son vecteur 

moustique. Dans le cas du CHIKV la lignée asiatique possède un 3’UTR plus long que les 
autres lignées de CHIKV, de la même manière que précédemment, ce virus présente une 

moins bonne aptitude à se répliquer que d’autres CHIKV possédant un 3’UTR plus court dans 
les vecteurs moustiques. Chez ces diptères, le système de miRNA étant très utilisé en réponse 

à un pathogène, il est donc probable que cette extrémité 3’UTR de la souche asiatique, soit la 

cible de miRNAs, modifiant sa réplication dans le vecteur moustique. 

L’extrémité 3’UTR peut également interagir avec des protéines cellulaires afin de 
réguler la réplication de l’Alphavirus.  L’un des exemples les plus connus est la fixation de la 

protéine Human antigen R (HuR) sur l’extrémité 3’UTR des Alphavirus. A l’exception du 
virus O’Nyon-nyong, du virus Ross River et du CHIKV qui possèdent une séquence RSE, 

pour les autres Alphavirus il existe une queue polyA précédée d’un CSE de 19 nucléotides en 

aval d’une séquence riche en Uraciles. Le RSE et la séquence riche en uraciles induisent la 
fixation de HuR (Sokoloski et al. 2010). Lors de l’infection par un Alphavirus une fuite de 

HuR du noyau vers le cytoplasme où la protéine s’accumule dans des granules 
cytoplasmiques est observée (Dickson et al.). Le signal qui entraine cette fuite nucléaire est 

contenu dans la séquence riche en uraciles et la séquence CSE du génome de Sindbis 

(Barnhart et al. 2013). Ce mécanisme se produisant également pour le CHIKV, il est possible 

que la séquence CSE soit de la même façon capable d’entrainer cette fuite de HuR du noyau 
vers le cytoplasme. La liaison de HuR sur l’extrémité 3’ de l’ARN viral a pour fonction de 
stabiliser ce dernier en empêchant l’ARN d’être déadénylé et donc de prévenir la dégradation 
de l’ARN dans les cellules de moustiques et de mammifères (Garneau et al. 2008, Sokoloski 

et al. 2010, Dickson et al. 2012). Si des facteurs pro-viraux peuvent se fixer sur cette 

extrémité 3’UTR, il pourrait être de même avec des protéines à fonction antivirale. La 

protéine DDX58 appelée aussi RIG-I reconnaitrait des régions riches en adénines et uraciles 

de la partie 3’UTR du CHIKV (Sanchez David et al. 2016). Cette reconnaissance pourrait 

conduire après activation d’une cascade de signalisation à la transcription de gènes d’IFN- 1 

(α et β) et la mise en place d’un état antiviral. 

Ainsi, les régions non codantes retrouvées dans les parties 5’ et 3’ UTR du CHIKV 
pourraient avoir un rôle extrêmement important dans le cycle réplicatif du virus, puisque par 

l’intermédiaire de leurs séquences ou de leurs structures secondaires elles pourraient 
permettre de stabiliser le génome viral, mais également de réguler la traduction des protéines 

virales ainsi que la réplication du virus. Ces mécanismes pourraient être facilités par le 

recrutement de différents cofacteurs cellulaires. 

2. Les cadres de lecture 

Le CHIKV, comme tous les Alphavirus, possède deux cadres de lecture.  

Dans son génome de 11,8 kb, un premier cadre de lecture, de 7.4 kb, permet de 

synthétiser une polyprotéine qui, après clivage/maturation par nsP2 du fait de son activité 

protéase, permettra d’obtenir quatre protéines non-structurales (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) qui 

participeront à la réplication du génome viral et au contrôle des réponses cellulaires grâce à 

leurs interactions avec des partenaires protéiques de la cellule hôte infectée. Ce cadre de 

lecture est sous la dépendance d’un promoteur situé en 5’ qui dirige la traduction de la 
polyprotéine de 2473 acides aminés à partir d’un codon initiateur AUG (sauf exception pour 
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la souche M111 CHIKV isolée aux caraïbes, où ce codon initiateur est remplacé par un codon 

alternatif CUG (Figure 14) en position 77. Au niveau de l’AUG une séquence kozak est 
retrouvée (en cadre rouge sur la figure 14) permettant le recrutement de sous-unités 

ribosomales dans une cellule eucaryote et une traduction efficace de la polyprotéine non-

structurale dans cette cellule infectée (Kozak 1981, Ou et al. 1983). La présence d’un codon 
initiateur CUG permet une traduction certes moins efficace que les situations précédentes 

(Mehdi et al. 1990), mais a l’avantage d’être active même en conditions de stress (Kim et al. 

2011b, Starck et al. 2012). 

 

 

 

 Après ce premier cadre de lecture, se trouve une séquence « promoteur » qui régule le 

deuxième cadre de lecture (3,7kb) codant une polyprotréine de 1244 acides aminés (Figure 

11- Page 20) qui sera clivée d’une part par la protéine de capside et par une enzyme cellulaire 
(« Furin ») pour obtenir les protéines de Capside, pE2, 6K et E1 qui permettront in fine, de 

former de nouveaux virions.  

 

b) Les protéines non-structurales et leurs partenaires cellulaires 

 

Les protéines nsPs du CHIKV sont indispensables à la multiplication virale au sein des 

cellules infectées, car elles forment les sphérules abritant la réplication du génome viral. Dans 

ces complexes de réplication (CRs), au delà des protéines nsPs, il est tout à fait probable que 

des partenaires cellulaires interagissant avec les nsPs soient retrouvés et puissent influencer la 

réplication virale. 

1. nsP1 

Si les ARNs à polarité positive des Alphavirus possèdent une coiffe à leur extrémité 5’ 
c’est grâce aux deux activités enzymatiques que possède nsP1. En effet, grâce à son activité 
méthyltransférase, nsP1 transfère un groupement méthyl depuis une S-adenosylméthionine 

jusqu’à l’atome d’azote, en 7ème
 position de la guanine d’un GTP pour former un m7

GTP. 

Cette molécule liée à nsP1 va entrainer l’activation de sa deuxième fonction enzymatique, la 
guanylylation conduisant à la formation de m

7GMP + PPi. L’ARN néo-formé sur lequel la 

Figure 14: L'alignement des séquences de la jonction 5'UTR-nsP1 de quatre souches de CHIKV montre la 

modification du codon initiateur de la polyprotéine non-structurale dans la souche caribéenne M111. Les 

séquences de la jonction 5’UTR-nsP1 de deux souches de la lignée asiatique (isolées aux Caraïbes (GenBank: 

LN898112.1) et en Nouvelle-Calédonie (NC/2011-568 : GenBank: HE806461.1)), d’une souche de la lignée d’Afrique de 

l’Ouest (Sénégal, 37997 : GenBank: AY726732.1), et d’une souche de la lignée ECSA (île Maurice, D570/06 : GenBank: 

EF012359.1) ont été alignées avec le logiciel Multalin (INRA-Toulouse).  Le cadre jaune surligne le codon initiateur de 

la traduction du premier cadre de lecture. Dans l’ARN T=U.  
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coiffe doit être positionnée va subir une déphosphorylation à l’extrémité 5’pour que la coiffe 
m

7GMP puisse être ajoutée sur cette extrémité 5′-diphosphate. L’ARN viral est ainsi coiffé. 
Ce mécanisme proposé n’est pas totalement élucidé bien qu’étudié chez les Alphavirus de 

l’ancien monde (Mi et Stollar 1991, Laakkonen et al. , Ahola et Kaariainen 1995) et chez les 

Alphavirus du nouveau monde (Li et al. 2015).  

NsP1 est une protéine de 535aa, 60kDa, essentielle dans la réplication du génome du 

CHIKV puisqu’en se liant à des phospholipides anioniques membranaires tels les 

phosphatidylsérines (Ahola et al. 1999, Ahola et al. 2000), et en liant toutes les protéines nsPs 

(Sreejith et al. 2012) permet l’ancrage du complexe de réplication sur la membrane cellulaire. 
Cet ancrage serait favorisé par les acides aminés 245 à 264 présentant une structure putative 

en hélice α possédant un caractère amphiphatique et par la présence de 3 résidus positifs 
(R253, K254 et K257 chez CHIKV) (Figure 15) qui permettraient une liaison efficace aux 

membranes lipidiques négatives (Ahola et al. 1999). Cette liaison aux membranes est d’autant 
plus forte que la protéine est palmitoylée sur les cystéines 418 et 420. Alors que la liaison de 

nsP1 aux lipides anioniques est importante pour ses activités méthyltransferase, et de 

guanylylation (Ahola et al. 1999), la palmitoylation de nsP1 ou sa suppression ne modifient 

pas ses fonction enzymatiques et la réplication virale dans des cellules de vertébrés 

(Laakkonen et al. , Ahola et al. , Karo-Astover et al. 2010). Cependant, dès lors que nsP1 est 

palmitoylée, une modification de la morphologie des cellules devient visible: de nombreuses 

structures ressemblant à des filopodes ne contenant ni filaments d’actine, ni microtubule, ni 
composants des filaments intermédiaires sont produites (Laakkonen et al.). Parallèlement, il 

semble également que la mutation des cystéines palmitoylées affecte l’interaction de nsP1 
avec la polymérase virale nsP4 et que des mutations compensatoires sont rapidement 

identifiées sur d’autres résidus de nsP1, principalement en partie N-terminale qui permettent 

de rétablir cette liaison à nsP4 et de fait de maintenir les mêmes niveaux de réplication virale 

(Zusinaite et al. 2007).  

En ce qui concerne les partenaires cellulaires interagissant avec nsP1, très peu 

d’interactions ont été décrites. Il semblerait qu’elle pourrait interagir avec des protéines 
« chaperones » du réticulum endoplasmique (Rana et al. 2013), toutefois les protéines 

cellulaires responsables de la palmitoylation des cystéines restent inconnues.  
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Figure 15: La protéine nsP1 de CHIKV. En N-terminal se situe l'activité méthyl-guanynyl transférase 

nécessaire à l’addition de la coiffe des ARN positifs synthétisés. Une hélice-

C-ter du domaine méthyl-guanynyl transférase (Lampio et al. 2000) et est requise pour l’association à la membrane 

plasmique. Les acides aminés chargés positivement impliqués dans la liaison aux lipides anioniques sont en rouge. En 

C-ter, les cystéines 418 à 420 sont modifiées post-traductionnellement par palmitoylation.  

 

2. nsP2 

Nsp2, la plus grande des protéines nsPs possède de nombreuses fonctions. Cette 

protéine de 797 acides aminés possède dans sa partie N-terminale une activité nucléoside-

triphosphatase (NTPase) dont les substrats préférentiels sont l’ATP, dATP, GTP et dGTP 

(Karpe et al. 2011), une partie hélicase à sept motifs spécifiques (des acides aminés 180 à 

419) (Karpe et al. 2011) et une activité 5’ ARN triphosphatase permettant avec la protéine 
nsP1 de coiffer les ARN à polarité positive néo-synthétisés (Figure 16). Dans sa partie C-

terminale, il existe un domaine protéase compris entre les acides aminés 471 à 605, (Pastorino 

et al. 2008) induit le clivage de la polyprotéine (Hardy et Strauss 1989, Strauss et al. 1992) et 

un domaine méthyltransferase « like » non actif (606 à 798 aa) (Das et al. 2014c). 

L’infection de cellules de mammifères par des Alphavirus conduit à l’apparition d’effets 
cytopathiques (CPE) incluant l’arrêt de la transcritpion de gènes par la dégradation de la sous-

unité de l’ARN polymérase II cellulaire (Akhrymuk et al. 2012), l’inhibition de la traduction 
cellulaire (Gorchakov et al. 2004), la mise en place de conditions de stress au niveau du 

réticulum endoplasmique (Barry et al. 2010). L’activité NTPase de nsP2 serait responsable de 
certaines de ces conséquences cytopathiques dans les cellules infectées par CHIKV puisque la 

dégradation de la sous-unité de l’ARN polymérase II induite par nsP2 est dépendante de cette 

activité enzymatique selon un mécanisme encore inconnu. 

Alors que la protéase de nsP2 des Alphavirus ressemble à une « papaïn-like » dont 

l’activité est liée à la paire cystéine/histidine au niveau du site actif, l’étude de la structure de 

nsP2 du CHIKV a montré que le couple d’acides aminés impliqué dans le clivage était une 
cystéine en position 478 et une sérine en position 482 (non caractéristique d’une protéase 
« papaïn-like »). Cette différence dans le site actif rendrait la protéase du CHIKV plus 
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efficace pour le clivage de la jonction nsP2/nsP3 par rapport aux autres Alphavirus 

(Saisawang et al. 2015).  

NsP2 du CHIKV possède aussi une activité hélicase. Les hélicases sont des protéines 

motrices qui utilisent l’énergie provenant de l’hydrolyse de nucléosides triphosphates (NTP) 
ou de désoxynucléosides triphosphates (dNTP) pour séparer deux brins appariés d’un ARN ou 
d’un ADN. L’hélicase contient deux domaines « RecA-like » constitués de sept motifs. Le 

premier motif A/GxxxxGKT/S est localisé à l’extrémité d’un feuillet β, avant une hélice α et 
est appelée « phosphate loop » ou motif Walker A. Il est responsable de la coordination du γ-

phosphate de l’ATP pendant son hydrolyse. Le second motif (xxxxDE) est appelé Walker B. 

Dans la protéine nsP2 on le retrouve sous la forme 
248

VLYVDEAF
255

 dans lequel l’aspartate 
(D) lie un ion magnésium Mg

2+
 et le glutamate (E) est impliqué dans l’hydrolyse de l’ATP 

(Ye et al. 2004). Un motif 
308

SISRR
312

 appelée « arginine finger » est aussi présent et 

permettrait à la protéine de modifier sa conformation lors de la liaison au NTP conduisant 

alors à l’hydrolyse du nucléoside triphosphate (Scheffzek et al. 1997). La fonction hélicase de 

nsP2 est ainsi dépendante de l’hydrolyse d’un NTP (préférentiellement l’ATP) et est 
dépendante de la présence de l’ion Mg2+

 (Das et al. 2014c). Cette activité s’effectue de 
manière optimale à des températures comprises entre 22 et 27°C pour séparer les duplexes 

d’ARN ayant une extrémité 5’ saillante d’au moins 12 bases et dans le sens 5’ vers 3’ (Das et 

al. 2014c). 

 

 

Figure 16: Domaines et motifs de la protéine multifonctionnelle nsP2. En vert, les résidus impliqués dans la 

liaison au NTP (ATP et GTP). En violet, les résidus hydrophobes suivis par le motif les acides aminés caractéristiques 

du motif Walker B. En rouge, le signal de localisation nucléaire de nsP2. 

 

Hormis ses multiples fonctions intrinsèques, nsP2 est connue pour lier des facteurs 

cellulaires afin d’établir un contexte intracellulaire favorable à la multiplication virale. En 
effet, si nsP2 dérégule la transcription de gènes cellulaire grâce à son activité NTPase, elle 

empêche également l’activation de voies de signalisation menant à l’établissement d’un 
environnement antiviral (Breakwell et al. 2007) en inhibant la phosphorylation et la 

translocation nucléaire de Stat1 via notamment sa partie C-terminale et son signal de 

localisation nucléaire NLS (Fros et al. 2010, Fros et al. 2013a). Nous avons précédemment 
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évoqué qu’un mécanisme de stress était mis en place au niveau du réticulum endoplasmique à 

la suite d’une importante concentration de protéines virales traduites non matures dans la 
lumière de cet organelle. Cette situation conduit la cellule à mettre en place un processus de 

réponse appelé « unfolded protein response » (UPR) permettant de réduire le stress engendré 

et d’aider la cellule à survivre. Cependant, si ce processus est maintenu trop longtemps la 
cellule entre en apoptose (Ron et Walter 2007, Zhang et Kaufman 2008, Iwawaki et al. 

2010). NsP2 est capable d’inhiber ce processus UPR et empêche donc la mise en place 
précoce de la mort cellulaire programmée dans la cellule infectée. Des études d’interactions 
protéiques, par approche de double hybride, ont permis d’identifier de très probables 
partenaires cellulaires (Bourai et al. 2012). Parmi eux, des protéines impliquées dans la 

traduction d’ARN dont la « Poly(A)-binding protein C1 », des sous unités ribosomales RPL4 

et RPS6 guidant la traduction des ARN viraux (Montgomery et al. 2006) ; dans le 

métabolisme d’ARN hnRNP C, K, U et l’hélicase DDX5 ; des protéines de filaments 

intermédiaires, vimentine et protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), des protéines 

« chaperones » TPR (Bourai et al. 2012) et HSP90 (Das et al. 2014a) et des protéines 

modifiant le devenir d’autres protéines comme des ubiquitines ligases (UBQLN4) (Bourai et 

al. 2012). 

 

3. nsP3 

NsP3 est la plus énigmatique de toutes les protéines nsPs. Aucune activité 

enzymatique ne lui est actuellement attribuée et aucune structure de la protéine entière n’a été 
définie. Cette protéine de 530 acides aminés peut être divisée en 3 domaines : Un 

Macrodomaine, un domaine très conservé chez tous les Alphavirus appelé « Alphavirus 

Unique Domain » (AUD) et un domaine hypervariable (HVD) (Figure 17). 
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Les 165 premiers acides aminés de nsP3 présentent des homologies de séquence et de 

structure avec un module protéique appelé « macrodomaine » retrouvé dans les protéines de 

procaryotes, d’eucaryotes, d’archées et de virus. Ce module est connu pour lier des composés 
comme l’ADP-ribose. La liaison de l’ADP-ribose sur le « macrodomaine » de ces protéines 

permet de réguler de nombreuses étapes cellulaires telles, que la régulation de la transcription, 

la réparation de l’ADN, le remodelage de la chromatine (Han et al. 2011), la dégradation 

protéique (Ullrich et al. 1999) et de moduler les processus de mort cellulaire (Han et al. 2011). 

Dans le cas du CHIKV, l’obtention de la structure de ce « macrodomaine » (Malet et al. 2009) 

a permis de confirmer que la partie N-terminale de nsP3 pouvait lier des poly-ADP-riboses 

(PAR) et des acides nucléiques riches en adénines grâce à des résidus chargés positivement 

dans ce domaine (Malet et al. 2009). Les conséquences de la fixation de ces molécules ne sont 

pas encore connues. L’infection par les Alphavirus induit une activation de PARP1 (« Poly-

ADP-ribose polymérase ») et une augmentation de la synthèse de PAR dans la cellule 

infectée, entrainant la déplétion  d’ATP et l’induction d’apoptose (Nargi-Aizenman et al. 

2002). Ainsi, nsP3 pourrait recruter PAR et prévenir la mort cellulaire (Malet et al. 2009). De 

plus, le macrodomaine, parce qu’il interagit avec les acides nucléiques contenant des 

Figure 17: Domaines et motifs identifiés dans nsP3. Le macrodomaine possède une structure en hélice a et 

feuillets β (Malet et al. 2009). Le macrodomaine est capable de lier l’ADP ribose  et des ARNs. 

L’Alphavirus Unique Domain (AUD) contient 4 cystéines conservées capables de lier un atome de Zinc. La 

partie C-terminale ou région hypervariable (HVR) est constituée de nombreuses sérines et thréonines 

phosphorylées, d’un motif de liaison aux domaines SH3, et de deux motifs capables de lier chacune une 

molécule de G3BP.  
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adénines, pourrait lier les ARNs viraux pour les délivrer dans le complexe de réplication 

(Malet et al. 2009).  

Un autre domaine retrouvé dans nsP3 est celle de l’« Alphavirus Unique Domain » 

située entre les acides aminés 166 à 321. Ce domaine très conservé chez les Alphavirus  serait 

important avec le macrodomaine pour la liaison de nsP3 à la protéine nsP1 dans les CRs 

(Rana et al. 2014). Dans ce même domaine, quatre cystéines conservées chez tous les 

Alphavirus en position 262, 264, 287 et 305 sont impliquées dans la liaison d’un ion Zn2+
. 

Lorsque ces cystéines sont mutées en alanines l’expression des protéines non-structurales est 

restreinte et la réplication virale limitée  (Shin et al. 2012). 

La partie C-terminale de nsP3 (domaine hypervariable : HVR) possède de nombreux 

résidus proline représentant un frein à la définition de sa structure tri-dimensionnelle.  Dans ce 

même, domaine, des sérines et thréonines sont retrouvées qui pourraient être potentiellement 

phosphorylées par des sérines/thréonines kinases cellulaires inconnues à ce jour (Li et al. 

1990, Peränen et Kääriäinen , Vihinen et Saarinen). Ces phosphorylations pourraient moduler 

l’interaction de nsP3 avec des protéines cellulaires ce qui aurait pour conséquence la 

neurovirulence du virus Semliki Forest (Vihinen et Saarinen). L’interaction avec des protéines 
cellulaires et ce domaine « Hypervariable » de nsP3 est aujourd’hui connue. Ainsi, la 

protéine, nsP3 du CHIKV peut lier des protéines à motif SH3 grâce à son motif 
398

PVAPPR
403

 

comme par exemple les amphiphysines 1 et 2 (Neuvonen et al. 2011) Il faut rajouter la réf 

récente sur nsP3 et amphiphysine NMR study. La conséquence de cette interaction au cours 

de la réplication n’est pas encore connue. Une autre protéine à fonction hélicase, appelée 
« Ras-GAP SH3 domain-binding proteins » (G3BP) est impliquée dans la formation de 

granules de stress et également pour lier un motif FGDF présent dans la région hypervariable 

de nsP3 des Alphavirus de l’ancien monde. Ce motif est retrouvé 2 fois dans la partie HVR du 
CHIKV (

479
FGDF

482 
,
497

FGDF
500

 - Figure 17) et permet de lier deux molécules de G3BP 

(Scholte et al. 2015). Cette liaison serait impliquée dans une étape capitale du cycle de 

multiplication du virus puisque le recrutement de G3BP régulerait le passage de l’étape de 
traduction à l’étape de réplication du génome viral (Scholte et al. 2015). Ces interactions 

protéine-protéines sont les seules à être cartographiées sur nsP3. Toutefois, nsP3 serait aussi 

capable de lier un grand nombre de protéines cellulaires notamment des protéines de sous-

unités ribosomales (RPS3, 8, 9, 10 RPL3, 7, 10 15 18), des protéines impliquées dans la 

traduction ou dans le métabolisme d’ARN : Des hnRNPs, FRMP1 (fragile X mental 

retardation 1), DDX5, DHX9, DDX17, EEF2, EEF1A1, Nucléoline (NCL) (Bourai et al. 

2012), des protéines du cytosquelette de filaments intermédiaires (Vimentine, Desmine, 

Plectine) (Bourai et al. 2012). Par l’intermédiaire de ces multiples interactions, nsP3 pourrait 
permettre de relier le CR du virus aux cofacteurs cellulaires nécessaires à la réplication du 

génome vial (Frolova et al. 2010, Sreejith et al. 2012) et d’induire la mobilité intracellulaire 
du CR par l’activation de la voie PI3K-AKT via le domaine C-terminal de nsP3 (Thaa et al. 

2015).  

  

4. nsP4 

Après la traduction de la polyprotéine, l’auto-clivage de nsP2 va induire tout d’abord le 
clivage de nsP4 portant l’activité ARN polymérase ARN dépendante dont la fonction est de 

copier une matrice d’ARN viral de polarité positive en une copie complémentaire d’ARN de 
polarité négative.   
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La partie N-terminale de cette protéine de 68kDa est très peu conservée chez les 

Alphavirus, et pourrait être impliquée dans l’interaction de nsP4 avec des partenaires 
cellulaires. L’identification de ces facteurs cellulaires est rendue particulièrement délicate du 
fait de la stabilité réduite de nsP4 dans les cellules infectées. La première tyrosine en N-ter 

entraine en effet une rapide dégradation de la protéine nsP4 libre dans les cellules (Shirako et 

Strauss 1998). Pour échapper à cette dégradation, nsP4 interagirait avec les protéines formant 

le CR. Parmi les partenaires identifiés de nsP4 figurent, comme pour nsP2 et nsP3, des 

protéines de sous-unités ribosomales : RPS3, RPL6 et RPL18, et G3BP, des protéines 

impliquées dans la voie des UPRs HSP90AB1 et HSP47, des protéines impliquées dans la 

transduction de signaux en se liant à des phosphosérines, comme nsP3, 14-3-3 (ε, ζ,η, γ, α/β) 
et des protéines du cytosquelette : tubuline β, Sad1, UNC84, « Domain Containing 2 »(SUN2) 

(Bourai et al. 2012). Après ce domaine peu conservé on retrouve dans la partie C-terminale le 

site actif  de la polymérase virale où le « motif C » Glycine-Acide Aspartique-Acide 

Aspartique (
465

GDD
467

 pour le CHIKV-Figure 18), conservé pour toutes les polymérases 

virales (Kamer et Argos 1984, Koonin 1991) permet de recruter un cation bivalent (Mg
2+

) 

nécessaire à l’activité de la polymérase. Des mutations sur ce motif modifiant la préférence 
pour le Mg2+ perturbent la capacité de polymérisation de nsP4 (Tomar et al. 2006). Ce cation 

permet également de coordonner l’activité adenylyltransférase portée par cette extrémité C-

terminale et responsable de l’ajout d’une queue polyadénylée à l’extrémité 3’ des ARN de 
polarité positive du CHIKV (Tomar et al. 2006) qui sera ensuite importante pour l’initiation 
de la synthèse d’un autre ARN de polarité négative au niveau du CSE en partie 3’UTR (Hardy 

et Strauss 1989). Deux autres résidus (arginine-arginine) identifiés en 2004 dans la séquence 

de nsP4 du virus Sindbis sont extrêmement conservés chez les Alphavirus. Ces deux résidus 

sont responsables de la liaison de nsP4 au promoteur subgénomique du génome viral (Figure 

18)(Li et Stollar 2004). La conservation parmi les Alphavirus de la partie C-terminale de nsP4 

démontre l’importance de l’activité polymérase, mais aussi potentiellement des interactions 
avec les différentes protéines du CR. L’utilisation de plusieurs méthodologies d’analyse des 
interactions (Double hybride, GST pull downs, ELISA) montrent que nsP4 lie nsP1 et nsP2 

par sa partie C-terminale (Sreejith et al. 2012) conférant ainsi une proximité du domaine 

polymérase avec les autres protéines impliquées activement dans la réplication du génome 

viral. Par ailleurs, nsP4 à l’instar de nsP1 et son domaine méthyltransférase, peut 
s’homodimériser via son domaine C-terminal (Kaariainen et Ahola 2002). 

 

Figure 18: Domaines et motifs identifiés dans la protéine nsP4 de CHIKV. Le domaine N-terminal peu 

conservé de nsP4 serait impliqué dans la liaison avec des partenaires cellulaires. Le domaine de polymérase (150 à 

611) est très conservé parmi les Alphavirus. On y retrouve un doublet d’arginine impliqué dans la liaison de la 

polymérase au promoteur subgénomique. Le site actif de la polymérase, contient le motif GDD liant un atome de 

magnésium nécessaire pour la polymérisation de l’ARN viral. 
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L’ensemble de ces protéines nsPs forme le CR nécessaire à la production de génomes 

viraux à ARN de polarité positive, mais aussi d’ARNs subgénomiques, à l’origine de la 
synthèse des protéines structurales. Ainsi, les génomes viraux produits de novo pourront être 

empaquetés par les protéines structurales du virus pour former de nouveaux virions. 

 

c) Les protéines structurales et leurs partenaires cellulaires 

 

Les protéines structurales du CHIKV ont pour rôle majeur de former une structure 

protectrice de l’information génétique du virus dans le milieu extracellulaire et de reconnaitre 

par l’intermédiaire de ses protéines d’enveloppe un récepteur spécifique à la surface de la 
cellule cible (tropisme cellulaire du CHIKV) permettant l’entrée du virus dans la cellule-hôte. 

La polyprotéine de 1250 aa produite à partir de la traduction de l’ARN subgénomique 
contient plusieurs domaines protéiques: Capside-E3-E2-6K-E1. L’activité sérine protéase de 
la protéine de capside est située dans sa partie C-terminale: cette activité « chemotrypsin-

like » permet à la protéine de capside de s’autocliver entre le tryptophane 261 et la sérine 262. 
En effet, c’est grâce à ses deux feuillets β à l’extrémité C-terminal que le tryptophane 261 se 

retrouve au cœur du site actif de la protéinase (Owen et Kuhn 1997) situé au niveau du motif 

parfaitement conservé 
211

GDSG
214

 (Bosco et al. 2010). 

1. La protéine de capside 

 

 

Figure 19: Régions constituant la protéine de Capside de CHIKV. Le sous-domaine 3 contient les signaux de 

localisation nucléaire (NLS) pris en charge par la Karyophérine α et permettant l’import nucléaire par l’importine β. 

Le domaine peptidase ou « chemotrypsin-like », situé en C-ter contient le signal d’export nucléaire (NES) dont les 

résidus en rouge constituent le motif caractéristique.  

Dans sa partie N-terminale, la protéine de capside présente 4 sous-domaines (SD1-4) 

impliqués dans les évènements tardifs du cycle réplicatif des Alphavirus l’assemblage et 
l’encapsidation du génome viral. Comme montré chez le virus Sindbis SD2 contient dans 
séquence une structure en hélice α, qui de concert avec SD1, permet une multimérisation de la 
protéine de capside (Perera et al. 2001). Les sous-domaines SD3 et SD4, à l’inverse de SD1 et 
SD2, contiennent des acides aminés chargés positivement qui sont impliqués dans 
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l’interaction avec le génome viral. Une partie de SD3 et de SD4 reconnaissent, chez SINV 

l’ARN génomique et plus particulièrement le signal d’encapsidation situé dans la région 3’ 
codante de nsP1 (Weiss et al. 1994). Ainsi, la partie N-terminale est extrêmement importante 

dans la prise en charge de l’ARN viral synthétisé par le complexe de réplication (Figure 20).  

Si l’encapsidation et l’assemblage sont des étapes essentielles dans le cycle viral, la 
protéine de capside de 30kDa joue aussi plusieurs rôles au cours de l’infection par les 
Alphavirus. Sa petite taille la rend possiblement apte à passer, par transport passif du 

cytoplasme vers le compartiment nucléaire (Thomas et al. 2013). Cependant, la protéine de 

capside du CHIKV possède un signal de localisation nucléaire (NLS) bipartite liant 

l’importine β en sa partie N-terminale et un signal d’export nucléaire (NES) localisé dans la 
région C-terminale se fixant à l’exportine CRM1 (Thomas et al. 2013) (Figure 19). Il est 

possible que CHIKV possède un NES supplémentaire caractérisé pour le VEEV au niveau du 

sous-domaine SD2 (Figure 19) (Nigg 1997). Ces séquences de localisation permettent à la 

protéine de capside de CHIKV de naviguer entre le cytoplasme et le noyau de la cellule 

infectée, mais les conséquences de ce transport ne sont pas connues (Thomas et al. 2013). En 

revanche, la protéine de capside du VEEV est décrite comme étant un inhibiteur de 

l’import/export de protéines aux pores nucléaires en se liant aux importines et exportines 
bloquant ainsi la fonction des pores nucléaires (Atasheva et al. , Atasheva et al. 2010). 

 

 

Figure 20: Schéma des interactions entre les domaines de la protéine de capside au cours de l'assemblage 

de la particule de CHIKV. Adapté de Reynaud et al, 2015  

  En ce qui concerne les interactions médiées par la protéine de capside libre avec les 

protéines cellulaires peu de données existent. Il semblerait toutefois que la protéine de capside 

néo-synthétisée puisse interagir avec la sous-unité large des ribosomes 60s (Glanville et 

Ulmanen 1976, Soderlund et Ulmanen 1977, Wengler et Wengler 1984) et que la liaison de ce 

composant du ribosome à la protéine de capside puisse permettre la libération de l’ARN 
génomique de la particule SFV entrante (Singh et Helenius 1992). Une surexpression de la 

protéine de capside dans une cellule de mammifère conduit à la mort de cette dernière, 

démontrant ainsi le caractère cytotoxique de cette protéine (Judith et al. 2013). Un des 

mécanismes de défense de la cellule ou de maintien de la viabilité cellulaire par le virus est la 
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mise en place d’un système d’autophagie permettant de contrôler les niveaux de cette protéine 
toxique pour la cellule (Judith et al. 2013). Par ailleurs, il semble que la protéine de capside 

puisse être ubiquitinylée dans la cellule infectée par le CHIKV, cette modification post-

traductionnelle permettrait une prise en charge par la protéine « récepteur-cargo » p62 qui 

pourrait entrainer sa dégradation dans des autophagolysosomes (Judith et al. 2013). 

2. Les glycoprotéines d’enveloppe 

Après libération de la protéine de capside par clivage protéolytique, la polyprotéine 

constituée de pE2-6K-E1 expose en N-terminale une séquence signal de translocation dans le 

réticulum endoplasmique (Garoff et al. 1990) (Figure 21) où s’effectuera la maturation de la 
polyprotéine. Cette séquence est constituée de résidus non chargés et hydrophobes pour la 

plupart (von Heijne 1985) formant une hélice α (Emr et Silhavy 1983, Briggs et al. 1985) 

capable de s’insérer dans la membrane du réticulum endoplasmique avec un groupement 

carbohydrate sur une asparagine (Garoff et al. 1990). Une fois liée à cet organite, la partie N-

terminale se retrouve dans la lumière du RE où la première asparagine est glycosylée par ajout 

d’oligosaccharides riches en mannose (Sefton 1977, Garoff et al. 1990). La partie C-terminale 

de pE2 des Alphavirus, localisée dans le cytoplasme, contient un peptide signal « signal 

recognition particle » qui permet la translocation de la protéine 6K et celle de E1 (Melancon 

et Garoff 1986). Les signaux de translocation sont clivés dans la lumière du RE par la 

signalase et conduit à la formation de trois protéines transmembranaires pE2, 6K et E1 

(Garoff et al. 1990). Depuis le RE, les protéines d’enveloppe repliées et glycosylées (Sefton 

1977, Wen et Schlesinger 1986) et formant des hétérodimères pE2-E1, vont emprunter la voie 

de sécrétion des protéines vers l’appareil de Golgi. Comme montré chez le virus Sindbis, 
avant d’atteindre l’appareil de Golgi, les cystéines de la glycoprotéine E1 seront palmitoylées 
(Bonatti et al. 1989). Après migration depuis la partie Cis à la partie Trans de l’appareil de 
Golgi, un transport polarisé (surface apicale ou basolatérale selon le type cellulaire) (Nitsch et 

al. 1985, Zurzolo et al. 1992) les glycoprotéines du virus sont transportées vers la membrane 

plasmique. Au cours de ce transport, pE2 est clivée en E2 et E3 par la protéase cellulaire 

furine. E2 et E1 s’associeront en hétérotrimères pour former 80 spicules du virus (Fuller 

1987). Le rôle précis de la protéine E3 n’est pas connu, mais permettrait d’induire le 
repliement nécessaire de E2 pour l’assemblage viral (Parrott et al. 2009) et protègerait E1 des 

pH acides des vésicules de la voie de sécrétion (Fields et Kielian 2015). 

 

Figure 21: La séquence de l'extrémité N-terminale de la polyprotéine structurale libérée de la protéine de 

capside présente une séquence conservée impliquée dans la translocation vers le réticulum endoplasmique. 

Encadré en jaune, l’asparagine conservée liant un carbohydrate. La séquence conservée est indiquée en rouge. Les 

séquences de l’extrémité N-terminale de la polyprotéine structurale de la protéine de capside des virus de l’ancien 

monde Semliki Forest (GenBank: AKA67123) Chikungunya (GenBank :AID69223.1), et de deux virus du nouveau 

monde, VEEV (GenBank: AAU89533), EEEV (GenBank: AMT80321) ont été alignées avec le site Multalin (INRA-

Toulouse). 

CHO 
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La glycoprotéine E2 est responsable de l’attachement de la particule virale au récepteur, 

encore non identifié, de la cellule cible qui permettrait d’endocyter le virus par une voie 

clathrine dépendante (Helenius et al. 1980, Bernard et al. 2010, Kielian et al. 2010). Lorsque 

la particule virale se retrouve dans un endosome acidifié par la fusion avec des lysosomes, E2 

et E1 se dissocient (Wahlberg et al. 1989, Wahlberg et Garoff 1992) entrainant la libération de 

la boucle de fusion hydrophobe de E1 qui peut alors s’insérer dans la membrane de 
l’endosome (Harrison 2008, Kielian 2014). La glycoprotéine E1 forme alors un homo-trimère 

permettant à l’enveloppe du virus et à la membrane de l’endosome de fusionner et ainsi de 

libérer le génome viral. Si la glycoprotéine E2 est nécessaire pour les premières étapes de 

l’infection d’une cellule, la glycoprotéine E1 est essentielle pour la fusion de la membrane 
lipidique de l’endosome avec celle du virus (Gay et al. 2012). 

Peu d’études d’interactions entre les glycoprotéines d’enveloppe et les protéines 
cellulaires ont été publiées à ce jour. Une étude de prédiction informatique d’interactions 
(Rana et al. 2013) identifie certains facteurs impliqués dans le transport intracellulaire (Dudha 

et al. 2015). 

 

3. La protéine 6k 

Du fait de sa petite masse moléculaire de 6 kDa, la protéine a été nommée 6k. Cette 

protéine acylée et riche en cystéines palmitoylées possède deux domaines hydrophobes dont 

l’un permet la translocation de E1 vers le réticulum endoplasmique (Gaedigk-Nitschko et al. 

1990, Solignat et al. 2009). La protéine 6k en induisant le transport/maturation des 

glycoprotéines virales serait importante pour l’assemblage et bourgeonnement des Alphavirus 

(Liljestrom et al. 1991, Lusa et al. 1991, McInerney et al. 2004). Les propriétés physico-

chimiques de la protéine 6k ont permis d’élaborer l’hypothèse selon laquelle cette protéine 
formerait un canal permettant l’échange d’ions. Appelés « viroporine » ces canaux 

permettraient d’augmenter la perméabilité membranaire (Sanz et al. 1994, Melton et al. 2002, 

Antoine et al. 2007). La fonction de ces pores formés à la membrane n’est pas encore 
exactement connue, mais la délétion de la protéine 6k entraine une mauvaise dissociation du 

virus bourgeonnant à la cellule. Il est possible que la perméabilisation par la virporine 

permette de changer localement le potentiel membranaire et de promouvoir le 

bourgeonnement viral (Taylor et al. 2016). De plus, une délétion partielle de la partie codante 

pour 6K entraine un défaut dans la maturation des glycoprotéines et peut être complémentée 

par la protéine Vpu du VIH (Gonzalez et Carrasco 2001), révélant soit le rôle de 6k, soit de la 

protéine suivante TransFrame.  

 

4. La protéine « TransFrame » (TF) 

Une des stratégies utilisées par certains virus pour coder plusieurs protéines à partir 

d’une même séquence d’ARN est le décalage du cadre de lecture. Le CHIKV et les autres 

Alphavirus utilisent ce mécanisme pour permettre la synthèse d’une protéine d’environ 8kDa 
(8,7kDa pour le CHIKV) est appelée Protéine « TransFrame » (TF). Le rôle de cette protéine 

n’est pas encore connu. La protéine TF pourrait être palmitoylée, associées aux membranes et 

incorporée dans les virions à une stochiométrie plus importante que la protéine 6K (Firth et al. 

2008).  
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Les protéines structurales résultant du clivage de la polyprotéine structurale ou d’un 
décalage de cadre de lecture permettent de former de nouveaux virions infectieux. 

 

2) Le cycle de multiplication du virus Chikungunya 

a) L’entrée du CHIKV dans sa cellule cible 

Comme l’ensemble des Alphavirus, l’entrée du CHIKV dans la cellule hôte et le 
processus de fusion membranaire sont facilités par les glycoprotéines virales E1 et E2. La 

glycoprotéine E2 permet l’attachement de la particule virale à un récepteur cellulaire et la 
glycoprotéine E1 facilite la fusion des membranes grâce à l’acidification de l’environnement 
de la particule virale endocytée (Solignat et al. 2009, Voss et al. 2010). 

De nombreux récepteurs putatifs ont été identifiés comme facilitant l’entrée de RRV 
(virus Ross River), SFV, SINV, VEEV, toutefois aucun d’entre eux ne semble correspondre 
aux récepteurs de ces virus. La première étude publiée sur le virus Sindbis démontre que 

l’utilisation d’un anticorps dirigé contre une protéine de 63kDa diminue de 50% l’infection 
dans des fibroblastes embryonnaires de poulet et n’affecte pas l’infection de cellules de 
hamster BHK (Wang et al. 1991). Ces travaux suggèrent que le SINV pourrait utiliser 

plusieurs récepteurs selon la nature des cellules (poulet ou hamster). Dans des cellules de 

mammifère, le blocage des récepteurs de laminine avec un anticorps neutralisant ne permet 

plus au SINV de se fixer à la surface des cellules. En sur-exprimant les récepteurs de 

laminine, Wang et collaborateurs observent une augmentation de la fixation du virus aux 

BHK de 4,6 fois (Wang et al. 1992). Le virus Sindbis utilise ainsi différents récepteurs pour 

infecter des cellules d’origines aviaires ou de mammifères. Il semble que ce même récepteur 
de laminine puisse être également utilisé par VEEV (Malygin et al. 2009). Dans la famille des 

lectines de type-C, protéines se liant aux glycanes par un domaine de reconnaissance de 

carbohydrates et de manière calcium dépendante, les DC-SIGN et L-SIGN permettraient la 

liaison à la glycoprotéine E2 de SINV et permettraient son entrée dans ses cellules cibles 

(Klimstra et al. 2003). En effet, des macrophages dérivés de monocytes THP-1 ne sont pas 

sensibles au SINV, cependant si l’on induit l’expression de DC-SIGN ou L-SIGN par 

transfection, les cellules deviennent alors sensibles à l’infection (Klimstra et al. 2003). Les 

récepteurs de la famille TAM (TYRO3-AXL-MER), et notamment TYRO3 et AXL peuvent 

également agir en tant que facteur d’attachement des Alphavirus. En effet, ces deux récepteurs 

tyrosine kinases lient le facteur protéique Gas6, lui-même fixant des phosphatidyl-sérines des 

virus enveloppés (Linger et al. 2008, Mercer 2011, Meertens et al. 2012). Dans le cas du 

CHIKV plusieurs récepteurs ont été proposé il s’agit de : la prohibitine et les glycanes pour 

les cellules de mammifères (Wintachai et al. 2012, Silva et al. 2014) et la sous-unité β de 
l’ATP synthase pour les cellules du moustique (Fongsaran et al. 2014). 

Suite à la fixation du CHIKV sur sa cellule cible, le virus pénétre dans la cellule par un 

mécanisme d’endocytose (Solignat et al. 2009). Les voies d’endocytoses empruntées par le 
CHIKV sont discutées puisque certaines études démontrent, que dans des cellules de 

moustiques C6/36, les cellules de Singe BS-C-1, ou les cellules humaines HeLa, le 

mécanisme d’endocytose utilisé est clathrine-dépendant (Lee et al. 2013, Ooi et al. 2013, 

Hoornweg et al. 2016) alors que pour d’autres cellules, comme les HEK293T, le processus 

d’endocytose est clathrine-indépendant et EPS15-dépendant (Bernard et al. 2010). Ces 

différences suggèrent que le CHIKV peut utiliser plusieurs mécanismes d’endocytose ce qui 
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est déjà largement décrit pour d’autres virus. Après cette étape, le CHIKV se retrouve dans un 
endosome précoce contenant le marqueur Rab5 (Solignat et al. 2009, Bernard et al. 2010). 

C’est dans ce compartiment acidifié des cellules de mammifères, que la fusion des 

membranes s’effectue sous la dépendance du cholestérol et de la tetraspanine 9 grâce aux 
changements conformationnels de la glycoprotéine E1 (Bernard et al. 2010, Hoornweg et al. 

2016, Stiles et Kielian 2016) alors que dans les cellules de moustique, ce sont  les endosomes 

tardifs qui sont requis pour cette étape (Lee et al. 2013). Ce processus de fusion semble très 

rapide puisque 50% des particules virales du CHIKV fusionnent en 102 secondes après 

internalisation dans les cellules de singe BS-C-1 (Hoornweg et al. 2016). 

 

b) La traduction des protéines non-structurales virales 

L’ARN génomique viral libéré dans le cytoplasme est considéré par la cellule infectée 
comme un ARN messager cellulaire parce qu’il arbore en 3’ une queue polyA et en 5’ une 
coiffe (Strauss et Strauss). Le mécanisme de traduction de l’ARN génomique entrant des 
Alphavirus n’est pas décrit dans la littérature scientifique mais de par ses caractéristiques 
proches des ARNms cellulaires, il pourrait être apparenté à celui emprunté par les ARNm 

coiffés et polyadénylés. Un ARNm coiffé est reconnu par la phosphoprotéine eiF4E présente 

dans un complexe d’initiation de la traduction eiF4F composé de l’hélicase à fonction ATPase 
eiF4A, de la phosphoprotéine eiF4G et de Poly(A)-Binding Protein (PABP) (Gingras et al. 

1999). Ce complexe facilite ensuite le recrutement des facteurs eiF1, eiF1A, eiF2, eiF3 et eiF5 

liés à la sous-unité 40S ribosomale et à un Met-tRNAi pour lire les triplets de base lors de leur 

entrée au site P du la sous unité 40S et pour trouver le complémentaire de l’anticodon de Met-
tRNAi, le codon d’initiation AUG. Dès que ce complexe d’initiation reconnait le codon AUG, 
le GTP fixé à eiF2 permettant la liaison de ce dernier avec le Met-tRNAi est hydrolysé de 

manière irréversible. EiF2 lié au GDP et les protéines eiF1, 3 et 5 du complexe d’initiation 
sont libérées et la sous-unité large des ribosomes (60S) est recrutée avec eiF5B lié au GTP 

pour former le complexe d’initiation de la traduction 80S. Une fois les deux sous-unités 40S 

et 60S jointes en une entité 80S, eiF1A et eiF5B lié au GDP sont à leur tour libérées et la 

phase d’élongation peut commencer (Figure 22). Cette voie d’initiation de synthèse des 
protéines à partir de l’ARN messager est caractéristique d’une traduction dite « canonique ». 
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Figure 22: Schéma des différentes étapes de la traduction coiffe dépendante d’un ARN, adapté pour la 

traduction du génome CHIKV entrant. Le complexe d’initiation de la traduction eiF4F s’assemble autour de la 

coiffe de l’ARN viral libéré dans le cytoplasme de la cellule infectée. Le virus inhibe la voie mTOR et induirait la 

phosphorylation de la sérine 209 du facteur eiF4E qui modifierait sa capacité à lier les coiffes portées par les ARN en 

5’UTR (2). Les Alphavirus induisent la phosphorylation d’eiF2α, empêchant ainsi eiF2B de coupler eiF2 avec le GTP 

et donc de promouvoir l’association de l’ARNt-Met avec la sous-unité ribosomale 43S. Adapté de Sonenberg et 

Hinnebusch, 2009.   

L’infection par le CHIKV entraine l’inhibition de mTORC1 et l’activation de la PI3K 
qui conduisent à l’hyperphosphorylation d’eiF4E sur la sérine 209 de manière MAP kinase-

activated protein kinase (MnKs) dépendante (Joubert et al. 2015). L’inhibition de mTORC1 et 
la phosphorylation d’eiF4E ont pour conséquence une diminution de la synthèse protéique de 

la cellule hôte, mais une augmentation de la traduction des protéines virales du CHIKV 

(Joubert et al. 2015) (Figure 22). La phosphorylation d’eiF4E sur la sérine pourrait diminuer 
la capacité de cette protéine à se lier à la coiffe en 5’ des ARN (Scheper et Proud 2002, Khan 

et Goss 2004) et permettrait une diminution de la traduction de certains ARN messagers. 

Pendant l’élongation de la protéine naissante, les triplets de codons sont reconnus dans le site 
A du ribosome (pour Aminoacyl-ARNt) grâce à l’ARN de transfert aminoacylé apporté par le 
facteur eEF1A. Le peptide en synthèse situé au site P (pour peptidyl-ARNt) est transféré au 
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site A en formant une liaison peptidique avec l’acide aminé apporté au site A. Une 
translocation du ribosome, catalysée par le facteur d’élongation eEF2 permet le passage de 
l’ARNt déacétylé du site P vers le site E (« Exit ») et l’ARNt libre de l’acide aminé du site A 
vers P. l’ARN viral passe donc à travers le ribosome permettant au site A de recevoir un 
nouvel aminoacyl-ARNt complémentaire au nouveau triplet de codon. L’élongation 
continuera jusqu’à l’apparition d’un codon de stop. Le premier codon stop que retrouvera le 

ribosome sur l’ARN génomique se situe à la jonction nsP3/nsP4 pour certaines souches du 
CHIKV (Schuffenecker et al. 2006) (Figure 23). 

 

Figure 23: L'alignement des séquences de la jonction nsP3/nsP4 montre l'apparition d'un codon stop opale 

dans certaines souches du CHIKV. Les séquences de la jonction nsP3/nsP4 de deux souches de la lignée ECSA de 

CHIKV (S27 (GenBank: AF369024.2)  et isolée à l’île Maurice (D570/06 : GenBank: EF012359.1)), de deux souches de 

lignée asiatique (isolées en Nouvelle-Calédonie (NC/2011-568 : GenBank: HE806461.1) et aux Caraïbes (GenBank: 

LN898112.1) et d’une souche de la lignée d’Afrique de l’Ouest (Sénégal, 37997 : GenBank: AY726732.1)  ont été 

alignées avec l’aide du logiciel Multalin (INRA-Toulouse).  Le cadre bleu surligne le triplet de nucléotides codant pour 

une arginine et le rouge encadre le codon correspondant et codant pour un codon stop de type opale. Dans l’ARN 

T=U.  

Ce type de codon stop, appelé « opale » (UGA), apparait suite à une mutation « non-sens » 

(Brenner et al. 1967) et conduit à la formation d’une polyprotéine plus courte nsP123. 
Cependant, un mécanisme d’élongation non canonique permet au virus de synthétiser son 

ARN polymérase essentielle à la réplication du génome viral. En effet, un mécanisme de 

« saut de codon » s’effectue grâce à un motif particulier présent chez le CHIKV : le codon 

stop UGA doit être suivi par le triplet CUA et d’une structure secondaire en 3’ (Figure 24) 
(Firth et al. 2011, Napthine et al. 2012). La structure secondaire présente en aval du codon 

stop opale permet de multiplier par 10 les chances de saut de codon permettant (Firth et al. 

2011), de synthétiser de manière contrôlée la protéine nsP4. Dans le cas du virus O’nyong 
nyong, ce codon stop opale permettrait d’abaisser la production virale mais en revanche 

d’établir une infection plus persistante. La diminution de la réplication du génome viral 
préviendrait la reconnaissance des ARNs viraux limitant la mise en place d’une réponse 
antivirale (Myles et al. 2006).  

 Enfin, le complexe traductionnel reconnait un codon stop en fin de séquence de nsP4 

et libère la polyprotéine nsP1234 qui peut alors exercer sa fonction dans la cellule infectée. 

Codon stop Opale Arginine 
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Figure 24: La jonction nsP3/nsP4 du CHIKV peut contenir un codon stop opale suivi d'une structure 

secondaire permettant le saut du codon. La structure secondaire de la jonction nsP3/nsP4 d’une souche de la 

lignée ECSA (île Maurice, D570/06 : GenBank: EF012359.1) a été prédite grâce au logiciel RNA-Fold 

 

c) La réplication du CHIKV 

 

Une fois traduite, la polyprotéine non-structurale nsP1234 doit subir une maturation afin 

de permettre la formation d’un Complexe de réplication (CR) actif. Ce dernier est alors 
constitué de l’association des nsPs dans une conformation favorable à la fonction réplicative 
et au recrutement de partenaires cellulaires participant à la réplication du génome viral 

(Shirako et Strauss 1994). Le premier évènement de maturation de cette polyprotéine est le 

clivage en cis de la jonction nsP3/nsP4 par nsP2 contenu dans la même polyprotéine (de 

Groot et al. 1990, Takkinen et al. 1991). L’association de nsP4 avec nsP1 et nsP2 (Rana et al. 

2014) de la polyprotéine nsP123 permet de synthétiser plusieurs brins de polarité négative à 

partir de l’extrémité 3’ de la matrice ARN à polarité positive. (Lemm et al. 1994, Shirako et 
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Strauss 1994, De et al. 1996). L’accumulation de la polyprotéine nsP123 conduit rapidement 

au clivage en trans de la jonction nsP1/nsP2 séparant nsP1 de nsP23 formant un complexe 

actif et stable pour la synthèse d’ARNs génomiques de polarité positive mais très peu d’ARNs 
subgénomiques (Lemm et al. 1994, Shirako et Strauss 1994). Ce n’est qu’après le clivage en 
trans de nsP23 que des ARNs subgénomiques sont synthétisés de manière efficace et en excès 

par rapport aux ARNs génomiques grâce au complexe de réplication formé alors des protéines 

individualisées nsP1, nsP2, nsP3 et nsP4 (Figure 25) (Lemm et al. 1994, Shirako et Strauss 

1994). 

 

Figure 25: Modèle des différentes étapes de la réplication du CHIKV.  

Les sphérules réplicatives formées à la membrane plasmique (Frolova et al. 2010, Spuul 

et al. 2010) peuvent ensuite être internalisées par endocytose dans de larges vacuoles de 

quelques centaines de nanomètres à 2µm appelées « vacuoles cytopathiques » (CPV) (Figure 

25). L’invagination des complexes de réplication serait dépendante de l’activation de la voie 
« Phosphatidylinositol 3-Kinase-Akt » (Spuul et al. 2010, Thaa et al. 2015). Il a été proposé 

que nsP3 permettrait l’internalisation des complexes de réplication de SFV depuis la 
membrane plasmique (Salonen et al. 2003). Cette hypothèse a été vérifiée et validée par une 

récente étude démontrant que la partie hypervariable de nsP3 de SFV, et notamment les 50 

premiers acides aminés de ce domaine hyperphosphorylé entraine la phosphorylation de la 

protéine Akt et l’activation de mTOR (Thaa et al.). Il semble qu’il soit nécessaire que nsP3 

soit située à la membrane plasmique pour que la phosphorylation de la sérine/thréonine kinase 

Akt ait lieu. Cela serait possible lors de la présence des protéines du complexe de réplication 

nsP1, nsP2 et nsP3, alors que nsP4 et les protéines structurales ne seraient pas nécessaires 

(Panas et al. 2015). Cette activation d’Akt intervient également mais de manière plus limitée 
pour le CHIKV, en effet, la protéine nsP3 de CHIKV induit 3 fois plus de phosphorylation 
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d’Akt (Panas et al. 2015). Le transport de ces vacuoles fusionnant avec des lysosomes est 

dépendant des éléments du cytosquelette, notamment de l’actine en zone péri-corticale et des 

microtubules dans le cytoplasme de la cellule. Il est admis que nsP3 lie des protéines du 

cytosquelette, notamment la vimentine, ou des myosines (Frolova et al. 2006). Ces dernières 

sont connues pour faciliter la translocation de vésicules d’endocytose depuis la périphérie des 
cellules (Aschenbrenner et al. 2003, Hasson 2003). Il est ainsi possible que nsP3 joue un rôle 

majeur dans la formation et le transport des vacuoles cytopathiques chez les Alphavirus. Ce 

mécanisme de transport des CRs n’aurait pas d’effets sur la synthèse d’ARNs viraux (Frolova 

et al. 2010, Spuul et al. 2010), mais pourrait conduire à un rapprochement de l’ARN viral 
protégé dans ces sphérules aux protéines impliquées dans la traduction (Panas et al. 2015) ou 

aux protéines virales structurales en maturation dans le réticulum endoplasmique rugueux 

pour permettre l’encapsidation de l’ARN viral et la formation de nouveaux virus. 

 

d) La traduction des protéines structurales 

 

L’ARN subgénomique synthétisé dans les étapes tardives du cycle de multiplication 

viral est seulement porteur du deuxième cadre de lecture codant les protéines structurales du 

virus. Ilya Frolov et Sondra Schlesinger ont montré que les ARN subgénomiques de SINV, 

SFV arboraient une structure en tige-boucle dans la séquence codante pour la capside, en aval 

du codon initiateur AUG et permettant d’augmenter la synthèse de la polyprotéine structurale 
(Frolov et Schlesinger 1996). Comme montré dans la figure 22 (Page 39), les infections par 

les Alphavirus et CHIKV notamment, induisent une phosphorylation d’eiF2α par la voie 
PERK (PKR-like ER resident Kinase). En effet, un des mécanismes de défense en réponse à 

la réplication intensive d’un pathogène cellulaire et surtout à la traduction intensive dans le 
compartiment du réticulum endoplasmique rugueux des protéines structurales des Alphavirus 

par exemple est la mise en place d’un état de stress au niveau de cet organite appelé « UPR » 

« Unfolded Protein Response ». Cette voie permet de maintenir l’homéostasie des protéines 

cellulaires et d’empêcher l’accumulation de protéines mal repliées dans la lumière du 
réticulum endoplasmique, entravant les fonctions de cet organite (Tardif et al. 2005). Une 

protéine centrale dans cette voie est GRP78 (aussi appelée BIP ou HSC70) qui, en conditions 

de stress, est retenue par des protéines non ou mal repliées dans la lumière du réticulum où 

elle entraine l’activation de PERK, ATF-6 et IRE-1 (Bertolotti et al. 2000). Comme la 

Protéine Kinase R activée, PERK activée, s’homodimérise, s’autophosphoryle et phosphoryle 
la sérine 51 du facteur d’initition eiF2α conduisant à l’inhibition de la synthèse protéique dans 
la cellule. Ainsi, cet état de stress est néfaste pour la traduction des protéines virales et, dans 

le contexte d’infection par les Alphavirus, ce mécanisme serait dû à la synthèse des protéines 

structurales (McInerney et al. 2005, Ventoso et al. 2006). Pour promouvoir la traduction des 

protéines structurales, en partant du fait qu’eiF2α phosphorylée bloque la traduction de 
messagers au codon d’inititation AUG en empêchant la formation du pré-complexe 

d’initiation de traduction constitué notamment de la sous-unité 40s ribosomale avec la 

methionine-ARNt et donc son recrutement au complexe eiF4F, les virus SFV et SINV 

utilisent la structure en tige-boucle riche en G:C pour initier la traduction de la polyprotéine 

structurale selon un mécanisme encore obscur (Ventoso et al. 2006). Le virus du Chikungunya 

ne contient pas cette structure et serait donc a priori sensible à cette inhibition. Cependant, ce 

virus a développé un autre moyen pour promouvoir cette traduction : la protéine nsP4 

produite peut empêcher la phosphorylation de eiF2α par un mécanisme encore inconnu 
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(Rathore et al. 2013). Si la phosphorylation d’eiF2α est un évènement inhibiteur de la 
traduction des protéines non-structurales virales (Ventoso et al. 2006) et que les Alphavirus 

ont évolué pour faire face à cet obstacle pour la traduction de la polyprotéine structurale, cela 

suggère que l’organisation de la machinerie traductionnelle n’est pas la même pour la 
traduction de l’ARN génomique permettant l’expression des NsPs par rapport à celle qui 

permettrait d’exprimer les protéines de structures à partir de l’ARN subgénomique. 
Effectivement, l’ARN subgénomique du virus Sindbis peut être traduit en l’absence de 
certains facteurs d’initiations tels eiF4G, eiF2, PABP1 et même indépendamment de codons 

différents de l’AUG aux abords du complexe de réplication du virus (Sanz et al. 2009). Tous 

ces éléments, encore très peu étudiés permettent de penser que les Alphavirus ont élaboré des 

stratégies pour modifier le système de traduction de la cellule afin de concentrer l’initiation de 
la traduction des protéines structurales par une voie non canonique. 

Une autre facette de la traduction non canonique présent dans ce cadre de lecture est la 

traduction de la protéine TransFrame grâce à un décalage du cadre de lecture. Ce mécanisme 

permet, grâce à une séquence particulière et une structure secondaire généralement en 3’, de 
synthétiser de nombreuses protéines à partir d’une même séquence et a d’abord était mis en 
évidence chez le rétrovirus du sarcome de Rous pour la production de la polyprotéine Gag-Pol 

à partir des cadres de Gag et de Pol (Jacks et Varmus 1985, Jacks et al. 1988). Le décalage de 

cadre chez CHIKV est lié à la présence d’une séquence U_UUU_UUA et à des éléments en 3’ 
à identifier puisqu’aucune structure secondaire d’ARN n’est prédite dans cette partie du 
génome. En tout état de cause, les ribosomes en traduction de la partie N-terminale de la 

protéine 6K, reconnaissent durant 10% des évènements de lecture-traduction ce motif et 

reculent d’un nucléotide. L’élongation reprend avec des lectures de codons modifiés et la 
protéine TransFrame est synthétisée par décalage du cadre initial en -1. 

La traduction de l’ARN subgénomique semble donc induire un stress dans la cellule 

submergée par la production de polyprotéines structurales virales engorgeant le réticulum 

endoplasmique rugueux. Ce phénomène accentue une dérégulation du métabolisme cellulaire 

déjà amorcée par le recrutement de facteurs par le complexe de réplication et la liaison de 

protéines non-structurales libres avec d’autres effecteurs cellulaires garants de l’intégrité et de 
la survie de la cellule. Les macromolécules virales sont ainsi la cause de modifications 

profondes  et néfastes dans la cellule, et ces conséquences sont appelées « effets 

cytopathiques ». 

 

e) Assemblage et bourgeonnement des virions CHIKV 

Les étapes d’assemblage et de bourgeonnement sont cruciales dans le cycle de 
multiplication du CHIKV puisqu’elles consistent en l’encaspidation de l’ARN génomique et 
la formation de nouveaux virions. Malgré leur importance, les mécanismes conduisant à la 

formation des particules CHIKV sont inconnus et aucune publication ne démontre le 

processus d’assemblage et de bourgeonnement de CHIKV. Solignat et collaborateurs ont 

présenté pour la première fois des images de BHK21 et HEK293T infectées par CHIKV 

prises par microscopie électronique et présentant des bourgeonnements de particules virales 

près des complexes de réplication viraux à la membrane plasmique ou dans des vacuoles 

cytophatiques (Solignat et al. 2009). Cette caractéristique suggèrerait que l’ARN génomique 
synthétisé pourrait rester protégé jusqu’aux dernières étapes de multiplication virale, et qu’il 
existerait peut-être un rôle des protéines du complexe de réplication dans la formation de 

nouveaux virions CHIK. En effet, un mécanisme de restriction du bourgeonnement de 
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CHIKV par BST-2 (Bone Marrow Stromal antigen 2), commun avec les rétrovirus VIH-1 et 

2, MLV et le Filoviridae Ebola, a été identifié par Jones et collaborateurs (Neil et al. 2007, 

Kaletsky et al. 2009, Goffinet et al. 2010, Jones et al. 2013). La protéine nsP1 inhiberait 

l’expression de BST-2 à la membrane plasmique de la cellule infectée selon un mécanisme à 

déterminer (Jones et al. 2013).  

f) Les réponses cellulaires à la réplication et les effets cytopathiques 

1. Les réponses cellulaires liées à la réplication 

Au cours de l’infection et de la réplication, les acides nucléiques viraux sont reconnus 
par des molécules du système immunitaire inné comme des motifs étrangers nommés 

« Pathogens Associated Molecular Patterns » (PAMPs) (Goubau et al. 2013). La 

reconnaissance de ces PAMPs par des senseurs cellulaires entrainent la production 

d’effecteurs capables de limiter la réplication du virus. Ainsi, la réplication du virus du 
Chikungunya produit des duplexes d’ARNs pouvant être potentiellement reconnus par 

différents recepteurs de type Toll like (TLR3), et par différentes hélicases spécialisées dans 

les voies de signalisation induisant la synthèse d’interféron comme MDA5 « melanoma 

differentiation factor 5 », LGP2 « laboratory of genetics and physiology-2 ou DHX58 », et 

RIG-1 « retinoic acid-inducible gene 1 » (Figure 26) (Takeuchi et Akira 2010, Wilkins et 

Gale 2010, Kumar et al. 2011, Loo et Gale 2011). Cependant, les Alphavirus limitent la 

reconnaissance des structures formées par l’intermédiaire de réplication (le brin -) apparié 

avec sa matrice (le brin +) grâce à la séquestration de ces duplexes au sein de la sphérule 

refermée au niveau d’un pore refermé par les protéines nsP1-4 (Frolova et al. 2010). La 

détection des ARNdb est donc un phénomène controlé chez les Alphavirus mais existant 

(Bernard et al. 2015). Un rôle du Toll like receptor 3 (TLR3) dans la détection de duplexes 

d’ARNs de CHIKV dans les compartiments endosomaux a été décrit. En effet, le récepteur 
TLR3 serait important dans la mise en place de défenses innées en activant également la 

synthèse d’interferon via l’activation d’IRF3 (Priya et al. 2014) et sa déplétion entrainerait 

une augmentation de la réplication virale et à l’aggravation des effets pathologiques qui en 
découlent (Her et al. 2014). De plus, des études démontrent que MDA5 est le détecteur 

préférentiel de PAMPs d’Alphavirus (Burke et al. 2009, Akhrymuk et al. 2016) alors que 

d’autres avancent que RIG-1 peut également reconnaitre les acides nucléiques du virus 

CHIKV (Schilte et al. 2010). Akhrymuk et collaborateurs ont montré très récemment que les 

deux « Pattern recognition receptors » (PRRs) MDA5 et RIG-1 pouvaient induire de façon 

concomittante une signalisation induite par la présence des acides nucléiques et que seule leur 

co-inhibition empêche la mise en place d’un état antiviral (Akhrymuk et al. 2016). Il est 

possible que les deux hélicases agissent de manière synergique puisque leurs cibles exactes 

diffèrent : RIG-1 reconnait habituellement les extrémités 5’ triphosphorylés de duplexes 
d’ARN génomique ou des structures secondaires d’ARN riches en A-U à cette extrémité 

5’ppp (Hornung et al. 2006, Myong et al. 2009) alors que MDA5 se lie à de longs dsRNA 

(>1000bp ; mimés par des Poly I:C synthétiques) sans aucune spécificité structurale aux 

extrémités de l’acide nucléique (Hornung et al. 2006, Kato et al. 2006, Pichlmair et al. 2006). 

Dans le cas du virus Chikungunya, Sanchez David et ses collaborateurs viennent de 

démontrer que RIG-1 peut effectivement reconnaitre les séquences riches en A-U (formant 

des structures secondaires) dans l’ARN CHIKV mais en partie 3’ (Sanchez David et al. 2016). 

La reconnaissance par le domaine C-terminal de RIG-1 entraine une déphosphorylation de 

l’hélicase et son changement de sa conformation fermée à ouverte. La structure « ouverte » de 

RIG-1 lui permet de s’oligomériser et d’interagir avec IPS-1, grâce à leurs domaines CARD, 

située aux membranes mitochondriales et péroxysomales. Cette liaison permet ensuite 
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l’activation des kinases IKK et TBK1 qui activeront respectivement à leur tour NF-κB et 
IRF3 (Yoneyama et al. 2004). La protéine NF-κB activée et IRF3 phosphorylée sur la sérine 
398 sont transloquées dans le noyau où elles vont permettre l’expression d’interféron 1-β. 
Cette molécule synthétisée et sécrétée va, par un système autocrine, se lier à son récepteur 

IFNAR activant ainsi la voie JAK/STAT conduisant à la phosphorylation de STAT1 capable 

alors de promouvoir la synthèse d’autres ISGs comme notamment la protéine IRF7. Cette 
dernière, une fois activée par phosphorylation par IKKε, permettra à la cellule de synthétiser 

l’interféron 1-α (Figure 26). 

 

Figure 26: Schéma de la structure de 4 RLRs et de la cascade d'activation de synthèse d'interféron 

médiée par RIG-1. Les RLRs sont composés de domaines CARD (caspase activation and recruitment domain) en N-

terminal (sauf LGP2), d’un domaine DEAD box helicase (DEAD helicase) avec activité ATPase et d’un domaine C-

terminal (DCT) chez MDA5 et dans lequel se situe un domaine répresseur (DR) chez RIG-1 et LGP2 impliqué dans 

leur autorégulation. IPS-1, ne contient pas de domaine hélicase mais une région riche en prolines et d’un domaine 

transmembranaire en C-terminal impliqué dans sa liaison avec les membranes mitochondriales et péroxisomales. 

Les hélicases MDA5 et RIG-1 ne sont pas les seules molécules à reconnaitre les acides 

nucléiques viraux réplicatifs. La réplication du virus Chikungunya a montré une activation de 

la Protéine Kinase R (PKR), reconnaissant elle aussi les duplexes d’ARN grâce à sa partie N-

terminale. L’activation grâce à la dimérisation de PKR conduit à la phosphorylation de la 
sous-unité α d’eiF2, tout comme PERK, mais aussi à l’induction de GADD34. GADD34 est 
une phosphatase qui permet une déphosphorylation d’une population d’eiF2α afin d’autoriser 
la traduction de cytokines, d’interféron suite à la reconnaissance de duplexes d’ARN 
(Clavarino et al. 2012). Cette phosphorylation d’eiF2α par la PKR interviendrait également 

dans les granules de stress dont les conditions de formation suite à l’infection CHIKV sont 
encore méconnues. Cependant, IPS-1 activée par RIG-1 et MDA5, peut à son tour activer 

PKR (Zhang et al. 2014) et induire la formation de granule de stress où eiF2α peut être 
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phosphorylée et les facteurs d’initiation de la traduction sont séquestrés. Une autre possiblité 

décrite par Reineke et Lloyd est l’activation de la PKR par l’hélicase G3BP1 dans les granules 
de stress puisqu’ils trouvent une interaction directe entre G3BP1 et la PKR essentielle pour la 
phosphorylation d’eiF2α (Reineke et Lloyd 2015).  

Pour résumer, l’infection et la réplication par CHIKV produits des acides nucléiques 

pouvant être reconnus par des récepteurs de Type « Toll Like » ou des hélicases cellulaires. 

Ceux-ci peuvent alors entrainer leur signalisation, pour mettre en place un état antiviral 

capable d’inhiber la traduction des protéines virales et la réplication virale. Ces mécanismes 

sont liés à l’apparition de granules de stress, à la synthèse de cytokines et d’interférons. 
Cependant, le virus du Chikungunya a su développer des mécanismes moléculaires afin de 

contrecarrer l’installation de cet environnement néfaste à sa réplication aux dépens même de 

la cellule hôte. 

2. Les effets cytopathiques liés à l’infection 

La traduction de la polyprotéine non-structurale et sa maturation conduit in fine à la 

libération des protéines nsP1, nsP2, nsP3, nsP4 dans le cytoplasme de la cellule. Chacune 

d’elles peut alors cibler d’autres protéines et voies de signalisation cellulaires pour empêcher 

la cellule d’interférer avec la réplication du génome viral, et créer un environnement favorable 
à la multiplication du virus en détournant les outils moléculaires cellulaires dont il a besoin.  

La protéine virale reconnue pour entrainer tous ces effets est nsP2. L’hélicase virale 
synthétisée est retrouvée dans le compartiment cytoplasmique et dans le compartiment 

nucléaire grâce à son NLS identifié en position 647-651 (Figure 16- Page 28). Ce NLS 

présent chez tous les Alphavirus à l’exception du VEEV (Rikkonen et al. 1992) et permet à la 

protéine nsP2 d’être transloquée dans le noyau de manière efficace puisque les mutations des 
résidus KR649-650 retiennent la protéine virale dans le cytoplasme (Tamm et al. 2008, Fros 

et al. 2013b). L’effet cytopathique de nsP2 est grandement lié à sa localisation nucléaire 

puisqu’une mutation du NLS réduit la cytopathogenicité (Tamm et al. 2008). C’est en effet 
dans le noyau que nsP2 va induire une inhibition très importante de l’expression des gènes 
cellulaires. En plus de l’arrêt de la traduction d'ARNm cellulaires et la liaison de nsP2 à RPS6 
formant la sous-unité 40S du ribosome (Montgomery et al. 2006), nsP2 va empêcher la 

transcription des gènes en provoquant la dégradation de la sous-unité de l’ARN polymérase 
II, Rpb1 (Akhrymuk et al. 2012). Ceci entraine un arrêt d’expression de gènes au niveau 
transcriptionnel et traductionnel. De plus, nsP2 serait responsable de la fuite nucléaire de 

protéines liant les ARNs et, parmi elles, se trouvent des protéines importantes dans l’épissage 
d’ARN pré-messagers (Pinol-Roma et Dreyfuss 1992, Akhrymuk et al. 2012). Leur fuite 

pourrait donc empêcher l’épissage d’ARNm cellulaires et donc ensuite leur traduction 
cytoplasmique. Ainsi, trois étapes de l’expression de gènes cellulaires pourraient être régulées 
par nsP2 dans la cellule : La transcription, l’épissage, et la traduction). 

L’infection et la réplication du virus Chikungunya entraine la sécrétion d’interféron de 
type 1 dans le milieu extracellulaire. L’IFN1 signale par un effet paracrine d’autres cellules de 
la présence du pathogène afin de mettre en place des mécanismes bloquant différentes étapes 

de multiplication virale (traduction, réplication par exemple) ou de manière autocrine pour 

amplifier cette réponse dans la cellule infectée. En effet, l’interféron de type 1 se fixe sur le 
récepteur à l’interféron α/β (IFNAR) oligomérisé permettant l’activation des Janus Kinases 
(JAK). S’en suit aussitôt le recrutement des protéines Signal Transducer and Activator of 

Transcription (STAT 1-3)  qui vont être phosphorylées sur un résidu tyrosine leur accordant 

la possibilité de se dimériser et migrer dans le noyau pour activer la transcription d’autres 
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Interferon-Stimulated Genes (ISGs). L’hélicase des Alphavirus peut empêcher cette voie en 

bloquant la phosphorylation de STAT1 par un mécanisme encore méconnu et donc limiter les 

réponses innées qui empêcheraient la multiplication virale (Figure 27) (Frolova et al. 2002, 

Breakwell et al. 2007, Simmons et al. 2009, Fros et al. 2010). 

Suite à l’arrêt de l’expression de gènes, la cellule infectée par le CHIKV voit son ADN 
fragmenté et son noyau se condenser, ses protéines Poly-ADPribose polymérase clivées 

entrainant une perte majeure de NTPs, ses mitochondries perdent leur potentiel membranaire 

(Abraham et al. 2013). Tous ces évènements conduisent la cellule infectée à entrer dans un 

processus irréversible de mort cellulaire, en apoptose. 

 

Figure 27: Schéma des effets cytopathiques causés par l'infection du virus Chikungunya. A gauche, une 

cellule non infectée sensibilisée à l’interféron de type 1 montre la voie de signalisation JAK/STAT, le maintien de la 

transcription de gènes et la traduction de protéines cellulaires. A droite, une cellule infectée par CHIKV dans laquelle 

nsP2 bloque la phosphorylation de STAT1 et la translocation de du dimère de STAT vers le noyau, la transcription de 

gènes en induisant la dégradation de la sous-unité de l’ARN polymérase II RPB1. NsP2 prévient la traduction de 

protéines cellulaires en liant des protéines de la sous-unité 40S du ribosome et nsP2 entraine également la fuite de 

RNPs du noyau vers le cytoplasme. 

Le virus du Chikungunya ne produit que des ARNs à partir de son génome à ARN. Pour 

assurer sa réplication, le virus doit alors recruter, et utiliser des protéines cellulaires se fixant 

spécifiquement à ce type d’acide nucléique. De plus, l’initiation de la synthèse de l’ARN 
négatif est initiée à partir de la dernière cytosine précédant la queue poly-adénylée de l’ARN 
génomique, et sa synthèse se termine en 3’ avec une guanosine supplémentaire non appariée 
(Wengler et al. 1979, Hardy 2006a). Les extrémités des duplexes d’ARN réplicatifs présentent 
alors des extrémités 3’ saillantes qui font que nsP2, une hélicase à extrémité 5’ dépendante, 
est dans l’incapacité d’initier la séparation des brins d’ARN (Das et al. 2014c). Il faudrait 

donc que des cofacteurs cellulaires impliqués dans la séparation des doubles brins d’ARN 
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soient recrutés au complexe de réplication du génome viral pour assister nsP2 dans l’initiation 
de ce mécanisme. 

D.  Réplication virale et formation des complexes de réplication 

Les virus à ARN de polarité positive constituent plus d’un tiers des genres viraux et sont 
la cause de différentes pathologies chez l’Homme, les animaux et les plantes (Knipe et 

Howley 2007). Suite à l’entrée de ces virus, l’ARN génomique viral libéré dans le cytoplasme 
est considéré comme un ARN messager cellulaire, en conséquence la première étape du cycle 

de multiplication de ces virus correspond à un événement de traduction permettant la synthèse 

sous forme de polyprotéines qui seront par la suite clivées pour donner soit à la fois les 

protéines non structurales et structurales (Picornaviridae, Flaviviridae); soit uniquement les 

protéines non structurales (Astroviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Coronaviridae, 

Arteriviridae). Après avoir synthétisé les protéines non-structurales, dans le cas des 

Togaviridae, le génome viral sert de matrice pour permettre la formation d’une molécule 

d’ARN (-). Cet ARN(-) est alors utilisé pour synthétiser de nouveaux génomes viraux de 

polarité (+), mais également pour donner naissance, grâce à une étape de transcription, un 

ARN subgénomique à l’origine de la synthèse d’un précurseur polyprotéique qui permettra 

l’obtention des protéines structurales après clivage. Cette étape de réplication s’effectue 
intégralement dans le cytoplasme de la cellule infectée. Cependant, comme il a été vu 

précédemment, pour échapper aux molécules responsables de la reconnaissance de PAMP et 

plus spécifiquement ici, la détection d’ARN double brins intermédiaires de réplication, 
(Romero-Brey et Bartenschlager 2014), ces virus ont évolué pour protéger les étapes de 

réplication dans des compartiments spécifiques, dérivés de diverses membranes cellulaires.  

 

1) Utilisation des membranes cellulaires pour la formation des 

complexes de réplication 

La plupart des étapes de la réplication de ces virus ARNsb (+) (Picornaviridae, 

Flaviviridae, Astroviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Coronaviridae, Arteriviridae) 

s’effectuent en étroite collaboration avec des membranes d’organites cytoplasmiques ou de la 
membrane plasmique. Ces réarrangements correspondent soit à des invaginations, soit à des 

protrusions membranaires créant une « niche » réplicative à la surface des constituants 

cellulaires. Les modifications de la topologie membranaire et leur localisation cytoplasmique 

dépendent de la famille virale.  

a) Localisation intra-cytoplasmique des complexes de réplication 

1. Diversité de localisation des complexes de réplication intra-

cytoplasmiques 

Dans le cytoplasme cellulaire, certains organites comme le réticulum endoplasmique, la 

mitochondrie et les lysosomes sont la source de membranes extensibles et ré-arrangeables. 

Ces assemblages lipidiques sont ainsi préférentiellement utilisés par les virus pour abriter 

leurs complexes de réplication. A la fois les Flaviviridae, (HCV et les Arbovirus Dengue et 
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Zika), mais aussi les Coronaviridae effectuent la réplication de leur génome dans des 

compartiments membranaires issus du réticulum endoplasmique (Grief et al. 1997, Snijder et 

al. 2006, Knoops et al. 2008, Romero-Brey et al. 2012, Hamel et al. 2015). A ce niveau-là, 

des déformations membranaires conduisant à la production d’un réseau de vésicules à double-

membranes de 150 nm de diamètre pour HCV ou de vésicules invaginées de 80 à 120 nm 

chez les Flavivirus, sont retrouvés dans le RE. Pour ce qui est du Poliovirus (Picornaviridae), 

cette étape s’effectue dans des vésicules à double-membranes de 100 à 300 nm issues de 

déformations des membranes de l’appareil de Golgi (Bienz et al. 1983, Schlegel et al. 1996). 

Enfin, dans le cas du virus d’insecte Flock House, le plus étudié des Nodaviridae, celui-ci 

réplique son génome dans des invaginations provenant de la membrane externe 

mitochondriale, et formant des sphérules de 50 nm de diamètre connectées au cytoplasme par 

un canal de 10 nm de diamètre permettant le passage des ribonucléotides et l’export des 
ARNs synthétisés (Kopek et al. 2007, Lanman et al. 2008) (Figure 28). 

 

 

Figure 28: Complexes de réplication dans des compartiments membranaires issus d'organites 

cytoplasmiques. RE= Reticulum endoplasmique. Adapté de Romero-Brey et Bartenschlager, 2014. 

La littérature scientifique ne présente que peu d’informations quant à la structure et 
l’organisation des complexes de réplication du virus Chikungunya, mais des études 
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concernant des Alphavirus proches de CHIKV peuvent permettrent de donner des 

informations potentiellement transposables. Friedman et ses collaborateurs démontrent que 

l’ARN du virus Semliki Forest incorpore l’adénosine et l’uridine tritiés au niveau de 
membranes lisses cytoplasmiques (Friedman et al. 1972). Les travaux de Gomatos confirment 

8 ans plus tard en effet que le complexe de réplication de SFV est retrouvé à ces membranes 

(Gomatos et al. 1980). D’une manière générale, les complexes de réplication du virus Semliki 

Forest, du virus Sindbis et du virus Chikungunya sont initialement formés à la membrane 

plasmique de la cellule infectée sous la forme de déformations membranaires extracellulaires 

appelées « sphérules » (Kopek et al. 2007, Welsch et al. 2009, Gillespie et al. 2010)  de 50 à 

70 nm de diamètre, et reliés au cytoplasme par un étroit canal de 5 à 10 nm (Grimley et al. 

1968, Kujala et al. 2001, Frolova et al. 2010). Cette structure apparait très ressemblante aux 

invaginations des membranes du réticulum endoplasmique produites par le complexe 

protéique de réplication du virus de la Dengue et aux sphérules abritant la réplication du 

génome du virus Flock House à la membrane externe mitochondriale. Si la réplication du 

génome des Alphavirus est initiée à des temps précoces à la membrane plasmique, ces 

sphérules peuvent ensuite être retrouvées, à des temps plus tardifs, dans des compartiments 

membranaires internalisés dans de larges vacuoles appelées « vacuoles cytopathiques ». Ces 

compartiments de 600 à 2000 nm, possèdant des marqueurs d’endolysosomes, sont retrouvés 
de manière systématique chez les Togaviridae (Froshauer et al. 1988, Kujala et al. 2001) 

(Figure 29). 

 

Figure 29: Localisation des complexes de réplication du virus Chikungunya. Les cellules HeLa ont été 

infectées avec CHIKV à une MOI de 5 pendant 16h. Ces cellules ont été ensuite observées en microscopie électronique 

à transmission. La flèche rouge indique la localisation des sites de réplication du CHIKV (Aymeric Neyret - Roy 

Matkovic CPBS/CNRS). 
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b) Agencement des courbures de membranes 

Les courbures membranaires peuvent être engendrées par deux mécanismes principaux : 

L’altération locale de la composition lipidique de la membrane et/ou l’interaction de 
complexes protéiques avec la membrane cible. Ceci implique que ces virus et notamment le 

CHIKV possèdent la capacité de générer leurs compartiments de réplication en modulant les 

propriétés physicochimiques de la bicouche lipidique et/ou en recrutant des facteurs 

responsables de déformations positives ou négatives de la membrane. 

1. Courbure membranaire et lipides 

L’altération de la composition lipidique de membranes ou la néo-synthèse de lipides ont 

couramment été reportées pour les virus susceptibles de former des complexes de réplication. 

En effet, Perera et coll. ont observé que le virus de la Dengue perturbe l’homéostasie lipidique 
afin d’enrichir la cellule en certains lipides (phospholipides et sphingolipides) nécessaires à sa 

réplication (Perera et al. 2012). Dans ce cas la protéine NS3 du virus de la Dengue recrute la 

« fatty acid synthase » (FASN) au site de réplication virale pour générer des lipides pouvant 

induire une modification topologique de la membrane du réticulum endoplasmique et ainsi 

permettre la réplication du génome du virus de la Dengue (Heaton et al. 2010). Cette 

caractéristique est également partagée par le virus West Nile suggérant un mécanisme de 

modification des compositions des membranes commun (Martin-Acebes et al. 2011). De la 

même manière, HCV induit une lipogenèse via la voie SREBP, grâce à NS4B et la voie PI3K-

AKT, conduisant à la transcription de gènes impliqués dans la production de lipides comme 

ceux codant pour la FASN (Park et al. 2009) (Figure 30). 

 

Figure 30: La protéine NS4B du HCV et l'activation de la voie AKT permettent d'activer la transcription 

de gènes impliqués dans la synthèse lipidique. SREBP stimulée est transportée du Réticulum 

endoplasmique (RE) vers l’appareil de Golgi où la protéine est clivée par les protéases S1P et S2P. Le 

clivage protéolytique de SREBP produit un peptide bHLH capable d’activer la transcription de gènes du 
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métabolisme lipidique sous la dépendance de la séquence régulatrice « Sterol Regulatory Element » (SRE). 

(Brown et Goldstein 2009). 

Par ailleurs, HCV va aussi recruter la Phosphatidylinositol 4-kinase alpha (PI4KIII α) 

grâce à l’interaction avec NS5A et NS5B pour permettre la production de PI4P à la membrane 
du réticulum endoplasmique permettant de générer de larges vésicules à double-membrane 

nécessaires pour abriter les complexes de réplication. En l’absence de cette kinase, NS3 et 
NS5B peuvent induire la formation de vésicules à double-membranes, toutefois ces dernières 

sont de très petites et ne peuvent pas permettre la réplication du génome de HCV (Reiss et al. 

2013). 

Le virus Flock House, qui produit des complexes de réplication similaires à ceux des 

Alphavirus, stimule le métabolisme de glycérophospholipides. L’inhibition de la synthèse de 
phospholipides dans ce cas conduit à l’absence de la réplication de son génome (Castorena et 

al. 2010, Sharma et al. 2011). La protéine A du virus Flock House se lie à des phospholipides 

anioniques enrichis aux membranes mitochondriales, comme l’acide phosphatidique, 
phosphatidylglycérol et la cardiolipine, permettant d’ancrer le complexe de réplication du à la 

membrane externe de la mitochondrie (Miller et Ahlquist 2002, Stapleford et al. 2009). 

L’oligomérisation de la protéine A nécessaire à la réplication du génome viral n’est cependant 
pas suffisante car elle n’induit pas la formation de sphérule à la membrane externe de la 
mitochondrie. Pour ceci il faut obligatoirement une matrice ARN et une activation de la 

fonction polymérase de la protéine A (Dye et al. 2005, Kopek et al. 2010). Pour les Flavivirus 

la protéine NS4A permet de générer à elle seule des réarrangements des membranes du 

réticulum endoplasmique grâce à ses deux hélices amphiphatiques présentes dans sa partie N-

terminale de NS4A et son oligomérisation. (Roosendaal et al. 2006, Miller et al. 2007, Hung 

et al. 2015, Lee et al. 2015). La formation des complexes de réplication pour HCV est médiée 

par l’action coordonnée de trois protéines virales. En effet, elle nécessite la protéine 
hydrophobe NS4B qui contient 4 domaines transmembranaires et d’une partie C-terminale 

palmitoylée contenant une hélice amphiphatique. En s’oligomérisant et en recrutant, de 
manière coopérative avec NS5A, la protéine à domaine BAR PSTPIP2, elle permet la 

déformation à relief positif de la membrane du RE. NS3 et NS5A permettent, elles, de former 

les vésicules à double-membranes morphologiquement similaires à celles produites lors de 

l’infection par HCV (Romero-Brey et al. 2012). Ainsi, dans le contexte de la réplication du 

HCV, les protéines NS4B, NS3 et NS5A orchestrent la formation de structures membranaires 

abritant la réplication de HCV.  

2. La formation de la sphérule réplicative du CHIKV et l’organisation 

des protéines non-structurales  

Chez les Alphavirus, la protéine nsP1 interagit avec la membrane plasmique via son 

hélice amphiphatique et s’y lie fortement grâce à des résidus d’acide palmitique ajoutés dans 
sa partie C-terminale comme pour NS4B de HCV (Laakkonen et al. 1996, Ahola et al. 1999). 

Cependant, cette protéine seule n’induit pas de déformation membranaire. Celle-ci nécessite 

l’interaction avec les protéines nsP2 et nsP3, dans la forme précurseur nsP123, et à l’ARN 
viral, comme le virus Flock house, pour induire la formation des sphérules à la membrane 

plasmique (Salonen et al. 2003). La présence de l’acide nucléique viral est importante dans la 
biogenèse des sphérules puisque la taille de l’ARN conditionne la taille de la sphérule de 
réplication (Kallio et al. 2013). De plus, l’activité polymérase de nsP4 est requise puisque la 

synthèse d’intermédiaires réplicatifs est nécessaire pour la mise en place de cette déformation 
membranaire (Spuul et al. 2011, Kallio et al. 2016). Comme les mécanismes viraux vus 

précédemment, les protéines virales formant le complexe de réplication du virus Chikungunya 
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recrutent des cofacteurs cellulaires capables de moduler la composition lipidique des 

domaines de réplication. Ainsi, l’ATP citrate lyase permettant la synthèse d’acétyl CoA et la 
Fatty acid synthase (FASN) responsable de la transformation d’acétyl CoA en Palmitate sont 
retrouvées importantes dans la réplication du génome du CHIKV et FASN semblerait être 

associée aux complexes de réplication du CHIKV (Karlas et al. 2016). Ces données sont en 

accord avec celles publiées par Perez et coll. qui démontrent qu’en inhibant la synthèse 
d’acides gras avec la Cerulénine, la réplication du virus Semliki Forest est ralentie suggérant 
que le synthèse d’ARN viraux nécessite une synthèse continue de lipides pour la formation de 
membranes (Perez et al. 1991). Les lipides impliqués dans la genèse des complexes de 

réplication sont des glycérophospholipides chargés négativement comme les 

phosphatidylsérines. Ces dernières, constituants du feuillet interne de la membrane plasmique, 

sont en effet des partenaires de liaison de nsP1 et permettent, in vitro, le maintien de ses 

activités methyltransferases et guanylyltransferases (Ahola et al. 1999, Li et al. 2015). La 

formation de la sphérule réplicative nécessite donc la protéine virale de liaison aux lipides 

anionique nsP1 associée à nsP2 et nsP3 et la synthèse d’un ARN à partir d’une matrice grâce 
à la polymérase nsP4. L’organisation de ces quatre protéines formant le complexe de 

réplication du virus Chikungunya au sein de la sphérule n’est aujourd’hui pas connue. 
Cependant, l’étude d’interactions entre les domaines des protéines non-structurales, publiée 

par Rana, Sreejith et coll., propose que la protéine nsP1 pourrait interagir avec les autres 

protéines non-structurales virales alors que nsP3 n’interagirait dans le complexe qu’avec nsP1 
(Sreejith et al. 2012, Rana et al. 2014) (Figure 31). Dans ce modèle, nsP1 et nsP4 

sembleraient avoir la possibilité de s’oligomériser,  
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Figure 31: Représentation du complexe de réplication du CHIKV et des interactions entre les protéines 

non-structurales qui le compose. Les croix en fond vert signifient qu’il y a interaction entre domaines d’une 

protéine non-structurale et une autre protéine non-structurale. Les traits en fond rouge indiquent l’absence 

d’interaction. La protéine nsP3 est proposée comme recrutant des partenaires cellulaires afin d’assurer la réplication. 

Mt=Domaine méthyltransférase ; Mb=Domaine de liaison membranaire ; C-ter= Domaine C-terminal ; AUD= 

Alphavirus Unique Domain ; HVR= Région Hyper Variable; RdRp= domaine ARN polymérase ARN dépendante. 

Adapté de Rana, Sreejith et al, 2014.  

La phosphoprotéine nsP3 n’interagissant qu’avec la seule protéine virale nsP1, il est 
proposé à l’heure actuelle que nsP3 pourrait interagir avec des protéines cellulaires, via 

notamment sa partie C-terminale (Frolova et al. 2010, Neuvonen et al. 2011, Panas et al. 

2014, Thaa et al. 2015). Ainsi, nsP3 recrute entre autres l’Amphiphysine via son motif de 

liaison au domaine SH3 situé dans sa partie C-terminale riche en prolines. L’amphiphysine est 
une protéine à domaine N-BAR capables d’induire des déformations à relief positif de 
membranes riches en phospholipides anioniques (Rao et Haucke 2011). L’inhibition de son 
expression diminue de plus de 35% la réplication virale (Neuvonen et al. 2011). Toutefois, 

son rôle dans la formation de la sphérule à relief négatif n’est pas confirmé.  

2) Protéines cellulaires relocalisées dans les compartiments de 

réplications du CHIKV 

L’identification des partenaires cellulaires associés aux sphérules du CHIKV permet 

d’évaluer leur possible importance dans le fonctionnement du complexe de réplication du 
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CHIKV. L’identification de cofacteurs cellulaires participant à la réplication du CHIKV est 
un enjeu majeur pour la compréhension de la mécanistique de cette étape. En 2006, l’équipe 
de Frolova et coll. (Frolova et al. 2006) décrit, dans des cellules infectées avec du virus 

Sindbis la présence de complexes protéiques associés à nsP3 composés de : G3BP, hnRNPs, 

des composants du cytosquelette et des protéines ribosomales. Panas et ses collaborateurs ont 

montré en 2014 que la partie C-terminale de nsP3 des virus de l’ancien monde pouvait 
interagir avec la protéine G3BP via le motif FGDF (Panas et al. 2014, Panas et al. 2015). 

L’utilisation d’ARN interférant de G3BP a permis d’observer une augmentation de la 

synthèse de polyprotéines non-structurales sans affecter la réplication du génome viral 

(Cristea et al. 2010). Il apparaît que la protéine G3BP joue un rôle pro-viral dans la 

multiplication du CHIKV en permettant le passage de l’étape de la traduction de la 
polyprotéine non-structurale vers l’étape de réplication du génome (Scholte et al. 2015). 

Ainsi, la plus grande production de protéines non-structurales (Cristea et al. 2010) serait dû à 

un défaut de passage vers la réplication du génome et donc à une traduction qui durerait plus 

longtemps.  

En isolant les sphérules membranaires formées lors de l’infection par le Semliki Forest 
et en analysant leurs compositions en protéines cellulaires, Merits et collaborateurs ont 

identifié plus de 80 protéines cellulaires associées aux complexes de réplication (Varjak et al. 

2013). Parmi les protéines référencées, certains facteurs décrits précédemment dans l’étude de 
Frolova ont été retrouvés: G3BP, des protéines du cytosquelette (actine et microtubule), mais 

également, des facteurs régulant la traduction, des hélicases à domaine DExD/H (DHX9, 

DDX3), des protéines impliquées dans les modifications post-traductionnelles (kinases, 

phosphatases) et des protéines nucléaires impliquées dans le métabolisme d’ARN 
« heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins » (hnRNPs). Curieusement, beaucoup de RNPs, 

sortent du noyau de la cellule infectée lorsque la réplication virale s’effectue (Akhrymuk et al. 

2012). C’est notamment le cas de hnRNP A1, qui jouerait un rôle dans la synthèse de l’ARN 
du virus Sindbis en se liant aux promoteurs génomiques et subgénomique de l’ARN viral 
(Aggarwal et al. 2009, Gui et al. 2010). C’est aussi le cas pour hnRNP K qui serait également 
retrouvée aux complexes de réplication du virus Sindbis, liée aux protéines non-structurale et 

à l’ARN subgénomique (Burnham et al. 2007). Varjak et ses collaborateurs démontrent 

également que  les RNPs PCBP 1, hnRNP C, hnRNP M, et hnRNP K, modulent la réplication 

du SFV (Varjak et al. 2013). 

 

A l’heure actuelle, hormis la description de la fonction de G3BP, il n’existe aucune 
étude ayant conduit à la caractérisation des partenaires cellulaires des complexes de 

réplication du CHIKV. En revanche, par une approche en double hybride, certaines protéines 

cellulaires interagissant avec nsP2, nsP3 ou nsP4 ont pu être caractérisées (Bourai et al. 2012). 

Dans cette analyse, de manière très intéressante la protéine DHX9 ainsi que d’autres hélicases 
à domaine DExD/H ont été identifiées permettant, au regard des résultats obtenus 

précédemment avec les virus Sindbis et Semliki (Frolova et al. 2006, Varjak et al. 2013), de 

questionner la présence de ces hélicases dans les sphérules formées lors de l’infection par 
CHIKV, mais aussi de déterminer leurs fonctions dans la réplication du CHIKV.  

 

IV. Les hélicases à domaine DExD/H, des cofacteurs cellulaires 

régulant les cycles réplicatifs viraux. 
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La découverte des hélicases date de l’étude d’Abdel-Monem et de ses collaborateurs 

publiée en 1976 dans laquelle les auteurs démontrent une activité enzymatique séparant des 

doubles brins d’ADN chez E.coli (Abdel-Monem et Hoffmann-Berling 1976). Depuis, de 

nombreuses hélicases ont été identifiée dans tous les règnes du vivant et d’autant plus chez les 
organismes complexes parce que les acides nucléiques sont capables d’établir des structures 
d’appariement entre les bases qui les constituent. Les acides nucléiques contiennent 

l’information nécessaire pour la formation des molécules indispensables à la vie, il faut donc 
savoir lire cette information afin de la traduire en molécule fonctionnelle. L’appariement des 

bases d’un brin d’acide nucléique grâce à des ponts hydrogènes, et les structures secondaires, 

peuvent empêcher la lecture de l’information, c’est donc à cette étape qu’interviennent les 
hélicases en cassant les ponts d’hydrogène et en séparant les deux brins précédemment liés. 

Parmi ces hélicases nous retrouveront des hélicases à ARN appelées DEAD (DDX), DEAH 

ou DExH (DHX) qui sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les procaryotes et 

eucaryotes. Chez l’Homme, 42 DDX et 16 DHX ont été identifiées (Umate et al. 2011). Ces 

hélicases ont divergé les unes des autres depuis des phénomènes de duplications géniques 

apparus chez les procaryotes jusqu’à évolution par diverses mutations allant de la 

délétion/insertion de séquences codantes aux mutations ponctuelles (Lopez-Ramirez et al. 

2011)  

A. Structure des hélicases à domaine DExD/H 

 Ces protéines contiennent deux domaines globulaires liés de manière covalente formant 

le site actif de l’enzyme hélicase et constitués de motifs nécessaires pour l’orchestration de 

leur activité hélicase en liant un NTP et l’acide nucléique (Figure 32). L’organisation 
tridimensionnelle des domaines DEAD/DEIH et Hélicase (HelicC) fait apparaître entre eux 

une poche où est logé un nucléotide triphosphate. Les motifs Q, I, II et VI sont impliqués dans 

la liaison et l’hydrolyse du NTP pour produire l’énergie nécessaire à l’activité de la protéine: 
Pour les hélicases à domaine DEAD ce NTP sera l’ATP tandis que pour les DExH tous les 
NTPs sont hydrolysés car le motif Q spécifique à la reconnaissance de l’adénine est absent 
chez les DExH (Tanner 2003, Tanaka et Schwer 2005). Le motif I (GCGKT), appelé Walker 

A, forme une boucle et permet de lier le phosphate α et β du NTP. La thréonine lie le 

magnésium fixé aux groupements phosphates β, γ du NTP. Le motif VI coordonne la liaison 
du NTP au domaine 2 et est toujours associé à un motif DExD/H particulier : Les hélicases à 

motif DEAD contiennent toujours le motif HRxGRxGR alors que les hélicases à motif DExH 

auront le motif QRxGRxGR dans le domaine HelicC. Le motif II, ou Walker B, est le motif 

qui a nommé la famille de ces hélicases. Ils contiennent au moins deux acides aminés chargés 

négativement l’acide aspartique (D) impliqué dans la liaison covalente avec un Mg2+, l’acide 
glutamique (E) important dans l’hydrolyse du NTP et sont précédés par des acides aminés 
hydrophobes (ex : valine et isoleucine pour DHX9) (Koonin 1993). Le motif III est 

responsable de la coordination entre l’hydrolyse du NTP et l’activité hélicase de la protéine et 
les motifs Ia, Ib Ic, IV, IVa et V lient l’acide nucléique (Figure 32). 
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Figure 32: Motifs des cœurs enzymatiques des hélicases à domaine DEAD et DExH. (A) Le domaine I 

(DExD/H) et le domaine C-terminal hélicase (HelicC) constituant du cœur enzymatique de la protéine à domaine 

DEAD (DDX5) ou DExH (DHX9) sont représentés en structure primaire avec les différents motifs qui les constituent. 

Les couleurs indiquent les propriétés chimiques des acides aminés : rouge : acide, bleu : basique, noire : hydrophobe, 

vert et rose : polaire. (B) Schéma des fonctions des différents motifs dans la fixation du NTP (ATP seulement chez 

DEAD-box grâce au motif Q présent) et dans la liaison à l’Acide nucléique. Adapté de Putnam et Jankowsky, 2013 et 

de Lee et Pelletier, 2016. 

 

Si toutes les hélicases à domaine DExD/H possèdent un site actif très conservé, les 

parties N-terminales et C-terminales sont très différentes. Ces régions sont impliquées dans la 

localisation cellulaire, la reconnaissance d’acides nucléiques, et dans la liaison avec des 
partenaires protéiques (Figure 33) (Andersen et al. 2006, Marintchev et al. 2009, Montpetit et 

al. 2011). 
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Figure 33: Répartition de domaines fonctionnels dans la DEAD-box (DDX5) et DExH-Box (DHX9). 
Représentation schématique des domaines dans lequel les nombres indiquent les positions des acides aminés. DSRM= 

Domaine de liaison à l’ARN double brin, MTAD= « minimal transactivation domain », HA2= domaine 2 associé à 

l’hélicase ; OB Fold = Oligonucléotide/Oligosaccharide binding Fold, NLS= Signal de localisation nucléaire, NES= 

Signal d’export nucléaire.  

L’association de protéines cellulaires avec les hélicases DExD/H est reconnue comme 
étant déterminante de la fonction de ces enzymes (Banroques et al. 2010, Linder et Jankowsky 

2011). 

  

B. Fonction des hélicases DExD/H dans les cellules 

eucaryotes 

Les hélicases à domaines DExD/H ont un rôle majeur dans les processus impliquant les 

acides nucléiques et plus particulièrement dans toutes les étapes du métabolisme de l’ARN, de 
sa synthèse par transcription à sa dégradation, en passant par son transport, ses modulations 

pour la formation de ribonucléoprotéines (RNPs) et sa traduction en protéines (Figure 34). 
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Figure 34: Principaux processus utilisant des hélicases à domaine DExD/H 

 

1) Transcription de gènes 

La première grande étape de la voie d’expression de gènes est la transcription de 
l’information génétique portée par l’ADN. La transcription est un mécanisme très régulé 
faisant appel à un ensemble de protéines permettant la reconnaissance de promoteur, la 

modification de structure bicaténaire de l’ADN, et la polymérisation d’un ARN. Les hélicases 
à domaine DExD/H permettent de moduler la transcription de gènes en agissant comme co-

activateurs ou co-represseurs en fonction des interactions protéiques qu’elles établissent au 
site de transcription (Nakajima et al. 1997, Gillian et Svaren 2004, Wilson et al. 2004). Les 

protéines DDX5 et DHX9 sont les protéines les plus caractérisées pour la régulation de la 

transcription. En effet, ces deux hélicases sont toutes les deux capables de lier à la fois l’ARN 
polymérase II, responsable de la synthèse d’ARNm grâce à ses 12 sous-unités RPB1-12, et le 

complexe activateur de transcription CREB binding protein (CBP)/p300 impliqué dans la 

reconnaissance du promoteur de transcription (Nakajima et al. 1997, Rossow et Janknecht 

2003). D’un point de vue mécanistique, DHX9 interagirait avec l’ARN polymérase II grâce à 
trois tryptophanes dans son domaine MTAD (Figure 31) et la liaison des sites de liaison à 

l’ARN double brin de DHX9 avec CBP/p300 alors lié au promoteur conduirait au recrutement 
de DHX9 au site d’initiation de la transcription CRE (CREB responsive element) (Aratani et 

al. 2001, Aratani et al. 2003). En s’associant également avec la sous-unité p65 de NF-κB, 
DHX9/CBP/P300/ARNpolII peut alors transcrire des gènes dépendant de la transcription par 

NF-κB comme l’Interféron 1 β (Tetsuka et al. 2004). La partie N-terminale (230-325) de 

DHX9 peut également faire le pont entre ARN polymérase II et la partie C-terminale de la 



61 

 

protéine « Breast Cancer 1 » (BRCA1) ce qui permet le rapprochement de BRCA1 avec la 

machinerie transcriptionnelle et des complexes protéiques impliqués dans le remodelage de la 

chromatine par acétylation d’histones afin de faciliter la transcription de gènes (Mullan et al. 

2006). En plus de sa capacité à organiser la machinerie transcriptionnelle, DHX9 se fixe 

également sur des séquences d’ADN spécifiques comme la séquence 5’CGG ACC GCG TGC 

GC 3′ du promoteur du suppresseur de tumeur p16INK4A
. Myöhänen et Baylin démontrent que 

dans les cellules cancéreuses dans lesquelles l’expression de p16INK4A
 est altérée, DHX9 se 

fixe moins bien sur la séquence promotrice du suppresseur de tumeur et les histones sont 

moins acétylées (Myohanen et Baylin 2001). De même, l’équipe chinoise de Huo et 
collaborateurs a montré que le récepteur EGFR « Epidermal Growth Factor Receptor » ne 

peut lui-même activer la transcription de gènes cibles suite à sa stimulation par le facteur de 

croissance épidermique « EGF ». En se liant à DHX9, il dirige alors l’hélicase sur son 
promoteur ATRS (AT-rich sequence) et l’EGFR peut alors conduire à la transcription de 
gènes de réponses à sa stimulation (Huo et al. 2010). Ainsi l’hélicase DHX9 serait importante 
dans la reconnaissance de séquences impliquées dans la transcription de gènes.  

L’hélicase à DEAD-Box DDX5 (p68) et la très proche DDX17 (p72) agiraient comme 

la DEIH-Box DHX9 dans le pontage de l’ARN polymérase II avec le complexe CBP/p300. 
En effet, DDX5 agit également en coactivateurs de transcription en interagissant avec le 

promoteur cible, pS2, du récepteur à l’œstrogène ERα où sont retrouvés l’ARN polymérase II, 
CBP, p300 (Metivier et al. 2003). Il a été décrit que L’ARN polymérase II se lie sur les 80 
premiers acides aminés de DDX5 et le complexe CBP/p300 s’attache aussi sur la partie N-ter 

de DDX5 (176-388). Ainsi, DDX5 en transactivant le domaine C-terminal de CBP conduit à 

la transcription de gènes (Rossow et Janknecht 2003, Iyer et al. 2014). En réponse à différents 

stress comme des dommages de l’ADN, le supresseur de tumeur p53 est activé et participe à 
la transcription de gènes de réparation d’ADN, d’arrêt de croissance ou d’apoptose 
(Vogelstein et al. 2000, Balint et Vousden 2001). L’équipe de Bates en 2001 a démontré que 

l’utilisation de siRNA supprimant l’expression de DDX5 entraine une réduction de la 
synthèse d’ARN de gènes cibles de p53 impliquant alors l’hélicase dans l’activation de la 
transcription de ces gènes suite à ces conditions de stress (Bates et al. 2005). 

Les activités NTPases et Hélicases de DHX9/DDX5/DDX17 semblent être importantes 

dans l’activation de la transcription de certains gènes cellulaires (Aratani et al. 2001). En 

revanche, l’activité hélicase de DDX5 et DDX17 ne semblent pas être nécessaire dans la 
répression de transcription de gènes (Wilson et al. 2004). En effet, elles peuvent également 

inhiber la production d’ARNm en s’associant à l’histone déacétylase HDAC, connue pour être 
un répresseur transcriptionnel (Wilson et al. 2004). DDX54 se fixe sur le récepteur ERα mais 
à l’inverse de DDX5, cette liaison résulterait en une répression de la transcription des gènes 
cibles d’ERα (Rajendran et al. 2003) 

D’autres protéines à domaines DEAD ont un rôle confirmé dans la transcription 
d’ARNm : DDX21 se fixe à l’extrémité N-terminal du facteur de transcription c-Jun et permet 

de coactiver la transcription grâce aussi à son activité ATPase et hélicase (Westermarck et al. 

2002) 
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2) Epissage d’ARN pré-messagers 

La transcription des gènes permet la synthèse d’un ARN, qualifié d’abord de pré-

messagers, contenant des introns, non codants, et des exons. La suppression des introns non 

codants est une étape importante dans la maturation d’un ARN afin de produire un ARN 
mature porteur de la séquence d’une future protéine. La suppression des introns se fait par le 
mécanisme d’épissage. La réaction d’épissage nécessite 5 espèces d’ARN appelés « small 

nuclear RNAs » (snRNAs), U1, U2, U4, U5 et U6 et de nombreuses protéines formant alors 

un complexe de RNPs appelé « spliceosome » (Frendewey et Keller 1985, Grabowski et al. 

1985). L’épissage peut être divisé en 4 étapes (Figure 35) (Brow 2002, Wahl et al. 2009, Chen 

et Cheng 2012) :  

-l’assemblage du spliceosome : il s’effectue lors de la liaison des 5 snRNAs et des 

facteurs protéiques à l’ARN pré-messager. U1 reconnait le site 5’ d’épissage par appariements 
des bases. U2 se fixe aussi par appariements de base sur la branche d’ARN. U4, U5, et U6 
sont recrutés et le spliceosome est formé (Figure 35) 

-l’activation intervient ensuite par réarrangement de la structure du spliceosome en 

libérant U1 et U4. U6 se fixera à son tour au site 5’ de la jonction d’épissage et à U2. La 
structure est maintenue par le complexe protéique « NineteenComplex » (NTC) (Tarn et al. 

1994)  

-la réaction catalytique supprimant l’intron comprend deux étapes de transestérification. 
Cette étape nécessite de l’énergie par hydrolyse de l’ATP de la part des hélicases. 

-le désassemblage du spliceosome est effectué après que les deux réactions catalytiques 

aient changé la conformation du spliceosome et que l’ARNm et les composants de la 
machinerie d’épissage aient été libérés. Ces deux derniers évènements dépendent des 

hélicases qui séparent les duplexes d’ARN formés entre les snRNAs et l’ARN pré-messager. 
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Figure 35: Représentation schématique de la suppression d'un intron par épissage d'un ARN pré-

messager et l'implication d'hélicase à DEAD-Box  dans ce processus. Les exons sont représentés par des traits 

noirs épais. NTC : Nineteen complex. En bleu, quelques hélicases mises en jeu dans chacun des processus. Adapté de 

Liu et Cheng, 2015 

L’hélicase DDX17 est également décrite comme impliquée dans l’épissage notamment 
lorsque des exons sont riches en A-C comme chez la protéine CD44 (Honig et al. 2002, Lee 

2002) et de même DDX5 serait également importante pour les étapes précédant la première 

réaction catalytique puisque son inhibition entraine l’arrêt de l’assemblage du spliceosome 
(Liu 2002). 

3)  Biogenèse des ribosomes 

La traduction d’ARN messagers matures nécessite des Ribonucléoprotéines appelées 
ribosomes. Les ribosomes sont constitués de deux sous-unités :  

-Une grosse sous-unité faite de 47 protéines ribosomales (RPL) et d’ARNs ribosomaux 
(ARNr) 5S, 5,8S et 28S. 

-Une petite sous-unité faite de 33 protéines ribosomales (RPS) et d’un ARNr 18S. 

Afin de former des ribosomes, il faut alors synthétiser des ARNs ribosomaux et les 

maturer pour qu’ils puissent s’assembler avec les protéines des petites ou grandes sous-unités. 
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La synthèse est initiée par la transcription de l’ARN pré-ribosomal 47S par l’ARN 
polymérase I au nucléole et par la transcription du précurseur d’ARNr 5S par l’ARN 
polymérase III. L’ARN pré-ribosomal 47S contient des séquences aux extrémités 5’ et 3’ 
appelées « External Transcribed Spacers » (ETS) ainsi que deux séquences « Internal 

Transcribed Spacers » (ITS1 et ITS2) au sein de cet 47S. La maturation ribosomale passe par 

le clivage progressif de ces séquences afin de produire les ARNr 18S, 5,8S, 28S (Mullineux et 

Lafontaine 2012) et par l’assemblage de ces ARNs avec les protéines RPL et RPS. 

Toutes les étapes de la biogenèse d’un ribosome nécessitent la présence d’hélicases à 
domaines DExD/H. En effet, plus de 30 hélicases sont retrouvées associées au nucléole où est 

transcrit l’ARN pré-ribosomal 47S par l’ARN pol I(Scherl et al. 2002, Andersen et al. 2005). 

L’équipe de Zhang a mené une brillante étude en utilisant un système de délivrance d’ARNs 
interférant (ARNi) par des lentivirus pour diminuer l’expression de la plupart de ces 30 
hélicases et évaluer leur implication dans la transcription de l’ARNr 47S. La réduction de 10 
fois de l’expression de DHX9 et de moitié de DHX33 ont entrainé dans chacune des 

conditions la diminution de 10 fois la synthèse du précurseur d’ARNr. L’utilisation de 
d’ARNi contre les ARNm des hélicases DDX3, DDX10, DHX16, DDX17, DDX18, DDX23, 
DDX27, DDX46, DDX47, DDX48 (eiF4A3), DDX50, DDX51 et DDX56 réduisent 

également de près de la moitié la synthèse de l’ARNr 47S (Zhang et al. 2011a). Bien que les 

mécanismes exacts de leurs rôles dans la transcription du précurseur 47S ne soient pas 

connus, Zhang et ses collaborateurs proposent un modèle pour DHX33. La transcription de 

l’ARNr nécessite « Upstream Binding Factor » (UBF) pour remodeler la chromatine au 

niveau des ADNr et le recrutement de l’ARN polymérase I. Parce que la diminution de 

l’expression de DHX33 n’entraine ni l’accumulation d’ARNr 47S, ni des autres ARNr 
maturés, l’hélicase serait alors impliquée dans le mécanisme de transcription. Ses activités 
NTPase et de liaison à l’ADN semblent être importantes dans la synthèse du 47S, il est donc 

proposé que DHX33, en hydrolysant l’ATP pourrait permettre d’assister au dépliement de la 
chromatine au niveau des sites d’ADNr (Zhang et al. 2011a). Après transcription du 

précurseur ARNr 47S, l’étape de maturation par clivage est primordiale pour la production 
des 18S, 5,8S, 28S. Là encore, les hélicases ont un rôle important dans ce processus : 

l’utilisation d’ARNi contre DDX51 a pour conséquence une accumulation de l’ARNr 47S, 
mais une diminution des intermédiaires 32S et 12S conduisant in fine au 28S (Srivastava et al. 

2010). Enfin, après maturation, les ARNr doivent s’assembler avec les protéines RPL et RPS 
pour former les pré-sous-unités 60S et 40S des ribosomes. Encore une fois, les hélicases ont 

un rôle majeur dans cette fonction. La protéine DDX56 (appelée aussi NOH61) est présente 

dans le nucléole, dans le nucléoplasme, associée aux particules pré-ribosomales 65S mais est 

absente des ribosomes matures du cytoplasme (Zirwes et al. 2000). En diminuant la présence 

de DDX56 par ARNi, Wild et ses collaborateurs montrent une accumulation de RPL29 dans 

le noyau de la cellule transfectée, indiquant alors que DDX56 est importante dans la 

formation de la sous-unité large du ribosome. De même, ils montrent également que 

l’inhibition de l’expression de DHX15, absente du nucléole, a pour conséquence 
l’accumulation de RPS2 nucléaire. L’assemblage de la petite sous-unité ribosomale est ainsi 

dépendant de DHX15 (Wild et al. 2010). L’implication des hélicases dans la biogenèse des 
ribosomes n’est pas totalement résolue. Elle nécessite de plus amples études et est résumée 

schématiquement dans la figure 36. 
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Figure 36: Implication des hélicases à domaine DExD/H dans les étapes de la biogenèse des ribosomes.  Les 

constituants de la sous-unité large des ribosomes sont indiqués en rouge tandis que ceux de la petite sous-unité sont en 

bleu. 

Si les hélicases à domaine DExD/H sont impliquées dans la biogenèse des structures 

essentielle à la traduction des messages codés par l’ARNm en protéines, elles sont également 

importantes dans ce dernier processus. 

4) Les DExD/H et la traduction protéique 

Pour qu’un ARN messager puisse être traduit, il faut d’abord que la grosse sous-unité 

60S et la petite sous-unité 40S soient assemblées en un ribosome 80S fonctionnel. Ce 

processus requiert également des hélicases à domaine DExD/H. Ensuite, lorsque le complexe 

80S est assemblé, le ribosome peut être bloqué au cours de la phase d’élongation à des 
structures secondaires formées par l’appariement de bases au sein de l’ARNm. Ici encore, le 

recrutement de ces hélicases peut permettre de passer cet obstacle et l’avancée du ribosome en 
synthèse de la protéine. 

1. Rôle dans l’assemblage de ribosomes 

La traduction des ARNm épissés, matures avec une coiffe en 5’ est un processus 
hautement régulé par des complexes protéiques très organisés. Tout d’abord, un pré-complexe 

d’initiation 43S (PIC) formé de la sous-unité 40S du ribosome et des facteurs d’initiation de la 
traduction eiF1, eiF1A, eiF3, eiF5 avec le complexe ternaire eiF2-GTP-Met-tRNAi s’associe 
en région 5’ de l’ARNm à eiF4F. EiF4F est composé, comme nous l’avons déjà vu de la 
protéine se liant à la coiffe, eiF4E, de la protéine d’échafaudage eiF4G fixant eiF4E, PABP, 
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eiF4A et donc eiF3 de PIC. Une fois lié à l’ARN, PIC va scanner la s équence d’ARN à la 

recherche du codon complémentaire au MET-tRNAi, le codon d’initiation AUG (Aitken et 

Lorsch 2012). Dès qu’il est trouvé, PIC va modifier sa conformation et la translocation d’eiF1 
va permettre à eiF2 d’hydrolyser en collaboration avec eiF5 le GTP du complexe ternaire. Les 

facteurs d’initiations de la traduction de PIC et eiF2 alors lié au GDP sont libérés pendant 
qu’eiF5B permet l’attachement de la sous-unité large du ribosome sur la petite sous-unité 

formant alors le ribosome 80S, prêt pour l’élongation. Cependant, certains ARNm peuvent 
contenir une structure IRES ou « Internal ribosome entry site », l’ARNm de « X–chromosome 

linked Inhibitor of Apoptosis » (XIAP) par exemple, ou comme dans l’ARN de certains virus. 

En effet, le complexe PIC s’attache directement à la séquence IRES de l’hépatite C et sans 
avoir besoin de eiF1, eiF1A, eiF4B et eiF4F (Pestova et al. 1998, Kieft et al. 2001, Thakor et 

Holcik 2012). Geissler et ses collaborateurs ont démontré que DDX3 pouvait se lier à eiF3 et 

à PIC et permettre le recrutement de la grande sous-unité ribosomale en modifiant la 

conformation du complexe précédemment établi. Dès que le ribosome 80S est formé, le 

facteur eIF3 est libéré mais DDX3 reste en place jusqu’à ce que l’élongation démarre 
(Geissler et al. 2012). Ce type de traduction est particulièrement bien adapté lorsqu’eiF2α est 
phosphorylée en conditions de stress permettant ainsi de traduire certains ARNm modulant 

l’apoptose par exemple (Thakor et Holcik 2012). 

2. Rôle dans le dépliement des structures secondaires de l’ARNm 

La liaison de PIC et la lecture de la séquence d’ARN nécessitent le dépliement 

d’éventuelles structures secondaires de l’ARNm. Au moins 4 hélicases sont aujourd’hui 
connues pour effectuer cette tâche : eiF4A, Ded1 ou DDX3, DHX9 et DHX29. 

EiF4A est un composant du complexe eiF4F. Grâce à son domaine DEAD-Box cette 

protéine appelée aussi DDX2 est capable de déplier des structures pour permettre la liaison de 

PIC sur l’ARN à l’extrémité 5’ (Svitkin et al. 2001). Cette fonction hélicase est possible 

lorsque la liaison d’eiF4G ou d’eiF4H à eiF4A modifie l’orientation de son cœur enzymatique 
et permet une stimulation de l’activité ATPase initialement faible (Rogers et al. 2001, Schutz 

et al. 2008, Hilbert et al. 2011). EiF4A et eiF4B ont été caractérisés comme interagissant avec 

l’ARNm jusqu’à 52 nucléotides en aval de la coiffe (Lindqvist et al. 2008). Ceci signifie 

qu’après le recrutement de PIC, eiF4A peut parcourir l’ARNm pour défaire les structures 
secondaires et faciliter le scan de l’AUG. 

EiF4A n’est pas la seule hélicase à effectuer cette fonction de dé-appariement de bases 

pour que le ribosome puisse trouver le codon initiateur de la traduction. En effet, les hélicases 

Ded1 et DHX29 ont été proposées pour permettre la destructuration de l’ARN en 5’ mais de 
manière complémentaire à eiF4A : eiF4A pourrait permettre de supprimer les structures près 

de la coiffe, tandis que Ded1 et DHX29 pourrait permettre d’étendre cette action sur 
structures plus fortes pour l’accrochage d’eiF4F ou pendant la lecture de l’AUG (Berthelot et 

al. 2004, Pisareva et al. 2008). De point de vue mécanistique, Hilliker et ses collaborateurs ont 

brillamment montré que DDX3 se liait directement à eiF4G par sa partie C-terminale pour 

former un complexe DDX3-eiF4F-ARNm qui s’accumule dans les granules de stress. Puis en 
hydrolysant l’ATP, DDX3 quitte les granules de stress avec eiF4F et l’ARNm pour initier la 
traduction (Hilliker et al. 2011). Cette liaison permettrait à eiF4G de se stabiliser à l’extrémité 
5’ de l’ARN grâce à la déstructuration de l’ARN médiée par DDX3 (Soto-Rifo et al. 2012). 

L’hélicase DHX29, en interagissant avec la sous-unité 40S du ribosome près du canal 

d’entrée au sein de PIC, sépare les deux brins d’une tige-boucle d’ARN permettant à ces 
séquences d’entrer dans le ribosome et ce sur de long 5’UTR, jusqu’au codon initiateur 
(Abaeva et al. 2011). 
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Enfin, l’hélicase DHX9 ou RNA Helicase A (RHA), en plus de son rôle dans la 
transcription, joue un rôle majeur dans la traduction d’ARNs très structurés en 5’. La première 
structure reconnue par DHX9 est appelée PCE pour « 5’Post-transcription Control Element ». 

Cette structure a d’abord été identifiée dans l’extrémité 5’UTR de l’ARN du virus de la 
nécrose de la rate aviaire (Butsch et al. 1999) et a ensuite été retrouvé chez les rétrovirus VIH-

1 et HTLV-1 et dans l’ARNm de JunD. Le PCE est une structure secondaire complexe de 150 
nucléotides contenant 2 tige-boucles (Roberts et Boris-Lawrie 2003, Hartman et al. 2006) que 

DHX9 peut lier, grâce aux lysines conservées de ses deux domaines de liaison à l’ARN 
double brin. En utilisant ses activités NTPase/Hélicase, DHX9 permet l’incorporation de 
polyribosomes et une traduction efficace des protéines (Hartman et al. 2006, Ranji et al. 

2011). La deuxième structure reconnue par DHX9 est présente dans le 5’UTR de l’ARNm du 
collagène. Il s’agit d’une tige-boucle reconnue par « La ribonucleoprotein domain family 

member 6 » (LARP6). Cette dernière fixe cette tige-boucle (Cai et al. 2010a, Stefanovic et al. 

2014) en complexe avec DHX9 ce qui permet le recrutement de polysomes et de traduire 

efficacement le collagène (Manojlovic et Stefanovic 2012). De la même manière, DHX9 peut 

se lier à la protéine Lin28 par ses parties N- et C-terminales et permet de promouvoir la 

traduction en dépliant les structures secondaires et associant les ribosomes sur les ARNm liés 

par Lin28 (Jin et al. 2011). L’ensemble de ces évènements est schématisé dans la figure 37.  

Très récemment, un rôle de DHX9 dans la traduction IRES dépendante a été révélé. 

Suite à des dommages de l’ADN provoqués par des radiations ionisantes ou par des rayons 

ultraviolets, Halaby et ses collaborateurs montrent que DHX9 peut s’associer à la protéine 
Translation Control Protein 80 (TCP80) et augmenter la traduction IRES dépendante de p53, 

plausiblement en dépliant les structures secondaires de l’ARN formant l’IRES (Halaby et al. 

2015). 

Ainsi, alors qu’eiF4A, DDX3 et DHX29 ne présente pas de cible spécifique, DHX9 
exerce ses fonctions d’amplification de traduction d’ARN messagers de manière spécifique 
grâce à des structures secondaires particulières (Hartman et al. 2006). 
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Figure 37: Le recrutement de DHX9 sur des structures secondaires d'ARNm permet d'augmenter la 

synthèse de la protéine codée 

 

5) Rôle dans le transport d’ARNs 

Les cellules eucaryotes étant compartimentalisées, le transport d’ARNs du noyau vers 
le cytoplasme et vice versa est contrôlé à l’interface noyau/cytoplasme. L’export nucléaire de 

molécules d’ARN ou de protéines est effectué par deux voies d’exports : la voie TAP et la 

voie CRM1. TAP interagit avec différents adaptateurs ou avec des ARN messagers contenant 

des « constitutive transport élément » (CTE) ou des régions codantes pour des séquences 

signal. L’ensemble forme un complexe de ribonucléoprotéines qui va se fixer au complexe du 
pore nucléaire (NPC) via la protéine « Translocated promoter region » (TPR) permettant le 

passage du noyau jusqu’à la queue cytoplasmique du pore nucléaire. Dans cette voie de 

transport, certaines hélicases sont nécessaires pour l’export d’ARNm. DDX39 est capable de 
lier à sa partie C-terminale la protéine de liaison à l’ARNm CIP29 et le facteur d’export ALY, 
comme l’hélicase UAP56 (Sugiura et al. 2007). Ce complexe est alors apporté au pore 

nucléaire grâce à TAP. Dans la queue cytoplasmique du NPC, l’hélicase DDX19 lie la 
protéine Gle1 et l’inositol hexakisphosphate IP6 entrainant la fixation de l’ATP par DDX19. 
En liant la molécule d’ATP, DDX19 peut alors prendre en charge l’ARN du complexe de 
ribonucléoprotéines provoquant alors sa dissociation avec Gle1-IP6 et l’activation de 
l’hydrolyse de l’ATP. Cette activité change la conformation tridimensionnelle de DDX19, 
modifiant alors l’organisation du complexe de RNPs et la libération de l’ARNm transporté 
dans le cytoplasme de la cellule (Figure 38)(Hodge et al. 2011, Noble et al. 2011).  
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CRM1 interagit également avec différents adaptateurs en présence de la protéine RAN 

liée au GTP pour permettre l’export de protéines à séquences d’export riches en leucines 
(NES), d’ARN messagers, des ARN ribosomaux et des snRNAs jusqu'à la queue 
cytoplasmique du NPC (Fornerod et al. 1997). Là, RANGAP associée à RANBP2 va 

hydrolyser le GTP lié à RAN, et libérant alors l’ARN transporté, par exemple, dans le 
cytoplasme (Hutten et Kehlenbach 2007). Très peu d’hélicases à domaine DExD/H sont 
connues à ce jour pour utiliser ce transport. Cependant, DDX3 semblerait lier directement 

CRM1 et permettre l’export des ARNs non épissés du VIH (Figure 38)(Mahboobi et al. 

2015). 

 

Figure 38: Implication des hélicases à domaines DExD/H dans l'export nucléaire d'ARNs. Adapté de 

Delaleau et Borden, 2015 

  

6) Rôle dans les défenses innées 

Pendant l’infection microbienne, diverses molécules de la cellule hôte reconnaissent des 
structures de pathogènes appelées PAMPs (Medzhitov et Janeway 2000). Ces structures 

incluent l’ADN ou l’ARN génomique, des intermédiaires de réplication et des ARNs double-

brins. Les récepteurs qui les reconnaissent activent une cascade de signalisation afin de 

produire de l’interféron et d’autres molécules à fonction antimicrobiennes. Parmi ces senseurs 
d’acides nucléiques dérivés de pathogènes, figurent les hélicases à domaine DExD/H 
groupées sous le nom de « RIG-1-like receptors » (RLRs) et les hélicases à domaine DExD/H 

non-RLR. 

Parmi les RLRs, nous retrouverons la protéine DDX58 aussi appelée RIG-1, l’hélicase 
MDA5 et DHX58 ou LGP2 déjà mentionnées précédemment. Elles contiennent toutes un 

cœur hélicase entre deux domaines RecA-like et un domaine de régulation en C-terminal qui 

permet la reconnaissance des PAMPs  (Cui et al. 2008, Takahasi et al. 2009). La liaison du 

RLR à l’acide nucléique conduit à l’hydrolyse de l’ATP, l’oligomérisation du récepteur et sa 
translocation vers la mitochondrie où il interagit avec IPS-1 (protéine aussi appelée MAVS ou 
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CARDIF ou VISA) (Jensen et Thomsen 2012, Fullam et Schröder 2013, Vabret et Blander 

2013). Cette interaction avec IPS-1 n’est possible qu’entre RIG-1 et MDA5 grâce à leur 

domaine CARD. LGP2 ne l’ayant pas, elle ne peut pas activer IPS-1 et donc initier 

l’expression de gènes antiviraux seule mais aurait un rôle dans la modulation de la réponse 

innée. En effet, étant donné que le domaine CTD de MDA5 a une affiné faible pour l’ARN 
double-brin, LGP2 pourrait servir de corécepteur pour augmenter l’habilité de MDA5 à 
reconnaitre les longues structures d’ARN double-brin (Pippig et al. 2009). RIG-1 peut 

également reconnaitre l’ARN double-brin mais aussi des ARNs simple-brins notamment ceux 

à l’extrémité 5’ triphosphate non coiffé et les extrémités des ARNs double-brins à bases non 

appariées (Barbalat et al. 2011, Loo et Gale 2011). En reconnaissant ces structures, RIG-1 

peut, en plus d’activer IPS-1, s’associer avec la protéine ASC conduisant à l’activation de la 
caspase 1 et la mise en place de la pyroptose (Poeck et al. 2010) et interagir avec STING 

(pour « Stimulator of IFN Genes ») au réticulum endoplasmique activant à son tour TBK1 et 

la production d’interféron de type I (Figure 26 – Page 46) (Ishikawa et Barber 2008, Zhong et 

al. 2008).  

Parmi les hélicases non-RLRs pouvant reconnaitre des PAMPs et permettre d’induire 
une réponse consistant à la mise en place de défenses innées figurent les hélicases DDX1, 

DDX3, DDX21, DDX41, DDX60, DHX9, DHX33, DHX36. Parce que leurs régions N et C-

terminales diffèrent entre chacune d’elle, elles vont établir des liaisons avec différents acteurs 
de la cascade de signalisation conduisant à la mise en place d’un état antimicrobien. 

DDX1 peut reconnaitre le poly(I :C) dans les cellules dendritiques myéloïdes et former 

un complexe avec DDX21 et DHX36. Les deux dernières hélicases peuvent alors se lier au 

domaine TIR de TRIF et conduire à l’activation de NF-κB (Figure 39)(Zhang et al. 2011b).  

DDX41 se lie plus spécifiquement à l’ADN grâce à son domaine DEAD. En 
reconnaissant l’ADN du pathogène, DDX41 peut alors interagir avec TBK1 et STING dans 
des cellules dendritiques myéloïdes. La diminution de l’expression de DDX41 dans ces 
cellules diminue en effet la production d’interférons et de cytokines en réponse à l’apport 
d’ADN (Figure 39)(Zhang et al. 2011c). 

DDX60 serait un cofacteur de RIG-1, de MDA5, et de LGP2 dans la reconnaissance 

d’ARNs et d’ADNs étrangers car l’hélicase lie les RLRs et augmenterait la production 

d’interféron sans s’associer à IPS-1 (Figure 39)(Miyashita et al. 2011). 

DHX9 est capable de lier des ARN double-brins grâce à son domaine N-terminal et lier 

les domaines CARDs de IPS-1 via sa partie C-terminale dans les cellules dendritiques 

myéloïdes. Cette liaison permet d’activer IRF3 et NF-κB pouvant ainsi transcrire des gènes 
d’interféron de type I. DHX9 agirait ainsi comme les RLRs RIG-1 et MDA5 pour mettre en 

place un état néfaste à la multiplication microbienne (Figure 39)(Zhang et al. 2011d). Dans les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes, DHX9 est connue pour lier les CpG non méthylés (très 

fréquents dans les génomes de microbes et rares chez les vertébrés) tout comme DHX36. 

DHX9 et DHX36 vont pouvoir activer la protéine MyD88 (pour « myeloid differentiation 

primary response gene 88 ») pour produire in fine le tumor necrosis factor α (TNFα), 
interleukine 6, interféron β grâce à DHX9 et interféron α grâce à DHX36 (Kim et al. 2010).  

DHX33 est connue pour reconnaitre des ARNs cytosoliques et d’activer NLRP3 (pour 
« NLR Pyrin-domain containing 3 ») dans les macrophages. S’ensuit alors l’activation de la 
caspase 1 par clivage de la pro-caspase 1 et sécrétion d’interleukine 1-β et d’interleukine pro-

inflammatoire 18 (Figure 39) (Mitoma et al. 2013). 
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Figure 39: Reconnaissance d'acides nucléiques dérivés de pathogènes par les Hélicases à domaine DExD/H 

et réponses pour l’établissement de défenses innées. Adapté de Shih et Lee, 2014 

 

Les hélicases à domaine DExD/H sont donc des molécules clés dans la biologie d’une 
cellule puisqu’elles permettent de réguler l’ensemble des mécanismes impliqués dans le 
métabolisme de l’ARN cellulaire depuis la transcription à la production d’une protéine et en 
agissant comme gardien de l’intégrité cellulaire contre les infections microbiennes. Parce que 
ces protéines ont un rôle central dans l’expression de gènes, l’assemblage et le modelage de 
Ribonucléoprotéines et dans la détection de pathogènes, de nombreux virus ont évolué pour 

recruter ces hélicases afin de les utiliser en tant que cofacteurs pro-viraux tout en échappant à 

l’établissement d’un état antiviral. 

C. Les hélicases à domaine DExD/H à l’interface de la 

réplication virale 

1) Des facteurs antiviraux 

La réplication des génomes viraux nécessite la présence de facteurs protéiques viraux, 

mais aussi cellulaires pour copier l’information génétique à partir d’une matrice, former des 
intermédiaires de la réplication et les séparer pour recommencer à répliquer le génome. Si le 

complexe de réplication du virus n’est pas abrité dans des structures closes ou si les 

ADN 
ARNdb  

ARNsb  

Domaine CARD 

Cytoplasme Noyau 

Survie/ 
Pyroptose 

Survie/ 
Apoptose 

Mitochondrie 



72 

 

macromolécules cellulaires ne sont pas apportées de manière « contrôlée » par les protéines 

virales, des hélicases à domaine DExD/H peuvent alors reconnaitre ces PAMPs et les 

signaliser pour stopper la réplication virale.  

a) Implication dans la reconnaissance de PAMPs 

Les plus connues des hélicases impliquées dans la reconnaissance des acides nucléiques 

étrangers sont DDX58 ou RIG-1 et MDA5. RIG-1 a une affinité particulière pour les ARNs et 

est donc un détecteur majeur d’acides nucléiques de la plupart des virus à ARN et de quelques 

virus à ADN. Le substrat préférentiel de RIG-1 est une extrémité 5’ triphosphate non appariée 
de 10 à 300 paires de bases (Hornung et al. 2006, Kato et al. 2006, Pichlmair et al. 2006, Kato 

et al. 2008, Schmidt et al. 2009) mais l’hélicase peut également se lier une extrémité 5’ 
diphosphate (Lu et al. 2010, Goubau et al. 2014) et des motifs de séquences poly-U/UC 

présents dans des génomes viraux (Saito et al. 2008, Lee et al. 2011, Schnell et al. 2012, 

Runge et al. 2014). 

Ainsi, RIG-1 peut reconnaitre l’extrémité 5’ triphosphate du génome du virus de la 

rougeole (Plumet et al. 2007). De même, l’autre paramyxovirus Sendaï, contient un génome à 

extrémités complémentaires résultant en une circularisation du génome avec un brin 5’ 
saillant contenant cette même structure (Kolakofsky 1976). RIG-1 a ainsi la possibilité de 

l’identifier et de permettre de répondre à la présence du PAMP. Dans la continuité des virus à 
ARN négatif, le virus Influenza A active RIG-1 par l’extrémité 5’ triphosphate de son ARN 
génomique simple brin (Pichlmair et al. 2006). Davis et ses collaborateurs démontrent ensuite 

que RIG-1 peut également se fixer en partie 3’UTR de cet ARN grâce à une région d’environ 
40 nucléotides riche en A/U et formant une tige boucle. La présence d’adénines dans la 
boucle permet la synthèse d’Interféron β de manière RIG-1 dépendante et indépendamment de 

l’extrémité 5’ triphosphate (Davis et al. 2012). Ce type de séquence est également présent 

chez le virus de l’hépatite C (HCV) et CHIKV. En effet, dans la partie 3’ UTR de ces virus à 
ARN simple brin positif, des régions riches en uraciles chez HCV et en A/U chez CHIKV 

sont retrouvées comme ligant RIG-1 (Saito et al. 2008, Sanchez David et al. 2016). Les 

régions riches en dA/dT de génomes à virus à ADN double brin peut également entrainer 

l’activation de RIG-1. Tout comme le poly-(dA:dT), le génome des Herpesviridae (ex : Virus 

Epstein Barr) peut servir de matrice à l’ARN polymérase III qui produira des ARN double 

brins à extrémité 5’ triphosphates reconnus par RIG-1. L’inhibition de la polymérase III par 
l’inhibiteur ML-60218 conduit à une perte de la synthèse de l’interféron suite à l’infection 
(Ablasser et al. 2009). 

MDA5, comme nous l’avons déjà mentionné, reconnait spécifiquement les longs ARNs 
double-brins et des structures branchées d’ARN. Si RIG-1 et MDA5 peuvent tous les deux 

fixer le poly(I :C) (imitant les ARNs double-brins viraux), la synthèse d’interféron de type I 
par son utilisation est majoritairement liée à l’hélicase MDA5 (Gitlin et al. 2006). En utilisant 

ce composé synthétique et en produisant des souris MDA5
-/-

, Gitlin et collaborateurs ont 

publié une étude prouvant que les coronavirus induisent une production d’interféron de type I 
grâce à la reconnaissance de duplexes d’ARN viraux par MDA5 (Gitlin et al. 2006). Les 

Norovirus se répliquent plus facilement dans les cellules dendritiques dérivées de la moelle 

osseuse n’exprimant plus MDA5 qui en effet ne reconnait plus l’ARN double brin produit lors 
de la réplication de ce virus à ARN simple brin à polarité positive (McCartney et al. 2008). 

Pichlmair et ses collaborateurs démontrent que les Reovirus, le virus de la vaccine et les 

Alphavirus sont capables d’activer MDA5, non pas grâce aux duplexes d’ARN mais par des 
ARN branchés au cours de leur réplication (Pichlmair et al. 2009).  
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Les implications individuelles de RIG-1 et MDA5 dans la reconnaissance des PAMPs 

ne sont à ce jour pas totalement bien comprises. Cependant, elles pourraient agir de manière 

synergique en reconnaissant différentes structures d’acides nucléiques à différentes étapes du 
cycle réplicatif viral (Fredericksen et al. 2008, Errett et al. 2013). 

L’hélicase DDX3 a été décrite comme étant un acteur de la signalisation conduisant à la 
mise en place de l’état antiviral. Dans un premier temps, Soulat et collaborateurs ont 
démontré en 2008 que DDX3 interagit avec TBK1. En phosphorylant DDX3, TBK1 conduit 

l’hélicase à fixer le promoteur de l’interféron-β et transcrire son gène (Soulat et al. 2008). 

Lors de l’infection par le virus de la vaccine, la protéine K7 inhibe la transcription du gène de 
l’interféron β au niveau des kinases IKKε et TBK1 responsables de la phosphorylation 
d’IRF3/7. Cette inhibition est due à l’interaction de K7 avec DDX3 qui est alors incapable de 
lier le complexe IKKε/TBK1 (Schroder et al. 2008) cet effet est similaire à l’action de la 
polymérase du virus de l’hépatite B (Yu et al. 2010). Après la publication de ces travaux, 

DDX3 est proposé comme liant directement IKKε. La phosphorylation sur sa sérine 102 par 
IKKε permet à DDX3 de recruter IRF3 et de l’activer pour aller transcrire le gène de 
l’interféron β (Gu et al. 2013) (Figure 39 - Page 71). Ainsi, le premier rôle antiviral de DDX3 

est situé au niveau de la cascade de signalisation vers la transcription d’ARNm d’interféron β. 
Un second rôle lui est attribué en 2010 : en reconnaissant l’ARN viral, DDX3 peut se lier par 
sa partie C-terminale au domaine CARD de IPS-1 et activer la voie de signalisation 

aboutissant à la production d’IFNβ (Oshiumi et al. 2010) (Figure 39 – Page 71). DDX3 peut 

donc également être un « senseur » de PAMP. 

La capacité de DDX3 à lier IPS-1 serait également partagée par DHX9 comme nous 

l’avons déjà décrit (Point IV.B.6 « Rôle dans les defenses innées » - Page 69). Les petits et 

longs poly(I :C) sont capables d’être reconnus par DHX9 qui s’associerait ensuite avec IPS-1 

dans les cellules dendritiques myéloïdes (Zhang et al. 2011d). Cependant, il n’existe pour 
l’instant pas de preuves expérimentales que DHX9 interagirait avec IPS-1 en liant directement 

des ARN viraux. 

L’hélicase DDX1 a été décrite comme impliquant DDX21 et DDX36 dans la 

reconnaissance des acides nucléiques du virus Influenza A et des Réovirus. En effet, Zhang et 

ses collaborateurs démontrent dans une autre publication en 2011, que la réduction d’environ 
80% de l’expression de ces trois hélicases par shRNA entrainait une diminution de 60 à 70% 

de la production d’interféron β et de 40 à 50% de production de TNF-α lors de l’infection par 
le virus Influenza A. En infectant ces mêmes cellules dendritiques myéloïdes avec un 

Réovirus, ils obtiennent une diminution de 70 à 80% de la production d’interféron β et de 60 à 

70% de celle du TNF-α. DDX1 serait en fait la seule impliquée dans la reconnaissance du 

PAMP. En formant un complexe ternaire avec DDX21 et DDX36, elle conduit à l’activation 
de TRIF (l’adaptateur de TLR3 et TLR4) et stimule ainsi la production d’interféron β et de 
TNF-α (Zhang et al. 2011b) (Figure 39 - Page 71). 

DDX60 interagit avec les RLRs pour augmenter leur signalisation suite à la 

reconnaissance des acides nucléiques du pathogène. L’infection par le virus Sendai ou par le 
Poliovirus entraine la production d’interféron β grâce au récepteur de PAMPs RIG-1 pour le 

virus Sendai (Kato et al. 2006) et à MDA5 pour Poliovirus (Barral et al. 2007). Miyashita et 

collaborateurs ont démontré que ces deux RLRs interagissent avec DDX60 et qu’en 
diminuant son expression, par shRNA dans des HEK293 et HeLa infectées par ces virus, les 

productions d’interféron β et des ISGs IP10, et IFIT1 sont réduites. Par ailleurs, DDX60 ne se 

fixe pas sur IPS-1 et IKKε indiquant donc que l’effet de DDX60 est situé uniquement au 
niveau de la reconnaissance des ARNs viraux (Miyashita et al. 2011). Cette hélicase démontre 
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également un effet antiviral sur le virus de l’hépatite C. En effet, la surexpression de DDX60 
dans des cellules d’hépatocarcinome Huh7 réduit d’environ de moitié la réplication de HCV 
(Schoggins et al. 2011). Ce mécanisme a été décrit l’étude d’Oshiumi et coll en 2015, 
démontrant que DDX60, ayant une homologie de séquence avec le cofacteur d’exosome 
SKIV2L, pouvait prendre en charge l’ARN d’HCV reconnu et entraîner sa dégradation par 
l’exosome en plus de son rôle dans son couplage avec MDA5 pour permettre la synthèse 
d’interféron de type 1 (Oshiumi et al. 2015). 

Toutes ces hélicases seraient donc capables de reconnaître des PAMPs de virus à ARN. 

Les virus à ADN sont aussi susceptibles de voir leurs acides nucléiques détectés par les 

protéines à domaine DExD/H. En effet, les mêmes auteurs ont montré que DDX41 liait les 

ADNs via son domaine DEADc dans le cytoplasme de la cellule dendritique myeloïde. En 

réduisant son expression par shRNA, Zhang et ses collaborateurs observent une diminution 

significative de la production d’interféron de type I, d’interleukine 6 ou de TNF suite à 
l’infection par le virus Herpès Simplex 1 (HSV-1) et sans effet par celle du virus Influenza 1. 

DDX41 permettrait alors de reconnaitre des ADNs et interagirait avec la protéine Sting et 

pour conduire à l’activation de la voie TBK1 (Figure 39- Page 71). 

Si l’effet antiviral des hélicases à domaine DExD/H est d’abord causé par la 
reconnaissance d’acides nucléiques viraux dans la cellule infectée, ces protéines peuvent 

également former des structures de séquestration de molécules dont le virus aurait besoin pour 

se répliquer appelées « granules de stress » 

b) Implication dans la formation de granules de stress 

Les granules de stress apparaissent notamment lors de l’infection par des virus 
(Onomoto et al. 2014). Ce sont des structures cytoplasmiques dynamiques séquestrant des 

ribonucléoprotéines, des ARN messagers, des protéines impliquées dans le remodellage de 

ces acides nucléiques et dans l’initiation de leur traduction (Protter et Parker, 2016).  

L’infection d’une cellule par un pathogène viral peut conduire à la phosphorylation de la 
sérine 51 d’eiF2α par une des quatre sérine/thréonine kinases : « double-stranded RNA-

dependent Protein Kinase R » (PKR), » Heme-Regulated translation Inhibitor kinase » (HRI), 

« PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase » (Bien et al. 2004) et « General Control 

Nonderepressible 2 » (GCN2) (Anderson et Kedersha 2002). GCN2 se lie à des ARNs simple-

brins viraux (Berlanga et al. 2006) ; La PERK est activée par l’accumulation de protéines mal 
repliées dans le réticulum endoplasmique. Alors que les mécanismes d’activation de la kinase 
HRI sont aujourd’hui mal connus, PKR serait activée par la reconnaissance cytoplasmique 

d’ARNs double-brins et grâce à son interaction avec IPS-1 (Zhang et al. 2014). Les granules 

de stress sont visibles dans une cellule lorsqu’ eiF2α est phosphorylée. La phosphorylation va 

entrainer une inhibition de la traduction des ARNs présents dans le cytoplasme en les 

sequestrant avec des complexes d’initiation de traduction parce qu’eiF2α phosphorylée ne 

peut apporter l’ARNt-Methionine à l’AUG. En plus de ces protéines, d’autres impliquées 
dans la liaison à l’ARN comme T-cell-restricted intracellular antigen-1 (TIA1), Ras GAP 

SH3-domain-binding protein (G3BP) ou d’autres protéines cellulaires comme la p90 
ribosomal S6 kinase 2 (RSK2), Ras homolog gene family member A (RhoA) et la 

sérine/thréonine kinase Rho-associated coiled-coil forming kinase 1 (ROCK1), IPS-1, MDA5 

et RIG-1 y sont également retrouvées (Anderson et Kedersha 2002, Tsai et Wei 2010, 

Onomoto et al. 2012).  

DDX3 est une hélicase présente dans les granules de stress. En plus d’être impliquée 

dans la transcription d’ARNm, l’épissage, transport d’ARN, elle est aussi associée à des 
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complexes traductionnels (Lee et al. 2008, Shih et al. 2008). Grâce à son motif 
38

YIPPHLR
44 

de son domaine N-terminal, DDX3 est capable de lier eiF4E et PAB1 par son cœur 
enzymatique au cours d’un stress cellulaire. Ces liaisons semblent nécessaires pour la 
formation de granules de stress lors de l’utilisation de sorbitol pour induire un stress 
osmotique (Shih et al. 2012). Bien que le mécanisme exact de formation de granules de stress 

par DDX3 ne soit pas exactement connu, il est possible qu’en liant des protéines de 

complexes traductionnels, DDX3 agirait comme une protéine de pontage. L’infection de 
cellules par le virus Influenza A induit la formation de granules de stress contenant DDX3 et 

la diminution de son expression par siRNA semble interférer avec la formation de granules de 

stress. L’utilisation de ces ARNs interférant avec l’expression de DDX3 montre également 
une augmentation de la réplication du virus Influenza A démontrant que la mise en place de 

granules de stress par DDX3 est néfaste à la réplication de ce virus (Thulasi Raman et al. 

2016). 

DHX36 a également été retrouvée dans les granules de stress induits par l’infection du 
virus Influenza A. En aidant RIG-1 à la reconnaissance du génome du virus de la grippe A, 

l’hélicase active ensuite la PKR qui peut alors former les granules de stress (Yoo et al. 2014). 

Les cellules MEF déficientes en DHX36 et infectées par le virus Influenza A produisent alors 

moins d’interféron de type I, moins de granules de stress et la réplication virale est augmentée 
(Yoo et al. 2014) (Figure 40). 

Le rôle de ces hélicases dans la formation de granules de stress est encore mal connu. 

DDX1, DDX5, DDX17 et DHX9 ont été retrouvées associées à ces granules mais leurs 

fonctions dans ces granules sont encore inconnues (Onishi et al. 2008, Jain et al. 2016). 
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Figure 40: Schéma de l'implication des hélicases DHX36, DDX3 dans la mise en place de granules de 

stress et d'un état réfractaire à la réplication virale. L’infection virale de cellules HeLa ou le traitement par 

l’Arsenite de Sodium conduit à la formation de granules de stress cytoplasmique séquestrant ARN messagers, et la 

protéine de liaison à l’ARN TIA1 (Cytotoxic Granule-Associated RNA Binding Protein). Images de microscopie à 

fluorescence provenant de (Piotrowska et al. 2010). Les rectangles jaunes encadrent les granules de stress. La 

reconnaissance des ARNs viraux (ici du virus Influenza A) par DHX36 et RIG-1 active PKR et induit la 

phosphorylation d’eiF2α et la cascade de signalisation vers la synthèse d’interféron de type I. Les granules de stress se 

forment avec au sein de ceux-ci un pontage de DDX3 avec des facteurs d’initiation de la traduction bloquant ainsi le 

cycle réplicatif viral. 
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Les hélicases à domaines DExD/H sont donc des facteurs antiviraux reconnaissant les 

PAMPs du pathogène ou en participant à l’activation de voies de signalisation de production 
de molécules antivirales comme les interférons α et β. De plus, certaines d’entre elles, et 
notamment DDX3, sont impliquées dans la structuration de granules de stress qui vont 

empêcher les virus d’utiliser des molécules nécessaires pour la réplication de leur génome et 
la traduction de leurs protéines. Ces conditions néfastes à toute multiplication doivent être 

évitées et donc, les virus ont évolué en détournant ces mécanismes tout en profitant de leurs 

fonctions dans le remodelage d’ARN, et de ribonucléoprotéines. Ces facteurs antiviraux 
peuvent en effet devenir des cofacteurs pro-viraux. 

2) Des cofacteurs pro-viraux 

Parmi les effets pro-viraux que peuvent avoir les hélicases à domaine DExD/H on 

retrouve le transport d’ARN, la régulation de la traduction et de la réplication du génome 
viral.  

a) Le transport des ARNs viraux 

Les rétrovirus ont un cycle de réplication complexe puisque leur génome en ARN sert 

de matrice pour l’étape de transcription inverse permettant la synthèse d’une molécule d’ADN 
dans le cytoplasme. Cet ADN s’intègre ensuite dans l’ADN de la cellule hôte grâce à 

l’intégrase virale et est transcrit en plusieurs types d’ARNs viraux qui doivent être exportés 
du noyau afin d’être traduit par exemple. Le type d’export nucléaire emprunté par les ARNs 
rétroviraux est dépendant de l’état d’épissage des transcrits et leur prise en charge est effectué 

par des hélicases à domaine DExD/H. En effet, les ARNs non épissés ou partiellement épissés 

du VIH contiennent une séquence de 350 nucléotides appelée RRE pour « Rev-Responsive 

Element ». Comme indiqué par son nom, la protéine Rev du VIH, importée dans le noyau, se 

fixe sur ces séquences grâce à son oligomérisation par DDX1, et grâce à son NES riche en 

leucines, Rev permet l’export de ces ARNs via CRM1 (Daelemans et al. 2002, Robertson-

Anderson et al. 2011). Cet export nucléaire par Rev nécessiterait également DDX3 qui en se 

liant à Rev et CRM1 faciliterait la sortie des ARNs contenant la séquence RRE (Yedavalli et 

al. 2004). Les ARNs épissés de VIH, n’ayant pas de RRE, utilisent la voie TAP. Cette voie 
d’export est aussi empruntée par des ARNs viraux contenant une séquence possédant une 
structure en tige-boucles CTE pour « Constitutive Transport Element » ancrée par DHX9 et 

TAP (Gruter et al. 1998, Reddy et al. 2000, Westberg et al. 2000). DHX9 en se liant à cette 

séquence permet l’export des ARNs grâce à son domaine de translocation nucléaire 
bidirectionnel en C-terminal et à la liaison du domaine N-terminal de TAP (Figure 41) (Tang 

et Wong-Staal 2000). 
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Figure 41: Les hélicases DHX9 et DDX3 permettent l'export nucléaire d'ARNs du VIH. DHX9 

reconnait les ARNs partiellement épissés contenant un CTE et promeut leur export nucléaire par la voie TAP. DDX1 

permet l’oligomérisation de Rev sur la séquence RRE des ARNs du VIH partiellement ou non épissés. L’hélicase 

DDX3 forme ensuite un complexe avec la protéine Rev et conduit à leur export nucléaire par la voie CRM1. 

 

b) Implication dans la transcription et réplication de génomes 

viraux 

Les hélicases à domaine DExD/H ont un rôle central dans la synthèse d’ARNs viraux en 
facilitant la transcription de gènes ou en assistant les complexes de réplication des pathogènes 

à répliquer leur génome pour palier l’absence d’hélicase virale ou à leur manque d’efficacité 
dans la séparation des intermédiaires de réplication de leur matrice. 

 Le polyomavirus John Cunningham à génome en double-brin d’ADN circulaire se 
réplique dans le noyau d’oligodendrocytes. Pour exprimer ses protéines, le virus doit 
transcrire ses gènes à partir du promoteur « Transcription control region ». L’hélicase 
nucléaire DDX1 a été retrouvée associée à ce promoteur et la surexpression de cette protéine 

augmente l’efficacité de la transcription virale en transactivant le promoteur TCR (Sunden et 

al. 2007). Il semblerait que DDX1 n’affecte pas la réplication du génome viral, mais que 
l’activation du promoteur du virus John Cunningham permette à une cellule d’être permissive 

au virus et ce de manière DDX1 dépendante. En effet, Sunden et ses collaborateurs ont trouvé 

que DDX1 est beaucoup plus exprimée dans les cellules IMR-32, permissives au virus, que 

dans les cellules HeLa, HEK293, A549, et SW480 dans lesquelles le virus ne peut se 

multiplier (Sunden et al. 2007). 

Après intégration du génome du VIH-1 dans le génome de la cellule hôte, le facteur NF-

κB se lie au LTR « Long Terminal Repeat » et stimule l’expression du génome viral (Nabel et 

Baltimore 1987, Griffin et al. 1989). Cette expression est divisée en deux phases : dans la 

phase précoce, les ARNm viraux, codant pour les protéines de régulations notamment Tat et 
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Rev, sont épissés et sont exportés par TAP. Dans la phase tardive, des ARNm viraux 

partiellement ou non épissés sont produits et codent pour les protéines structurales du virus, 

en plus de l’ARN génomique (Muesing et al. 1985, Kim et al. 1989). Comme déjà évoqué, 

Rev permet l’export de ces ARNs par CRM1. Tat par contre va se fixer sur une tige-boucle du 

« trans-activating response element » TAR en 5’ des transcrits de VIH-1. En se fixant dessus, 

Tat modifie le complexe transcriptionnel en recrutant d’autres partenaires, notamment la 
kinase cycline dépendante CDK9 et permet alors la transcription d’ARN du rétrovirus par 
phosphorylation de la sous-unité large de l’ARN polymérase II (Herrmann et Rice 1995, Gold 

et al. 1998). Fujii et collaborateurs, en 2001 ont démontré que DHX9 pouvait se fixer sur 

TAR et permettre la synthèse de transcrit par l’ARN polymérase II, soit en dépliant les 
structures secondaires de l’ARN, soit en médiant l’association de CBP/p300 avec l’ARN 
polymérase II (Figure 42)(Fujii et al. 2001). 

 

Figure 42: DHX9 promeut la transcription d'ARN du VIH en s'associant à la structure secondaire TAR 

du transcrit naissant.  

 

Plusieurs hélicases à domaines DExD/H participent à la réplication de différents virus. 

En effet, dans le cas du virus de l’hépatite C, DDX3 semblerait diminuer de plus de 10 fois la 
quantité d’ARN lorsqu’elle est inhibée par shRNA dans des Huh7 (Ariumi et al. 2007). Ce 

résultat a été confirmé par une étude d’ARN interférence à grande échelle afin de trouver des 
cofacteurs de la réplication du virus de l’hépatite C (Randall et al. 2007). L’hélicase DDX5 
semblerait également jouer un rôle dans la réplication de ce virus. D’après Goh et coll., elle 
permettrait de synthétiser de l’ARN à polarité négative à partir du brin positif en association 

avec la polymérase NS5B. En effet, cette dernière entraine la relocalisation cytoplasmique de 

l’hélicase nucléaire DDX5 dans des foyers où les deux colocalisent. Une réduction de 
l’expression de l’hélicase par siRNA entraine une nette diminution de la synthèse du brin 

négatif sans modifier les niveaux de synthèse du brin positif (Goh et al. 2004). En plus de 

DDX3 et DDX5, DHX9 et DDX6 semblent être importantes dans la réplication de ce virus. 

En utilisant un système d’interférence inductible, l’équipe d’He affirment que DHX9 est un 
cofacteur de la réplication du HCV (He et al. 2008). En 2014, You et coll. démontrent qu’en 
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réduisant d’environ 70% de l’expression de DHX9 par siRNA dans des Huh7.5, la réplication 

du virus HCV diminue d’environ 10% confirmant que DHX9 peut en effet être un cofacteur 
de la réplication virale. DDX6 serait également importante pour la réplication de ce virus et 

des autres Flavivirus comme les virus West Nile (Chahar et al. 2013) et Dengue (Ward et al. 

2011), mais son mécanisme d’action reste encore inconnu (Jangra et al. 2010, Huys et al. 

2013). De même, DDX1 a été décrite comme interagissant avec l’extrémité 3’ UTR du brin 
positif et 5’ du brin négatif mais son rôle supposé dans la réplication n’a pas été confirmé 
(Tingting et al. 2006). Par contre, le coronavirus de la bronchite infectieuse code pour une 

protéine non-structurale nsP14 capitale dans la réplication du coronavirus. En effet, Minskaia 

et coll. ont publié une étude biochimique démontrant que cette enzyme, en plus d’assurer la 
fidélité pendant la réplication du génome viral, possède une fonction exoribonucléase de 3’ en 
5’ (Minskaia et al. 2006). Ces fonctions démontrent que nsP14 est une protéine actrice de la 

réplication du génome viral. DDX1 est recrutée par nsP14 dans les sites de réplication du 

Coronavirus. L’inhibition de sa présence par siRNA montre une diminution de la synthèse 
d’ARN viral et l’utilisation d’une forme mutante n’exprimant plus l’activité hélicase et 
ATPase démontre que ces fonctions sont nécessaires pour la synthèse de l’ARN (Xu et al. 

2010). 

Le Picornavirus Foot and Mouth Disease utiliserait également DHX9 pour se répliquer. 

En effet Lawrence et Rieder démontrent en 2009 que la protéine DHX9 est relocalisée dans le 

cytoplasme après infection du Picornavirus. L’hélicase se fixerait au 5’UTR du génome viral 
avec des protéines impliquées dans la traduction et favoriseraient la traduction, réplication et 

production de particules virales. En effet l’inhibition de l’expression de DHX9 par siRNA 

montre une diminution de l’expression protéique virale, et une diminution de particules 
virales infectieuses produites (Lawrence et Rieder 2009). Cette hélicase serait également 

importante dans le cycle réplicatif du virus Influenza. DHX9 est en effet liée par NS1 grâce à 

de l’ARN. L’inhibition de l’expression de l’hélicase conduit à la réduction de la synthèse de 
protéines et d’ARN viral (Lin et al. 2012). L’Arterivirus responsable du syndrome respiratoire 

et reproductif porcin (PRRSV) à long ARN positif simple brin de 15Kb se réplique en 

produisant des ARNs subgénomiques de différentes tailles. Le virus utilise aussi DHX9 pour 

la synthèse de son ARN génomique et de long ARN subgénomiques (Liu et al. 2016). Sa 

protéine de nucléocapside lie l’hélicase et permet son recrutement aux complexes de 
réplication du virus où l’ARN polymérase ARN dépendante nsP9 synthétise les acides 

nucléiques viraux. L’utilisation de shRNAs inhibant la synthèse de DHX9 de 60% dans des 
cellules de rein simien MARC145 entraine diminution de 30 % de la synthèse d’ARN 
génomique et de 40 % celle des longs ARNs subgénomiques. La surexpression de DHX9 

confirme l’effet pro-viral de DHX9 dans la synthèse de ces ARNs et particulièrement dans la 

transcription des acides nucléiques subgénomiques. Les auteurs de cette étude proposent donc 

un rôle de DHX9 dans la suppression des structures secondaires de l’ARN pour assister 
l’avancement de la polymérase nsP9 sur la matrice ARN (Liu et al. 2016).  

Le mécanisme exact de chaque hélicase dans la stimulation de la réplication des virus 

n’est pas connu de manière précise. En revanche, certaines d’entre elles pourraient jouer un 
rôle spécifique dans l’expression de  protéines virales. 
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c) Implication dans la traduction de protéines virales 

La traduction des protéines virales est une étape primordiale dans le cycle de 

multiplication du virus. Elle permet en effet de produire les enzymes du virus impliquées dans 

la réplication du génome et les protéines de structures nécessaires à la formation de nouveaux 

virions. L’initiation de la traduction est en premier lieu dépendante de l’organisation 
structurale de l’ARN viral. Le virus de l’hépatite C possède une séquence IRES dans sa partie 
5’UTR. Ces arrangements en tige-boucles de sa partie 5’UTR permet à l’ARN de recruter le 
pré-complexe d’initiation de la traduction 43S (PIC) sans le complexe eiF4F, eiF1, eiF1A, et 

eiF4B (Pestova et al. 1998, Kieft et al. 2001). DDX3 s’associerait au complexe PIC en se liant 
à eiF3 et la sous-unité ribosomale 40S. Ce complexe s’assemble ainsi au niveau du codon 
initiateur AUG dans la séquence IRES induisant la modification de conformation du 

complexe et la libération de facteurs d’initiation. DDX3 peut alors recruter la sous-unité 60S 

pour former le ribosome 80S. Geissler et coll démontrent qu’en inhibant l’expression de 
DDX3 par siRNA dans des Huh7 transfectées avec un réplicon d’HCV contenant la séquence 
IRES et l’extrémité 3’UTR du virus, la production de protéines virale par western-blot est 

réduite. Lorsque la construction de l’IRES de HCV suivie d’un rapporteur luciférase est 
transfectée dans les mêmes conditions, une inhibition de 40% de la production de la luciférase 

est mesurée. DDX3 semble donc importante dans la traduction IRES dépendante des protéines 

virales (Geissler et al. 2012). 

DHX9 serait également impliquée dans la stimulation de la traduction de l’ARNm de 

JunD. En effet, elle promeut sa traduction en se liant aux structures secondaires présentes en 

5’ UTR appelées « Post-transcription Control Elements » (PCE). Ces dernières sont 

retrouvées chez les rétrovirus dont HTLV-1 et VIH (Bolinger et al. 2007, Bolinger et al. 

2010). L’ARN codant pour Pr55Gag du VIH est exporté grâce à la séquence RRE reconnue 

par Rev. Cet ARN arbore en 5’ UTR  un PCE, qui permet l’expression de la protéine 
Pr55Gag. Bolinger et coll. démontrent que DHX9, en se liant au PCE et grâce à son activité 

hélicase-NTPase, permet de traduire de manière efficace la protéine Pr55Gag puisque la 

réduction de l’expression de DHX9 diminue significativement la synthèse du précurseur du 
Pr55Gag (Figure 43) (Bolinger et al. 2010). 

 

Figure 43: DHX9 en se liant au PCE des ARN rétroviraux augmente l'efficacité de la traduction en 

permettant le recrutement de polysomes sur l'ARN viral. Inspiré de Bolinger et al, 2010 
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d) Implication dans l’encapsidation du génome viral et dans 

l’infectiosité des particules produites 

En plus de son rôle dans l’augmentation de l’efficacité de la traduction de protéines du 
VIH, Bolinger et coll., démontrent que DHX9 est incorporée dans les virions sans être 

nécessaire à l’encapsidation du génome viral. En effet, lorsque des cellules sont transfectées 
avec un siRNA contre la protéine DHX9 ou contrôle, des virions bourgeonnent à la membrane 

plasmique et sont libérés dans le surnageant des HEK293T. Il a été découvert par qRT-PCR 

avec des amorces ciblant la séquence codant pour la Pr55Gag, qu’il n’y avait aucune 

différence en terme de quantité de génomes encapsidés dans les virions issus des cellules 

exprimant des niveaux différents de DHX9. Par contre, les virions de cellules exprimant 

moins DHX9 sont moins infectieux (Bolinger et al. 2010). Alors que Roy et coll., émettaient 

l’hypothèse que cette hélicase encapsidée pourrait affecter l’étape de transcription inverse, 
Bolinger et coll. ont démontré que cette étape spécifique n’était pas modifiée en présence ou 
absence de DHX9 (Roy et al. 2006, Bolinger et al. 2010). Le rôle de la protéine  DHX9 

encapsidée n’est toujours pas connu, mais pourrait selon ces derniers auteurs, permettre 

l’association du génome avec des protéines virales auxiliaires et rendre les virions synthétisés 
plus infectieux (Bolinger et al. 2010). 

En ce qui concerne l’encapsidation de génomes viraux par des protéines à domaine 
DExD/H, seule une étude confirme le rôle pro-viral d’une de ces hélicases. L’hélicase 

DDX24, dans le cadre du cycle réplicatif du VIH, serait en effet impliquée dans 

l’encapsidation du génome viral. Elle interagirait avec les protéines Pr55Gag et sa chute 
d’expression conduirait à une réduction de l’encapsidation de l’ARN génomique dans les 

nouveaux virions dépendante (Ma et al. 2008). Le mécanisme reste encore méconnu mais Ma 

et collaborateurs proposent un rôle de DDX24 dans le réarrangement de structures 

secondaires de l’extrémité 5’UTR en structures branchées avec plusieurs tige-boucles 

permettant de présenter les signaux de dimérisation d’ARN et d’encapsidation, nécessaires à 
l’incorporation du génome dans la particule virale (Ma et al. 2008) 

Les hélicases à domaine DExD/H, grâce à leurs multiples fonctions dans les processus 

faisant intervenir de l’ARN, sont des cofacteurs pro-viraux essentiels dans le cycle réplicatif 

de virus. Certaines de ces protéines peuvent ainsi être recrutées aux sites de transcriptions de 

gènes viraux intégrés dans le génome de la cellule hôte, d’autres vont permettre par la suite 

l’export nucléaire des ARNs rétroviraux synthétisés. Dans le cytoplasme, on les retrouve 
associées aux complexes de réplication viraux participant à la synthèse d’intermédiaires 
réplicatifs, liées à des facteurs de la traduction participant alors l’expression de protéines 
virales en remodelant la structure des ribonucléoprotéines ou du support nucléique codant 

pour les protéines virales. Enfin, certaines d’entre elles sont utiles dans l’encapsidation du 
génome viral et dans l’infectiosité des nouveaux virions formés. 
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Chapitre II- Projet de Recherche et Résultats 
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I. Objectifs des travaux de recherche 

Malgré son identification ancienne, le CHIKV reste peu étudié. L’élucidation des 
mécanismes de réplication de ce virus constitue une condition préalable à l'identification de 

cibles thérapeutiques permettant l’élaboration de molécules anti-infectieuses ainsi qu’à la 
sélection d'épitopes spécifiques pour la mise en place d’une stratégie de vaccination. La 

réplication du CHIKV est un processus de copie du génome viral qui bénéficie à la fois d’une 
structure membranaire de protection et de recrutements de cofacteurs cellulaires assistant le 

complexe de réplication dans la synthèse de nouveaux génomes viraux. Une compréhension 

détaillée de ce processus de réplication viral permettrait alors aussi d’identifier de nouveaux 
cofacteurs et de définir ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Notre programme 

de recherche concerne donc la caractérisation des complexes de réplication du CHIKV aussi 

bien dans son aspect fonctionnel que structural.       

 Les travaux de Varjak et de ses collaborateurs en 2013 ont permis d’identifier des 
cofacteurs cellulaires enrichis aux complexes de réplication du virus Semliki Forest. Parmi les 

protéines présentes aux sites de réplication du virus, les hélicases DHX9 et DDX3 ont été 

identifiées comme faisant partie des protéines les plus enrichies dans ces compartiments 

(Varjak et al. 2013). Aucune étude identifiant des cofacteurs cellulaires de la réplication de 

CHIKV n’a été publiée à ce jour, mais des études d’interactions entre les protéines non-

structurales virales et des protéines de cellule hôte ont permis de révéler de possibles 

partenaires de la réplication virale. Bouraï et ses collaborateurs ont en effet démontré par 

double-hybride que l’énigmatique nsP3 de CHIKV est capable d’interagir avec DHX9 sans 
dévoiler la fonction de cette hélicase dans le cycle de multiplication du virus. Les Alphavirus 

possèdent une hélicase, nsP2. Pourquoi les virus Semliki Forest et Chikungunya, recruteraient 

des hélicases si leur génome code pour l’hélicase nsP2 ? Le groupe d’Andres Merits a étudié 
l’activité hélicase de nsP2 et discute alors son impossibilité de séparer le brin d’ARN 
génomique négatif néosynthétisé, apparié avec le brin positif. En effet, nsP2 serait une 

hélicase dépendante d’une extrémité 5’ non appariée. Or, les duplexes d’ARNs génomiques 
ne laisseraient que des extrémités 3’ non appariées (Das et al. 2014b). Un recrutement 

d’hélicases cellulaires pourrait ainsi initier la séparation de l’intermédiaire de réplication avec 
sa matrice positive. Une autre fonction possible serait le dépliement de structures secondaires 

formées par des bases appariées au sein d’un d’ARN génomique. Les hélicases à domaine 

DExD/H, DDX5, DDX17, DHX9 ont été décrites comme se liant à des tiges-boucles d’ARN 
afin de faciliter soit l’épissage d’ARNs pré-messagers, soit l’expression de protéines codées 

par ces acides nucléiques (Kar et al. 2011, Manojlovic et Stefanovic 2012, Moy et al. 2014). 

Les ARNs des Alphavirus, du CHIKV, possèdent également des structures secondaires qui 

nécessiteraient éventuellement l’intervention d’hélicases cellulaires (Pardigon et Strauss 1992, 

Frolov et al. 2001, Nickens et Hardy 2008, Kim et al. 2011a, Reynaud et al. 2015). Nous nous 

sommes donc intéressés au cours de cette thèse au rôle de certaines hélicases à domaine 

DExD/H, et plus particulièrement de DHX9, dans le cycle de multiplication du virus 

Chikungunya.            

 Une autre partie de ce projet de thèse concerne la caractérisation structurale de ce 

complexe de réplication. Les sphérules réplicatives du CHIKV, formées à la membrane 

plasmique, sont des protrusions membrenaires, de 50-70nm de diamètre, à relief négatif. 

L’organisation des protéines non-structurales formant le complexe de réplication, au sein de la 

sphérule, est inconnue, ni même les protéines cellulaires aidant la genèse de cette structure 

membranaire. Nous avons ainsi entrepris en collaboration avec l’équipe du Dr. Patrick 
BRON, au Centre de Biochimie Structurale de Montpellier, une étude de la morphologie de 

ces sphérules par la technique de Cryo-Microscopie Electronique (Cryo-EM). Au sein de 
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notre laboratoire, nous avons étudié le possible recrutement aux complexes de réplication, de 

protéines à domaine BAR, capables de conduire à la déformation des membranes cellulaires. 

 

II. Etude fonctionnelle du complexe de réplication du CHIKV 

A. Implication de protéines à domaine DExD/H dans le cycle 

de réplication du virus Chikungunya : DHX9 une 

protéine à deux visages 

1) DHX9 est relocalisée au complexe de réplication du 

CHIKV 

DHX9 ou l’ARN hélicase A (RHA) est une protéine ubiquitaire, majoritairement 
nucléaire, mais pouvant aussi transiter entre le compartiment nucléaire et cytoplasmique 

(Smith et al. 2004, Fujita et al. 2005, Aratani et al. 2006). Dans le contexte d’une infection 
virale et plus particulièrement celui des Alphavirus comme le virus Semliki Forest, DHX9 est 

recrutée dans les complexes de réplication cytoplasmique (Varjak et al. 2013). En nous basant 

à la fois sur cette observation et sur des résultats récents décrivant l’interaction en double-

hybride de la protéine nsP3 du CHIKV avec DHX9, notre but a été d’évaluer si cette hélicase 
pouvait être localisée au niveau des complexes de réplication du CHIKV et si ce recrutement 

dans ces organelles spécialisées avait une conséquence sur la réplication du CHIKV ou sur le 

cy cle de multiplication du virus. Dans un premier temps, nous avons comparé la distribution 

de DHX9 dans les cellules HEK293T infectées ou non par un virus CHIKV contenant un tag 

mCherry au sein de la protéine nsP3, pendant 10h et 16h post-infection (Figure 44A et 44B). 

L’hélicase est localisée principalement dans les noyaux de HEK293T non infectées. En 

revanche, lorsque les cellules sont infectées par le CHIKV (10h post-infection), DHX9 est en 

partie relocalisée à la membrane plasmique et co-localise avec nsP3 et l’ARN double brin, 
marqueur de la réplication virale (Figure 44A et 44B). A 16h post-infection, DHX9 n’est plus 
retrouvée associée aux membranes ni à nsP3 ni à l’ARN double brin (non montré). L’hélicase 
nucléaire DHX9 peut donc être en partie relocalisée près des sites de réplication du CHIKV.  

Puisque DHX9 est localisée dans les mêmes sites que nsP3 et l’ARNdb constituants du 
complexe de réplication du CHIKV, nous avons exploré l’interaction de l’hélicase DHX9 
avec les protéines non-structurales formant le complexe de réplication en utilisant la 

technique d’immuno-précipitation. Des cellules HEK293T ont été infectées par le CHIKV 

pendant 10h et 16h. Les cellules ont été lysées, les protéines récupérées ont été mises en 

contact avec un anticorps anti-nsP3 (Andres Merits) ou avec un anticoprs anti-HA (irrelevant) 

(Figure 44C) ou avec un anticorps anti-DHX9 (Figure 44C). Les protéines liées aux 

complexes protéiques immuno-précipités sont identifiées après migration sur gel SDS/PAGE 

et Western Blot. Ainsi, à 10h post-infection, DHX9 est liée à nsP3 et au complexe 

nsP1/nsP2/nsP3 (Figure 44C). A 16h post-infection, DHX9 n’est plus associée à nsP3 

immuno-précipitée (Figure 44C). Pour évaluer si DHX9 est effectivement bien présent dans 

les complexes de réplication du CHIKV, nous avons quantifié l’ARN génomique viral par 
immuno-précipitation de DHX9. Des cellules HEK293T ont été infectées ou non par du 



86 

 

CHIKV pendant 8h à une MOI de 5, lysées puis mises en contact avec l’anticorps anti-DHX9 

ou avec un anticorps irrelevant. Une partie du lysat immuno-précipité est déposé sur un gel 

SDS/PAGE, les protéines séparées sont alors transférées sur une membrane de nitrocellulose 

par western-blot pour contrôler la qualité de l’immuno-précipation. La deuxième partie du 

lysat sert à réaliser une extraction d’ARN. L’ARN génomique du CHIKV présent dans les 
lysats immuno-précipités est alors quantifié par qRT-PCR (Figure 44D). L’ARN génomique 
peut être quantifié à la suite de l’immuno-précipitation de DHX9 attestant que l’hélicase 
cellulaire peut être associée du CHIKV (Figure 44D).  
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Figure 44: L'hélicase DHX9 est relocalisée aux complexes de réplication du CHIKV. Des cellules 

HEK293T sur lamelles ont été infectées ou non avec CHIKV377 contenant un tag mCherry dans le domaine C-

terminal de nsP3 à une MOI de 5 (A) et fixées à la PFA 4% 10h et 16hpi (point non montré). DHX9 est marquée par 

l’anti-DHX9 au 1/500 reconnu par un anticorps secondaire anti-lapin couplé au fluorochrome Alexa 488 et l’ARN 

double brin a été marqué avec l’anti-dsRNA J2 (souris) au 1/300 et le secondaire anti-souris couplé au fluorochrome 

Alexa 647. Les cellules ont été observées au microscope confocal - la barre blanche représente 5µM (B). (C) Des 

cellules HEK293T ont été infectées ou non avec CHIKV377 pendant 10h et 16h. Les extraits protéiques ont été séparés 

en fraction « input » et fractions immuno-précipitées avec un anticorps irrelevant (anti-HA), anti-nsP3, ou anti DHX9 

en présence de RNase A. Les protéines liées aux différentes cibles d’anticorps sont identifiées par Western-Blot. (D) 

Des cellules HEK293T ont été infectées ou non avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 8h. Grâce à un 

fractionnement cellulaire les phases cytoplasmiques sont séparées en 3 fractions : Input, IP DHX9 et IP IgG. Après 

immunoprécipitation, 1/10ème du volume est récupéré pour contrôler l’immuno-précipitation de DHX9 et est migré 

sur gel SDS/. Une extraction d’ARN est effectuée dans le volume restant et la quantité d’ARN génomique viral est 

quantifiée par qRT-PCR. 

 

2) NsP3 interagit avec le domaine HelicC de DHX9 

Puisque DHX9 est relocalisée dans les complexes de réplication, nous avons évalué le 

rôle des protéines non-structurales dans le recrutement de DHX9 dans les compartiments de 

replication. Des constructions de chacune des protéines non-structurales contenant un tag 

GFP en partie N-terminale ont été réalisées par clonage. Ces constructions ont été 

transfectées dans des cellules HEK293T cultivées sur des lamelles. Un marquage de DHX9 

a ensuite été effectué. Après montage, les lamelles ont été observées au microscope confocal 

(Figure 45A). La protéine nsP1 exprimée les HEK293T est relocalisée aux membranes 

cellulaires alors que la localisation nucléaire de DHX9 reste inchangée. L’hélicase virale 
nsP2 est retrouvée dans les compartiments nucléaires et cytosoliques sans co-localiser avec 

DHX9. Lorsque nsP3 est exprimée dans les cellules transfectées, elle forme des granules 

cytoplasmiques où est redistribuée DHX9. La polymérase virale nsP4 est exprimée de 

manière diffuse dans le cytoplasme des cellules mais aussi parfois dans foyers concentrés 

sans jamais pour autant co-localiser avec DHX9. Dans ce contexte, seule nsP3 est co-

localisée avec DHX9. Il est à noter cependant, que le marquage de DHX9 en présence de 

GFP-nsP2 est réduit dans les cellules exprimant cette protéine virale.Nous avons alors émis 

l’hypothèse que l’activité NTPase de nsP2 ayant de fortes affinités pour l’ATP et le GTP 
(Karpe et al. 2011) modifiait la conformation de DHX9, ne pouvant plus lier le GTP dans le 

noyau. La conformation de l’hélicase étant modifiée, l’anti-DHX9 ne reconnaitrait plus son 

épitope en partie C-terminale de DHX9. Parallèlement, Nous avons observé en 

complémentant la cellule en GTP, grâce à l’apport de guanosine, la réapparition du 

marquage de DHX9 nucléaire (Figure 46). 

Nous avons ensuite cherché à savoir si DHX9 pouvait interagir avec les nsPs et surtout 

si la co-localisation de nsP3 avec DHX9 était allouée à une interaction entre ces deux 

protéines. Les constructions de plasmides codant pour les GFP-nsPs et un pcDNA3.1 

contenant la séquence de DHX9 fusionnée à un tag Hémagglutinine (HA) en N-terminal ont 

alors été co-transfectées dans des HEK293T. Les extraits protéiques des cellules 

transfectées, lysées sont ensuite mis en contact avec des billes d’agarose couplées à des 
anticorps ciblant le tag HA. Les complexes immuno-précipités sont déposés sur gel 

d’acrylamide et migrés par western-blot. Seule GFP-nsP3 est identifiée comme étant liée à 

HA-DHX9 par cette technique (Figure 45B), confirmant alors les résultats obtenus par 

colocalisation. Ce résultat est également en accord avec l’étude de double hybride menée par 
Bouraï et ses collaborateurs dans laquelle nsP3, uniquement, semble pouvoir lier DHX9 

(Bourai et al. 2012).  
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Figure 45: NsP3 est la protéine non-structurale interagissant avec DHX9. (A) des cellules HEK293T 

ont été transfectées soit par un peGFP-C1 control soit par des constructions permettant de coder pour les différentes 

GFP-nsPs. Les cellules fixées à la PFA 24h post transfections sont immuno-marquées par l’anti-DHX9 au 1/500 et 

observées au microscope confocal. La barre blanche représente 5µM (B) Les constructions codant pour les GFP-nsPs 

et un pcDNA3.1 contenant la séquence de DHX9 fusionnée à un tag Hémagglutinine (HA) en N-terminal ont été co-

transfectées dans des cellules HEK293T. Une partie du lysat protéique a été déposée pour contrôler l’expression des 

plasmides transfectés tandis que 200µg d’extrait protéique a été immuno-précipité avec des anti-HA (souris) couplés à 

des billes d’agarose. Les protéines liées à DHX9 sont identifiées par Western-Blot. 
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Figure 46: L’activité NTPase de nsP2 entraine une diminution de marquage de DHX9. Des cellules 

HeLa ont été transfectées avec peGFP-C1 ou GFP-nsP2 et traitées à la ribavirine 200µM (connue pour entrainer la 
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disparition de GTP dans la cellule cible) ou à la guanosine 50µM pour complémenter les cellules en GTP. Les cellules 

ont été marquées avec un anti-DHX9 couplé à un anticorps secondaire Alexa 594 et ont observées au microscope droit 

à fluorescence L’intensité du marquage de DHX9 a été analysé grâce au logiciel ImageJ. 

 

NsP3 étant retrouvée comme interagissant avec DHX9, nous avons voulu préciser le 

site d’interaction de nsP3 dans DHX9. Cette cartographie a été entreprise en co-transfectant 

nsP3 et des constructions de HA-DHX9 tronquées dans les domaines caractéristiques d’une 
protéine à domaine DExD/H (précédemment caractérisées par Zhang et al, 2011), dans des 

HEK293T (Figure 47A). Les lysats protéiques ont été immuno-précipités avec des billes 

d’agarose couplées à des anticorps ciblant le tag hémagglutinine. Les complexes formés sont 
ensuite déposés et migrés par Western-Blot. L’anti-nsP3 permet de révéler la liaison de la 

phosphoprotéine virale avec la construction de DHX9 co-transfectée. Ainsi, nsP3 peut se lier 

sur DHX9 privée de sa partie C-terminale (HA-DHX9ΔHD), de sa partie N-terminale privée 

du domaine de liaison des ARNs double-brins (HA-DHX9ΔDSRM), et du domaine 
hébergeant le motif B Walker (HA-DHX9ΔDExDc). Par contre, nsP3 ne peut être retrouvée 
associée avec la construction de DHX9 délétée du domaine C-terminal hélicase présent chez 

les hélicases de type RecA-like (Figure 47B). NsP3 lie donc DHX9 sur le domaine C-

terminal hélicase. 
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Figure 47: Le domaine C-terminal hélicase de DHX9 est nécessaire à la liaison de nsP3. (A) Les 

constructions tronquées de DHX9 tagguées HA décrites par Zhang et collaborateurs, 2011 ont été co-transfectées avec 

GFP-nsP3 dans des HEK293T. (B) 24h post-transfection les cellules sont lysées, et une partie de l’extrait est migré par 

Western-Blot (input) tandis que 200µg d’extraits protéiques sont mis au contact avec des billes d’agaroses couplées à 

des anti-HA. Les complexes immuno-précipités sont ensuite déposés sur gel d’acrylamide et la présence de nsP3 dans 

ceux-ci sont révélés par Western-Blot. 
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3) DHX9 est impliquée dans la traduction de l’ARN 

génomique en protéines non-structurales  

Pour déterminer le rôle de DHX9 dans le cycle de multiplication du CHIKV, nous 

avons tenté de produire des cellules HEK293T « DHX9 Knock Out ». Deux approches ont été 

utilisée : une basée sur l’utilisation de shRNA permettant l’inhibition de la traduction d’ARNs 
messagers codant pour la protéine DHX9 par dégradation de son ARNm via RISC et une 

reposant sur la technique CRISPR/Cas9 empêchant une étape en amont, la transcription d’un 
ARNm à partir de la séquence génique de DHX9 (Figure 48). Cependant, pendant la culture 

des clones sélectionnés et au fil des différents passages, ces populations de cellules se sont 

enrichies en DHX9 et ne peuvent pas être considérées comme des « DHX9 Knock Out », mais 

comme des « DHX9 Knock Down ». En effet, des cellules KO pour le gène DHX9, en raison 

de l’implication de l’hélicase dans divers processus biologiques fondamentaux, ne sont pas 
viables (Lee et Pelletier 2016).  

 

Figure 48: Production de lignées de HEK293T exprimant faiblement DHX9. Les HEK293T ont été 

transfectées par un vecteur PLKO contenant un shRNA ciblant spécifiquement l’ARNm de DHX9 (shDHX9) ou bien 

par une construction plasmidique contenant la séquence d’ARN génomique de l’exon 1 de DHX9 sous dépendance 

d’un promoteur U6 et par une construction plasmidique CAS9-GFP permettant l’excision et recombinaison de la 

région de l’exon 1 de DHX9 (CRISPR DHX9). Après isolation et culture des clones, un western-blot est réalisé pour 

vérifier l’extinction de l’expression de DHX9 

L’hélicase à domaine DExD/H pourrait être impliquée dans la traduction des protéines 

non-structurales avant que ces dernières puissent synthétiser de nouveaux génomes viraux. En 

effet, DHX9 a été décrite pour faciliter la traduction de certains ARNs, notamment de celui du 

précurseur PrGAG du HIV-1 et du HTLV-1 (Bolinger et al. 2010), mais également de 

protéines cellulaires : facteur de transcription JUND (Hartman et al. 2006), le collagène (Cai 

et al. 2010b, Manojlovic et Stefanovic 2012), l’IGF2 (Polesskaya et al. 2007), Oct4 (Qiu et al. 

2010), l’Histone H2a (Xu et Huang 2009), Cyclines A et B, CDK4 (Xu et al. 2009) 

notamment en s’associant à Lin28 et à des structures secondaires d’ARN et en recrutant des 
ribosomes pour former des polysomes avec l’ARNm cible (Jin et al. 2011). Nous avons donc 

testé la capacité de DHX9 à réguler ou non la traduction des protéines non-structurales. Des 

cellules HEK293T et HEK293T « DHX9 Knocked down » ont été cultivées puis traitées à la 

ribavirine 1h avant l’infection de CHIKV147.2 (MOI de 10) présentant un tag GFP au niveau 
du promoteur subgénomique. La ribavirine, analogue nucléosidique, permet de bloquer la 

réplication du CHIKV147.2, et donc l’expression de la protéine GFP puisque les ARNs 
subgénomiques ne peuvent être synthétisés uniquement lorsque le mécanisme de réplication 

est effectif (Figure 49). Ainsi, les protéines non-structurales produites dans les cellules 

infectées ne peuvent provenir que de la traduction de l’ARN viral entrant (Figure 50). 



94 

 

 

 

Figure 49 : L’utilisation de Ribavirine empêche la réplication du génome viral et permet d’étudier la 

traduction de l’ARN génomique entrant. Des HEK293T contrôles ou shDHX9 ont été traitées à la 

ribavirine ou non 1h pré-infection au CHIKV147.2 possédant un tag GFP au promoteur subgénomique et 

ont été infectées pendant 8h. A 8hpi, les cellules sont observées sous lumière blanche et sous filtre GFP 

grâce à l’utilisation d’un microscope inversé à fluorescence EVOS. 
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Les cellules sont lysées toutes les deux heures dès 4h post-infection et la quantité de 

nsPs exprimées, ici nsP3, est quantifiée par Western-Blot. Dans ce cas, les cellules HEK293T 

contrôles expriment 2,33 à 2,46 fois plus de nsP3 à 6h et 8h post-infection, cette différence 

s’accroit à 8h post-infection en présence de ribavirine (Figure 50). Ces cellules étant infectées 

à la même MOI, cela pourrait être dû au fait que peut être que DHX9 (en excès par rapport 

aux cellules « HEK293T sh-DHX9 ») empêche la réplication du génome viral. Ainsi, les 

cellules exprimant moins de DHX9 synthétiseraient davantage d’ARNs génomiques pouvant 

être par la suite traduits en protéines non-structurales.  

 

 

Figure 50: DHX9 permet la synthèse de protéines non-structurales dans un contexte d’infection au 

CHIKV. Les cellules HEK293T ont été traitées ou non à la ribavirine 200µM et ont été infectées ou non avec 

CHIKV147.2 à une MOI de 10 pendant 8h. Les extraits protéiques des cellules infectées sont récupérés à 4hpi, 6hpi, 

8hpi et la quantité de nsP3 synthétisée par les cellules infectées a été examinée par Western-Blot. Une quantification 

du signal de nsP3 normalisée à celui de la GAPDH a été réalisée grâce au logiciel ImageJ sur les résultats des cellules 

infectées à 6hpi et 8hpi préalablement traitées à la ribavirine. 

Pour valider l’effet positif de DHX9 sur le mécanisme de traduction de l’ARN viral 
entrant, nous avons évalué l’étape d’entrée du virus et de la libération de l’ARN viral dans le 
cytoplasme. Pour ceci, nous avons construit un réplicon du CHIKV ne pouvant se répliquer 

du fait d’une large délétion dans la séquence codant pour la polymérase virale nsP4 (Figure 

51). Ce réplicon a été transfecté pendant 24h dans des cellules HEK293T ou des cellules 

CRISPR/Cas9-DHX9, les nsPs synthetisées ont alors été quantifiées par par Western-Blot. 

Nous avons pu observer que la protéine nsP2 été exprimée 3 fois plus dans les cellules 

contrôles que dans les cellules exprimant faiblement DHX9 (Figure 51). L’ensemble de ces 
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résultats démontre que DHX9 n’a pas d’effet sur l’entrée du virus, mais que DHX9 favorise la 

traduction de protéines non-structurales virales à l’origine de la formation du complexe de 
réplication. 

 

Figure 51: DHX9 permet d’augmenter l’expression des nsPs codées par le réplicon CHIKV non 

réplicatif. (A) Le réplicon CHIKVnsP3ZsGreenSGmcherry fourni par Pr. Andres Merits a été modifié par digestion 

avec l’enzyme Afe1 pour supprimer 1091 nucléotides de la séquence codante pour nsP4 produisant un réplicon 

CHIKV incapable de se répliquer. (B) Le réplicon CHIKV non réplicatif a été transfecté ou non dans des HEK293T 

contrôles ou dans les CRISPR/Cas9-DHX9 pendant 24h et les extraits protéiques ont été récoltés et examinés par 

Western-Blot. Le signal nsP2 normalisé à celui de la GAPDH a été quantifié par ImageJ.   

4) DHX9 empêche la réplication du génome de CHIKV    

Si DHX9 permet de synthétiser les protéines non structurales éléments de base du 

complexe de réplication viral, nous avons donc évalué son implication dans la réplication du 

génome viral. Les HEK293T contrôles ou CRISPR/Cas9-DHX9 ont été infectées par le 

CHIKV147.2 (MOI 10) pendant 6h. Les ARNs totaux ont été isolés toutes les 2 heures post-

infection. L’ARN génomique du CHIKV a été quantifié par qRT-PCR. Le virus se répliquant 

dans les cellules CRISPR/Cas9-DHX9, synthétise 2,79 fois plus d’ARNs génomiques à 

polarité positive que dans les cellules HEK293T contrôles (Figure 52A). Ainsi, DHX9 

inhiberait la synthèse de brin d’ARN génomique de polarité positive. Ce brin positif est 
synthétisé à partir d’une matrice génomique de polarité négative synthétisée au début de la 

réplication. Nous avons analysé si DHX9 pouvait aussi moduler les niveaux de synthèse de 

l’intermédiaire réplicatif de polarité négative. Les cellules CRISPR/Cas9-DHX9 infectées par 



97 

 

du CHIKV produisent 2,96 fois plus d’ARNs génomiques viraux de polarité négative (Fig 

52B). L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’excès de DHX9 dans les cellules contrôles 
par rapport aux cellules CRISPR/Cas9-DHX9 inhibe la synthèse d’ARNs génomiques de 

polarité négative, première étape de la réplication virale. Ainsi, il est envisageable que la 

protéine DHX9 liée à l’ARN CHIKV inhibe la mise en place de réplication de l’ARN 
génomique. 

  

Figure 52: DHX9 empêche la synthèse de brin d’ARN génomique négatif et la réplication virale. Des 

HEK293T contrôles et CRISPR/Cas9-DHX9 ont été infectées avec CHIKV147.2 à une MOI de 10 pendant 6h. 

Toutes les 2h les cellules sont lysées et les ARNs totaux sont extraits. (A) Une qRT-PCR permet de quantifier l’ARN 

génomique viral présent dans les cellules infectées en utilisant des amorces reconnaissant nsP2 et en normalisant les 

données avec la quantité d’ARNs, codant pour la GAPDH, mesurée. (B) La quantité d’ARNs génomiques de polarité 

négative présents dans les mêmes échantillons a été mesurée par qRT-PCR  
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5) Certaines hélicases dont DHX9 sont dégradées au cours de 

la réplication du CHIKV 

Nous avons ensuite suivi le devenir de DHX9 au cours de l’infection et donc au cours 
de la réplication du génome CHIKV. Le marquage de DHX9 dans des cellules HEK293T 

infectées disparait du noyau des cellules infectées par CHIKV (Figure 53A). Pour confirmer 

cette observation, nous avons infecté des HEK293T avec deux souches de CHIKV 

(CHIKV147.2 isolée initialement à l’ile de la Réunion en 2006, et CHIKV377, isolée en 2006 

à l’île Maurice), et nous avons alors quantifié la protéine DHX9 (Figure 53B). Au cours du 

temps, l’expression de DHX9 disparaît que ce soit avec la souche CHIKV147.2 ou avec la 
souche CHIKV377. Pour analyser cette étape de déplétion de DHX9 et savoir si cette 

disparition de DHX9 est liée à une dégradation dépendante du protéasome, nous avons infecté 

des cellules HEK293T (MOI 10) puis ces cellules ont été traitées soit au DMSO, soit avec 

l’inhibiteur du protéasome ALLN (Figure 53C). Dans ces conditions, DHX9 est visible entre 

4h et 6h post-infection. En revanche, cette déplétion n’est pas observée dans les cellules 
traitées avec l’inhibiteur de protéasome (Figure 53C). En étudiant d’autres hélicases à 
domaine DExD/H comme les DEAD-Box DDX3, DDX5 nous remarquons qu’elles sont 
également relocalisées et dégradées de manière dépendante du protéasome au cours de 

l’infection par CHIKV (Figure 54 et 55- Page 100 et 101). L’hélicase DHX9, de manière 

similaire à DDX3 et DDX5, est donc dégradée de manière dépendante du protéasome. 

Pour connaître les modalités de cette dégradation de DHX9, à savoir qui est/sont le(s) 

responsable(s) de cette dégradation, les protéines non-structurales du CHIKV ont été 

exprimées de manière indépendante par transfection dans des cellules HEK293T, le niveau de 

DHX9 a été quantifié par Western-Blot (Figure 53D). L’expression isolée de chacune des 
protéines du complexe de réplication du virus n’entraine pas de diminution de l’expression de 
DHX9. En revanche, lorsque les cellules HEK293T infectées sont traitées avec l’inhibiteur la 
ribavirine empêchant la réplication virale, la dégradation de DHX9 n’est plus visible (Figure 
53E). Il faut donc que le mécanisme de réplication du génome viral soit effectif pour que 

DHX9 soit dégradée activement dans les cellules infectées. Ainsi, si l’expression de chacune 
des nsPs n’a aucun effet sur la dégradation de DHX9, celle-ci est dépendante de l’ensemble 
des nsPs organisées en complexe de réplication actif. 

DHX9 est donc dégradée par un mécanisme dépendant du protéasome pour permettre 

la réplication du génome du CHIKV. 
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Figure 53: DHX9 est dégradée pendant la réplication du génome de CHIKV par la voie du 

protéasome. (A) Des HEK293T ont été infectées ou non avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules 

ont été fixées à la PFA 8% et DHX9 a été immuno-marquée. Les cellules marquées ont été observées au microscope 

confocal. La flèche blanche cible une cellule infectée par CHIKV. La barre blanche représente 5µM  (B) Des 

HEK293T ont été infectées par CHIKV147.2 ou par CHIKV377 à une MOI de 5 et les protéines cellulaires ont été 
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récupérées au cours de l’infection. 30µg d’extraits protéiques de chaque échantillon ont été déposés sur gel 

d’acrylamide 10%, et les protéines ont été identifiées par Western-Blot. (C) Des HEK293T ont été infectées avec 

CHIKV147.2 à une MOI de 10 et traitées au moment de l’infection avec du DMSO (1%) ou de l’ALLN à 10µM, les 

cellules ont été lysées toutes les 2h et 80µg de protéines sont migrés sur gel d’acrylamide à 10%. Les protéines sont 

identifiées par Western-Blot. (D) Les différentes constructions codantes pour les GFP-nsPs ou la GFP seule ont été 

transfectées dans des HEK293T pendant 28h et lysées. 80µg des extraits protéiques ont été déposés sur gel 

d’acrylamide 10% pour analyse de l’expression de DHX9 par Western-Blot. (E) Des HEK293T ont été traitées au 

DMSO (1%) ou à la ribavirine 200 µM 1h pré-infection au CHIKV147.2 à une MOI de 0,5. Après 16h d’infection les 

cellules sont lysées et 30µg d’extraits protéiques sont migrés par Western-blot pour quantifier les niveaux 

d’expression de DHX9. 

 

Figure 54: DDX3 colocalise avec nsP3 dans des granules cytoplasmiques et est dégradée de manière 

dépendante du protéasome au cours de l’infection par CHIKV. Des cellules HEK293T ont été infectées ou non 

avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont été marquées avec les anticorps 

anti-DDX3 rabbit et anti-dsRNA souris marquant les complexes de réplication actifs. Les cellules sont observées au 
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microscope confocal. Des cellules HEK293T ont également été infectées avec CHIKV147.2 à une MOI de 10 pendant 

10h et traitées ou non à l’inhibiteur du protéasome ALLN 10µM. Le lysat des cellules est récupéré toutes les 2h dès 

4hpi et a été migré sur gel SDS/PAGE. Les niveaux d’expression de DDX3 sont ainsi quantifiés par Western-Blot. 

 

 

Figure 55 : Un pool de DDX5 est relocalisé aux complexes de réplications du CHIKV et est dégradé 

de manière protéasome dépendante au cours de l’infection par CHIKV. (A) Des cellules HEK293T ont été 

infectées ou non avec CHIKV377 pendant 10h et 16h. Les extraits protéiques ont été séparés en fraction « input » et 

fractions immuno-précipitées avec un anticorps irrelevant (anti-HA), ou avec un anti-DDX5 en présence de RNase A. 

Les protéines liées aux différentes cibles d’anticorps sont identifiées par Western-Blot. (B) Des cellules HEK293T ont 
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été infectées ou non avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont été marquées 

avec les anticorps anti-DDX5 rabbit et anti-dsRNA souris marquant les complexes de réplication actifs. Les cellules 

sont observées au microscope confocal. (C) Des cellules HEK293T ont également été infectées avec CHIKV147.2 à une 

MOI de 10 pendant 10h et traitées ou non à l’inhibiteur du protéasome ALLN 10µM. Le lysat des cellules est récupéré 

toutes les 2h et a été migré sur gel SDS/PAGE. Les niveaux d’expression de DDX5 sont ainsi quantifiés par Western-

Blot. 

6) DHX9 ne conduit pas à la mise en place d’un état antiviral 

au cours de l’infection par CHIKV 

Comme nous l’avons vu dans le point IV.B. 6) « Rôle dans les défenses innées » (Page 

69) DHX9 peut être impliquée dans la signalisation de PAMPs aboutissant à la mise en place 

d’un état antiviral. En effet, Zhang et coll. ont démontré que l’hélicase cellulaire à la capacité 
de reconnaitre les ARNdb dans des cellules dendritiques myeloïdes, et c’est ensuite en se liant 
à IPS-1, que DHX9 peut activer la signalisation conduisant à la production d’interféron-β 
(IFN-β), et à l’établissement d’un état antiviral. Dans cette perspective, nous avons testé la 

capacité de DHX9 à conduire à la transcription d’IFN- β suite à l’infection par CHIKV. Pour 
ce faire, nous avons infecté des cellules HEK293T controles ou CRISPR/Cas9-DHX9 par 

CHIKV et avons extrait les ARNs totaux en vu de la réalisation d’une qRT-PCR afin de 

quantifier les transcrits d’IFN-β des deux types de cellules. Comme montré dans la figure 56, 

il n’existe aucune différence significative dans la synthèse de transcrits de l’interféron-β entre 
les cellules contrôles et les CRISPR/Cas9-DHX9 infectées. DHX9 n’a donc pas de rôle dans 
cette signalisation dans les HEK293T infectées par CHIKV, comme décrit par Zhang et coll., 

dans les cellules dendritiques myeloïdes infectées avec le virus Influenza A ou par l’utilisation 
de poly I:C (Zhang et al. 2011d). 

 

Figure 56 : DHX9 n’a pas d’effet sur la transcription d’ARNm codant pour l’interféron-β dans des 

HEK293T infectées par CHIKV. Des HEK293T contrôles ou CRISPR/Cas9-DHX9 ont été infectées avec 

CHIKV147.2 à une MOI de 10 pendant 6hpi. Toutes les 2h, les cellules sont lysées et les ARNs totaux sont récupérés. 

Une qRT-PCR effectuées grâce à des amorces spécifiques pour l’IFN-β permet de quantifier les ARNm codant pour 

l’IFN-β dans les cellules infectées et ont été normalisés à la quantification d’ARNm de GAPDH. 
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B. CHIKV, granules de stress et traduction des nsPs 

La traduction des protéines non-structurales est un évènement essentiel pour la 

multiplication du CHIKV puisque elles portent l’ensemble des activités enzymatiques virales 
nécessaires à la réplication du génome viral. Un des mécanismes de défense mis en place par 

la cellule au moment de l’infection par un virus est la formation de granules de stress. Ces 
granules contiennent des protéines chaperones Hsp70/Hsp90, des ARN messagers à queue 

poly(A) et des protéines impliquées dans la traduction de ces ARNms : Poly(A)-binding 

protein (PABP), les sous-unités 40S ribosomales, les facteurs d’inititation de la traduction 
eiF4A, eiF4B, eiF4E, eiF5G, eiF3, eiF2 et des hélicases à domaines DExD/H DDX1, DDX3, 

DDX5, DDX17, DHX9, (Kedersha et al. 1999, Kedersha et Anderson 2002, Kimball et al. 

2003, Anderson et Kedersha 2006, Mazroui et al. 2006, Shih et Lee 2014, Jain et al. 2016). Ce 

sont donc des structures de mRNPs qui en contexte de stress, lors de l’infection virale, 
inhibent la traduction coiffe- dépendante en séquestrant les molécules impliquées dans la 

synthèse protéique. Pour contrecarrer ce mécanisme, le CHIKV inhibe la formation de 

granules de stress en détournant ses constituants dont notamment la protéine G3BP, formant 

le cœur de ces granules, grâce aux deux motifs FGDF présents dans la partie hypervariable de 
nsP3 (Fros et al. 2012, Panas et al. 2014, Panas et al. 2015, Jain et al. 2016). En double 

hybride, nsP3 semblerait interagir avec DDX5, DDX17, DHX9 . Une récente étude démontre 

que la très proche protéine nsP3 du VEEV, par immunoprécipitation, interagirait avec DDX1, 

DDX3, PABP, eiF4G, eiF4A (Amaya et al. 2016). La phosphoprotéine virale nsP3 est donc 

capable d’interagir avec beaucoup de constituants de granules de stress. Scholte et ses 

collaborateurs ont démontré en 2015 que G3BP était une protéine importante dans le passage 

de l’étape de traduction des nsPs à l’étape de synthèse du brin négatif à partir de la matrice 

d’ARN de polarité positive (Scholte et al. 2015). Cela implique que G3BP, composante de 

granule de stress serait recrutée par les nsPs et/ou associée à l’ARN viral pour exercer cet 
effet. Dans ces granules de stress, il pourrait donc être envisagé de retrouver la polyprotéine 

nonstructurale, formant plus tard le complexe de réplication, et l’ARN viral. Nous avons donc 
évalué la présence de nsP3 dans ces granules, marqués par G3BP et celle de nsP1 qui ne peut 

colocaliser avec nsP3 qu’au sein de la polyprotéine non-structurale virale ou dans un 

complexe de réplication actif. Pour cela, nous avons transfecté une construction G3BP-GFP 

(fournie par Prof. Jamal Tazi) dans des HEK293T et avons infecté ces cellules avec le virus 

CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. NsP3 fusionnée dans sa partie C-terminale avec le 

tag mCherry, nous avons marqué les cellules avec un anti-nsP1 et avec un anticorps 

secondaire couplé au fluorochrome Alexa 647. La surexpression de G3BP conduit 

automatiquement à la formation de granules de stress (Tourriere et al. 2003) où cette protéine 

est localisée. Lorsque la cellule est infectée par CHIKV nous pouvons remarquer la 

colocalisation entre nsP1, nsP3 et le marqueur de granules de stress G3BP dans des foyers 

cytoplasmiques (Flèches blanches de la figure 57A- Structure cytoplasmique modélisée en 

figure 57B). Or, l’expression isolée de nsP1 ne colocalise pas et n’induit pas de relocalisation 
de G3BP (Scholte et al. 2015). Cela suggère ainsi que soit le complexe de réplication actif se 

situe dans les mêmes foyers que G3BP soit la polyprotéine non-structurale encore non-active 

dans la synthèse d’ARN viral est présente dans ces granules de stress. 
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Figure 57: Les protéines non-structurales sont retrouvées dans des granules de stress d'une HEK293T 

infectées par CHIKV. (A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec un plasmide codant pour G3BP-GFP 

(construction fournie par Prof. Jamal Tazi) et ont été infectées 24h après avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 

10h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont été immunomarquées avec un anti-nsP1 et le secondaire anti-Rabbit Alexa 

647. Les cellules ont été visualisées au microscope confocal de la plateforme MRI. (B) Une modélisation des granules 

cytoplasmiques à été réalisée grâce au logiciel IMARIS (Bitplane) et avec l’aide de Simon Lachambre au plateau 

technique de MRI. La flèche blanche démontre un foyer cytoplasmique, un granule de stress où colocalise nsP1, nsP3 

et G3BP. La flèche jaune démontre un recrutement de G3BP aux membranes plasmiques où s’effectue la réplication 

du génome du CHIKV. La barre blanche correspond à 5µM sauf dans le panneau de droite de la modélisation où elle 

équivaut à 0.7 µM. 
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Pour savoir si ces granules de stress contiennent des complexes de réplication actifs ou 

bien des polyprotéines non-structurales non-actives nous avons vérifié la présence de 

duplexes d’ARNs par imagerie en marquant différentes protéines constituantes des granules 

de stress. Pour cela nous avons infecté des cellules HEK293T avec CHIKV377 et avons 

marqué eiF4G, DDX3, et les duplexes d’ARNs produits au cours de la réplication virale. 
Comme observé dans la figure 58, ces marqueurs eiF4G et DDX3 sont bien présents dans des 

granules cytoplasmiques en contexte d’infection par CHIKV et où la protéine nsP3 est 
également retrouvée. Cependant, nous n’y retrouvons pas d’ARN double brin signifiant qu’il 
n’y a pas de réplication virale dans ces foci. En prenant compte des résultats de la figure 57 

avec ceux de la figure 58, cela suggère que dans les granules de stress nous retrouvons des 

protéines impliquées dans l’initiation de la traduction protéique (Protter et Parker, 2016) ainsi 

que les protéines formant le complexe de réplication, non actives dans la synthèse de génomes 

viraux. 

 

Figure 58: Les granules de stress ne contiennent pas de complexes de réplication de CHIKV actifs. Des 

cellules HEK293T ont été infectées avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont 

été immunomarquées avec un anti-dsRNA J2 et son secondaire anti-mouse Alexa 647 ; avec un anti-eiF4G1 (A) ou 
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anti-DDX3 (B) et leur secondaire anti-Rabbit 488. Les cellules ont été visualisées au microscope confocal de la 

plateforme MRI. La flèche blanche démontre une colocalisation dans des foyers cytoplasmiques des constituants de 

granules de stress eiF4G1, DDX3 avec nsP3 et où le marqueur de réplication dsRNA est absent. La barre blanche 

représente 5µM. 

Puisque dans ces granules nous retrouvons ces protéines non-structurales virales non-

actives dans la synthèse de génomes du CHIKV, des protéines séquestrées et impliquées dans 

l’initiation de la traduction et DHX9 (Jain et al. 2016) dont nous avons caractérisé un effet 

stimulateur de la traduction des nsPs, nous avons voulu savoir si ces granules n’étaient pas 
tout simplement des structures de synthèses de protéines virales. Les granules de stress sont 

des structures de séquestration de RNPs, d’ARNs et de protéines impliquées dans la 
l’initiation de la traduction. Elles ne contiennent pas de grandes sous-unités ribosomales car 

en association avec les petites sous-unités, elles pourraient conduire à l’assemblage de 
polysomes, à la mise en place d’une traduction continue et au désassemblage de granules de 
stress (Protter et Parker, 2016). Ainsi nous avons voulu confirmer la présence de DHX9 dans 

les granules de stress en observant visuellement sa présence dans les foyers marqués par 

G3BP et avons regardé la distribution de RPL7, composant protéique des sous-unités larges 

de ribosomes au cours de l’infection par CHIKV. Nous retrouvons effectivement DHX9 dans 

les granules de stress dans des HEK293T exprimant de manière exogène G3BP-GFP (Figure 

59A). Lorsque les cellules sont infectées par CHIKV377 nous observons une colocalisation 

entre G3BP, DHX9 et nsP3 dans ces granules cytoplasmiques démontrant encore ce lien entre 

DHX9 et nsP3 (ou nsPs). Lorsque nous infectons des cellules HEK293T avec CHIKV377, 

marquons RPL7 et les duplexes d’ARNs, nous observons une redistribution de la protéine des 
sous-unités larges de ribosome dans un foyer cytoplasmique ou est localisée nsP3 et où la 

réplication n’est pas effective (Figure 59B). Ces granules cytoplasmiques où les duplexes 
d’ARNs sont absents contiennent donc des sous-unités larges de ribosomes et ne 

correspondent donc plus à des granules de stress « classiques » mais des granules modifiés de 

synthèse de protéines non-structurales virales. 

Puisque ces granules seraient des sites de traduction de nsPs, nous avons vérifié que ces 

structures contenaient la protéine d’initiation de la traduction coiffe-dépendante eiF4E. En 

effet, l’ARN génomique viral codant pour la polyprotéine non-structurale contient une coiffe 

à l’extrémité 5’UTR pouvant être reconnue par eiF4E pour initier cette traduction (voir 
section « Les structures de la partie 5’UTR » - Page 22). En immunofluorescence, nous 

n’avons pas observé de colocalisation entre ces foyers cytoplasmiques et eiF4E lors d’une 
infection par CHIKV (Figure 60 – Page 108). Cela suggèrerait que la traduction de la 

polyprotéine non-structurale ne passerait pas par la fonction d’eiF4E. Un modèle du 
mécanisme de traduction de l’ARN génomique du CHIKV sera proposé dans la partie 
discussion. 
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Figure 59: Les granules cytoplasmiques sont des structures modifiées compétentes dans la traduction du 

génome du CHIKV. (A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide codant pour G3BP-GFP et ont 

été infectées ou non 24h post transfection avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules fixées à la PFA 

4% ont été marquées avec l’anticorps anti-DHX9 et son secondaire anti-Rabbit 647. Les cellules sont observées au 

microscope confocal. La flèche jaune démontre une colocalisation dans des foyers cytoplasmiques du constituant des 

granules de stress G3BP avec DHX9. La flèche blanche démontre une colocalisation dans des foyers cytoplasmiques 

de G3BP, DHX9 et nsP3 dans des HEK293T infectées (B) Des cellules HEK293T et ont été infectées ou avec 

CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont été marquées avec l’anticorps anti-RPL7 

et son secondaire anti-Rabbit 488, et l’anti-dsRNA J2 et son secondaire anti-Mouse 647. Les cellules sont observées au 

microscope confocal. La flèche blanche démontre une colocalisation dans des foyers cytoplasmiques de RPL7 et nsP3 

dans des HEK293T infectées et où la réplication virale est absente. La barre blanche représente 5µM. 
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Figure 60: eiF4E n’est pas située dans les foyers cytoplasmiques où s’effectuerait la traduction des nsPs. Des cellules 

HEK293T et ont été infectées ou avec CHIKV377 à une MOI de 5 pendant 10h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont été 

marquées avec l’anticorps anti-eiF4E et son secondaire anti-Rabbit 488, et l’anti-dsRNA J2 et son secondaire anti-

Mouse 647. Les cellules sont observées au microscope confocal. La flèche blanche démontre l’absence d’une 

colocalisation entre nsP3, eiF4E et l’ARN double brin dans des foyers cytoplasmiques nsP3 positifs. La barre blanche 

représente 5µM. 

En résumé, la traduction de l’ARN génomique du virus du Chikungunya s’effectuerait 
dans des structures cytoplasmiques dérivées des granules de stress afin de produire des 

polyprotéines non-structurales formant plus tard un complexe de réplication actif. 
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III. Etude structurale du complexe de réplication du CHIKV 

Une seconde partie complémentaire a été consacrée à définir les mécanismes de 

formation, la structure et l’organisation des sphérules de réplication du CHIKV. A l’heure 
actuelle, les complexes de réplication des Alphavirus sont décrits comme étant des sphérules 

de 50-70nm générés par des déformations de la membrane plasmique et reliés au cytoplasme 

par un pore de 5-10nm de diamètre. La production des courbures membranaires à relief 

négatif conduisant à la formation des sphérules ne dépend pas uniquement des protéines non-

structurales, mais aussi de la synthèse active d’ARN viral comme il a été démontré pour le 
virus Flock House (Ball 1995, Frolova et al. 2010, Kopek et al. 2010, Spuul et al. 2011, Short 

et al. 2016). Le Flock House virus exprime une seule protéine pour sa réplication (Protéine A) 

qui à elle seule est suffisante pour former des sphérules à la membrane externe mitochondriale 

et à la synthèse de l’ARN viral (Ball 1995, Kopek et al. 2010). Ces sphérules sont en tous 

points identiques à celles des Alphavirus (Kallio et al. 2013). Comment ces courbures 

membranaires peuvent-elles être formées pour produire in fine la sphérule réplicative ?  

Un mécanisme pouvant être utilisé pour induire la courbure de membrane est le 

recrutement de protéines à domaine BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs). Les protéines à domaine 

BAR sont connues pour lier des lipides et pour induire la courbure de la portion avec 

lesquelles elles interagissent. L’une des protéines la plus caractérisée pour ces propriétés est 
l’amphiphysine. L’amphiphysine, protéine à domaine F-BAR, permet de former des vésicules 

recouvertes de clathrines à relief positif et recrute des partenaires comme la dynamine induire 

la scission entre la vésicule d’endocytose formée et la membrane plasmique (Takei et al. 

1999). Dans le cas du CHIKV, il existe une interaction entre cette protéine et la protéine nsP3 

grâce à un motif de liaison aux domaines SH3 « 
398

PxxPPR
403

 » localisé dans son domaine 

hypervariable (Neuvonen et al. 2011, Tossavainen et al. 2016). L’inhibition de cette 
interaction diminue la réplication virale mais ne l’abolit pas totalement (Neuvonen et al. 

2011). Ce même motif est présent dans la protéine NS5A du HCV et permet également de lier 

l’amphiphysine (Zech et al. 2003, Masumi et al. 2005). Nsp3 des Alphavirus et NS5A de 

HCV sont des protéines hyperphosphorylées sur des sérines/thréonines. Il a été démontré que 

le niveau de phosphorylation de nsP3 ou de NS5A module la réplication des deux types de 

virus (Vihinen et Saarinen 2000, Vihinen et al. 2001, Evans et al. 2004, Neddermann et al. 

2004). Dans le cas du HCV, l’amphiphysine régule l’hyperphosphorylation de NS5A néfaste 
pour la réplication virale (Evans et al. 2004, Neddermann et al. 2004, Masumi et al. 2005). Il 

est ainsi possible que nsP3 recrute l’amphiphysine pour réguler niveau de phosphorylation 
pour permettre une réplication optimale du génome viral. L’amphiphysine produisant des 
courbures membranaires de relief opposé aux sphérules de réplication du CHIKV, son 

implication dans leurs formations, semble peu probable. En revanche, si le domaine F-BAR 

de l’amphiphysine, est responsable de la courbure positive de membranes, les protéines à 
domaine I-BAR induisent elles la courbure de membranes de relief négatif. La protéine virale 

nsP1 induit la formation de protrusions membranaires ressemblant à des filopodes ou fibres de 

stress et lamellipodes (Laakkonen et al. 1998a)(Figure 61A- Page 111). Or, des protéines à 

domaine I-BAR ont été décrites comme induisant des protrusions de la membrane plasmique 

(Saarikangas et al. 2009), il est dès lors envisageable que des protéines à domaine I-BAR 

puissent assister la mise en place des sphérules de réplication du CHIKV. Parmi ces protéines 

à domaine I-BAR, IRTKS (Insulin Receptor Tyrosine Kinase Substrate) et la protéine très 

homologue IRSp53 (Insulin Receptor Substrate Protein 53) sont impliquées dans la formation 

de protrusions cellulaires (Krugmann et al. 2001, Mattila et Lappalainen 2008, Sudhaharan et 

al. 2016). En effet, IRSp53 en s’associant aux protéines WAVE2, Dia1, Mena et EPS8 sur son 
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domaine SH3 permet d’organiser la production de filopodes (grâce à Mena), de fibres de 
stress (grâce à Dia1), ou de lamellipodes (grâce à Wave2) (Watanabe et al. 1999, Krugmann 

et al. 2001, Miki et Takenawa 2002, Robens et al. 2010, Kast et al. 2014). La mutation du 

domaine SH3, ou la liaison de 14-3-3 entre le domaine CRIB d’IRSp53 et son domaine SH3, 
empêche la formation de protrusions membranaires (Robens et al. 2010). Or, nsP3 est capable 

de lier les protéines 14-3-3 (Cristea et al. 2006, Frolova et al. 2006) et possède le site de 

liaison aux domaines SH3 décrit pour interagir avec le domaine SH3 de l’amphiphysine 
(Neuvonen et al. 2011). A ce stade, il pourrait être envisagé que la protéine IRSp53 serait 

recrutée avec nsP1 aux membranes pour induire des déformations à reliefs négatifs. 

L’interaction de nsP3 avec IRSp53 sur le domaine SH3 ou par l’intermédiaire des protéines 
14-3-3 empêcheraient la formation de structures filopodes-like, des fibres de stress observés et 

d’initier les courbures de membrane de relief négatif afin de former la sphérule lors de l’étape 
de réplication du CHIKV. Dans cette perspective, nous avons analysé le recrutement 

d’IRSp53 au cours de l’infection par le CHIKV. IRSp53 est retrouvée dans des foyers 
cytoplasmiques des cellules HEK293T où colocalisent nsP3 et l’ARN double brin marqueur 
de réplication (Figure 61B). Au niveau d’une portion de membrane plasmique, on peut 
également observer une colocalisation des trois facteurs démontrant un recrutement d’IRSp53 
sur les sites de réplication des génomes viraux (Figure 61B). Pour finir, nous avons évalué la 

possibilité d’une liaison du complexe de réplication avec IRSp53. Cette protéine est 
faiblement exprimée dans les cellules HEK293T (Input). Ainsi, l’immuno-précipitation 

réalisée avec des anticorps anti-nsP1 et anti-nsP3 n’a pas permis de révéler la présence 
d’IRSp53. Cependant, en concentrant la protéine IRSp53 grâce à un anticorps spécifique, 
nous avons pu observer la présence des protéines nsP1, nsP2, nsP3 complexées avec IRSp53 

(Figure 61C). IRSp53 semble donc présente dans les complexes de réplication du CHIKV. En 

résumé, il est possible qu’IRSp53, protéine à domaine I-BAR soit recrutée par les protéines 

du complexe de réplication (via nsP1 ou nsP3) pour permettre l’initiation des courbures de 

membrane de polarité positive. 
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Figure 61 : le CHIKV recrute IRSp53, une protéine à domaine I-BAR impliquée dans des déformations 

membranaires. (A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec un peGFP-C1 ou avec GFP-nsP1 pendant 24h. 

Les cellules fixées à la PFA 4% sont observées au microscope confocal. Des protrusions cellulaires liées à l’expression 

ectopique de nsP1 de type lamellipode (flèche blanche) ou filopodes (flèche jaune) sont observées. (B) Des cellules 

HEK293T ont été infectées ou non avec CHIKV377 à une MOI de 1 pendant 16h. Les cellules fixées à la PFA 4% ont 

été marquées avec les anticorps anti-IRSp53 goat et anti-dsRNA souris marquant les complexes de réplication actifs. 

Les cellules sont observées au microscope confocal. Les flèches blanches montrent une co-localisation entre les 3 

marqueurs à la membrane plasmique ou dans des foyers cytoplasmiques où le virus se réplique. (C) Des cellules 
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HEK293T ont été infectées ou non avec CHIKV377 à une MOI de 1 pendant 16h. Le lysat de cellules infectées à 

séparés en 4 fractions pour immuno-précipitations avec un anti-HA (IRR., un anti-nsP1, un anti-nsP3 ou un anti-

IRSp53. Les protéines liées aux molécules immuno-précipitées sont identifiées par Western-Blot. 
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Chapitre III- Discussion et perspectives 
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I. Etude fonctionnelle du complexe de réplication du CHIKV : 
DHX9 et traduction des nsPs 

A. La liaison de DHX9 sur nsP3 

Notre étude démontre que nsP3 interagit avec le domaine C-terminal Helicase de 

DHX9. Ce domaine représente le site actif hélicase qui a pour fonction de séparer les deux 

brins d’un acide nucléique sur lequel s’est fixée DHX9 (Xing et al. 2014). Si la protéine nsP3 

se lie sur le site actif de DHX9, nous pouvons supposer qu’elle doit inhiber la fonction 
hélicase de DHX9 qui permet la séparation de double-brins de duplexes d’ARN ou d’une tige-

boucle. Le site de liaison de DHX9 sur nsP3 n’étant pas déterminé dans les données 
présentées, on peut toutefois, en se basant sur la littérature relative aux interactions de DHX9 

avec des partenaires cellulaires, émettre l’hypothèse que nsp3 interagit via son AUD avec 
DHX9. En effet, la ribonucléoprotéine LARP6 par son domaine C-terminal se lie à DHX9 

(Manojlovic et Stefanovic 2012)(Figure 62B). Si nous alignons la séquence protéique du 

domaine C-terminal de LARP6 avec la séquence de nsP3, nous retrouvons un motif partagé 

par les deux protéines (Figure 62C). Cette séquence SxLxxxRKGθS (ou θ = acide aminé 
hydrophobe) est située dans le domaine AUD, hautement conservé chez les Alphavirus, et est 

organisé structurellement par la liaison d’un ion Zinc (Shin et al. 2012). Nos résultats 

préliminaires montrent que dans les cellules HEK293T exprimant nsP3 de manière ectopique, 

la quantité de DHX9 interagissant avec nsP3 est réduite en utilisant les chélateurs de cations 

bivalents EDTA/EGTA. Il est donc possible qu’en chélatant l’ion zinc, le domaine AUD 
perde sa conformation tridimensionnelle modifiant ainsi la capacité de nsP3 à interagir avec 

DHX9. Cette hypothèse nécessite bien entendu d’être confirmée expérimentalement.  



115 

 

 

Figure 62: Site de Fixation nsP3/DHX9 et prédiction du site de DHX9/nsP3. (A) D’après nos résultats 

nsP3 se fixe sur le domaine HelicC (de l’acide aminé 590 à 820) de DHX9 humain. (B) DHX9 se fixe sur le domaine C-

ter de LARP6, Manojlovic et Stefanovic, 2012. (C) L’alignement de l’extrémité C-ter de LARP6 liant DHX9 et de la 

séquence protéique de nsP3 CHIKV démontre un motif commun présent dans le domaine AUD de nsP3. Ce domaine 

est conservé chez les Alphavirus. 
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B. Le CHIKV détourne les granules de stress à son profit 

NsP3 n’a pas de fonction enzymatique connue et son rôle dans le cycle de multiplication 
du CHIKV n’est pas tout à fait compris. Des études ont permis d’identifier des partenaires de 

nsP3 par double hybride ou par immuno-précipitation dont certains d’entre eux, notamment 
les hélicases DDX5, DDX17, DHX9 sont également retrouvés dans les granules de stress 

(Bourai et al. 2012). La protéine nsP3 de VEEV, très similaire à nsP3 CHIKV (Figure 63), est 

également retrouvée interagissant avec DDX1, présente dans les granules de stress, et avec 

DDX3 responsable de la formation de ces structures dans le cytoplasme (Shih et al. 2012, 

Amaya et al. 2016). NsP3 du VEEV serait également présente dans un complexe formé 

d’eiF4A, eiF4G et PABP grâce à son interaction avec leur partenaire commun DDX3 (Shih et 

al. 2012, Soto-Rifo et al. 2012, Amaya et al. 2016). Ces interactions ont été discutées par 

Amaya et ses coll. comme favorisant la traduction de protéines virales (Amaya et al. 2016). 

Ainsi, la protéine nsP3 de VEEV pourrait interagir avec plusieurs constituants des granules de 

stress et pourrait potentiellement réguler l’expression de protéines virales.  

 

Figure 63: Alignements des séquences de la protéine nsP3 d'Alphavirus. NsP3 est composée de trois 

domaines : Le macrodomaine en N-terminal, très conservé, l’Alphavirus Unique Domain (AUD) liant un ion zinc et un 

domaine C-terminal peu conservé, très variable au sein des Alphavirus. 

Les données acquises au cours de cette thèse confirment les relations du CHIKV avec 

ces granules de stress. Nous verrons qu’un modèle d’utilisation/détournement des granules de 
stress peut être envisagé plutôt que son inhibition par nsP3 comme proposé par Panas et ses 

collaborateurs (Panas et al. 2012, Panas et al. 2014, Panas et al. 2015). 

La traduction des nsPs ne passerait pas par un mécanisme de traduction coiffe- 

dépendante classique, il n’existe pas en effet de colocalisation entre la protéine se liant à la 

coiffe eiF4E et des foyers de nsP3 (Figure 60 – Page 108), mais pourrait s’effectuer de 
manière similiaire à ce qu’il a été décrit pour la traduction l’ARN génomique du VIH-1 avec 

DDX3 (Soto-Rifo et al. 2013). En effet, l’utilisation de ribavirine a été démontrée par de 

nombreuses études comme inhibant, en plus de la réplication de génome viraux, l’activité 
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d’eiF4E dans la traduction coiffe dépendante (Assouline et al. 2009, Kraljacic et al. 2011, Shi 

et al. 2015). Nos résultats ont montré que l’utilisation de ribavirine à 200µM (Figure 50 - 

Page 95) n’entrainait pas une suppression de la production de nsPs de l’ARN CHIKV coiffé 
entrant. Ainsi la traduction du premier cadre de lecture ne passerait pas par la reconnaissance 

de la coiffe par eiF4E mais surement grâce à DDX3. Soto-Rifo et coll. ont alors démontré que 

DDX3 recrute eiF4G1 et PABP à l’extrémité 5’ du génome du VIH-1 tout en formant des 

granules de stress de manière ATP dépendante (Jain et al. 2016, Protter et Parker 2016) et 

prend la place d’eiF4E pour permettre l’assemblage du complexe de pré-initiation de 

traduction sur la coiffe (Hilliker et al. 2011, Soto-Rifo et al. 2013). DHX9 est alors recrutée 

sur les structures secondaires PCE et induit l’association de l’ARN viral avec les ribosomes 
formant ainsi des polysomes permettant de produire de nombreux précurseurs Pr55Gag 

(Bolinger et al. 2010).         

 Le CHIKV possède dans son extrémité 5’ UTR, au niveau de la jonction 5’UTR-nsP1 

des structures en tige-boucles et une coiffe (Figure 65). Dans ce cas DDX3 liée au pré-

complexe d’initiation de la traduction (PIC) pourrait reconnaitre ces structures. Le scan médié 

par PIC doit s’effectuer depuis la coiffe jusqu’à l’AUG présent en amont de nsP1. Ce codon 
initiateur de la traduction de la polyprotéine non-structurale est localisé au niveau d’une 
structure tige-boucle (Figure 64). Une fois l’AUG reconnu par la petite sous-unité ribosomale, 

cette structure doit ensuite être dépliée pour permettre le recrutement de la sous-unité large 

ribosomale 60S afin que la traduction puisse débuter. Dans ces conditions, DHX9 pourrait 

être recrutée pour modifier la structure secondaire et permettre l’assemblage des ribosomes 
sur l’ARN viral du CHIKV. Ce mécanisme particulier a été mis en évidence lors de la 
traduction de l’ARNm codant pour le collagène (Manojlovic et Stefanovic 2012, Zhang et 

Stefanovic 2016). En effet, une structure tige-boucle présente dans l’extrémité 5’ UTR de cet 
ARNm contient un codon initiateur de la traduction protéique qui doit être rendu accessible, 

ce qui nécessite un dépliement de la structure tige-boucle. Grâce au recrutement, par LARP6, 

de l’hélicase DHX9 les ribosomes peuvent s’assembler au niveau de l’AUG et traduire 
l’ARNm en protéine du collagène (Manojlovic et Stefanovic 2012, Zhang et Stefanovic 

2016).   
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Figure 64: Modèle de l'initiation de la traduction du génome CHIKV entrant. Une fois libéré dans le 

cytoplasme, la partie 5’UTR du génome pourrait être pris en charge par DDX3 responsable de la formation de 

granules de stress, et d’autres RNPs (PABP reconnaissant la queue polyA ; G3BP en 3’UTR) résultant en une 

circularisation du génome viral. DHX9 serait recrutée au niveau d’une tige boucle en 5’UTR contenant la séquence 

kozak et permettrait l’association de ribosomes. L’assemblage de polysomes permet la traduction de nsPs et le 

désassemblage de granules de stress. 

 

Une fois que la protéine DHX9 serait fixée sur la tige-boucle du CHIKV, l’association 
de polysomes entraîne la désorganisation des granules de stress (Kedersha et al. 2000, Buchan 

et Parker 2009). Ainsi, la traduction de protéines non-structurales du CHIKV serait effectuée. 

Si les sous-unités 40S ribosomales sont présentes dans les granules de stress, les sous-unités 

60S y sont absentes (Kimball et al. 2003). Ces dernières sont constituées d’ARNrs et de RPLs 
(Protéines de la sous-unité large du ribosome) (Henras et al. 2015). Nous avons observé par 

une approche d’immunofluorescence, que RPL7, un des constituants de cette sous-unité 60s 

colocalisait avec nsP3 dans des granules cytoplasmiques en absence de synthèse d’ARN viral 
(Figure 59- Page 107). Ces données suggèrent que ces granules correspondent à des sites de 

synthèse de la protéine nsP3 (ou de polyprotéines non-structurales).  
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En résumé, une fois l’ARN viral du CHIKV libéré dans le cytoplasme de la cellule 
infectée, celui-ci pourrait être reconnu via sa coiffe m7G par un pré-complexe d’initiation de 
la traduction contenant DDX3. DDX3 est un moteur d’assemblage de granules de stress 
concentrant les protéines impliquées dans la traduction (Shih et al. 2012). Parmi ces protéines 

constituant des granules de stress figurent d’autres hélicases à domaine DExD/H comme 

DDX5 et DHX9 (Jain et al. 2016)(Matkovic et al, manuscrit en préparation). DHX9 pourrait 

reconnaitre la tige-boucle présente dans la jonction 5’UTR/nsP1 contenant le codon 

d’initiation AUG de la traduction de la polyprotéine nsPs. Sa liaison sur la tige-boucle 

induirait le dépliement de cette structure et permettrait l’accès à l’AUG, contenu dans une 
séquence Kozak, par la sous-unité 40S ribosomale puis l’assemblage/recrutement des 

ribosomes. Des polyprotéines non-structurales pourraient alors être synthétisées.  

 Ces protéines non-structurales vont ensuite s’appliquer à la réplication du génome du 
CHIKV en formant un complexe de réplication actif. Il doit exister donc une dynamique 

moléculaire permettant le passage de l’étape de traduction du génome viral entrant à l’étape 
de synthèse d’un brin négatif complémentaire à ce génome.     

 Nous avons vu que DHX9 pouvait donc permettre le recrutement de ribosomes sur 

l’ARN génomique CHIKV afin d’amplifier la production de nsPs, entrainant alors l’inhibition 
des granules de stress. En effet, en réduisant l’expression de 2,55 fois dans les cellules 
shDHX9 nous diminuons d’un facteur 2,33 la synthèse de protéine non-structurale à 6h post-

infection (Figure 50- Page 95). Ce taux de réduction de la synthèse de nsPs oscille entre 2,33 

et 3 et est du même ordre de grandeur que l’augmentation de la synthèse des ARNs 
génomiques de polarité négative (Figure 52- Page 97). La réduction de la synthèse d’ARNs 
viraux en présence de DHX9 pourrait donc être liée à l’augmentation de l’efficacité de 
traduction de l’ARN génomique mettant en jeu des protéines liées à l’ARN viral, qui doit être 

copié, et empêchant donc la mise en place de la réplication. Ceci est en accord avec les 

travaux de Scholte, dans lesquels les auteurs démontrent que la protéine G3BP recrutée et liée 

à nsP3 permet de passer de l’étape de traduction à l’étape de réplication (Scholte et al. 2015). 

Ainsi, la traduction des nsPs en présence de DHX9 liée au niveau d’une tige boucle en 
5’UTR, s’effectuerait de 5’ vers l’extrémité 3’, puis le recrutement de G3BP liée à nsP3 
permettrait depuis l’extrémité 3’ vers 5’ de répliquer le génome viral en dégradant les 
protéines impliquées dans la traduction qui pertuberaient la polymérisation conduite par nsP4. 

Le mécanisme de dégradation de DHX9 comme nous l’avons montré est dépendant du 
protéasome et s’effectue de manière concomittante avec l’avancée sur la matrice virale de la 
polymérase nsP4 en cours d’élongation pour synthétiser l’ARN de polarité négative. Ces 
résultats sont en adéquation avec les études de Karpe et coll. démontrant un rôle essentiel de 

l’activité du protéasome dans la réplication du CHIKV (Karpe et al. 2016). Le complexe de 

réplication du CHIKV pourrait donc répliquer le génome grâce à la dégradation de certains 

facteurs entravant la mise en place de cette étape. Dans ce contexte, il est connu que nsP2 peut 

entrainer la dégradation de la sous-unité Rpb1 de l’ARN polymérase II ce qui a pour 
conséquence l’arrêt de la transcription d’ARN pré-messagers cellulaires (Akhrymuk et al. 

2012). Bien qu’aucune interaction directe entre Rpb1 et nsP2 ni de poly-ubiquitinylation 

directe n’aient été documentées, d’après les études réalisées en double-hybride, il a été montré 

que nsP2 pouvait lier la protéine UBQLN4 ciblant des protéines ubiquitinylées au protéasome 

et TRIM27 connue pour entrainer la dégradation de certains facteurs protéiques (Bourai et al. 

2012, Zurek et al. 2012). NsP2 n’induisant pas à elle seule la dégradation de DHX9, il est 
possible de penser que la fixation de DHX9 à nsP3 permette d’obtenir une conformation 
tridimensionnelle accessible à nsP2 et à ses cofacteurs d’ubiquitinylation recrutés au sein du 
complexe de réplication. Nous avons montré que la dégradation de DHX9 dans les cellules 

HEK293T infectées (MOI de 10) était un phénomène majeur entre 4h et 6h post-infection 

(Figure 53- Page 99). Cet intervalle de temps est corrélé avec l’augmentation significative de 
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la synthèse d’ARNs génomiques viraux de polarité négative puis positive (Figure 52- Page 

97). Nous proposons ainsi le modèle suivant : l’avancée du complexe de réplication de 3’ en 
5’ permettant la synthèse du brin de polarité négative serait liée une dégradation dépendante 

du protéasome des protéines liées à la matrice d’ARN impliquées dans la traduction de 
protéines non-structurales. Par ailleurs, cette dégradation de DHX9 pourrait aussi avoir pour 

conséquence d’empêcher la reconnaissance par DHX9 des intermédiaires de la réplication 

(ARNdb) et ainsi d’empêcher la mise en place d’un mécanisme de réponse innée. Nous avons 
observé que DHX9, dans les cellules HEK293T infectées par CHIKV, n’était pas impliquée 

dans la transcription d’ARNm d’IFN-β (Figure 56- Page 102). 

Dans notre hypothèse, le recrutement et le transport de l’ARN viral par les nsPs à la 
membrane plasmique, où s’effectue la réplication du génome CHIKV, permettrait de 
détourner les constituants des granules de stress vers la membrane plasmique et qui sont liés à 

cet acide nucléique. En double hybride des interactions ont été décrites entre nsP2, nsP4, nsP3 

de CHIKV et G3BP (Bourai et al. 2012). L’interaction entre G3BP et nsP3 a été ensuite 

confirmée (Fros et al. 2012). De la même manière, il a été observé que lorsque nsP2 est 

exprimée de manière isolée, celle-ci colocalise au niveau des foyers cytoplasmiques (Scholte 

et al. 2015). Les données que nous avons obtenues en immunofluorescence indiquent que 

G3BP est recrutée à proximité des sites de réplication du CHIKV. Ce recrutement de G3BP 

ainsi que d’autres composants protéiques des granules de stress a été préalablement 
caractérisé pour le virus Semliki Forest (Varjak et al. 2013). Il est donc raisonnable de penser 

qu’il en est de même pour le CHIKV. G3BP est une protéine de liaison à l’ARN reconnaissant 
un motif 5’ACCCA(U/C)(A/C)(C/G)G(C/A)AG 3’ grâce à sa partie C-terminale (Tourriere et 

al. 2003). Dans la partie 3’UTR du CHIKV une séquence quasi-similaire à ce site 

d’interaction est retrouvée (5’ACCCACAGGGA 3’). Cette homologie de séquence souligne 

la possibilité d’une fixation de G3BP sur le motif présent dans le 3’UTR du CHIKV. 
Récemment, l’équipe de Scholte et coll. a proposé un modèle, dans lequel G3BP régule le 
passage de l’étape de traduction à l’étape de réplication et permettrait la transcription du brin 

négatif du 3’UTR vers le 5’ UTR du CHIKV (Scholte et al. 2015). La machinerie de 

réplication virale lors de la synthèse du brin de polarité négative se retrouverait bloquée par la 

présence des protéines cellulaires liées à la matrice ARN et impliquées dans la traduction des 

nsPs. Ceci aurait pour conséquence le blocage de la progression de la polymérase virale nsP4 

(Frolov et al. 2001, Scholte et al. 2015). Dans ce contexte, la polymérisation du génome viral 

étant inhibée, ces protéines cellulaires présentes doivent être éliminées. Dans notre étude, 

nous avons montré que lors de la synthèse du brin de polarité négative les protéines DHX9, 

DDX3, DDX5 liées à l’ARN étaient dégradées (Figures 53, 54, 55 – Pages 99, 100, 101). Ce 

résultat nous conduit à proposer un modèle dans lequel lorsque DHX9 et DDX3 sont 

dégradées, et donc ne sont plus présentes sur la partie 5’UTR de la matrice ARN du CHIKV, 

la polymérase nsP4 peut alors synthétiser la région complémentaire de la partie 5’UTR. Dans 
cette région, on retrouve la séquence conservée CSE1 (Ou et al. 1983) alors présente dans la 

partie 3’ de l’ARN génomique de polarité négative. Ce site peut ensuite être utilisé par le 

complexe de réplication pour initier la synthèse d’un brin d’ARN génomique de polarité 
positive (Ou et al. 1983). Ainsi, les composants de granules de stress DDX3, DDX5, DHX9, 

seraient détournés au profit, d’abord, de la synthèse des protéines non-structurales puis 

ensuite, grâce à G3BP, au profit de la réplication virale. La fonction de DDX5 dans le cycle 

de multiplication du CHIKV est inconnue. Cependant, comme il a été précisé dans 

l’introduction de ce manuscrit, le CSE de 51 nucléotides, présent dans la séquence codante de 

nsP1 pourrait correspondre à une séquence stimulatrice de la réplication virale des Alphavirus 

(Niesters et Strauss 1990, Fayzulin et Frolov 2004). Cette séquence, parce qu’elle se situe 
dans la séquence codant pour la protéine nsP1, est réfractaire à des mutations qui changeraient 

la structure et la fonction de nsP1. Si toutefois cette séquence devait subir des mutations, 
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supprimant ses deux tige-boucles, des modifications génétiques adaptatives pourraient 

apparaître dans les séquences codantes de nsP2 et nsP3 (Niesters et Strauss 1990, Fayzulin et 

Frolov 2004). Ce quatrième CSE est très important pour la réplication du virus Sindbis dans 

les cellules de moustique infectées (Fayzulin et Frolov 2004) puisqu’il serait impliqué dans la 
traduction des nsPs, de la synthèse du génome en brin positif et négatif et que les 

modifications des structures secondaires réduit considérablement la réplication virale du 

VEEV (Michel et al. 2007). Il est alors possible qu’un recrutement d’une hélicase, peut être 

lié par nsP2 et nsP3, pourrait permettre de reconnaitre ces structures et stimuler la 

traduction/réplication du génome des Alphavirus. L’hélicase DDX5 est la seule aujourd’hui à 
être documentée pour lier en double hybride à la fois nsP2 et nsP3 (Bourai et al. 2012). De 

futures études pourraient confirmer ou non son recrutement au niveau de ces séquences. 

En prenant en compte l’ensemble des résultats obtenus dans cette partie 
« fonctionnelle » nous proposons donc un modèle global en 6 étapes décrit dans la figure 65. 

Il pourrait alors apporter de nouveaux éléments dans la compréhension du mécanisme de 

traduction de l’ARN viral entrant et dans la dynamique d’interactions des protéines de la 
cellule hôte avec les protéines non structurales virales afin de passer d’une étape de 
production des composants du complexe de réplication à l’étape de la réplication du génome 
du CHIKV.  
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Figure 65: Modèle global du détournement de composants des granules de stress au profit de la 

multiplication CHIKV. 1 : L’ARN génomique de CHIKV libéré dans le cytoplasme de la cellule infectée est pris en 

charge par DDX3 sur la coiffe en 5’UTR, PABP sur la queue polyA, G3BP en 3’UTR dans un granule de stress 

cytoplasmique. DHX9 est recrutée sur la tige boule contenant la séquence Kozak et permet le recrutement de 

ribosomes. 2 : La synthèse de nsPs au sein des polysomes désassemble le granule de stress. 3 : Les protéines non-

structurales s’associent au complexe ARN-protéines du granule (via G3BP ?) et recrutent le complexe aux sites de 

réplication, à la membrane plasmique. 4 : La sphérule se forme à la membrane en synhétisant le brin d’ARN 

génomique complémentaire de polarité négative depuis son extrémité 3’ grâce à l’hélicase G3BP. 5 : Le complexe de 
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réplication du CHIKV dégrade de manière protéasome dépendante les molécules des granules impliquées dans la 

traduction (dont DDX3 et DHX9) de l’ARN génomique viral pour libérer la matrice virale. 6 : L’ARN génomique 

négatif est synthétisé et sert de matrice pour synthétiser un autre ARN génomique viral de polarité positive. Le point 

d’interrogation sur G3BP signifie qu’il est incertain que cette protéine assiste l’avancée du complexe de réplication au 

cours de de la synthèse de l’ARN complémentaire à la matrice. 

 

II. Caractérisation structurale du complexe de réplication 

Le recrutement de protéine à domaine I-BAR (peut être IRSp53) pourrait permettre de 

contribuer à la formation de la sphérule réplicative du CHIKV. Cependant il est possible que 

le recrutement seul de cette protéine ne soit pas suffisant pour former une sphérule de 

réplication. En effet, les dimensions des sphérules de l’Alphavirus SFV augmentent au cours 

de la synthèse de l’ARN de polarité négative (Kallio et al. 2013). Du point de vue physique, 

ceci implique que le feuillet interne (et/ou externe) de la membrane plasmique soit modifiable 

ou bien que la composition lipidique puisse être remaniée par le recrutement de nouveaux 

lipides permettant d’obtenir une plus grande fluidité membranaire.  

La liaison aux membranes plasmiques et les activités enzymatiques du complexe de 

réplication du SFV sont dépendants de phospholipides anioniques (Ahola et al. 1999, Lampio 

et al. 2000). De même, le virus Sindbis est incapable de se répliquer dans des cellules de 

hamster CHO modifiées pour ne plus exprimer de phospholipides anioniques 

phosphatidylsérines (Kuge et al. 1989). Pour les Alphavirus, les lipides chargés négativement 

sont indispensables à l’accrochage du complexe de réplication à la membrane plasmique. Cet 
ancrage est dépendant de l’hélice α amphiphatique de nsP1 (Spuul et al. 2007). En 

enrichissant une portion de membrane en phospholipides, le ratio Cholesterol/Phospholipides 

diminue ce qui a pour conséquence d’augmenter la fluidité des membranes (Cooper 1978) et 

de faciliter ainsi la courbure de membranes. Dans le cas du CHIKV, pour enrichir un domaine 

membranaire en phosphatidylsérines, plusieurs molécules de nsP1 pourraient s’ancrer sur ce 

domaine membranaire. Si tel était le cas, nsP1 tapisserait une partie de la membrane de la 

sphérule de réplication comme il l’a été démontré avec la protéine A du virus Flock house 
(Figure 66).  
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Figure 66: Modèle proposé pour la formation de la sphérule de réplication du CHIKV. Adapté de 

Kopek et al, 2007 

 

Un modèle de recrutement d’IRSp53 et de la biogenèse des sphérules, en lien avec la 
partie « Etude structurale du complexe de réplication du CHIKV » (Page 109-112) est 

proposé dans la figure 67. 
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Figure 67: Modèle proposé quant au recrutement d’IRSp53 et aux mécanismes de formation de la 

sphérule au cours de la réplication du CHIKV. La diminution de taille de la police pour le cholesterol souligne la 

diminution de sa concentration locale. 

Une étude de la caractérisation de ces structures sphériques a été entreprise au cours de 

cette thèse en collaboration avec le CBS de Montpellier CNRS UMR 5048- INSERM UMR 

1054, par une approche de cryo-électromicroscopie, afin de pouvoir définir l’organisation 
structurale des sphérules du virus Chikungunya. Cette analyse devrait permettre notamment 

de déterminer l’organisation interne et la stochiométrie des nsPs. 



126 

 

Chapitre IV- Matériel et Méthodes 
 

 

Culture cellulaire : 

Les cellules humaines adhérentes HEK293T et HeLa utilisées au cours de cette thèse 

ont été cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contenant de 
la glutamine (Glutamax ; Gibco-Invitrogen), et supplémenté à hauteur de 10% de sérum de 

veau fœtal (SVF) et 100 U/mL de pénicilline, 100µg/mL de stréptomycine. Elles ont ensuite 
été maintenues dans un incubateur à 37°C, 5% CO2. Pour la production de stocks viraux, les 

cellules VERO, BHK21 ont été cultivées dans les mêmes conditions que les cellules humaines 

adhérentes, les cellules de glandes salivaires d’Aedes albopictus C6/36 ont été maintenues 

dans un incubateur à 26°C, 5% CO2. 

 

Productions de stocks viraux et titration : 

Le cDNA CHIKV-LR 5'GFP (CHIKV147.2) dans lequel la séquence codante pour la 

GFP, insérée en 5’ des gènes structuraux du virus et sous la dépendance d’un second 
promoteur subgénomique a été produit et décrit par Testsarkin et collaborateurs (Tsetsarkin et 

al. 2006) La production d’ARNm viral à partir de ce cDNA a été permise grâce à une 
linéarisation par NotI, et transcription in vitro en utilisant le kit SP6 mMESSAGE 

mMACHINE kit (Ambion). Le cDNA pCHIKV-M dans lequel la séquence codante pour le 

tag mCherry, inséré entre l’histidine 377 et la thréonine 378 de nsP3 a été produit et décrit par 
Kummerer et collaborateurs (Kummerer et al. 2012). La production d’ARNm viral à partir de 
ce cDNA a été permise grâce à une linéarisation par NotI, et transcription in vitro en utilisant 

le kit T7 mMESSAGE mMACHINE kit (Ambion).  Au laboratoire confiné de niveau 3, 10µg 

d’ARN ont été transfectés par la lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) dans 1.10
7 

BHK21 cultivées dans une flasque de 75cm2. 6h post transfection le milieu est changé avec 

ajout de 15mL de DMEM frais et la flasque est incubée à 37°C, 5% CO2 pendant 24h. Le 

surnageant récupéré est clarifié par centrifugation 5 minutes à 1500 rpm et filtré (filtre à pores 

de 0,22µM) et est aliquoté par 500µL (+ 2 tube de 1mL pour titration) et congelé à -80°C. 

Pour la titration virale, 450 000 cellules VERO sont platées en plaques 6 puits, la veille de 

leur infection. Les tubes de 1mL de surnageant filtré sont dilués à différents Log (de 10
-5

 à 10
-

9
) et 750µL des différentes dilutions sont mis au contact des cellules VERO dépourvues de 

surnageant pendant 4h. Après 4h d’infection, le surnageant viral est retiré des puits, et les 

cellules sont rincées avec du DMEM frais. Puis 2mL une gélose constitutée de DMEM et 

d’agarose low gelling temperature (Sigma) à concentration finale de 1,5% est coulée sur les 

cellules et solidifiée 10 minutes à température ambiante. Les cellules sont incubées 3 jours à 

37°C, 5% CO2. A J3 post-infection, la gélose est retirée, et une solution de crystal violet 

(0,2% de crystal violet dans 10% formaldéhyde et 20% d’éthanol) permet de révéler les 
plages de lyses. Le titre de la production virale est calculé par:  

 

Ex : si 8 plages de lyse ont été retrouvées dans la dilution 10
-7 
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Production d’un réplicon CHIKV non réplicatif : 

La construction ADN SP6-CHIKRepl-P3ZsGreen-SG-mCherry, généreusement offerte 

par Prof. Andres Merits a été modifié en utilisant 20 unités d’enzyme de restriction AfeI, et le 

et son tampon CutSmart® (NEB-Biolabs), dont les sites de coupures 6932, 7177, 8023 sont 

situés dans la séquence de nsP4. La digestion à 37°C pendant 1h30 conduit à une délétion de 

la séquence 6932-8023 entrainant ainsi une linéarisation du plasmide de taille de 10 685 pb. 

La ligation du plasmide digéré s’est effectuée à 16°C sur la nuit. Des DH5α, rendues 
electrocompétentes au sein du laboratoire ont été transformées avec le plasmide produit par 

electroporation et étalées sur boites contenant un bouillon lysogène et de l’ampicilline 

50µg/mL. Les colonies obtenues ont été controlée pour la délétion dans nsP4 par PCR en 

utilisant une amorce sens nsP3 et une amorce antisens nsP4 et ont été amplifiées pour 

extraction d’ADN et séquençage. 

Anticorps : 

Les anticorps anti-nsP1, anti-nsP2, anti-nsP3, anti-nsP4, anti-capside, produits et 

récupérés de sérums de lapin, sont des dons de Prof. Andres Merits. L’anti-DHX9 est un 

polyclonal lapin ciblant les acides aminés de la position 1220 à la partie C-terminale, 

provenant de BETHYL Laboratories, Inc. et référencé sous A300-855A. L’anti-DDX5 utilisé 

en Immunofluorescence est un polyclonal lapin ciblant les acides aminés de la position 575 à 

C-terminale et provient de BETHYL Laboratories, Inc et est référencé sous A300-523A-T. 

Celui qui est utilisé en IP et en Western Blot est un monoclonal souris ciblant la partie C-

terminale de DDX5, provenant de SantaCruz Biotechnology et référencé sous SC-166167. 

L’anti-DDX3 est un polyclonal lapin ciblant les acides aminés de la position 1 à 50, provenant 

de BETHYL Laboratories, Inc. et référencé sous A300-474A-T. L’anti-dsRNA ou anti-ARN 

double brin d’English and Scientific Consulting Kft, Hungary (SCICONS) est produit chez la 

souris et est referencé sous anti-dsRNA. L’anti-IRSp53 est un polyclonal chèvre ciblant la 

région interne d’IRSp53 provenant de SantaCruz Biotechnology et référencé sous SC-50011. 

L’anti-GAPDH lapin provient de SantaCruz Biotechnology et est référencé sous SC-25778. 

L’anti-α-Tubuline lapin est un polyclonal provenant d’Abcam ciblant les 100 premiers acides 
aminés de la protéine et est référencé sous ab4074. L’anti-RPL7 est un polyclonal lapin 

ciblant les acides aminés de la position 200 à 248, provenant de BETHYL Laboratories, Inc. 

et référencé sous A300-741A-T. L’anti-eiF4E est un polyclonal lapin ciblant les acides 

aminés de la position 925 à 985, provenant de BETHYL Laboratories, Inc. et référencé sous 

A300-706A-T. L’anti-eiF4G1 est un polyclonal lapin ciblant les acides aminés de la position 

200 à 250, provenant de BETHYL Laboratories, Inc. et référencé sous A301-774A-T. L’anti-
HA monoclonal, produit chez la souris est référencé sous H9658 chez Sigma. L’anti-GFP 

mononclonal, reconnaissant l’épitope 157-191 de la GFP provient de SantaCruz 

Biotechnology (SC-390394). Les anticorps secondaires anti-souris, et anti-chèvre, couplés 

HRP proviennent de Jackson immunoresearch (référencés respectivement 115-035-003 et 

305-035-003) tandis que les anti-lapin-HRP proviennent de Sigma (A6154-1ML). Pour les 

experiences d’immunofluorescence, les anticorps anti-lapin 488 (A21206), 594 (A11072), 

647 (21244), anti-mouse 488 (A11017), anti-chèvre 647 (A21442) proviennent de Life 

Technologies. L’anti-mouse 647 (ab150107) a été acheté chez Abcam. 
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Anticorps Western-Blot    

(dilution dans lait 5%) 

Immunofluorescence  

(dilution) 

Anti-nsP1 1/10000 1/2000 

Anti-nsP2 1/10000 X 

Anti-nsP3 1/10000 X 

Anti-nsP4 1/2000 X 

Anti-DHX9 1/2500 1/500 

Anti-DDX5 1/500 1/100 

Anti-DDX3 1/1000 1/50 

Anti-dsRNA X 1/300 

Anti-IRSp53 1/500 1/50 

Anti-GAPDH 1/500 X 

Anti-Tubuline 1/1000 X 

Anti-RPL7 1/1000 1/50 

Anti-eiF4E 1/1000 1/50 

Anti-eiF4G1 1/1000 1/50 

Anti-GFP 1/500 X 

Anti-HA 1/1000 X 

Secondaires-HRP 1/10000 X 

Secondaires-

Immunofluorescence 

X 1/2000 

 

Analyse des protéines : 

Western Blot : Les cellules dans lesquelles la quantification de protéines a été réalisée 

ont été lysée avec un tampon « RIPA » (20mM Tris HCL pH 8 ; 100mM NaCl, 1% Triton X-

100, 1 tablette d’inhibiteur de protéases cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, 

EASYpack Protease Inhibitor Cocktail (Roche)). La concentration protéique de chaque 

échantillon a été déterminée par dosage Bradford en utilisant le kit « Coomassie Protein 

Assay reagent » (Thermo Fisher Pierce). Une quantité équivalente de protéines a été déposée 



129 

 

sur gel d’acrylamide dans un tampon de charge Laemmli 5X (312,5mM TRIS pH 6,8 ; 50% 

glycérol ; 12,5% β-mercaptoethanol ; 10% SDS ; 0,01% Bleu de Bromophénol) et transférée 

sur membrane PVDF préalablement activée au méthanol pour immunoblot. Après transfert la 

membrane est saturée au PBS - Tween(0,1%), Lait 5% pendant 1h. La membrane saturée est 

ensuite découpée et mise à incubation avec les anticorps appropriés sur la nuit, en chambre 

froide (4°C) sous agitation constante. Après 3 lavages de 5 minutes chacun, le secondaire 

dilué PBS - Tween(0,1%), Lait 5% mis au contact de la membrane pendant 1h. Le complexe 

antigène-anticorps primaire-anticorps secondaire est détecté grâce à l’utilisation du substrat de 
l’HRP Luminata Forte (WBLUF0100- Merck Millipore). La révélation s’est effectuée grâce à 

l’appareil Gnome (Syngene ou avec la G:Box (Syngene). La quantification d’expression de 
protéine a été anlysée par le logiciel Image J. 

 

Immunoprécipitations : 

La détection d’ARNs génomiques viraux liés à DHX9 dans le cytoplasme de cellules 

infectées ou non à une MOI de 5 pendant 8h a été effectuée en utilisant le Magna 

RIP
TM

 RNA-Binding Protein Immunoprecipitation Kit (Merck Millipore) fourni par Dr. Jean-

Marie Péloponèse. Au préalable, les cellules lysées ont été fractionnées en présence 

d’inhibiteurs de RNase (CS203219 - Merck Millipore) grâce au kit ProteoJET
TM

 Cytoplasmic 

and Nuclear Protein Extraction Kit (Fermentas Life Sciences) pour récupérer la phase 

cytoplasmique où s’effectue la réplication du CHIKV. L’anti-DHX9 (Bethyl) a été utilisé 

pour immunoprécipiter DHX9 et en contrôle l’anti-lapin IgG fourni dans le kit 

d’immunoprécipitation. Après contact avec les billes magnétiques de protéines A/G et lavages 

sous aimantation, le volume de billes est divisé en deux fractions : l’une pour quantification 
par qRT-PCR de l’ARN génomique du CHIKV (voir « Analyses des acides nucléiques ») 

l’autre pour contrôle d’immunoprécipitation de DHX9 par Western-Blot. Les 

immunoprécipitations réalisées au cours de l’étude pour confirmer les interactions entre 
protéines ont été réalisées en mettant en contact 100 à 200µg de lysats protéiques avec soit 

des billes d’agarose pré-couplées à l’anti-HA (EZ view Red anti-HA E6775-1ML – Sigma) 

soit avec des billes magnétiques de protéine A (Protein A Mag Sepharose- 28-9440-06 - GE 

Healthcare Life Sciences). Lors de l’utilisation des billes d’agarose pré-couplées à l’anti-HA, 

30µL par échantillon sont lavées avec 1mL de tampon de lyse « RIPA », centrifugation 4000 

rpm, 4°C, pendant 10 minutes. 200µg de protéines transfectées avec les constructions de 

DHX9 tagguée –HA sont ajoutées aux billes lavées et incubées 4°C sur la nuit, sur roue à 

rotation 14 rpm. Pour les billes magnétiques de protéine A, 5µg d’anticorps spécifiques à la 
cible immunoprécipitée, ou anti-HA comme irrelevant, sont déposés dans les lysats 

protéiques. Le complexe lysat/anticorps est incubé à 4°C, sur la nuit et sur roue à rotation 

14rpm. Le jour suivant, 15µL de billes magnétiques de protéine A sont rajoutées et les lysats 

immunoprécipités + billes sont déposés sur roue à 4°C, sur la nuit ou 4h à température 

ambiante sur roue à 14rpm. Pour les immunoprécipitations avec billes d’agarose pré-couplées 

à l’anti-HA, des 5 lavages de 1mL de RIPA froid/ centrifugation 4000rpm sont effectués. 

Pour les billes magnétiques de protéine A, 5 lavages de 1mL de RIPA froid/aimantation sont 

effectués. L’élution des immunoprécipitations s’effectue en ajoutant aux billes 70µL de 

tampon de charge 1X puis bain à 95°C pendant 15 minutes. Les extraits de lysats sont 

également mis à bouillir et sont considérés comme « input ». Les « input » et extraits 

immunoprécipités sont analysés par Western-Blot.  Pour l’interaction de DHX9 avec le 
complexe de réplication du CHIKV, un traitement à la RNase A (RNASEA-RO Roche), à été 

effectué (10µgde RNase A pendant 2h à 37°C) 



130 

 

Analyse des acides nucléiques: 

Lavage PBS 2 fois, trypsine 5 min à 37°C, +Volume égal de DMEMc, passage en 

plaque 96 puits fond conique, lavages PBS. 

Extraction des ARNs : 

Lyser les cellules avec 1 mL de TRI Reagent (T9424- Sigma) 

Incuber 5 min à Température ambiante  

Ajouter 200 µL de chloroforme (par mL de Tri Reagent), vortexer le mélange 

Centri 13 200 rpm à 4°C pendant 10 min 

Récupération phase aqueuse 

Ajout de 500 µL d’isopropanol (par mL de Tri reagent), vortexer 10 sec, incubation 5 à 
10 minute à T° ambiante. 

Centrifuger à 13 200 rpm à 4°C pendant 10 min 

Eliminer le surnageant 

Laver le culot avec 1 mL d’éthanol 75% froid, centrifuger 7 500g 5 minutes, éliminer 

l’éthanol et fait sécher le culot. 

Reprendre le culot d’ARN dans 26µL d’eau stérile 

Traitement à la DNase 

26 µL d’Echantillon + 3µL Tp DNAse 10x + 1µL de DNAse : 45 min à 37°C 

Inactivation DNAse par ajout EDTA 5 mM final et 15 min 75°C 

 

Pour le brin génomique négatif CHIKV 

Réaction de Transcription inverse utilisant la SuperScript® III Reverse Transcriptase 

(18080044-ThermoFisher Scientific) : 

Préparer le mix CHIKV T Tag Strand (-) (nsp1) / dNTP : 1µL primer à 10 uM (= 500 

nM final) + 1µL dNTP 10 mM (préparer 2 fois plus de mix que le nombre d’échantillon 
car RT + et RT-) 

Amorce CHIKV T Tag Strand (-) (nsp1) : 

5’ GGCAGTATCGTGAATTCGATGCCGCTGTACCGTCCCCATTCC 3’ 

Prévoir un point avec RT et sans oligos (=vérification autopriming) 

2µL mix ChikV T Tag Strand (-) (nsp1) / dNTP + 11µL Echantillon traité à la DNAse 

(faire des duplicats pour chaque échantillon : RT+ et RT-) 

Chauffer 5 min à 65°C et 1 minute dans la glace 
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Préparer les mix RT+ et RT- 

Mix x 1 : 4µL de TP 5x, 1µl DTT 0.1M, 1µL SuperScript (pour le mix RT+), 1µL H2O 

pour le mix RT+ ou 2 uL H2O pour RT- 

7µL mix RT+ou- par échantillon, mixer à la pipette, incuber 1h à 42°C 

Inactiver la RT 15 min à 70°C 

Précipitation EtoH 100% + Ac Na 3M 

Traitement Exonuclease I : 

37°C – 1h 

Inactivation exonuclease 80°C – 20 min 

Dosage ADNc par qPCR : 

Préparer le mix qPCR : 

Mix 1 : 0.9µL H2O, 5µL Super mix SYBR Green (Roche), 0.8µL amorce Tag strand (-) 

à 10 µM, 0.8µL amorce CHIKV complement strand (+) (nsP1) à 10 µM. 

Amorces :  

Tag strand (-): 5’GGCAGTATCGTGAATTCGATGC 3’ 

CHIKV complement strand (+) (nsP1): 5’ ACTGCTGAGTCCAAAGTGGG 3’ 

Distribuer 7.5µL de mix dans chaque tube PCR, ajouter 2.5µL de l’échantillon à doser. 

Cycles sur RotorGene:  

1 cycle 

95°C – 10 min  

40 cycles  

95°C – 15 sec 

62 °C – 30 sec  

72°C – 30 sec 

1 cycle : 

Hold 4°C 
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Pour le brin génomique positif CHIKV 

Réaction de Transcription inverse utilisant la SuperScript® III Reverse Transcriptase 

(18080044-ThermoFisher Scientific) : 

Préparer le mix Olido dT-dNTP : 1µL oligo dT 50µM + 1µL dNTP 10 mM (préparer 

deux fois plus de mix que le nombre d’échantillon) 

2µL Mix OligodT-dNTP + 11µL Echantillon traité à la DNAse (faire des duplicats pour 

chaque echantillon : RT+ et RT-) 

Chauffer 5 min à 65°C et 1 minute dans la glace. 

Préparer les mix RT+ et RT- 

Mix x 1 : 4µL de TP 5x, 1µl DTT 0.1M, 1µL SuperScript (pour le mix RT+) + 1µL 

H2O ou 2µL H2O pour le mix RT -.  

7µL mix RT+ou- par échantillon, mixer à la pipette, incuber 1h à 52°C. 

Inactiver la RT 15 min à 70°C 

Dosage des ADNc par qPCR : 

Préparer une gamme de 40, 400, 4000, 40 000 et 400 000 copies/µL en H2O (car on en 

met 2,5 µL par point dans 10µL final donc la quantité (copies) d’ADN CHIKV par tube 
de la gamme est 100, 1000, 10 000, 100 000 et 1 000 000  

Préparer le mix qPCR : 

Mix nsP2 : 0.9µL H2O, 5µL Super mix SYBR Green (Roche), 0.8µL amorce sens nsP2 

ou Interféron-β à 5µM, 0.8µL amorce anti-sens nsP2 ou Interféron-β à 5µM. 

Mix GAPDH : 0.9µL H2O, 5µL Super mix SYBR Green (Roche), 0.8µL amorce sens 

GAPDH à 5µM, 0.8µL amorce anti-sens GAPDH à 5µM. 

Amorces :  

nsP2 sens: 5’GGCAGTGGTCCCAGATAATTCAA 3’ 

nsP2 anti-sens: 5’GCTGTCTAGATCCACCCCATACA 3’ 

Interféron-β sens: 5’GACGCCGCATTGACCATCTA 3’ 

Interféron-β anti-sens: 5’TTGGCCTTCAGGTAATGCAGAA 3’ 

GAPDH sens: 5’GCTCACTGGCATGGCCTTCCGTG 3’ 

GAPDH anti-sens: 5’TGGAGGAGTGGGTGTCGCTGTTG 3’ 

Distribuer 7.5µL de mix dans chaque tube PCR (distinct), ajouter 2.5µL de l’échantillon 
à doser. 

 

Cycles sur RotorGene:  
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1 cycle 

95 °C – 10 minutes 

40 cycles : 

95°C – 30 secondes 

60 °C – 30 sec  

72°C – 30 sec 

1 cycle: 

Hold 4°C 

Les données sont ensuite analysées via le logiciel Rotor-Gene 6  

Plasmides :  

Les plasmides HA-DHX9, HA-DHX9ΔDExDc, HA-DHX9ΔDSRM, HA-

DHX9ΔHelicC, HA-DHX9ΔHD ont été fournis par Dr. Jean-Marie Péloponèse et 

précédemment décrit par (Zhang et al., 2011d). Le plasmide contrôle pcDNA3.1 

BirA(R118G)-HA, a été fourni par Dr. Matteo Bonazzi. Les protéines non-structurales nsP1, 

nsP2, nsP3, nsP4 ont été clonées dans un peGFP-C1 par digestion et ligation en utilisant des 

amorces dont amplifiant les séquences des nsPs à partir du cDNA CHIKV-LR 5'GFP. 

Amorces nsP1 contenant les sites de restrictions HindIII (NEB Biolabs)-PstI (NEB 

Biolabs) :  

 Sens : 5’ AGATCTCGAGCTCAAGCTTCGATGGAATCCTGTGTACGTG 3’ 

Anti-Sens : 5’ TTAACCGTCGACTGCAGATCCTGCGCCCGCTCTGTC 3’ 

Amorces nsP2 contenant les sites de restrictions Xho1 (NEB Biolabs)-Kpn1 

(Fermentas) : 

   Sens : 5’ TCCGGACTCAGATCTCGAGCTATAATAGAGACTCCGAGAGGA 3’ 

Anti-Sens : 5’ GGATCCCGGGCCCCGCGGTACCACATCCTGCTCGGGTGGC 3’ 

Amorces nsP3 contenant les sites de restrictions Xho1 (NEB Biolabs)-Kpn1 

(Fermentas) : 

   Sens : 5’ TCCGGACTCAGATCTCGAGCTGCACCGTCGTACCGGGTA 3’ 

Anti-Sens : 5’ GGATCCCGGGCCCGCGGTACCCCACCTGCCCTGTCTAG 3’ 

Amorces nsP4 contenant les sites de restrictions Xho1 (NEB Biolabs)-Kpn1 

(Fermentas) : 

   Sens : 5’ TCCGGACTCAGATCTCGAGCTTATATATTCTCGTCGGAC 3’ 

Anti-Sens : 5’ GGATCCCGGGCCCGCGGTACCCTATTTAGGACCGCCGTA 3’ 
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Après digestion des séquences de nsPs purifiées sur gel à 37°C pendant 1h, une 

ligation a été effectuée avec un ratio 1 vecteur peGFP-C1 digéré/ 5 inserts nsPs digérés à 

16°C sur la nuit. Une transformation par électroporation a été réalisée et les bactéries ont alors 

été étalées sur boite de pétri contenant un bouillon lysogène et l’antibiotique Kanamycine 
(50µg/mL). Les boites ensemencées sont incubées à 37°C sur la nuit. Les colonies piquées 

sont amplifiées et controlées par PCR. Une maxiprep des colonies positives est réalisée en 

utilisant le QIAGEN Plasmid Maxi Kit (12163- QIAGEN). 

Protocole d’Immunofluorescence : 

- Retirer le milieu de culture 

-  

- Fixation avec 500 uL Formaline (PFA 4%) 15 minutes à RT 

- 3 lavages PBS  

-Perméabilisation Triton 0.1% dans PBS (10µL Triton ; 10mL PBS) (500µL par puit) 

-2 lavages PBS 

- Saturation avec  PBS + 2% SVF décomplémenté et filtré + 0.05% tween 

(50mL PBS ; 25µL Tween ; 1mL SVF) pendant 60’ à température ambiante 

- 1 lavage PBS 

- Anticorps dilué dans PBS + tween 0.05% + BSA 0.2% (50mL PBS + 25µL Tween + 

0,1g BSA) 

- 150 uL d’anticorps dilué par lamelle 

-2h d’incubation pour l’anticorps primaire 

-3 lavages au PBS (500µL) 

-1h d’incubation pour l’anticorps secondaire 

-3 lavages au PBS (500µL) 

-Dapi à diluer au 1/1000 dans PBS (150µL/puit) incubation de 15 minutes.  

-2 lavages PBS 

-Montage de la lamelle sur lame en utilisant le ProLong® Gold Antifade Mountant 

 (P10144) 

Traitement aux drogues/molécules : 

La guanosine (G6752- Sigma) solubilisée dans de l’eau stérile été ajouté 2 h post transfection 

pour atteindre une concentration finale de 50µM jusqu’à fixation des lamelles. La transfection 

de GFP-nsP2 a été effectuée selon le protocol Jet-Pei (Polyplus), au Polyethylenimine 'Max' 

préalablement dissout dans l’eau et aliquoté à 5mg/mL (linear, MW 25 000) (Polysciences, 

Inca). 
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La ribavirine (R9644- Sigma), solubilisée dans l’eau stérile a été ajoutée 2h post transfection 
de peGFP-C1 ou 1h post-infection avec CHIKV pour atteindre une concentration finale de 

200µM et jusqu’à la fixation des lamelles ou jusqu’à lyse des cellules infectées. 

L’ALLN (sc-221236- SantaCruz Biotechnology), solubilisée dans du DMSO a été ajoutée au 

moment de l’infection par CHIKV et à une concentration finale de 10µM. 

 

Cellules Sh-DHX9 et CRISPR/Cas9-DHX9: 

Sh-DHX9 

Les plasmides codant pour les séquences sh-RNA ciblant DHX9 et le vecteur vide 

pLKO.1 ont été fournis par Dr. Jean-Marie Péloponèse et proviennent de Sigma. 

SH2: pLKO.1 DHX9 (Sigma-TRCN0000314575):   

5’CCGGACGACAATGGAAGCGGATATACTCGAGTATATCCGCTTCCATTGTCGTTT
TTTG 3’ 

SH3 : pLKO.1 DHX9 (Sigma-TRCN0000350304):   

5’CCGGGGGCTATATCCATCGAAATTTCTCGAGAAATTTCGATGGATATAGCCCTT
TTTG 3’ 

Les plasmides pLKO.1 ont été transfectés isolément ou en combinaison SH2+SH3 dans des 

HEK293T 1x10
6
 cellules par puit en plaque 6 puits grâce à la lipofectamine 2000. 6h après 

transfection le milieu est changé. 24h post transfection, la puromycine à 2µg/mL est ajoutée à 

la culture afin de séléctionner les cellules ayant exprimé le sh-RNA. Les cellules 

selectionnées sont piquées et mis en culture sous puromycine dans une plaque 96 puits puis, 

12 puits, puis 6 puits. Les clones sont alors testés pour l’expression de DHX9 par western-blot 

et congelées à -80°C dans des cryotubes + 10% DMSO. 

CRISPR/Cas9-DHX9 

Les plasmides pUC57-sgRNA expression vector et pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458) ont 

été fournis par Frédéric Lionneton de la plateforme Montpellier Genomic Collections. Les 

oligos ont été selectionnés grâce au site http://crispr.mit.edu et en utilisant la séquence de 

l’exon 1 de DHX9 (Référence NCBI : NM_001357.4). 

Séquence sens : 5’ CACCGCATCTTCCTTTTGCCACACC 3’ 

Séquence anti-sens : 5’ AAACGGTGTGGCAAAAGGAAGATGC 3’ 

Ces oligos ont ensuite été dimérisé selon le protocole suivant : 

 1µl de chacun des oligos à 100µM, 1µl Tampon enzyme BbsI, 7µl eau 

-95°C 2min 

Repos à température ambiante jusqu’à ce que la température soit inférieure à 65°C 

5µg de vecteur d’expression pUC57-sgRNA a été digéré par BbiI (Lifetechnologies- ER1011) 

dans un volume de 50µL final, 3h à 37°C. 
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Une migration sur gel agarose 1% et purification sur colonne ont été entreprises et le plasmide 

digéré est repris dans 30µL d’eau stérile. 

 Une ligation en présence des oligos dimérisés s’effectue selon les conditions suivantes : 

10µl de volume final : 

 2µl de vecteur digérer par BpiI (200ng) 

0,5µl oligo double brin (200ng) 

 1µl ATP 10nM 

 1µl Tampon G 

 1µl T4 ligase 

 0,5µl BpiI (pour éviter que le vecteur ne se re-ligue sur lui-même) 

 4µl d’eau stérile 

Incubation 37°C sur la nuit. 

Une transformation des bactéries par électroporation permet d’amplifier le vecteur 
d’expression pUC57-DHX9sgRNA. Un contrôle par séquençage permet de vérifier les clones 

DH5α ayant poussé sur bouillon lysogène contenant l’antibiotique Kanamycine (50µg/mL). 

1,25µg des plasmides pUC57-DHX9sgRNA et pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458) sont co-

transfectées dans des HEK293T platées en plaques 6 puits grâce à la lipofectamine 2000. 6h 

post transfection, le milieu est retiré et les cellules sont trypsinées (par la Trypsine-EDTA 

(0.25%) - référencé sous 25200056 - ThermoFisher Scientific). La suspension cellulaire est 

comptée et une concentration de 20 000 cellules par mL est établie. 2000 cellules dans 200µL 

sont déposées dans un puit de plaque 96 puits. Une dilution au ½ est effectuée de puit en puit 

en vertical depuis le puit A1 vers le puit H1. Une dilution au ½ est ensuite ré-effectuée des 

puits A1 à H1 vers les puits A12 vers H12. L’apparition de clones positifs à la GFP est 

vérifiée chaque jour. Les clones positifs à la GFP sont transférés en plaque 24 puits pour 

expansion, puis en plaque 12 puits et enfin en plaque 6 puits. 

 

Analyses statistiques : 

Toutes les analyses statistiques réalisées au cours de cette thèse ont été produites grâce 

à des test t-student au sein du logiciel Prism 7 (Graphpad). 

 

Imagerie : 

Les images présentées sont issues du micoscope inversé à fluorescence EVOS™ FL 
Cell Imaging System présent au sein de l’équipe de Matteo Bonazzi, et d’un microscope 
confocal LEICA SP5 présent sur la plateforme Montpellier RIO Imaging (MRI) du Centre de 

Recherche de Biochimie Macromoléculaire (CRBM). Les images obtenues des différents 

canaux ont été traitées, analysées et assemblées grâce au logiciel Image J. 
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Chapitre V- Conclusion Générale 
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Au cours de ces travaux nous avons caractérisé la fonction de DHX9 dans le cycle 

de multiplication du CHIKV : 

Lors de l’infection de CHIKV, l’ARN libéré dans le cytoplasme est pris en charge par 
des Ribonucléoprotéines et Hélicases présentes dans les granules de stress.  

-L’association de DHX9 à l’ARN viral permet de traduire le premier cadre de lecture, 
permettant ainsi la synthèse des protéines non-structurales portant les activités enzymatiques 

du virus nécessaires à la formation des complexes de réplication du CHIKV.  

-Ces protéines non-structurales peuvent détourner des molécules liées à l’ARN virale et 
migrer vers la membrane plasmique où sera formée la sphérule réplicative.  

-La protéine nsP3 interagit avec le domaine hélicase de DHX9. Lors de la réplication, 

les protéines liées à l’ARN, en particulier DHX9, sont dégradées de manière active, 
dépendante du protéasome. En effet, la présence de ces protéines ne permet pas l’accès du 
complexe de réplication à la matrice d’ARN viral de polarité positive à partir de laquelle 
l’ARN de polarité négative est synthétisé.  

-En dégradant DHX9, le CHIKV non seulement permet la réplication du génome viral, 

mais s’assure également que l’hélicase possédant un domaine DEIH n’induise pas la 
production d’IFN-β pouvant d’inhiber la prolifération virale. 

 

En parallèle de ces travaux, nous avons étudié le mécanisme de biogenèse des 

sphérules de réplication par une approche fonctionnelle et structurale. 

-Une protéine à domaine I-BAR, IRSp53, est retrouvée au niveau des sites de 

réplication du CHIKV et sa fonction dans l’initiation de la courbure de membrane de relief 
négatif devra être analysée par des approches expérimentales complémentaires. 

-Enfin, une étude structurale de la sphérule de réplication débutée au cours de ma thèse 

permettra de caractériser l’architecture du complexe de réplication du CHIKV. 
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Résumé: 

 

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires recrutant des cofacteurs 

cellulaires afin de détourner les différents processus biologiques leur permettant notamment 

de répliquer leur génome et de former d'autres particules virales. Si des cofacteurs cellulaires 

de la réplication du virus Semliki Forest ont été récemment identifiés, très peu d'études ont 

permis de révéler des partenaires de la réplication du proche Alphavirus Chikungunya 

(CHIKV). Nous avons découvert, au cours de cette étude, un recrutement d'Hélicases à 

domaine DExD/H au niveau de sites de réplication du CHIKV. Parmi elles, DHX9 ou RNA 

Helicase A (RHA), grâce à ses propriétés de liaison et de modulation de structures des ARNs 

ou de complexes de Ribonucléoprotéines, est impliquée dans diverses fonctions depuis la 

transcription, la traduction, la réplication de génomes et jusqu'à la production de particules 

infectieuses de nombreux virus. Dans le cas du virus Chikungunya, nous avons caractérisé 

une fonction provirale dans la traduction de protéines non-structurales et une fonction

antivirale dans la réplication du génome. Cette double fonction opposée est manipulée par le 

CHIKV afin d'assurer une production de protéines non-structurales composant le complexe de 

réplication tout en maintenant sa réplication. Ces travaux révèlent un nouveau mécanisme de

régulation de la traduction de l’ARN génomique de CHIKV et apportent des éléments de 

compréhension dans la dynamique de passage du phénomène de traduction à l'étape de 

réplication du génome CHIKV.

 

Abstract : 

 

Viruses are obligate intracellular parasites recruiting cellular cofactors to divert 

different biological processes enabling them to replicate their genome and to form other viral 

particles. If cellular cofactors of Semliki Forest virus replication have recently been identified, 

very few studies have revealed the replication partners of the very close Alphavirus 

Chikungunya (CHIKV). During this study, we have discovered recruitments of several 

DExD/H Box Helicases at the CHIKV replication sites. Among them, DHX9 or RNA 

Helicase A (RHA) through its RNA binding properties and in modulating RNA secondary 

structures or Ribonucleoproteins complexes, is involved in various functions from 

transcription, translation, replication of genomes and up to production of infectious particles 

of many viruses. In the case of Chikungunya virus, we have characterized a proviral function 

in the translation of non-structural proteins and an antiviral function in the genome 

replication. These opposite functions are manipulated by CHIKV to ensure production 

nonstructural proteins, components of the CHIKV replication complex while maintaining its 

replication. These works reveal a new translation regulation mechanism of CHIKV genomic 

RNA and bring some knowledge on the passage from the translation stage to the replication 

step of CHIKV genome.


