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Résumé : 

L’objectif de mon travail de thèse a été de caractériser les interactions entre deux Flavivirus 

d’importance, les virus de la Dengue (DENV) et Zika (ZIKV), et leur hôte humain. Le premier 

représente la plus grande menace à l’échelle mondiale avec plus de 390 millions de cas par an 

et 2 milliards de personnes potentiellement à risque. Alors que l’autre a, depuis quelques années, 

une croissance effrayante passant de quelques cas sporadiques répertoriés au siècle dernier, à 

des épidémies de plus grande ampleur dans le Pacifique et en Amérique du Sud entre 2007 et 

2015. Si la majorité des cas d’infection par ces virus sont asymptomatiques voire paucisymp-

tomatiques, avec surtout un syndrome pseudo-grippal (éruptions cutanées, fièvre, arthralgie), 

ce qui inquiète c’est la part fine mais non négligeable de cas graves pouvant être retrouvés, et 

pouvant à terme saturer les systèmes de soin, comme ça a été le cas pendant l’épidémie de 

COVID-19. La réponse antivirale développée par la cellule infectée est un moyen de contrôler 

l’infection et d’en limiter les effets délétères. Ces dernières années, la notion d’immunométa-

bolisme a fait émerger le rôle capital que possède le métabolisme cellulaire sur l’activation des 

cellules immunes mais également sur le développement de programmes immuns. Ce travail 

aura été l’occasion de nous intéresser à l’importance du métabolisme oxydatif à la fois sur la 

réponse interférons et sur la réponse antioxydante, en mettant à profit un modèle in vitro, mais 

aussi de discuter des conséquences physiopathologiques du contrôle que le virus semble exercer 

sur ces réponses. J’ai ainsi pu mettre en évidence que le métabolisme glutaminergique et la 

phosphorylation oxydative ont une place capitale dans la mise en place d’une régulation biva-

lente de la réponse interférons, notamment en contexte d’infection par ZIKV et DENV. Cepen-

dant, le métabolisme oxydatif mal régulé pourrait être la source d’effets délétères lors de l’in-

fection, comme nous l’avons montré pour ZIKV, via la formation d’agrégats intracellulaires, 

concomitants à une diminution des capacités antioxydantes cellulaires.   



 

Abstract : 

The objective of my doctoral thesis was to characterize the interactions between two significant 

Flaviviruses, namely Dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV), and their human host. The 

former poses the greatest global threat, with over 390 million cases annually and the potential 

risk to approximately 2 billion people. Meanwhile, the latter, over recent years, has seen a 

frightening surge, transitioning from sporadic cases documented in the last century to larger-

scale epidemics in the Pacific and South America between 2007 and 2015. While the majority 

of virus infections manifest as asymptomatic or mildly symptomatic, primarily displaying flu-

like symptoms such as skin rashes, fever, and joint pain, what is concerning is the small yet 

significant proportion of severe cases that can be encountered. These severe cases have the 

potential to overwhelm healthcare systems, as was witnessed during the COVID-19 pandemic. 

The antiviral response mounted by the infected cell serves as a means to control the infection 

and mitigate its deleterious effects. In recent years, the concept of immunometabolism has shed 

light on the crucial role that cellular metabolism plays in the activation of immune cells and the 

development of immune programs. This research has provided us with the opportunity to delve 

into the significance of oxidative metabolism in both the interferon response and the antioxidant 

response. We have employed an in vitro model to investigate these aspects and discuss the path-

ophysiological consequences of the apparent control exerted by the virus on these responses. 

Through this work, I have been able to highlight the pivotal role played by glutaminergic me-

tabolism and oxidative phosphorylation in establishing a bivalent regulation of the interferon 

response, notably in the context of ZIKV and DENV infections. However, improperly regulated 

oxidative metabolism could be the source of deleterious effects during infection, as we have 

demonstrated in the case of ZIKV, leading to the formation of intracellular aggregates concom-

itant with a reduction in cellular antioxidant capacity. 
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I. Introduction 

Le métabolisme est censé faire l’objet d’enseignements approfondis dès les premières an-

nées d’enseignement supérieur, mais aussi surprenant que cela puisse paraître, la définition faite 

du métabolisme est souvent réductrice à bien des égards. En effet, le métabolisme devrait cou-

ramment désigner l'ensemble des réactions biochimiques au sein d'un organisme, destinées à 

produire ou consommer de l'énergie, et par extension, à garantir le maintien de la vie. Ainsi, le 

métabolisme englobe l'ensemble des réactions anaboliques ou cataboliques qui se déroulent au 

niveau cellulaire ou systémique d'un organisme. D'une part, celui-ci assure l'approvisionnement 

énergétique nécessaire à la cellule pour garantir ses fonctions, qu'il s'agisse d'adénosine triphos-

phate (ATP) ou de substrats réduits tels que le nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) ou 

encore le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). D'autre part, par le biais de 

voies métaboliques anaboliques, il est responsable de la synthèse de biomasse (acides nu-

cléiques, acides aminés, lipides, glucides), utile au stockage d'énergie, à la transmission d’in-

formation et à la formation des unités fonctionnelles de la cellule, notamment les protéines. 

L'équilibre entre l'anabolisme et le catabolisme est finement régulé afin de préserver l'homéos-

tasie énergétique au moyen d'enzymes sensibles aux fluctuations de l'état énergétique. En effet, 

la cellule s'efforce de maintenir un rapport ATP/ADP en adéquation avec ses besoins pour ga-

rantir des fonctions cellulaires optimales et sa croissance. 

Étant donné que le métabolisme constitue le fondement de toutes les fonctions cellulaires, 

sa participation à ces processus fait l'objet de nombreuses investigations, tant du point de vue 

physiologique que pathologique. Il convient de noter que les conséquences des troubles méta-

boliques sur la fonction cellulaire sont étudiées dans différentes pathologies, telles que le dia-

bète, l'obésité ou le cancer. De plus, la détection des agents pathogènes et les réponses immu-

nitaires, qu'elles soient innées ou adaptatives, sont parmi les fonctions cellulaires pour les-

quelles un lien étroit avec le métabolisme a été établi ces dernières années, notamment en lien 
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avec les maladies métaboliques évoquées (Berbudi et al., 2020). Dans le cadre des infections 

virales, certains états métaboliques semblent favoriser la multiplication virale, que ce soit par 

la modulation de la détection virale, par une action directe de certains métabolites aux premiers 

stades du cycle viral, voire dans l'établissement des réponses antivirales, dont celle qui dépend 

de l'interféron (IFN) (Palmer, 2022). 

 

Figure 1 – Schématisation de l’effet Warburg. Otto Warburg est à l’origine de la description d’un effet qui porte 
aujourd’hui son nom, l’effet Warburg, selon lequel les cellules en prolifération (dont les cellules tumorales) com-
bleraient leur besoin en biomasse grâce à une adaptation de leur métabolisme. Cette adaptation consiste en la mise 
en place d’une glycolyse dite aérobie. Les intermédiaires de la glycolyse servant alors à fournir les lipides, acides 
nucléiques et acides aminés nécessaires à la prolifération cellulaire.  

Comme mentionné précédemment, la cellule doit adopter un statut métabolique cohérent 

avec son devenir, ce qui implique une adaptation constante de la dynamique de son métabo-

lisme. De manière schématique, une cellule en état de quiescence tendra à baser son métabo-

lisme sur l'utilisation de substrats glucidiques dégradés en pyruvate, pour entrer dans le cycle 

de l'acide tricarboxylique (TCA) ou cycle de Krebs et ainsi fournir une quantité considérable 

d'énergie sous forme d'ATP, grâce à la phosphorylation oxydative (OXPHOS), afin de maintenir 
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ses activités spécifiques. En revanche, une cellule en prolifération privilégiera la production 

rapide d'énergie par glycolyse aérobie, facilitant également par ce biais la synthèse abondante 

de biomasse (Figure 1) (J. Zhu & Thompson, 2019). Plus récemment, il a été établi que certains 

virus sont capables de moduler le métabolisme de la cellule qu'ils infectent de cette manière, ce 

qui rappelle l'effet de Warburg (Thaker et al., 2019; Warburg, 1956). Au cours de l'infection 

virale, le virus exploite la machinerie cellulaire à son avantage, afin de produire, en un laps de 

temps réduit, une quantité importante de virions qui sera libérée par la cellule infectée. Cette 

réplication virale intense dans la cellule infectée nécessite une quantité substantielle d'acides 

nucléiques, d'acides aminés et de lipides, fournis de la même manière que dans une cellule 

tumorale, grâce à une reprogrammation métabolique (Thaker et al., 2019). Cette capacité à re-

programmer, c'est à dire à détourner le métabolisme de l'hôte semble être présente chez de 

nombreux virus, appartenant à différentes familles et groupes, comme le virus de l'immunodé-

ficience humaine (HIV), le virus de la Dengue (DENV), le coronavirus du syndrome respira-

toire aigu sévère 2 (SARS-CoV-2) ou le virus de l'herpès simplex (HSV) (Allen et al., 2022; 

Thaker et al., 2019). Une autre raison de la modulation du métabolisme de l'hôte lors de l'infec-

tion est d'entraver l'établissement de la réponse cellulaire antivirale favorisant ainsi l'expansion 

virale.  L'hypothèse selon laquelle certains états métaboliques transitoires ou particuliers du fait 

de maladies chroniques favorisent l'infection virale, prend dans ce cas toute son ampleur expli-

quant en partie les différences de réactivité systémique face à un même virus. 

En effet, les interactions entre le métabolisme et l'immunité sont de plus en plus mis en 

évidence et ont donné lieu à l'émergence du concept d'immunométabolisme. Cet aspect de l'im-

munologie a connu de nombreuses avancées, surtout dans le contexte du cancer, comme nous 

le verrons dans la partie dédiée. Mais dans un monde où l’émergence de zoonoses représente 

un risque croissant, comme en témoigne la succession d’épidémies virales desquelles nous nous 

relevons à peine, la part du métabolisme dans l’immunité dédiée au virus est un sujet d’étude 
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crucial. D’autant plus, en prenant en compte la prévalence grandissante des maladies métabo-

liques responsables de l’affaiblissement de l’immunité. Parmi les virus dont l’émergence est 

préoccupante, les Flavivirus tiennent une place non-négligeable, justifiant de moyens de re-

cherche conséquents comme cela a été le cas suite à l’épidémie du virus Zika (ZIKV) au Brésil 

en 2015, ou dans la lutte contre le virus de la Dengue. Compte-tenu de l’intérêt que représente 

ce genre viral il semblait donc essentiel de se questionner sur l’influence du métabolisme vis-

à-vis de la réponse antivirale, entre autres dirigée contre les Flavivirus. 

I.1. Les Flavivirus 

I.1.i. Découverte, émergence et diversité 

Les Flavivirus représentent un genre de la famille des Flaviviridae, dans laquelle on dé-

nombre également les Hepacivirus, les Pegivirus et les Pestivirus. La dénomination attribuée 

aux virus du genre Flavivirus et par extension à la famille des Flaviviridae, signifiant littérale-

ment « virus jaune », provient de la jaunisse associée à la dysfonction hépatique causée par 

l’infection au virus de la fièvre jaune (YFV, Yellow Fever Virus), le premier virus humain iden-

tifié par Walter Reed en 1901 et isolé en 1927 par Adrian Stokes (Reed, 1983; Staples, 2008). 

Depuis cette découverte, bon nombre d’espèces virales ont pu être définies, dont 55 uniquement 

parmi les Flavivirus. Les études phylogénétiques menées sur les espèces du genre Flavivirus 

ont permis de classer ces virus selon 4 clusters reflétant étonnamment bien les caractéristiques 

liées à la biologie et à l’écologie de ces virus (Figure 2), à savoir : les mosquito-borne, les tick-

borne, les no known vector et les insect-specific (Kuno et al., 1998; Roundy et al., 2017). Il est 

également possible de noter que les Flavivirus semblent avoir une origine africaine datant vrai-

semblablement d’il y a approximativement 80 milliers d’années (Pettersson & Fiz-Palacios, 

2014).  
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Figure 2 – Arbre phylogénétique des virus du genre Flavivirus. Arbre de ressemblance maximum généré en 
utilisant la séquence de la polyprotéine des Flavivirus indiqués. On distingue plusieurs clusters : mosquito-borne, 

no known vector (NKV), tick-borne. Parmi les mosquito-borne on retrouve les virus associés aux moustiques du 
genre Culex et ceux associés au genre Aedes. C’est dans ce dernier clade que l’on retrouve les Flavivirus ayant le 
plus d’intérêt en santé humaine, dont ZIKV et DENV. Extrait de Fields virology. Volume 1: Emerging viruses, 7e 
édition (Howley et al., 2021). 

Dans la suite de ces travaux, nous nous intéresserons au cluster des mosquito-borne Flavi-

viruses, regroupant deux clades distincts basés sur le genre de moustiques préférentiellement 

retrouvé comme vecteur, Aedes ou Culex (Grard et al., 2010) et plus particulièrement au clade 

dont la transmission repose sur les moustiques du genre Aedes, puisque ce sont ces virus qui 

peuvent être maintenus dans des cycles d’infection impliquant des primates, au contraire de 

ceux dépendants du genre Culex qui affectent majoritairement des espèces aviaires (Kitchen et 

al., 2011). Et parmi le clade des virus associés à Aedes, l’étude de DENV et ZIKV s’est montrée 
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pertinente du point de vue de la santé humaine en raison des récentes épidémies. Le premier est 

à l’origine de 390 millions de cas par an dont 500 000 cas graves, et menace plus de 2 milliards 

d’individus à travers le monde (Bhatt et al., 2013). Alors que l’autre est à l’origine de plusieurs 

épidémies successives dans le Pacifique depuis 2007, puis au Brésil en 2015, ayant été associées 

au développement de formes compliquées bien qu’avant son émergence récente le virus Zika 

était considéré comme bénin (Cao-Lormeau et al., 2014; Duffy et al., 2009; Faria et al., 2017). 

Spécifiquement, même s’il n’était pas identifié comme en étant à l’origine, DENV semble 

avoir causé plusieurs épidémies en Chine durant le premier millénaire de notre ère. Toutefois, 

la première description d’une épidémie de DENV peut être attribuée à Benjamin Rush en 1780 

(Rush, 1794), depuis DENV n’a cessé de se répandre jusqu’à devenir actuellement l’arbovirus 

le plus transmis à travers le monde, et ce, avec une grande variété de souches. En effet, le virus 

de la Dengue compte 4 sérotypes (DENV-1, -2, -3 et -4) qui se distinguent par la réponse sérique 

engendrée du fait de la variation de séquence de la protéine d’enveloppe virale, comprise entre 

25 et 40% (Calisher et al., 1989; Howley et al., 2021). Au sein de ces sérotypes, on distingue 

plusieurs génotypes dont la classification repose sur des variations de séquence au sein de dif-

férentes régions génomiques, tantôt codant pour la protéine d’enveloppe et tantôt pour la jonc-

tion entre la séquence codant pour cette protéine et la protéine non-structurale 1. Il a ainsi été 

dénombré cinq génotypes de DENV-1, cinq de DENV-2, quatre de DENV-3 et trois de DENV-

4 (Weaver & Vasilakis, 2009). 

En 1947, dans la forêt Zika en Ouganda, ZIKV a été isolé chez un macaque rhésus senti-

nelle, puis chez des primates indigènes de cette même forêt (Buechler et al., 2017; Dick et al., 

1952). Mais jusqu’à récemment, il ne faisait l’objet que d’une circulation sporadique chez 

l’Homme. C’est en 2007, en Micronésie, que l’introduction du virus au sein d’une petite popu-

lation insulaire sans immunité préexistante a marqué l’émergence de ZIKV en tant que patho-

gène humain dont l’étude s’avèrerait d’intérêt (Duffy et al., 2009; Lanciotti et al., 2008). Durant 
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la décennie qui a suivi, ZIKV s’est répandu comme une trainée de poudre à travers l’Océanie 

(dont la Polynésie Française), jusqu’à rejoindre en 2015 l’Amérique Latine et les Caraïbes, avec 

au final 200 000 cas confirmés et probablement au moins un million de personnes atteintes, du 

fait des cas asymptomatiques (Campos et al., 2015; Cao-Lormeau et al., 2014; Faria et al., 

2017). Plus récemment, des épidémies ont été rapportées à Singapour en 2017 et en Inde en 

2018 (Z. J. M. Ho et al., 2017; Yadav et al., 2019). Pour ZIKV particulièrement, il est intéressant 

de noter comme la diversité virale peut impacter sa dissémination. Les souches épidémiques 

recensées appartiennent au génotype Asiatique (Enfissi et al., 2016). Par contre, le virus à l’ori-

gine des cas sporadiques recensés en Afrique au cours du siècle dernier fait partie du génotype 

Africain. Mais depuis, le génotype Asiatique a été réintroduit sur le territoire africain, les deux 

génotypes co-circulant désormais (Sassetti et al., 2018). 

Enfin, il faut mentionner la capacité des Flavivirus, comme de nombreux virus à ARN, de 

former des quasi-espèces (W.-K. Wang et al., 2002). La variation rapide au sein d’un individu, 

liée à l’accumulation de mutations, permet une adaptation de la population virale dynamique 

en fonction de son environnement et de son hôte. Ainsi, les quasi-espèces retrouvées chez le 

vecteur sont adaptées à cet organisme et sont différentes des quasi-espèces retrouvées chez le 

mammifère (Villordo et al., 2015). L’accumulation de mutations est permise par un taux d’er-

reur important de la polymérase virale NS5, pouvant avoir un taux de mutations compris entre 

103 et 105 substitutions par nucléotides copiés et par réplication (Twiddy et al., 2003). Ces mu-

tations sont souvent situées dans des hotspots, permettant l’apparition de variants doués de ré-

sistances nouvelles et pouvant améliorer, de la sorte, la progénie virale (Mateo et al., 2015). 

I.1.ii. Transmission et distribution 

La circulation des Flavivirus dans la nature, en l’occurrence DENV et ZIKV, repose sur 

deux cycles de transmission relativement distincts, un cycle sylvatique dit enzootique où le 
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virus se maintient dans les populations de primates et un cycle urbain, endémique ou épidé-

mique, où le virus se maintient dans les populations humaines (Figure 3) (Howley et al., 2021).  

 

Figure 3 – Cycle de transmission des Flavivirus. Les virus de la Dengue et Zika circulent dans la nature selon 
deux cycles de transmission distincts, dans les deux cas vectorisés par les moustiques du genre Aedes. D’une part 
un cycle sylvatique ou enzootique, où le virus se maintient généralement chez des primates. Et d’autre part un 
cycle urbain où le virus se multiplie chez l’hôte humain. La virémie en cas d’infection chez l’Homme est suffisante 
pour supporter l’infection des moustiques, l’influence du cycle sylvatique est de ce fait minimale sur le cycle 
urbain. Une spécificité du virus Zika réside dans sa capacité à s’affranchir d’un vecteur, réalisation une transmis-
sion par la voie materno-fœtale ou sexuelle. 

Dans les deux cas, en tant qu’arbovirose, leur chaîne de transmission vectorielle a pour 

maillon essentiel les moustiques du genre Aedes, et principalement les espèces aegypti et al-

bopictus (Howley et al., 2021). Toutefois, DENV et ZIKV parviennent à se passer du cycle 

d’amplification enzootique, le taux de réplication en population humaine étant suffisant pour 

alimenter la transmission vectorielle (Howley et al., 2021). En effet, l’infection du moustique 

est permise par le prélèvement sur un hôte virémique lors d’un repas sanguin (Chouin-Carneiro 
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& Dos Santos, 2017). Les virus ingérés par ce biais transitent alors dans l’estomac et l’intestin 

moyen du moustique où ils vont se répliquer dans les cellules épithéliales, définissant le taux 

d’infection (Infection Rate, IR) propre au vecteur (Chouin-Carneiro & Dos Santos, 2017). Par 

la suite, comme chez son hôte mammifère, le virus est disséminé par la circulation (hémo-

lymphe) aux tissus environnants, définissant ainsi le taux de dissémination virale (Dissemi-

nation Rate, DR) (Chouin-Carneiro & Dos Santos, 2017). Finalement, le virus rejoint les 

glandes salivaires où la production de progénie virale permet, via une nouvelle piqûre, la con-

tamination d’un nouvel hôte, définissant le taux de transmission (Transmission Rate, TR) 

(Chouin-Carneiro & Dos Santos, 2017). Ces étapes représentent donc autant de barrières aux-

quelles le virus doit s’adapter afin d’être transmis, et définissent également la compétence vec-

torielle de l’hôte invertébré. 

Les barrières se dressant face à la compétence vectorielle, limitent le nombre d’espèces 

invertébrées pouvant transmettre le virus, et par la même, les sites probables d’émergence aux 

seules localisations où l’on peut retrouver ces vecteurs. Il est intéressant de noter que les zones 

de flambées épidémiques et a fortiori d’endémisme de DENV et de ZIKV sont associées aux 

zones où sont présents Aedes albopictus et aegypti (Figure 4A et B), ainsi ces virus circulent 

de manière active en Amérique Latine, en Afrique subsaharienne et Afrique de l’Ouest, en Asie 

du Sud-Est et en Océanie (Figure 4C) (Faria et al., 2017; Herrera et al., 2017; Z. J. M. Ho et 

al., 2017; Kyle & Harris, 2008; Yadav et al., 2019). L’expansion récente des zones où sont 

retrouvés ces vecteurs laisse présager l’émergence possible de ces Flavivirus en Europe du Sud 

et aux États-Unis (Schaffner & Mathis, 2014). D’ailleurs, la circulation importante du virus de 

la Dengue (et du virus du Chikungunya) a été rapportée récemment au sud de l’Amérique La-

tine. Dans le même temps le premier cas autochtone d’infection par le virus de la Dengue a été 

rapporté en région parisienne. Illustrant la colonisation du vecteur aussi bien au Nord qu’au Sud 

et l’endémisme possible de DENV dans ces régions. 
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Figure 4 – Cartes de répartition de DENV et ZIKV ainsi que de leurs principaux vecteurs. (A) A. aegypti (B) 

A. albopitctus. Les zones en noir représentent les territoires déjà colonisés par ces espèces de moustique. La pro-
babilité d’expansion de ce territoire va d’une faible probabilité de colonisation (bleu) à forte (rouge). (C) Distri-

bution globale de DENV et ZIKV. Adapté du Fields virology. Volume 1: Emerging viruses, 7e édition (Howley et 
al., 2021) et de (Kraemer et al., 2015). 

Parallèlement à ce mode de transmission vectorielle, des modes de transmission plus inha-

bituels ont été rapportés pour ZIKV, ce virus pouvant être transmis directement entre humains 

par contact sexuel, poussant l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) à recommander l’uti-

lisation du préservatif ou d’éviter les relations sexuelles pendant au moins 3 mois après une 

infection par ZIKV (Counotte et al., 2018; Foy et al., 2011). En effet, l’ARN de ZIKV a pu être 

détecté dans le liquide séminal pendant plusieurs mois post-infection, suggérant la persistance 

C



 12 

du virus dans le tractus génital masculin, ce virus pouvant assurer des cycles réplicatifs en cas 

de transmission (Mead et al., 2018). Par ailleurs, le virus Zika a également démontré la capacité 

à passer la barrière placentaire, faisant de ZIKV le seul Flavivirus à être transmis de la mère à 

l’enfant aboutissant à des effets tératogènes, via le syndrome congénital à Zika (Congenital 

Zika Syndrome, CZS) (Driggers et al., 2016). L’affranchissement de la transmission vectorielle 

par ZIKV pourrait élargir les zones géographiques dans lesquelles les épidémies sont suscep-

tibles d’être maintenues à des zones pauvres en moustiques Aedes. 

I.1.iii. Diagnostic 

Devant un cas cliniquement évocateur d’infection par DENV ou ZIKV, en zone d’endé-

misme ou au retour d’une de ces zones, le diagnostic peut être réalisé par une approche molé-

culaire ou sérologique selon le délai depuis la date des premiers symptômes. La virémie modé-

rée en cas d’infection par un de ces Flavivirus peut être mesurée par RT-qPCR jusqu’à 5 à 7 

jours après la déclaration de l’infection, le pic virémique se situant approximativement au 2ème 

jour après le début des signes cliniques (Muller et al., 2017; Musso & Gubler, 2016). En cas de 

primo-infection, la virémie peut se maintenir dans une moindre mesure au-delà des 10 premiers 

jours après l’apparition des symptômes. Par ailleurs, la phase virémique s’accompagne pour 

DENV de la circulation de la protéine non-structurale 1 (NonStructural protein 1, NS1) dans le 

flux sanguin, à des taux bien supérieurs par rapport à ceux retrouvés pour d’autres Flavivirus 

dont ZIKV. En effet, NS1 est retrouvée jusqu’à 50 µg·mL-1 lors d’une infection à DENV contre 

30 ng·mL-1 lors d’une infection à ZIKV (Alcon et al., 2002; Delfin-Riela et al., 2020). Le niveau 

auquel NS1 circule dans le cas de DENV a permis de mettre au point une méthode de diagnostic 

de l’infection basée sur la détection de cette protéine (Muller et al., 2017). Le diagnostic séro-

logique, quant à lui, peut être plus problématique du fait de la cross-réactivité courante entre 

les différentes espèces de Flavivirus. Toutefois, lors d’une primo-infection, la détection des IgM 
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se fait entre 6 et 7 jours après le début des symptômes alors que la détection des IgG intervient 

de manière plus tardive, après 10 jours (Muller et al., 2017; Musso & Gubler, 2016) (Figure 5).  

 

Figure 5 – Cinétique des biomarqueurs d'infection lors d'une infection à ZIKV / DENV. (A) ZIKV. La virémie 
et la virurie sont détectables entre 3 et 10 jours. L’ARN viral peut être détecté jusqu’à 3 mois après l’infection dans 
certains fluides, comme le liquide séminal représenté par la courbe noire. Les anticorps apparaissent entre 5 et 15 
jours après le début des symptômes pour les IgM et les IgG. (B) DENV. La virémie est détectable entre 3 et 10 
jours. Contrairement à ZIKV, la NS1 peut servir au diagnostic puisqu’elle est retrouvée abondamment dans la 
circulation entre le 2ème et le 10ème jour après le début des symptômes. Les anticorps apparaissent entre 5 et 15 
jours après le début des symptômes pour les IgM et les IgG. Adapté de (Muller et al., 2017). 

Pour outrepasser ces limitations et permettre un diagnostic plus discriminant entre les Fla-

vivirus, des approches multiplex ou des tests d’amplification d’acides nucléiques (Nucleic Acid 

Amplification Test, NAAT) au-delà de la RT-qPCR peuvent être employés (Muller et al., 2017). 

Enfin, la séroneutralisation par réduction de plages de lyse (Plaque reduction neutralization 

A

B
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test, PRNT) permet un diagnostic plus sûr en cas de primo-infection par un Flavivirus, et cons-

titue le test de référence pour la différenciation des Flavivirus, au contraire de l’ELISA (Musso 

& Gubler, 2016). 

I.1.iv. Tableaux cliniques et formes graves 

Environ 50% des personnes infectées, que ce soit à DENV ou à ZIKV, seraient asymptoma-

tiques, entraînant probablement une sous-estimation de la circulation virale (Burke et al., 1988; 

Mitchell et al., 2019). Toutefois, les cas symptomatiques généralement retrouvés ne permettent 

pas de faire la distinction avec un syndrome pseudo-grippal, lors de la présentation clinique 

initiale. 

I.1.iv.a. L’infection à DENV 

Le tableau clinique retrouvé lors d’une primo-infection à DENV rapporte le plus souvent, 

l’apparition rapide et brutale d’une fièvre accompagnée de céphalées, de vomissements, de dou-

leurs rétro-orbitaires, de myalgies, d’arthralgies et d’éruptions maculopapuleuses voire de 

symptômes digestifs aspécifiques (Figure 6) (Guzman et al., 2016; Sabin, 1952). À ces symp-

tômes déjà invalidants, peuvent s’ajouter des symptômes plus rares, tels que de la toux ou des 

signes d’inflammation de l’appareil respiratoire supérieur (Kularatne, 2015). Enfin, certains 

individus ressentent des douleurs squelettiques et articulaires sévères, justifiant ainsi du nom 

attribué à ce syndrome, « breakbone fever » (Howley et al., 2021). La résolution de l’infection 

s’accompagne régulièrement de l’apparition de pétéchies, traduisant la thrombocytopénie bé-

nigne à sévère pouvant intervenir lors de l’infection (Howley et al., 2021). Aussi, chez 25% des 

personnes ayant été hospitalisées, la phase de convalescence est suivie d’asthénie et du déve-

loppement d’un syndrome dépressif post-infection, pouvant subsister durant plusieurs se-

maines, à l’instar de ce qui est connu après une infection par le virus Epstein-Barr (Seet et al., 

2007). 
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Le développement de formes sévères d’infection par la Dengue est très rare en cas de primo-

infection, cependant, l’incidence d’apparition de ces formes augmente jusqu’à atteindre 0,5% 

des cas lors d’une réinfection (S. B. Halstead et al., 1970). L’infection secondaire par un autre 

sérotype est le facteur de risque le plus important lié au développement de ces formes, allant 

jusqu’à un risque d’apparition dix fois plus importants chez les enfants (S. B. Halstead et al., 

1970; Vaughn et al., 2000). L’augmentation du risque dans ces cas d'infection secondaire a été 

associée au phénomène de facilitation de l’infection par les anticorps issue de la primo-infection 

(Antibody Dependent Enhancement, ADE), développé plus loin (Brandt et al., 1989; Katzelnick 

et al., 2017; Nimmanitya et al., 1988). Les formes sévères de l’infection par DENV se déclinent 

en fièvre hémorragique (Dengue Hemorrhagic Fever, DHF) et en syndrome de choc (Dengue 

Shock Syndrome, DSS). La DHF se caractérise par l’apparition de fuites capillaires accompa-

gnées d’une thrombocytopénie ainsi que d’une atteinte hépatique, traduite par l’augmentation 

des taux sanguins circulants d’aspartate aminotransférase (ASAT) et d’alanine aminotransférase 

(ALAT) (S. B. Halstead, 2007).  Les manifestations hémorragiques associées aux fuites capil-

laires incluent pétéchies, épistaxis, hématémèse, méléna, ménorragie, et un test de tourniquet 

positif (présentant 10 pétéchies ou plus) (Kularatne, 2015). Cependant ces manifestations ne 

reflètent pas la fuite dans l’espace interstitiel pouvant mener à un hématocrite élevé et une hy-

potension aboutissant au syndrome de choc, qui représente la principale cause de mortalité en 

cas d’infection sévère (Nhan et al., 2001). Enfin, même si historiquement DENV n’a pas été 

classé parmi les Flavivirus neuroinvasifs, des manifestations neurologiques incluant myélite 

transverse, syndrome de Guillain-Barré (GBS), encéphalite et encéphalopathie sont retrouvées 

dans 1 à 5% des cas sévères de Dengue (G.-H. Li et al., 2017). Plus récemment, des atteintes 

oculaires lors de cas sévères d’infections par le virus de la Dengue ont été rapportées (Lim et 

al., 2004; Mbu-Nyamsi et al., 2023). Ces formes ophtalmiques associent des hémorragies intra-
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rétiniennes localisées au niveau de l’épithélium rétinien pigmentaire, ainsi que des troubles de 

la vision (scotomes et baisse de l’acuité visuelle) pouvant être persistants. 

 

Figure 6 – Tableaux cliniques associés à DENV et ZIKV. DENV et ZIKV ont une présentation clinique initiale 
assez aspécifique avec des symptômes et signes peu distinctifs se regroupant sous la forme d’un syndrome pseudo-
grippal. En revanche, dans les formes graves de ces infections, des signes plus évocateurs peuvent être retrouvés 
et peuvent notamment permettre, en zone d’endémisme, de faire la distinction entre ces pathologies, même si le 
diagnostic sera posé devant une concordance de l’observation clinique et des données biologiques. 

À la Réunion, après une épidémie importante dans les années 1970, le virus de la Dengue 

n’a fait que des cas sporadiques jusqu’en 2017. À partir de cette date, on note une circulation 

ininterrompue du virus, même pendant les périodes d’hiver austral en 2017 et 2018 (SPF, 2021). 

Cette période étant habituellement peu prompte à la circulation virale. Depuis que la circulation 

de DENV fait l’objet d’un suivi régulier, c’est-à-dire 2018, les services sanitaires ont recensé 

plus de 70 000 cas, 2 600 hospitalisations et 75 décès (SPF, 2021). Si au début de cette épidémie, 
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le sérotype 2 était le seul circulant, en 2019 et 2020, les sérotypes 1, 2 et 3 co-circulaient, jusqu’à 

ce que le sérotype 1 prenne le dessus en 2021(SPF, 2021) et ce jusqu’à ce que l’épidémie se 

tarisse courant 2022, comme le montre la diminution du nombre de cas retrouvés chaque se-

maine. Notre île a été le théâtre du développement de formes sévères, dont des formes ophtal-

miques, notamment chez des individus jeunes (SPF, 2021). Parmi les facteurs de risque de dé-

velopper des formes sévères, les études épidémiologiques ont rapporté la présence de comorbi-

dités d’origine métabolique, comme le diabète ou l’hypertension et également, des antécédents 

de maladies cardiovasculaires, tout ceci corroborant des données déjà disponibles dans la litté-

rature (Carras et al., 2023; Sangkaew et al., 2021; SPF, 2021). 

I.1.iv.b. L’infection à ZIKV 

Le tableau clinique retrouvé en cas d’infection symptomatique par le virus Zika est proche 

de celui que nous avons décrit pour la Dengue. Les manifestations principales sont bégnines et 

incluent de la fièvre, des éruptions maculopapuleuses, des céphalées, des myalgies, de l’arthral-

gie et une conjonctivite (Paixão et al., 2016). Mais des cas plus sévères ont été rapportés chez 

des individus immunodéprimés ou souffrant de comorbidités (Carteaux et al., 2016). Parmi les 

complications graves chez l’adulte, on peut ainsi noter le développement de méningites et d’en-

céphalites (Figure 6). Enfin, le virus Zika a été associé au développement post-infection de 

GBS, une neuropathie périphérique post-infectieuse d’origine auto-immune, avec une incidence 

de 2 à 3 personnes pour 10 000 personnes infectées contre une incidence moyenne attendue 

annuelle de 1 à 2 sur 100 000 personnes (Mier-y-Teran-Romero et al., 2018).   

Les épidémies successives et à grande échelle ont révélé l’existence du syndrome congénital 

à Zika, celui-ci devenant la complication la plus redoutée intervenant lors d’une infection par 

ZIKV. En effet, si l’infection de l’adulte n’entraîne que très rarement une morbidité consé-

quente, l’infection du fœtus durant la grossesse, par voie materno-fœtale, peut mener à des 

effets tératogènes. Le spectre de troubles associé à l’infection du nouveau-né est variable et 
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inclut des atteintes neurologiques et motrices, tels que des troubles oculaires, des arthrogry-

poses, de l’épilepsie, des défauts cognitifs ou des troubles moteurs, chez 10 à 15% des nouveau-

nés de mères contaminées (Aragao et al., 2017; França et al., 2016; Howley et al., 2021). Tou-

tefois, dans 4 à 6% des cas, on rapporte l’apparition d’une microcéphalie, caractérisée par une 

réduction du périmètre crânien d’au moins 3 déviations standard, et de calcifications sous-cor-

ticales à l’imagerie par résonnance magnétique (Aragao et al., 2017; França et al., 2016). L’ori-

gine physiopathologique de ces défauts neurodéveloppementaux fait l’objet d’exploration mais 

aucun mécanisme consensus n'a pour l’heure été établi. Par ailleurs, ZIKV peut induire des 

dommages placentaires conduisant à une restriction de la croissance fœtale in utero, le faible 

poids à la naissance représentant un facteur aggravant de mortalité pour les cas de CZS (Hirsch 

et al., 2018; N. Costa et al., 2020; Noronha et al., 2016). 

I.1.v. Prise en charge (traitements, vaccins et stratégie de lutte anti-vectorielle) 

Devant la possibilité d’épidémie et de développement de formes graves associées, le mana-

gement du risque infectieux s’avère d’une importance capitale. Malheureusement, pour l’ins-

tant la prise en charge des patients se cantonne à la prescription de traitements symptomatiques. 

Sans possibilité de traiter la cause sous-jacente, les patients reçoivent de manière aspécifique 

du paracétamol à visée apyrétique et antalgique associé à la mise en place d’une hydratation 

par voie intraveineuse. Un effort de recherche intensif est mené pour la recherche d’options 

thérapeutiques viables, que ce soit à titre préventif ou curatif. Toutefois, c’est la lutte antivec-

torielle lors des saisons à risque qui apporte jusqu’à présent les meilleurs résultats pour endiguer 

la propagation des infections flavivirales. 

I.1.v.a. Traitements anti-infectieux 

La découverte de molécules anti-infectieuses repose sur deux axes de recherche, d’une part 

des molécules ciblant directement les protéines virales, d’autre part, des molécules ayant pour 

cible des protéines d’intérêt de l’hôte. La majorité des campagnes de recherche d’antiviraux 
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directs s’est attelée à cibler les protéines avec une activité enzymatique connue, telles que la 

protéase flavivirale NS2B-NS3 ou l’ARN polymérase ARN dépendante NS5 (Bifani et al., 

2023). Basés sur des approches in silico ou cell-based, de nombreux composés ont ainsi pu être 

rapportés comme étant efficace que ce soit sur ZIKV ou sur DENV (Bifani et al., 2023). Pour 

autant aucun n’a jusqu’à présent dépassé toutes les étapes de développement clinique (Bifani et 

al., 2023; Low et al., 2017). Même si, deux inhibiteurs de NS4B sont actuellement en essai 

clinique de phase II chez l’Homme (JNJ-1802 de Janssen et NITD-688 de Novartis) et pour-

raient représenter de bonnes opportunités thérapeutiques à l’avenir (Goethals et al., 2023; 

Moquin et al., 2021). Par ailleurs, la recherche de molécules exerçant un effet antiviral et pro-

venant de plantes est également en essor, même si là encore, aucune opportunité thérapeutique 

solide n’a émergé (Clain et al., 2019; Ramiharimanana et al., 2022). L’éventualité d’un traite-

ment antiviral ciblant les protéines virales devra évidemment prendre en compte le développe-

ment possible de résistance, la meilleure solution pour y faire face étant la combinaison de 

composés dirigés contre plusieurs cibles d’intérêt, l’émergence simultanée de résistances à plu-

sieurs composés étant peu probable. De manière alternative, la recherche de molécules orientées 

plutôt vers l’hôte et ayant une activité sur des cibles d’intérêt pour le virus permettrait de limiter 

l’émergence de ces résistances, tout en offrant la possibilité d’avoir une action panflavivirale. 

Jusqu’à présent, six antiviraux dirigés contre l’hôte ont atteint le stade des essais cliniques (dont 

la metformine et l’ivermectine) mais aucun n’a malheureusement montré la capacité de réduire 

les symptômes, ni le risque de développer des formes sévères (Bifani et al., 2023). De manière 

plus générale, le repositionnement de molécules ayant déjà une activité pharmacologique utile 

dans d’autre pathologies, en tant qu’antiviraux pourrait permettre l’émergence rapide de solu-

tions thérapeutiques pérennes. 
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I.1.v.b. Vaccins 

Le développement de stratégies vaccinales dirigées contre les Flavivirus a drastiquement 

réduit l’impact clinique de certains d’entre eux. Ainsi plus de 500 millions de doses de vaccins 

contre le YFV ont pu être administrées prévenant des conséquences dramatiques de celui-ci sur 

la santé humaine mondiale. Pour autant, la mise en place avec succès d’une solution vaccinale 

sûre dédiée à chacun des Flavivirus d’importance médicale, dont DENV ou ZIKV, n’a pour 

l’instant pas été achevée. 

Le développement de vaccins pour prévenir l’infection par ZIKV a exploré plusieurs pos-

sibilités allant du virus vivant atténué à l’utilisation de vecteurs adénoviraux, en passant par la 

possibilité de vaccins à ARN. Le développement de souches vaccinales inactivées n’a pas at-

tendu les épidémies intervenues en Amérique du Sud pour être initié mais pour l’instant aucune 

n’a dépassé le stade des premiers essais cliniques (Baldwin et al., 2018; Modjarrad et al., 2018; 

Sumathy et al., 2017), alors que plusieurs tentatives pour obtenir une souche vaccinale vivante 

atténuée sont en cours d’évaluation sur modèles murins et de primates (Shan et al., 2017; Xie 

et al., 2017). L’utilisation de vecteurs viraux construits pour exprimer les gènes de ZIKV a 

également été explorée, notamment basés des plateformes adénovirales (Bullard et al., 2018; 

Q. Guo et al., 2018; K. Xu et al., 2018). L’administration de ces candidats-vaccins a d’ailleurs 

prouvé le développement d’une réponse immune et d’anticorps neutralisants durables chez les 

primates, et ce jusqu’à un an après inoculation (Abbink et al., 2016). Toutefois, le délai néces-

saire à l’obtention de vaccins efficaces chez l’Homme et dont l’innocuité a été prouvée, a vu 

poindre l’émergence de stratégies vaccinales synthétiques basées sur l’inoculation d’ARN mes-

sagers délivrés sous la forme de complexes lipidiques. Devant le succès de telles préparations 

lors de la pandémie à SARS-CoV-2 pour éviter les formes graves, ce type de stratégie s’impose 

maintenant en tant que réponse rapide aux menaces à venir, vu le délai raccourci (approximati-

vement 4 mois) entre l’identification d’une séquence candidate appropriée au développement 
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vaccinal et les premiers essais cliniques (Dagan et al., 2021). Des vaccins à ARN développés 

pour encoder les protéines prM et E de ZIKV ont d’ailleurs montré leur immunogénicité et leur 

capacité à protéger de l’infection sur des modèles précliniques et font depuis l’objet d’essais 

cliniques (NCT04917861, NCT03014089) (Pardi et al., 2017; Richner, Himansu, et al., 2017; 

Richner, Jagger, et al., 2017). 

Si le développement d’un vaccin contre DENV est un travail mené depuis plus longtemps, 

celui-ci se révèle également être un exercice plus complexe. En effet, une stratégie vaccinale 

efficace se doit de conférer une protection contre les quatre sérotypes de DENV, en conséquence 

la mise au point d’un vaccin tétravalent a fait l’objet d’efforts importants. Le premier vaccin 

tétravalent à avoir reçu une autorisation d’utilisation chez l’Homme, Dengvaxia®, est l’associa-

tion de quatre chimères de la souche vaccinale YF-17D exprimant chacune les protéines prM 

et E d’un des sérotypes de DENV (Guy et al., 2010). Ce vaccin a fait l’objet de plusieurs essais 

cliniques de phase III qui ont prouvé son efficacité et son immunogénicité sur une tranche de 

sujets âgés de 9 ans à 45 ans, avec l’administration de trois doses à six mois d’intervalle 

(Capeding et al., 2014; Villar et al., 2015). La principale difficulté rencontrée avec ce vaccin 

tétravalent est l’absence de protection uniforme contre les quatre sérotypes de DENV. Notam-

ment, un essai de phase IIb mené sur de jeunes élèves thaïlandais a rapporté un échec dans la 

protection contre DENV-2, alors que l’efficacité contre les autres sérotypes variaient entre 56 

et 100% (Sabchareon et al., 2012). Par ailleurs, il a été démontré par des études menées post-

vaccination, que les bénéfices liés à la vaccination chez une population naïve face à l’infection 

par DENV étaient supplantés par un risque accru de développer des formes sévères à cause du 

phénomène d’ADE à l'issue d'une infection postérieure (S. B. Halstead, 2017; Sridhar et al., 

2018). En effet, Dengvaxia® suscite une réponse immunitaire analogue à une primo-infection 

par DENV, favorisant les formes sévères en cas d’infection secondaire (Ferguson et al., 2016). 

En revanche, l’utilisation de cette solution vaccinale a montré son intérêt sur une population 
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d’individus séropositifs pour DENV (S. B. Halstead, 2017). Les recommandations d’utilisation 

de ce vaccin devraient donc se limiter à une population d’individus séropositifs âgés de 9 à 45 

ans, réduisant considérablement l’intérêt clinique de ce vaccin, puisque les formes les plus 

graves sont notamment plus prévalentes chez les jeunes individus. D’autres préparations tétra-

valentes sont encore actuellement en développement, TV003/TV005 et TDV, respectivement 

par le National Institute of Allergy and Infectious Diseases (États-Unis) et Takeda (Japon). Les 

premiers sont basés sur un mélange en concentrations différentes de chimères DENV-4Δ30, un 

virus vivant atténué suite à une mutation de 30 nucléotides dans la région 3’UTR (Untranslated 

Regions), exprimant les protéines prM et E des sérotypes 2, 3 et 4 de DENV (Kirkpatrick et al., 

2015). À ces virus atténués vient s’ajouter le virus DENV-1Δ30 qui, sur le même principe que 

DENV-4Δ30, est un virus atténué de DENV-1 (Kirkpatrick et al., 2015). L’administration de 

ces vaccins s’est montrée sûre et efficace, et jusqu’à 90% des receveurs présentaient, 90 jours 

après vaccination, des anticorps neutralisants circulants contre les quatre sérotypes de DENV 

(Kirkpatrick et al., 2015). La solution proposée par Takeda, quant à elle, repose sur l’association 

du virus vivant atténué DENV-2/PDK-50 à des souches chimériques dérivées de ce dernier 

exprimant les protéines prM et E des trois autres sérotypes (George et al., 2015). Les études 

menées jusqu’à présent ont rapporté une protection contre au moins trois sérotypes dans 96% 

des cas et des essais cliniques de phase III sont encore actuellement en cours (NCT03999996, 

NCT02747927) (Osorio et al., 2014). À noter, des vaccins destinés à lutter contre d’autres Fla-

vivirus d’importance médicale ont été développés, à savoir pour limiter l’infection par WNV et 

TBEV, ces derniers ayant été approuvés au niveau vétérinaire. 

I.1.v.c. Lutte anti-vectorielle 

Après ce focus sur les opportunités disponibles pour prévenir ou traiter les infections par 

DENV ou ZIKV, il s’avère évident qu’aucune solution pérenne ne fait l’unanimité pour le mo-

ment. La stratégie la plus adéquate pour lutter contre ces infections reste encore de limiter leur 
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transmission grâce au contrôle de leur vecteur. Ainsi, lors de l’émergence d’une maladie trans-

mise par les moustiques, l’utilisation de barrières physiques telles que les moustiquaires ou de 

répulsifs efficaces constituent une solution efficace (Fradin & Day, 2002). L’entretien récurrent 

des zones de développement de gîtes larvaires ainsi que l’élimination de ces gîtes représentent 

également une mesure de prévention à ne pas sous-estimer (Elsinga et al., 2017). Toutes ces 

mesures doivent être menées à grande échelle et donc pour être pleinement efficace, une com-

munication adéquate doit être réalisée pour promouvoir leur mise en place. Pour réguler la cir-

culation du pathogène, l’utilisation d’insecticides peut être envisagée, même si le recours à cette 

stratégie devrait être limité à cause de son impact éventuel sur la biodiversité mais également 

du fait de l’apparition irrémédiable d’individus résistants à ces insecticides (Barbosa et al., 

2018; Brühl et al., 2020; Rivero et al., 2010). Pour tenter de dépasser ce problème, le dévelop-

pement de mesures de contrôle novatrices ont vu le jour. On peut notamment citer l’irradiation 

de moustiques mâles, rendus ainsi stériles et relâchés aux États-Unis, en Italie, en Chine ou au 

Brésil, conduisant à une réduction des populations de moustiques, suite à une baisse de la re-

production (Bellini et al., 2013; X. Zheng et al., 2019). Sur un principe différent, mais avec une 

finalité qui se veut similaire, l’étude de l’incompatibilité cytoplasmique se base sur la présence 

de bactéries de souches différentes (notamment Wolbachia) chez les individus mâles et fe-

melles, aboutissant à un défaut de mitose suite à la fécondation et donc à la genèse d’une des-

cendance non viable (Gebiola et al., 2017; Iturbe‐Ormaetxe et al., 2011). Par ailleurs, la pré-

sence de Wolbachia est capable de limiter la réplication de bon nombre de virus dont DENV et 

ZIKV chez le vecteur porteur, limitant de ce fait leur compétence vectorielle. La relâche de 

moustiques porteurs de la bactérie semble avoir des effets positifs sur la circulation virale. En 

effet, les dernières expérimentations menées en Colombie ont rapporté des résultats encoura-

geants, puisqu’elles ont corrélé avec une réduction des cas en 2023. 
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I.1.vi. Organisation et structure virale 

I.1.vi.a. Structure génomique des Flavivirus 

Les Flavivirus font partie du groupe IV de la classification de Baltimore. L’International 

Committee on Taxonomy of Viruses les range dans cette catégorie car leur génome est composé 

d’un ARN monocaténaire de polarité positive, d’une taille moyenne de 11 kb (Wengler et al., 

1978). Une fois libéré dans le cytoplasme de la cellule cible, cet ARN viral va être traduit, à 

l’instar d’un ARNm cellulaire, à la différence que l’étude du génome des Flavivirus a montré 

des différences notables de structure avec les ARN messagers cellulaires. Tout d’abord, l’ab-

sence de queue poly-A en position 3’, qui joue un rôle chez les eucaryotes dans la stabilité et la 

protection des ARNm contre la dégradation mais aussi dans l’initiation de la traduction (Wen-

gler et al., 1978). On note également la présence en 5’ d’une coiffe de type 1 m7GpppAmN qui 

participe à l’initiation de la traduction différente de celle des ARNm cellulaires qui ont, eux, 

une coiffe type 0 m7GpppN (Wengler et al., 1978). Le génome viral comprend un seul cadre de 

lecture ouvert (Open Reading Frame, ORF) flanquée des régions 5’ et 3’ non codantes (Untran-

slated Regions, UTR) longues respectivement d’environ 100 nucléotides et 400 à 700 nucléo-

tides (Figure 7) (W. Ng et al., 2017).  
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Figure 7 – Structure génomique et protéique des Flavivirus. (A) Structure génomique des Flavivirus. Le gé-
nome d’environ 10,8 kilobases est composé d’une ORF, flanquée de région 5’ et 3’ non codantes mais essentielles 
pour la réplication virale, notamment pour le phénomène de cyclisation. (B) Représentation de l’ORF des Flavi-

virus. L’unique ORF des Flavivirus code pour une polyprotéine d’environ 3400 acides aminés, clivée en protéines 
structurales (rose) et non-structurales par les protéases cellulaires (signal peptidase, furine) et la protéase virale 
(NS2B-NS3). (C) Illustration de la polyprotéine enchâssée dans la membrane du réticulum endoplasmique. 
Adapté de (Alvarez, Lodeiro, et al., 2005; Howley et al., 2021). 

La traduction de cette ORF conduit à la synthèse d’une polyprotéine constituée des pro-

téines structurales (Enveloppe – E, Membrane – prM et Capside – C) ainsi que des protéines 

non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A-2K-NS4B et NS5) (Rice et al., 1985). Cette 

polyprotéine subit par la suite des modifications post-traductionnelles, consistant en un clivage 

des différentes sous-unités la composant. Ainsi, la signal peptidase de l’hôte catalyse les cli-

vages C/prM, prM/E, E/NS1 et 2K/NS4B alors que la serine protease virale NS2B-NS3 cata-

lyse les clivages NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K et NS4B/NS5 (Howley et 

al., 2021). À noter, l’enzyme permettant la libération de NS1 et NS2A est encore inconnue pour 
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le moment, même si les preuves d’une interaction avec une protéase du réticulum endoplas-

mique ont été évoquées (Falgout & Markoff, 1995). Les protéines structurales participent ma-

joritairement à l’organisation de la particule virale et aux premières étapes du cycle viral, 

comme nous le verrons plus loin. Les protéines non-structurales, quant à elles, interviennent 

lors du cycle viral en formant notamment le complexe réplicatif, qui permet l’amplification du 

génome viral. Dans cette tâche, la protéine NS5 a un rôle tout particulier, puisqu’elle porte en 

N-terminal l’activité méthyltransférase (MTase) essentielle au capping de l’ARN viral et en C-

terminal l’activité ARN polymérase ARN dépendante (RNA dependent RNA polymerase, 

RdRp). À noter, les protéines non-structurales, ainsi que la protéine de capside participent aux 

interactions avec l’hôte, particulièrement en ce qui concerne le détournement des voies de ré-

ponses cellulaires ou encore des voies métaboliques. L’efficacité de la traduction du génome et 

donc l’efficacité réplicative du virus déterminent sa virulence, les régions non-codantes 5’ et 3’ 

jouent pour cela un rôle essentiel. La région 5’UTR, située en amont du génome codant, est très 

conservée parmi les Flavivirus. En effet, une seule modification dans sa séquence nucléotidique 

peut conduire à une atténuation (C. Y.-H. Huang et al., 2013). Cette région non codante est 

relativement courte, mais joue un rôle capital dans la traduction, ainsi que la réplication du 

génome viral. En effet, la traduction est favorisée par la coiffe portée par le génome viral en 5’, 

les Flavivirus n’en possédant pas peuvent avoir un taux d’infection réduit de 1000 fois (Rice et 

al., 1989). Dans une moindre mesure, la présence de sites d’entrée interne pour les ribosomes 

(Internal Ribosome Entry Site, IRES) pourrait participer à l’initiation de la traduction de la 

polyprotéine virale (Song et al., 2019). Concernant, la réplication de l’ARN viral, la synthèse 

des brins antisens nécessite la cyclisation du génome. Or, la région 5’UTR est critique dans ce 

phénomène, celui-ci est médié par des interactions ARN – ARN, possibles grâce à des régions 

d’ARN complémentaires dont une en 5’ et 3’ UTR, respectivement les éléments 5’ – 3’ CS 

(Cyclization Sequence) et l’élément 5’ – 3’ UAR (Upstream AUG Region) (Figure 7) (Alvarez, 
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De Lella Ezcurra, et al., 2005; Alvarez, Lodeiro, et al., 2005). Les interactions entre ces régions 

complémentaires aboutissent à la formation d’une structure semblable à celle montrée en Fi-

gure 7. Par ailleurs, on peut distinguer plusieurs structures caractéristiques, composant la région 

5’UTR chez les Flavivirus. Tout d’abord, la tige-boucle A (Stem Loop A, SLA), longue de 70 

nucléotides, qui via un promoteur sur son bord 5’ va recruter la NS5 et permettre l’initiation de 

la production d’ARN complémentaire de polarité négative (Filomatori et al., 2006). À partir de 

ce site, la NS5 peut alors polymériser en 3’ du génome préalablement cyclisé. La tige-boucle B 

(Stem Loop B, SLB) longue de 30 nucléotides, quant à elle, porte la séquence 5’UAR qui 

comme nous l’avons vu intervient dans la cyclisation du génome (Alvarez, Lodeiro, et al., 

2005). Ces deux structures (SLA et SLB) sont séparées par une séquence poly(U) permettant 

leur bon fonctionnement, notamment par l’abolition d’éventuelles interactions. La région 

3’UTR est conservée au sein des Flavivirus, même si sa longueur varie entre 400 et 700 nu-

cléotides. Elle regroupe trois domaines distincts, constitués de structures tige-boucle (Stem 

Loop, SL) et dumbbell (DB). Le premier, juste après le codon stop, réunit une région hyperva-

riable et une région semi-variable, contenant toutes deux des structures secondaires de type SL 

(Villordo et al., 2016). Le deuxième domaine, modérément conservé, est composé de deux 

dumbbell (DB1 et 2) (Villordo et al., 2016). Enfin, le dernier domaine, hautement conservé, 

contient une small hairpin (sHP) et une 3’SL (Villordo et al., 2016). Chacun de ces domaines 

est séparé du suivant par un spacer permettant, à l’instar des séquences poly(U) en 5’UTR, le 

bon fonctionnement des domaines. Abordons maintenant le rôle de certaines de ces structures. 

La 3’SL du domaine 3 interagit avec les protéines hôtes et virales pour réguler la synthèse 

d’ARN viral et la traduction (Blackwell & Brinton, 1997; Paranjape & Harris, 2007). La sHP, 

pour sa part, intervient plutôt dans la réplication virale chez le moustique vecteur (Villordo & 

Gamarnik, 2013). D’autre part, même si le domaine 1 est composé de régions variables, cer-

taines de ses structures sont très conservées, et ont un rôle surtout lors de la réplication chez 
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l’hôte mammifère. En effet, certaines SL le composant (SLI et SLII) ont une résistance avérée 

à l’exoribonucléase hôte (Xrn1), on leur a donc donné le nom de xrRNA (Akiyama et al., 2016; 

E. G. Chapman et al., 2014). Le génome viral possède donc dans sa région 3’UTR des structures 

propres favorisant tantôt l’infection chez les moustiques (sHP), et tantôt l’infection de mammi-

fères (xrRNA). Par ailleurs, la région 3’UTR intervient dans la formation des ARN flaviviraux 

subgénomiques (subgenomic flavivirus RNAs, sfRNA), par le biais des DB1 et 2 mais aussi des 

xrRNA (Akiyama et al., 2016; E. G. Chapman et al., 2014).  La région 3’UTR a régulièrement 

fait l’objet d’explorations pour tenter d’identifier quelle région pouvait être critique pour la 

réplication virale. Les avancées faites dans ce domaine tendent à montrer que ce n’est pas la 

séquence qui importe mais bel et bien la forme prise par les structures secondaires de la région 

3’UTR. Une forte pression évolutive semble peser sur ces structures, puisqu’elles sont très con-

servées chez les Flavivirus. 

I.1.vi.b. Organisation de la particule virale 

Les Flavivirus se présentent sous la forme d’une particule virale sphérique d’une taille 

moyenne de 50 nm (Kiermayr et al., 2004). Ce sont des virus dits enveloppés composés d'une 

membrane lipidique où sont enchâssées des protéines virales et d'une nucléocapside englobant 

l'ARN viral. Leur nucléocapside est une structure dense aux électrons de 30 nm ayant une den-

sité d’environ 1,30 g·cm-3, et présentant une structure icosahédrale (Kiermayr et al., 2004). Elle 

est composée de dimères de protéines C possédant une face hydrophobe permettant l’interaction 

avec la membrane virale et une face polaire qui interagit avec l’ARN viral (Ma et al., 2004). 

Cette interaction étant de nature électrostatique. La nucléocapside est entourée d’une enveloppe 

lipidique dont la composition en lipides varie selon l’hôte, les virions enveloppés sédimentent 

entre 170S et 210S avec une densité comprise entre 1,19 et 1,23 g·cm-3. Récemment, des études 

par cryomicroscopie électronique et cristallographie par rayons X ont montré que la surface 

externe des Flavivirus était relativement lisse, et par ailleurs constituée majoritairement de deux 
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protéines E et M (Hasan et al., 2018; Kuhn et al., 2002). La glycoprotéine E d’une part, l’anti-

gène majeur des Flavivirus, retrouvé sous la forme de 90 dimères antiparallèles s’associant en 

trimères parallèles de dimères recouvrant complètement la bicouche lipidique (X. Zhang et al., 

2017). La protéine E contient quatre domaines, dont un domaine transmembranaire et trois ec-

todomaines EDI, EDII et EDIII (Hasan et al., 2018). Parmi ces domaines, EDII est impliqué 

dans la fusion des particules virales avec les cellules cibles lors de l’entrée du virus, alors 

qu’EDIII est le site privilégié de liaison aux récepteurs cellulaires (Y. Chen et al., 1997; Modis 

et al., 2004; Thullier et al., 2001). De plus, EDIII contient les principaux épitopes reconnus par 

les anticorps (Modis et al., 2004; Thullier et al., 2001). Enfin, la protéine M, dérivé protéoly-

tique de la protéine prM, est en lien étroit avec la protéine d’enveloppe. Cependant, ces deux 

protéines sont amenées à s’organiser différemment selon la situation (Figure 8). 

 

Figure 8 – Structure de la particule virale de Flavivirus. (A) Particules virales de JEV (Japanese Encephalitis 

Virus) au microscope électronique. (B, C, D, E) Schéma de la maturation de la particule virale avec la conformation 
des protéines d’enveloppe à chaque stade de la maturation. DI, DII et DIII représentent les 3 domaines de la 
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protéine E. pr et M représentent la protéine prM clivée par la suite en protéine M. FL correspond à la boucle de 
fusion exposée en condition acide et permettant l’association la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 
cellulaire Adapté de (Okuno et al., 1984; Rey et al., 2018). 

Ainsi, un virion mature aura à sa surface externe plusieurs dimères de protéine E en position 

tête-bêche, et en lien étroit avec deux protéines M (Hasan et al., 2018). Alors qu’une organisa-

tion trimérique des protéines E, confère au complexe sa capacité fusogénique dans les en-

dosomes (Hasan et al., 2018; Modis et al., 2004). Ce changement de conformation est possible 

grâce à un réarrangement rotatif des protéines E autour d’axes de symétrie, et ce à bas pH 

(Modis et al., 2004). On retrouve également cette conformation trimérique chez le virion im-

mature, mais pour inhiber la capacité fusogénique du complexe, qui pourrait alors fusionner de 

manière précoce dans la voie de sécrétion, la protéine prM vient masquer le peptide de fusion 

(Guirakhoo et al., 1992; Y. Zhang, 2003). Lors de la maturation virale, ce peptide pr est clivé 

par les furines cellulaires, conférant sa structure finale aux virions sécrétés (Stadler et al., 1997). 

La surface externe du virion est donc une structure dynamique qui connaît des variations essen-

tielles à l’infection virale, ce phénomène a été qualifié de respiration virale (Medits et al., 2020). 

Participant à ce dynamisme, le clivage de prM n’est pas toujours complet aboutissant à des 

virions partiellement matures, ce qui pourrait avoir une implication importante dans la capacité 

de neutralisation par les anticorps et l’entrée virale (Rey et al., 2017). 

I.1.vii. Cycle viral 

I.1.vii.a. Attachement et entrée 

Les Flavivirus sont déposés au sein de l’épiderme de l’hôte par un moustique vecteur lors 

d’un repas sanguin, où ils rencontrent des cellules permissives telles que les kératinocytes ou 

les cellules dendritiques résidentes de la peau, les cellules de Langerhans (Briant et al., 2014). 

L’infection fait intervenir une étape initiale d’attachement et d’entrée dans la cellule hôte. Cette 

étape est supposée être médiée pour les Flavivirus par une endocytose récepteur-dépendante, 

suivie par une fusion intracellulaire, même si aucun récepteur spécifiquement dévolu à l’entrée 
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de tel ou tel Flavivirus n’a pu être pleinement identifié pour le moment (Figure 9.1) (Laureti et 

al., 2018). Cependant, au fil du temps, plusieurs facteurs cellulaires ou extracellulaires partici-

pant à l’adhésion ont pu être caractérisés (Laureti et al., 2018). La reconnaissance et l’adhésion 

à la cellule hôte font majoritairement intervenir la protéine E. Ainsi, la protéine E est capable 

de lier les glycosaminoglycanes membranaires, notamment les plus sulfatés, tels que l’héparane 

sulfate permettent l’attachement de la particule virale et facilitant sa reconnaissance par les 

facteurs d’entrée cellulaire (Hilgard, 2000). Parmi eux, les récepteurs de type C-lectines qui 

lient les glycanes riches en mannose auraient un rôle prépondérant. En effet, DC-SIGN ou 

CD209, bien connu dans l’infection par le HIV, interviendrait également dans l’adhésion de 

DENV sur les cellules dendritiques (Navarro‐Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003). 

De plus, le récepteur au mannose ou CD206 serait le récepteur d’entrée primaire du virus au 

sein des macrophages (Lo et al., 2016). Ces récepteurs seraient importants dans l’infection par 

les particules virales produites chez le vecteur qui arborent une quantité plus grande de glycanes 

fortement mannosés et en regard, moins de glycanes complexes. Par ailleurs, les récepteurs de 

la phosphatidylsérine (PtdSer) impliqués dans la reconnaissance et la phagocytose des cellules 

apoptotiques, feraient partie intégrante des facteurs d’entrée sur lesquels peuvent s’appuyer les 

Flavivirus. La PtdSer est un phospholipide normalement retrouvé à la face interne de la mem-

brane cellulaire et dans la voie de sécrétion, dont l’exposition à la face externe sert de signal 

« mange-moi ». Lors de sa formation dans la cellule hôte, le bourgeonnement de la particule 

virale au sein du réticulum endoplasmique (RE) lui confère une composition riche en PtdSer. 

Ces néovirus pourront alors être reconnus directement par le récepteur TIM, notamment expri-

més par une variété de cellules immunitaires (Meertens et al., 2012). Les PtdSer retrouvés en 

surface virale peuvent également être reconnues par le biais de récepteurs de la famille TAM, 

tels que AXL, TYRO3 ou MER, via l’interaction de protéines de liaisons Gas6 et ProS 

(Meertens et al., 2012). Toutefois, ces récepteurs participent à l’entrée mais ne sont pas 
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essentiels à l’infection, puisque l’infection reste possible chez des souris déficientes pour les 

récepteurs TAM (Hastings et al., 2017). Il faut noter la possibilité pour DENV d’entrer de ma-

nière facilitée grâce au phénomène d’ADE. L’opsonisation de la particule virale par des anti-

corps subneutralisants, lors d’une infection secondaire, conduit alors à sa reconnaissance par le 

récepteur Fc (S. Halstead & O’Rourke, 1977). De manière alternative, la claudine-1 a été rap-

portée comme récepteur potentiel de DENV, mais cette fois en interagissant avec la forme im-

mature de la protéine de membrane prM (Che et al., 2013). Cette dernière donnée illustre l’im-

portance de la dynamique structurale des virions sécrétés sur les mécanismes d’entrée, puisque 

comme nous l’avons vu précédemment, un nombre non-négligeable de particules virales sont 

retrouvées partiellement mature et pourraient se servir de ce moyen d’entrée. Pour abonder sur 

cet aspect, il est possible d’évoquer la flexibilité de la particule virale selon la température, ceci 

influant sur la capacité d’entrée du virus. Ainsi, la particule virale présente une surface davan-

tage lisse à température relativement basse, correspondant à l’infection de l’hôte invertébré, 

alors qu’à 37°C chez l’hôte mammifère, la surface pourtant relativement lisse présente plus de 

reliefs améliorant l’exposition de la protéine d’enveloppe et facilitant l’accès aux lipides cons-

tituant l’enveloppe, dont la PtdSer (Fibriansah et al., 2013). L’expression des déterminants per-

mettant l’entrée des Flavivirus chez les mammifères conditionne le tropisme cellulaire de l’in-

fection. La recherche de ces déterminants est encore à approfondir pour déterminer les éléments 

essentiels à l’entrée virale, permettant d’expliquer le tropisme cellulaire lié à chaque Flavivirus. 

Après liaison à ces récepteurs, la particule virale est internalisée par endocytose dépen-

dantes ou non de la clathrine et rejoint des endosomes précoces ou intermédiaires qui mature-

ront en endosomes tardifs (Figure 9.2) (M. Li et al., 2020; Van Der Schaar et al., 2008). La 

fusion de l’enveloppe virale avec la membrane endosomale intervient lors du trafic endosomal, 

où à la faveur d’un pH acide optimal, le changement de conformation des dimères de protéine 

E en trimères de protéine E confère sa capacité fusogénique au virus, en exposant la boucle de 
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fusion (Figure 9.3) (Hasan et al., 2018; Modis et al., 2004). Suite à cette fusion, la capside 

virale est libérée dans le cytoplasme cellulaire, rendant le génome accessible après décapsida-

tion (Figure 9.4). 

 

Figure 9 – Cycle viral chez les Flavivirus. L’entrée des Flavivirus se fait après un attachement du virus sur la 
membrane plasmique suivi d’une endocytose. La fusion de la particule virale après internalisation est opérée suite 
à l’exposition de la boucle de fusion de la protéine d’enveloppe permise par l’acidification de l’endosome. Le 
génome viral ainsi libéré est ensuite traduit par les ribosomes en une polyprotéine, enchâssée dans la membrane 
du réticulum endoplasmique. Cette polyprotéine est clivée en protéines structurales et non-structurales par des 
protéases cellulaires et virales. Les protéines non-structurales participent à la réplication virale, d’une part en for-
mant le complexe réplicatif par des invaginations de la membrane du réticulum endoplasmique, et d’autre part en 
répliquant le génome viral via la polymérase virale. L’encapsidation des ARN viraux néosynthétisés a lieu au 
niveau de ces mêmes invaginations. Le virion immature suit alors la voie de sécrétion, et après le clivage de la 
protéine prM en M par les furines cellulaires, il sera libéré sous forme mature par exocytose. Le complexe réplicatif 
est adapté de (Van Den Elsen et al., 2021). 

I.1.vii.b. Réplication et progénie 

Comme nous l’avons vu, l’ARN viral, de polarité positive, est directement traduit en une 

polyprotéine précurseur enchâssée dans la membrane du RE et par la suite clivée (Figure 9.5). 

Après la traduction de l’ARN génomique, les protéines non-structurales recruteront le génome 

dans un complexe de réplication où NS5 permettra la production de complémentaires négatifs. 

La vésicule réplicative (Vesicles Packets, VPs) des Flavivirus est un organite spécifique dérivé 

d’invaginations de la membrane du RE en direction de la lumière de celui-ci, donnant naissance 

à des vésicules contenant plusieurs complexes réplicatifs (Figure 9.6) (Cortese et al., 2017; 

Welsch et al., 2009). Le rôle de NS4A et NS4B est évoqué dans la formation de ces 
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invaginations, même si pour NS4B un rôle direct n’a pas été démontré clairement. Ainsi, selon 

leur mode d’association ou de clivage, ces protéines pourraient induire une courbure plus ou 

moins importante des membranes (Kaufusi et al., 2014; Miller et al., 2007). À ces protéines, 

vient s’ajouter une activité de la protéine NS1 essentielle à la formation du complexe réplicatif, 

probablement par le biais d’interactions avec NS4A, NS4B et les dérivés protéolytiques de 

NS4A-2K-NS4B (Lindenbach & Rice, 1999; Płaszczyca et al., 2019; Youn et al., 2012). Par 

ailleurs, la formation de VPs nécessite des ajustements dans la composition lipidique de la 

membrane du RE, expliquant l’importance du contrôle du métabolisme lipidique lors de l’in-

fection par un Flavivirus, notamment DENV (Heaton et al., 2010). Les VPs sont liées au cytosol 

par une ouverture d’environ 11 nm, limitant l’accès à l’ARN viral par les récepteurs de recon-

naissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptor, PRR) et protégeant les com-

posants du complexe de la dégradation (Uchida et al., 2014). 

Une fois l’ARN viral recruté au site de réplication celui-ci se circularise, en faveur de l’ac-

tivité de réplication (Z.-Y. Liu et al., 2016). NS5 est alors recruté via la région 5’UTR du gé-

nome viral et orchestre la néosynthèse de brins antisens complémentaires au génome viral, con-

duisant à la formation transitoire d’ARN double-brin (Filomatori et al., 2006). Ces brins de 

polarité négative serviront alors de matrice pour la production massive d’ARN viral de sens 

positif, la synthèse virale est dite asymétrique puisqu’on note une quantité dix fois plus impor-

tante d’ARN sens qu’antisens (Lindenbach & Rice, 1997). Les brins sens servent alors à la fois 

d’ARN messager et de matériel génétique à empaqueter pour la formation de nouveaux virions. 

Il faut aussi noter que durant la réplication, en sus de génomes complets, s’accumulent des ARN 

viraux subgénomiques (sfRNAs) ayant une variété d’activités provirales (Bidet et al., 2014; K.-

C. Lin et al., 2004; Manokaran et al., 2015; Moon et al., 2012). Lorsque les protéines virales C, 

prM et E sont retrouvées en quantité plus importante dans la membrane du RE, il est supposé 

que celles-ci entrent « en compétition » avec les ribosomes pour l’association avec les ARN 
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viraux néosynthétisés, notamment la protéine C (Howley et al., 2021; Tan et al., 2020). Ces 

interactions grandissantes conduisent donc à l'agencement des protéines virale avec l'ARN et 

au bourgeonnement de la particule virale néoformée à proximité du pore des VPs, dans la lu-

mière du RE (Figure 9.7) (Welsch et al., 2009). Ces données suggérant que le transfert direct 

de l’ARN de la vésicule vers le virion qui bourgeonne contribuerait à la sélectivité de l’encap-

sidation (Welsch et al., 2009). Par ailleurs, il faut rappeler que la capacité à former des particules 

virales, alors vides et désignées comme sub-viral particles, est permise par la surexpression 

conjointe des protéines virales prM et E (P.-G. Wang et al., 2009). Les particules virales imma-

tures empruntent alors la voie de sécrétion en passant par l'appareil de Golgi, où en présence 

d’un pH réduit et sous l’action des furines cellulaires elles subiront leur maturation (Figure 

9.8), puis transitent via des vésicules de sécrétion jusqu’à leur exocytose dans le milieu extra-

cellulaire où elles formeront la progénie virale (Figure 9.9) (Stadler et al., 1997). 

I.1.vii.c. Tropisme cellulaire 

Le tropisme cellulaire lors d’une infection virale détermine la physiopathologie et la cli-

nique associées. Une large variété de lignées cellulaires se sont montrées permissives à l’infec-

tion par ZIKV et DENV, incluant des cellules épithéliales pulmonaires, des cellules hépatiques, 

des cellules rénales, des cellules endothéliales ou des cellules du système nerveux central ; sug-

gérant que le facteur d’entrée associé à ces Flavivirus est conservé et exprimé par différents 

types cellulaires. Ces virus répliquent initialement au niveau de la peau, où les kératinocytes, 

les fibroblastes et les cellules dendritiques (Dendritic Cells, DCs) se sont toutes montrées per-

missives (Hamel et al., 2015). De ce site d’infection primaire, le virus est disséminé dans un 

premier temps aux nœuds lymphatiques, soit par le biais de DCs infectées, soit libre dans la 

circulation lymphatique (Howley et al., 2021). Les macrophages résidents des nœuds lympha-

tiques initient alors, au même titre que les DCs, la réponse immunitaire innée et adaptative, 

mais tout en servant de support à l’amplification virale, puisqu’ils sont eux aussi permissifs 
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(Kangwanpong et al., 1995). Les virions produits au niveau des nœuds lymphatiques rejoignent 

alors le compartiment vasculaire en suivant le drainage lymphatique efférent (Howley et al., 

2021). À ce stade, les Flavivirus peuvent cibler les cellules sanguines (monocytes) ou les tissus 

viscéraux, participant à la dissémination virale. Malgré la grande variété de cellules permissives 

in vitro, et de surcroît malgré le fait que ces cellules soient communes à ZIKV et à DENV, le 

tropisme cellulaire de ces virus varie in vivo. Ainsi, pour DENV c’est plutôt le compartiment 

hépatique (hépatocytes) qui supporte l’infection, même si le virus peut être retrouvé au niveau 

du système nerveux central, des poumons, de la moelle osseuse, des reins ou du cœur expliquant 

les manifestations cliniques rares associées à ces organes pouvant être retrouvées en cas d’in-

fection par DENV (Begum et al., 2019). Toutefois, une telle dissémination est de manière gé-

nérale reliée à l’infection de cellules immunes (macrophages et DCs) ou, dans une moindre 

mesure, endothéliales, faisant de ces cellules les cibles soutenant la réplication de DENV dans 

ces tissus (Begum et al., 2019). De son côté, ZIKV a notamment pour tropisme les organes 

reproducteurs pouvant conduire à la persistance virale dans les fluides corporels (semence, mu-

cus cervical et sécrétions vaginales) et la transmission par voie sexuelle du virus, en ce qui 

concerne l’organe reproducteur masculin (Miner & Diamond, 2017). Le virus est également 

capable d’infecter les cellules placentaires pouvant expliquer la transmission materno-fœtale 

conduisant aux conséquences dramatiques que nous avons vu précédemment (Miner & 

Diamond, 2017). Une fois passée la barrière placentaire, le virus peut notamment infecter les 

cellules neurales progénitrices et les astrocytes du fœtus, aboutissant entre autres à des défauts 

de développement cérébral (Miner & Diamond, 2017). ZIKV est aussi retrouvé dans le rein 

associé à une virurie importante et au niveau hépatique, mais dans des proportions ne permettant 

probablement pas de soutenir l’infection (Alcendor, 2018; Miner & Diamond, 2017). Finale-

ment, le tropisme cellulaire commun à DENV et à ZIKV reflète le mode d’infection des Flavi-

virus, avec comme évoqué des sites de réplication initiaux retrouvés au niveau de la peau, des 
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nœuds lymphatiques et de la circulation sanguine. De plus, il faut ajouter que l’infection secon-

daire des macrophages et des DCs au niveau de la rate, peut représenter un support relatif à 

l’infection (Begum et al., 2019; Miner & Diamond, 2017). 

I.1.vii.d. Persistance virale 

La détection du virus Zika au long cours dans le liquide séminal ou le liquide céphal rachi-

dien, suggère la possibilité d’une persistance virale au sein des tissus immuno-privilégiés adja-

cents à ces sécrétions corporelles. La persistance tissulaire virale est régulièrement associée à 

des cas de réactivation infectieuse (Suzich & Cliffe, 2018) ou de maladie chronique (Hawman 

et al., 2013; C. Yang et al., 2023), intervenant à distance de l’évènement infectieux initial. Dans 

le cas de ZIKV, des études de cas menées sur des enfants exposés in utero et des études chez le 

macaque ont décrit le développement de pathologies post-natales intervenant plusieurs mois 

après la naissance et donc l’infection (Aragao et al., 2017; Mavigner et al., 2018; Van Der 

Linden et al., 2016). Ces données corroborent l’hypothèse d’une persistance virale, notamment 

dans le système nerveux (Hirsch et al., 2017). La persistance virale des Flavivirus semble plutôt 

associée aux virus neurotropes. Ainsi, dans le cas de DENV, la persistance virale n’a seulement 

été démontrée qu’en de rares occasions, mais semble tout de même possible comme le suppose 

des études menées in vitro sur des cellules eucaryotes (Kurane et al., 1990). Le phénomène de 

persistance pourrait également être une réalité in vivo, le maintien du virus chez des patients 

immunodéprimés en cas de transplantation rénale ou de moelle osseuse a, en effet, déjà été 

rapporté (De Souza Pereira et al., 2017; K.-H. Ng et al., 2019). D’ailleurs, dans un cas clinique 

décrit chez une adolescente de 16 ans, le greffon pourrait être à l’origine d’une infection post-

transplantation rénale, en effet, un historique d’infection par DENV a été retrouvé chez le don-

neur un mois avant la transplantation (Tangnararatchakit et al., 2012). 

I.1.viii. Les particularités associées aux Flavivirus 

I.1.viii.a. La protéine NS1 
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La protéine non-structurale 1 des Flavivirus est remarquable sur plusieurs aspects. Cette 

protéine d’environ 46 kDa est hautement conservée et est retrouvée sous forme homodimérique 

dans la voie de sécrétion de la cellule hôte et sous forme hexamérique pour la forme sécrétée, 

permettant l’élaboration de tests diagnostiques d’infection par les Flavivirus, basé sur la détec-

tion de cette protéine dans la circulation (Muller et al., 2017). Au-delà de sa participation à la 

formation du complexe de réplication comme nous l’avons vu, la protéine NS1 a une impor-

tance sur la physiopathologie induite lors de l’infection par les Flavivirus. Ces aspects ont sur-

tout été mis en avant pour la NS1 de DENV et ce sont donc eux que nous allons à présent 

développer. 

La NS1 de DENV, à l’image des autres Flavivirus, est divisée en trois régions fonction-

nelles, à savoir, le domaine β-roll, le domaine wing et le domaine β-ladder (Akey et al., 2014). 

Après la synthèse et la protéolyse de la polyprotéine virale, la NS1 est glycosylée sur les résidus 

N130 et N207. Le processus de maturation post-traductionnelle aboutit à la formation de l'ho-

modimère NS1 et une partie de ces glycoprotéines matures est transportée à travers le compar-

timent de Golgi pour atteindre soit la membrane plasmique associé à la membrane, soit le com-

partiment extracellulaire sous forme de particules lipoprotéiques hexamériques (Gutsche et al., 

2011; M. G. Jacobs et al., 2000). La NS1 soluble sécrétée (sNS1) présente une grande similitude 

structurelle avec les lipoprotéines de haute densité transportant des triglycérides, des esters de 

cholestérol et des phospholipides (Gutsche et al., 2011). Plus récemment, la protéine NS1 a été 

retrouvé dans l’espace extracellulaire, à la surface des lipoprotéines de haute et de basse densité 

(HDL et LDL), ainsi qu’en association avec des vésicules extracellulaires pouvant correspondre 

aux exosomes. Aussi, la forme hexamérique historiquement rapportée comme majoritaire parmi 

les formes sécrétées pourraient en réalité être supplantée par une forme tétramérique lors de 

l’infection, comme le montre des études cryo-microscopie électronique (Shu et al., 2022). Pen-

dant la phase aiguë de l'infection par DENV, des niveaux élevés de sNS1 circulent dans le sang, 
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jusqu'à 50 µg·mL-1 (Alcon et al., 2002). Ces dernières années, des avancées ont été réalisées 

dans la compréhension du rôle de sNS1 dans la pathogenèse des formes sévères de DENV (Fi-

gure 10). Il est désormais admis que la sNS1 contribue à la fuite vasculaire retrouvée dans les 

formes hémorragiques. En effet, la sNS1 a la capacité d’induire une hyperperméabilité au ni-

veau de la barrière endothéliale. Après sécrétion, la sNS1 circulant librement se fixe à la surface 

des cellules endothéliales, entraînant la surexpression des sialidases (Neu1, Neu2, Neu3) et de 

l'héparanase par les cellules endothéliales (Puerta-Guardo et al., 2016). Il en résulte une dété-

rioration du glycocalyx endothélial, participant au dysfonctionnement de la barrière et à la fuite 

de plasma (D. R. Glasner et al., 2017; Puerta-Guardo et al., 2016). Ce mécanisme a été confirmé 

dans plusieurs lignées de cellules endothéliales où une diminution de la résistance électrique 

trans-endothéliale est observée en réponse à la NS1 des quatre sérotypes de DENV (D. R. 

Glasner et al., 2017; Puerta-Guardo et al., 2016). Parallèlement à la perturbation du glycocalyx, 

il convient de discuter du réarrangement des jonctions intercellulaires. La forme soluble de NS1 

perturbe les jonctions serrées et les jonctions adhérentes indépendamment des cytokines. Plu-

sieurs protéines de jonction intercellulaire seraient concernées, notamment la VE-cadhérine ou 

la zonula occludens-1, probablement par le biais d'une internalisation médiée par la clathrine 

et/ou d'une phosphorylation (D. R. Glasner et al., 2018). Outre les mécanismes indépendants 

des cytokines, sNS1 a également la capacité d'induire l'expression de cytokines vasoactives, 

notamment l'IL-6 et le TNF-α, qui peuvent être associées au développement de troubles vascu-

laires dans les cas graves de dengue (Beatty et al., 2015). Il est d’ailleurs intéressant de noter 

que la sécrétion de ces cytokines est, entre autres, induite par un complexe formé entre NS1 et 

les lipoprotéines de haute densité (Benfrid et al., 2022). L'expression du facteur inhibiteur de la 

migration des macrophages (macrophage migration inhibitory factor, MIF), dans le cadre de la 

réponse des cellules endothéliales à sNS1, pourrait jouer un rôle clé dans l'altération des jonc-

tions intercellulaires et la fuite vasculaire qui s'ensuit (H.-R. Chen et al., 2016). Enfin, la sNS1 
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serait impliquée dans les stratégies d'évasion immunitaire virale, principalement par le blocage 

du complément (Avirutnan et al., 2010, 2011). En conséquence, ces interactions ont un impact 

sur l'activité du complément et la neutralisation médiée par le complément (Conde et al., 2016; 

Thiemmeca et al., 2016). Tous ces éléments ont permis de qualifier sNS1 de toxine virale et 

d’en faire une cible d’intérêt dans la stratégie vaccinale contre la DENV (Lebeau et al., 2021). 

 

Figure 10 – Implications de la NS1 sécrétée sur la pathogenèse chez DENV. (A) La réponse immune dirigée 

contre la NS1 de DENV. La forme hexamèrique de NS1 induit une réponse immunitaire à médiation cellulaire et 
humorale. Les lymphocytes B produisant des anticorps permettant la clairance de la protéine virale alors que les 
les lymphocytes T et NK produisent des cytokines pro-inflammatoires et chimiokines permettant l’établissement 
de la réponse immune. (B) La pathogenèse liée à NS1. La NS1 circulante est liée à l’altération du glycocalyx (1) 
et de la sécrétion du facteur inhibiteur de migration des macrophages (MIF) par les cellules endothéliales. La 
sécrétion de cytokines et de médiateurs vasoactifs par les cellules immunitaires, associée à MIF, aboutit à l’altéra-
tion des jonctions serrées liant les cellules endothéliales (2). La forme hexamèrique de NS1 est également associée 
à la production d’anticorps cross-réactifs ciblant les cellules endothéliales, les plaquettes et le plasminogène (3). 
Enfin, NS1 est liée à l’évasion immune du virus de la Dengue en inhibant les facteurs C4b et C9 du complément 
(4). Adapté de (Lebeau et al., 2021). 

I.1.viii.b. Les sfRNA 

Les sfRNA sont des fragments courts d’ARN viral d’environ 0,5 kb, dérivés de la région 

3’UTR du génome des Flavivirus. Ils s'accumulent dans les cellules au cours de l'infection, tant 
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chez le vecteur arthropode que chez l’hôte mammifère. Ils sont obtenus suite à une dégradation 

incomplète de l’ARN génomique viral par l’exonucléase cellulaire Xrn1. L’activité 5’-3’ exori-

bonucléasique de cette enzyme est en effet interrompue à cause de structures tertiaires formées 

dans la région 3’UTR (Figure 11) (Funk et al., 2010). Plusieurs séquences de la région 3’UTR 

peuvent aboutir à la formation de sfRNA (SLI, SLII, DB1 et DB2) (Clarke et al., 2015; Funk et 

al., 2010). Des mutations perturbant la structure tertiaire de xrRNA1, permettront la dégradation 

de l’ARN viral jusqu’à xrRNA2, conduisant à la formation de sfRNA2 en lieu et place de 

sfRNA1 (Kieft et al., 2015). Il en va de même pour les autres types de sfRNA. Cependant, seule 

l’accumulation de sfRNA1 entiers a un rôle dans l’efficience de la réplication virale, l’effet 

cytopathique et la virulence des Flavivirus chez l’hôte mammifère (Kieft et al., 2015; Pijlman 

et al., 2008). Alors que chez les arthropodes, les sfRNA de longueur plus modeste (sfRNA2, 3 

et 4) pourraient être associés à l’inhibition de la réponse ARN interférents (RNAi) observée 

(Göertz et al., 2018; Moon et al., 2015). Effectivement, lors de l’infection d’arthropodes, on 

observe une modulation de la production de sfRNA1 consécutive à l’apparition de mutations, 

qui empêchent la structure tertiaire de xrRNA1 de se mettre en place. Lors du retour dans un 

hôte mammifère, ces mutations sont révertées aboutissant de nouveau à l’accumulation des 

sfRNA1 (Kieft et al., 2015). Nous avons donc encore un exemple de l’adaptabilité dont font 

preuves les Flavivirus, selon l’hôte qu’ils infectent. Parmi les fonctions de ces ARN, on retrouve 

la capacité d’antagoniser l’immunité innée, en limitant la mise en place de la réponse IFN et 

l’expression des gènes stimulés par l’interféron (Interferon Stimulated Genes, ISGs) (Bidet et 

al., 2014; Manokaran et al., 2015; Schuessler et al., 2012). Enfin, les sfRNA participent à régu-

lation de l’homéostasie des ARNm hôtes, en inhibant Xrn1 (Moon et al., 2012). 
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Figure 11 – Formation de l'anneau résistant à Xrn1 par SLII. (A) Séquence ARN avec les régions complé-
mentaires formant probablement un pseudo-nœud (indiqué par la double flèche). (B) (C) Représentation 3D de la 
structure tertiaire de cette séquence. (D) Modèle de dégradation de l’ARN viral par Xrn1 rencontrant un xrRNA. 
Adapté de (E. G. Chapman et al., 2014; Clarke et al., 2015). 

I.2. La réponse immune dirigée contre ZIKV et DENV : implications de l’immunomé-

tabolisme 

Le système immunitaire est un réseau complexe de cellules et de molécules qui protègent 

l'organisme contre les agressions. Relativement récemment, un intérêt grandissant a été porté à 

la régulation de ce réseau par le métabolisme, donnant naissance à la notion d’immunométabo-

lisme. L’étude de l'immunométabolisme pourrait permettre d’appréhender comment l'obésité 

favorise l’inflammation dans des maladies telles que l’arthrite (Alivernini et al., 2019). Et éga-

lement de comprendre comment des drogues agissant sur le métabolisme ou des métabolites, 

comme le méthotrexate ou le 25-hydroxycholestérol, peuvent se trouver utile dans le cadre du 

traitement de pathologies d’origine infectieuse (Beck et al., 2019; S.-Y. Liu et al., 2013). 

I.2.i. Immunométabolisme et cancer 

Une bonne introduction à l’immunométabolisme est son apport dans la compréhension et 

le traitement des pathologies d’origine cancéreuse. En effet, l'étude moléculaire de la pathologie 
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du cancer a été majeure dans la compréhension des voies de signalisation cellulaire et récem-

ment de l’immunométabolisme. Sous l'appellation de cancer sont regroupées les pathologies 

qui ont pour point commun la présence d'une néoplasie due à la division anarchique des cellules 

et ceci potentiellement dans tous les tissus et organes du corps. Certes, le métabolisme des cel-

lules cancéreuses est d’une importance capitale pour le développement de ces pathologies car 

il est modifié afin de supporter leur développement. Mais l’environnement métabolique des 

cellules influe également fortement sur le système immunitaire en participant à l’immunotolé-

rance et aux défaillances du système immunitaire dans la clairance des cellules tumorales 

(Leone & Powell, 2020). En effet, les tumeurs sont capables de moduler la concentration des 

nutriments essentiels à la fonction des cellules immunitaires réduisant leur infiltration dans le 

tissu tumoral, ce qui est généralement associé à un meilleur pronostic (Pagès et al., 2010). 

Le microenvironnement tumoral est particulier et découle du métabolisme des cellules tu-

morales. Celui-ci repose principalement sur la glycolyse pour permettre la production impor-

tante de biomasse, représentée par les acides aminés, les nucléotides et les lipides, nécessaire à 

leur division effrénée. Ceci conduit inexorablement à un appauvrissement du pool de glucose 

disponible intra-tumeur (Voelxen et al., 2018). Or, la diminution de la concentration en glucose 

a été associée à une baisse de l’infiltration et de la réactivité du système immunitaire, notam-

ment des lymphocytes T (Ottensmeier et al., 2016). Ainsi, les lymphocytes T cytotoxiques suite 

à une déprivation en glucose présentent un déficit de la production d’IFN-γ, un effecteur clé 

sécrété par ces cellules infiltrant les tumeurs, (C.-H. Chang et al., 2015). Cette diminution est 

induite par la liaison de la glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase (GAPDH) avec la région 

3’UTR de l’ARNm de l’IFN-γ, lorsque l’enzyme glycolytique n’est pas dévolue à son rôle 

métabolique, à savoir en cas de faible quantité de glucose (C.-H. Chang et al., 2013). Le phos-

phoénolpyruvate (PEP) est un métabolite intermédiaire de la glycolyse essentiel aux réponses 

anti-tumeur des lymphocytes T, dont la diminution par manque de glucose pourrait altérer les 
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fonctions effectrices des lymphocytes T (P.-C. Ho et al., 2015). Le PEP soutient la signalisation 

induite par le récepteur des lymphocytes T (T Cell receptor, TCR) et le facteur nucléaire des 

lymphocytes T activés (NFAT) (P.-C. Ho et al., 2015). 

I.2.ii. Au niveau systémique : interconnexions entre le statut métabolique de l’hôte et 

les maladies infectieuses 

Les maladies métaboliques (dont le diabète de type 2 et l’obésité) représentent un risque 

croissant pour la population mondiale, notamment par leurs complications cardiovasculaires 

(infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral) et neurologiques (neuropathie diabé-

tique). Selon l’OMS, plutôt réservées, auparavant, aux pays développés et au mode de vie oc-

cidental, ces maladies tendent aujourd’hui à se développer dans les pays en développement. 

Comme dépeint dans cette partie, ces désordres métaboliques peuvent présenter un risque d’in-

fection associé. Il a été également démontré récemment lors de l’épidémie de COVID-19 qu'une 

des complications de l’infection par SARS-CoV-2 consiste en un développement d’un diabète 

post-infection. 

I.2.ii.a. Le diabète 

Le diabète est une maladie chronique caractérisée par une hyperglycémie et une inflamma-

tion chronique de bas grade. Il est possible de distinguer deux types principaux de diabète. Le 

diabète de type 1, ou insulino-dépendant, est une maladie auto-immune ciblant les ilots β de 

Langerhans du pancréas, qui sécrètent l’insuline, hormone clé dans la régulation du glucose 

circulant. Au contraire, la physiopathologie du diabète de type 2 ou insulino-résistant (Type 2 

Diabetes, T2D), résulte d’une hyperinsulinémie provoquée par la résistance progressive des 

cellules à l’insuline, concomitante à l’installation d’une inflammation de bas grade (Berbudi et 

al., 2020). Le diabète affecte au total plus de 425 millions de personnes en 2016 avec une pro-

jection à 630 millions de cas en 2045, la majorité des cas répertoriés étant des cas de diabète 

insulino-résistant (Berbudi et al., 2020). Au-delà de ses complications cardiovasculaires et 
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neurologiques, le diabète pourrait conduire à une altération des défenses de l’hôte et à un risque 

d’infection accru (Berbudi et al., 2020). 

En effet, il a été établi que le diabète engendre des déficiences immunitaires sur plusieurs 

compartiments essentiels à la mise en place d’une réponse immunitaire adéquate. L’hypergly-

cémie chronique s’accompagne de la production exacerbée de produits avancés de glycation et 

d’espèces réactives de l’oxygène. Ce statut pro-oxydant favorise l’inflammation chronique de 

bas grade, délétère pour la réponse immunitaire (Figure 12).  Notamment, le T2D s’accom-

pagne du recrutement de macrophages polarisés M1 (phénotype pro-inflammatoire) au sein du 

tissu adipeux où ils vont sécréter des quantités importantes de médiateurs pro-inflammatoires 

(Tumor necrosis factor α – TNF-α, protéine C-réactive, interleukine-1β – IL-1β, CCL2, CCL3, 

CXCL8, IL-6 et IL-12) (Hodgson et al., 2015; H. Xu et al., 2003).  

Cependant, en cas de stimulation (d’origine bactérienne), il a été constaté que les cellules 

mononucléées sanguines périphériques (PBMCs) de patients diabétiques ont une diminution de 

leurs capacités fonctionnelles en comparaison avec des individus sains. Ainsi, on observe une 

diminution de l’expression de cytokines telles que l’IL-1β, IL-6 et IL-2 (Mooradian et al., 1991; 

Ohno et al., 1993; Reinhold & Ansorge, 1996). À noter, l'IL-6 joue un rôle important dans la 

protection contre les agents pathogènes et dans la réponse immunitaire adaptative en induisant 

la production d'anticorps et le développement de lymphocyte T effecteurs (Okada et al., 1988). 

Ces études révèlent donc que l'inhibition de l’expression de ces cytokines en cas d'hyperglycé-

mie peut altérer la mise en place de la réponse immunitaire contre les agents pathogènes. Aussi, 

une suppression de la production des interférons de type I est rapportée dans des PBMCs culti-

vés en conditions élevées de glucose et stimulées avec un mimétique d’ARN viral, l’acide po-

lyinosinique:polycytidylique (poly:IC, PIC) (Hu et al., 2018). Globalement, il a aussi été dé-

montré une inhibition du recrutement des leucocytes en contexte diabétique, notamment dû à 

une altération de l’expression des molécules d’adhésion (M. Kumar et al., 2014). De plus, on 
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relève pour les macrophages une diminution des capacités antimicrobiennes et ainsi que de la 

phagocytose (Lecube et al., 2011; Restrepo et al., 2014). Alors que pour les neutrophiles une 

réduction des capacités antimicrobiennes a été relevée, ceci étant dû à une altération des capa-

cités pro-oxydantes et de dégranulation (Chao et al., 2015; Perner et al., 2003; Stegenga et al., 

2008). Aussi, la production de pièges extracellulaires (NETs) ou NETose est diminuée en con-

dition hyperglycémique, conduisant à une susceptibilité accrue aux infections (Joshi et al., 

2013). Des déficiences de dégranulation ont également été démontrées chez les lymphocytes 

natural killer (NK) de sujets diabétiques, découlant d’un défaut des récepteurs NKG2D et 

NKp46 (Berrou et al., 2013). À noter que l’activation du complément est impactée en cas d’hy-

perglycémie, avec une dysfonction de l’opsonisation par les fragments C4 du complément 

(Mauriello et al., 2014). De plus, le T2D s’accompagne d’une altération de la présentation des 

cellules effectrices et donc de la détection des pathogènes. Ainsi, des souris diabétiques ont 

montré une réduction de l’expression du récepteur Toll-like 2 (TLR2) et de Toll/IL-1R domain-

containing adaptor protein (TIRAP) (Martinez et al., 2016), participant à la détection des pa-

thogènes. Cependant des données contradictoires existent, puisqu’il a été démontré que l’ex-

pression des TLR par les monocytes et neutrophiles de sujets diabétiques était augmentée 

(Gupta et al., 2017). En réalité, on sait aujourd’hui que la qualité du contrôle de la glycémie a 

un impact sur l’expression des TLR. Un sujet avec une glycémie élevée et un mauvais contrôle 

de sa glycémie présentera une diminution de l’expression des TLR (Gupta et al., 2017).  Alors 

qu’un sujet ayant une hyperglycémie contrôlée présentera une expression plus importante des 

TLR (Gupta et al., 2017). Les cellules dendritiques, qui sont les principales présentatrices d’an-

tigène (CPA), présentent probablement un retard de recrutement au site d’infection chez des 

souris diabétiques dans le cadre d’infection par Mycobatcterium tuberculosis (Vallerskog et al., 

2010). Toujours dans le cadre d’infection par des bactéries intracellulaires, ce délai dans le re-

crutement s’accompagne d’une phagocytose altérée (Williams et al., 2011). 
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Figure 12 – Impact du diabète de type 2 sur l'immunité. Le développement d’un diabète de type 2 se caractérise 
par une insulino-résistance et l’installation d’une inflammation de bas grade causée par l’infiltration du tissu adi-
peux par des macrophages au profil pro-inflammatoire (M1). En contexte infectieux, et malgré l’inflammation de 
bas grade, les cellules immunitaires des patients diabétiques présentent une déficience de leurs fonctions effectrices 
pouvant être la source d’un défaut du système immunitaire. 

Le diabète a régulièrement été discuté comme un facteur de risque de développer des infec-

tions bactériennes et fongiques (Carey et al., 2018; Critchley et al., 2018). Cependant, son im-

plication lors d’infections virales est moins rapportée. Pour autant, une étude incluant près de 

190 000 personnes en Chine a montré que les individus diabétiques ont un risque relatif 1,5 fois 

plus élevée de développer une infection par le virus de l’hépatite B que des individus non dia-

bétiques (X. Zhang et al., 2019). En corrélation avec les désordres immunologiques évoqués 

précédemment, l’infection par le Middle East Respiratory Syndrome coronavirus (MERS-CoV) 

chez des souris diabétiques s’accompagne d’une inflammation pulmonaire non résolue, à l’ori-

gine d’une pathologie exacerbée (Kulcsar et al., 2019). En ce qui concerne le SARS-CoV-2, 
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l’inflammation chronique retrouvée en cas de TD2 est discutée comme facteur de risque de 

développer des formes graves de COVID-19 (Norouzi et al., 2021). Par ailleurs, renforçant le 

lien entre TD2 et infection virale, on sait à présent que le SARS-CoV-2 peut infecter les adipo-

cytes en conduisant à une diminution de la sécrétion d’adiponectine. Ceci participe à la mise en 

place d’un statut inflammatoire favorable au développement d’une insulino-résistance (Reiterer 

et al., 2021), expliquant le risque accru de passer de l’état prédiabétique à diabétique chez les 

patients atteints de COVID-19. Enfin, les complications du diabète incluent notamment des 

atteintes cardiovasculaires (athérothrombose, accident vasculaire cérébral, infarctus du myo-

carde). Ces complications cardiovasculaires sont pour bon nombre rattachées à une atteinte en-

dothéliale, or les formes graves de DENV reposent sur une altération de la barrière endothéliale, 

c’est pourquoi l’hypothèse est faite dans la littérature que les formes graves d’infection par 

DENV sont plus susceptibles d’intervenir chez des individus diabétiques du fait de l’atteinte 

endothéliale préexistante (Htun et al., 2015; Sekaran et al., 2022).  

I.2.ii.b. L’obésité 

La surcharge pondérale et l’obésité se définissent comme une accumulation excessive de 

gras chez un individu. L’accumulation anormale de tissu adipeux au niveau viscéral est d’ail-

leurs un facteur de risque de développer des incidents cardiovasculaires plus important et est 

souvent associé à l’apparition d’une insulino-résistance (Després, 2012). Auparavant réservée 

aux pays à revenus élevés, le surpoids et l’obésité connaissent maintenant également une pro-

gression fulgurante dans les pays dont les revenus sont plus faibles. Selon l’OMS, aujourd’hui, 

il y a plus de personnes souffrant d’obésité que de personnes sous-alimentées (World Health 

Organisation, 2021). En 2016, on recensait 1,9 milliards de personnes présentant un surpoids 

dont plus de 650 millions étaient obèses (World Health Organisation, 2021).   

L’obésité est un désordre métabolique d’origine multifactorielle associant facteurs géné-

tiques, environnementaux et développementaux (Schwartz et al., 2017), la cause la plus simple 
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correspondant à un apport calorique qui n’est pas en adéquation avec la dépense énergétique de 

l’individu. Cependant, des mécanismes plus complexes peuvent être soulignés, comme une at-

teinte des neurones du noyau arqué de l’hypothalamus participant au contrôle de l’apport ali-

mentaire via l’expression de facteurs orexigènes (neuropeptide Y, agouti-related protein) ou 

anorexigènes (pro-opiomélanocortine, Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript – 

CART) sous le contrôle hormonal de la leptine et de l’insuline sécrétée respectivement par les 

adipocytes et les cellules β des ilôts de Langerhans (Schwartz et al., 2017). Plus récemment, 

l’impact d’une dysbiose du microbiote intestinal sur le risque d’obésité a été évoqué. En effet, 

l’abondance des bactéries firmicutes semble être liée au développement de l’obésité, de par la 

capacité de ces bactéries à extraire l’énergie de manière plus efficace promouvant ainsi l’ab-

sorption de calories et la prise de poids (Krajmalnik-Brown et al., 2012). 

Au-delà des complications majoritairement cardiovasculaires et endocriniennes associées à 

l’obésité, des troubles immunitaires sont retrouvés chez les sujets obèses. En effet, le tissu adi-

peux blanc est un tissu, qui en plus de son rôle important de stockage, est fortement lié à l’im-

munité. Notamment via la sécrétion d’adipokines (leptine, adiponectine), de cytokines (TNF-

α, lL-6) et de chimiokines (CCL2) présentant une activité sur le statut inflammatoire mais éga-

lement le système immunitaire (Kershaw & Flier, 2004). Ainsi, l’hyperplasie et l’hypertrophie 

en cas d’obésité s’accompagnent d’une dérégulation du système immunitaire que nous allons 

décrire ici (Figure 13). Le tissu adipeux contient différents types cellulaires incluant, au-delà 

des adipocytes, des cellules endothéliales, des fibroblastes, des pré-adipocytes, mais surtout des 

leucocytes (Kanneganti & Dixit, 2012). Chez le sujet obèse, on retrouve une altération du re-

crutement, de la prolifération et de la polarisation des macrophages au sein du tissu adipeux 

(Weisberg et al., 2003). Il a été démontré que l’augmentation de la taille des adipocytes dé-

clenche une réponse au stress et le relargage de chimiokines (CCL2 et CCL5) (Skurk et al., 

2007), conduisant au recrutement et à l’accumulation de monocytes et de macrophages dans le 
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tissu adipeux (Weisberg et al., 2003). D’autre part, la quantité accrue d’acides gras libres et 

d’acides gras non-estérifiés, en cas d’obésité, entraîne l’activation de TLR4 et TLR2 conduisant 

à la production de cytokines pro-inflammatoires (comme l’IL-6) et à la réduction de l’expres-

sion de cytokine anti-inflammatoire (comme l’IL-10) (Nguyen et al., 2007; H. Shi et al., 2006). 

Cet état pro-inflammatoire peut, ultimement, être à l’origine du développement d’une insulino-

résistance et d’un TD2, comme explicité précédemment (H. Shi et al., 2006). Enfin, alors 

qu’une majorité de macrophages polarisés M2 (phénotype anti-inflammatoire) est retrouvée au 

sein du tissu adipeux de sujets sains, la polarisation des macrophages chez les individus obèses 

est orientée vers le phénotype M1 (et donc pro-inflammatoire) (Kanneganti & Dixit, 2012). 

Cette accumulation est d’une part due au recrutement de monocytes sanguins, mais aussi à la 

prolifération et au changement de polarisation des macrophages résidents du tissu adipeux (C. 

Zheng et al., 2016). La leucocytose dans le tissu adipeux en cas d’obésité concerne également 

les neutrophiles. De manière similaire aux monocytes, les neutrophiles de sujets obèses présen-

tent une migration au sein du tissu adipeux, ainsi qu’une production basale de radicaux libres 

plus importantes participant à l’inflammation de bas-grade (Brotfain et al., 2015). Enfin, les 

lymphocytes NK suivent cette tendance, avec une augmentation de leur activation, de leur pro-

lifération et de leur sécrétion d’IFN-γ (Lee et al., 2016). Les cellules participant à l’immunité 

adaptative ne sont, elles non plus, pas épargnées en cas d’obésité. En effet, le tissu adipeux de 

sujets obèses a montré une présence plus importante de lymphocytes cytotoxiques, et une po-

pulation de lymphocyte T régulateur diminuée (Nishimura et al., 2009). Même si ce statut pro-

inflammatoire est celui retrouvé en cas d’infection, sa chronicité s’accompagne au final d’une 

susceptibilité accrue aux infections chez les sujets obèses par une faible réactivité en présence 

des pathogènes. 
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Figure 13 – Influence de l'obésité sur l'immunité. Le tissu adipeux, qui est un tissu riche en cellules immuni-
taires, participe à l’immunité par la sécrétion d’adipokines, des cytokines d’origine adipeuse. En cas d’obésité, 
l’hyperplasie et l’hypertrophie du tissu adipeux est concomitante à l’augmentation du recrutement de cellules im-
munitaires au sein du tissu et à l’orientation de ces cellules vers un profil pro-inflammatoire. Ces phénomènes sont 
à l’origine d’une altération des sécrétions cytokiniques, responsable d’une part d’une inflammation de bas grade 
pouvant mener au développement d’un diabète de type 2. Et d’autre part, à un défaut d’activation des réponses 
immunes pouvant augmenter le risque infectieux. 

Les altérations immunitaires en cas d’obésité sont à l’origine d’un risque plus important de 

développer des infections. Ces infections auront souvent lieu de manière opportunistes ou no-

socomiales dans des tissus porteurs d’une flore microbienne commensale et qui sont à l’inter-

face entre le milieu interne et externe. Ainsi, des souris obèses ont montré une activité antimi-

crobienne insuffisante pour lutter contre Staphylococcus aureus lors d’une infection cutanée (L. 

Zhang et al., 2021). Les infections fongiques à Candida albicans sont également plus préva-

lentes chez les individus obèses (Shipman & Millington, 2011). Au niveau du tractus urinaire, 

on note aussi un risque plus important de développer des infections à Escherichia coli (Pugliese 
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et al., 2022). Cependant, c’est au niveau respiratoire que le plus de données ont été rapportées. 

En effet, les sujets obèses présentent un risque plus important de contracter des infections hautes 

ou basses du système respiratoire (Kaspersen et al., 2015). Alors que des sourisob/ob ont montré 

des altérations de leur réponse immunitaire quand elles étaient exposées à des pathogènes d’ori-

gine bactérienne, incluant Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes et Klebsiella 

pneumoniae (Las Heras et al., 2019; Mancuso et al., 2002; Wieland et al., 2005). À cause d’un 

mauvais contrôle de ces infections par le système immunitaire, celles-ci sont d’ailleurs plus 

susceptibles de passer la barrière endothéliale, aboutissant à des septicémies (Las Heras et al., 

2019). L’incapacité à contrôler l’infection dans ces conditions a été en partie imputée à des 

défauts dans les réponses immunes T antigène-spécifiques (Wieland et al., 2005), ainsi qu’à des 

défauts de l’activité phagocytaire des neutrophiles et des macrophages (Mancuso et al., 2002). 

La sévérité des infections chez les sujets obèses est également accrue en cas d’infection virale. 

Ainsi, les épidémies successives de grippe H1N1 et de SARS-CoV-2, ont été corrélées à un 

risque accru de mortalité et de morbidité chez les patients obèses (Louie et al., 2011; Popkin et 

al., 2020). Dans le cas de l’infection par le virus de l’Influenza, il a été démontré sur modèle 

murin que la plus grande susceptibilité des individus obèses était liée à un défaut de la présen-

tation de l’antigène aux lymphocytes T par les cellules dendritiques, ceci conduisant à des ré-

ponses cytotoxique et mémoire déficientes (Karlsson et al., 2010; Smith et al., 2009). À noter, 

l’obésité a récemment été associée à une sévérité plus importante de l’infection par le virus 

West Nile (WNV) dans un modèle murin (Geerling et al., 2021). Cette augmentation de la sé-

vérité a été retrouvée chez les femelles, et serait liée à des dysfonctions de l’immunité adapta-

tive en phase aiguë, mais aussi tardive avec une diminution de la production d’anticorps neu-

tralisants chez ces individus (Geerling et al., 2021). En lien, avec cette incapacité à produire 

une réponse humorale, on sait que l’obésité a un impact négatif sur la réponse immunitaire en 

cas de vaccination. Ainsi, l’immunogénicité induite par les vaccins dirigés contre les virus de 
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l’hépatite B et de la grippe H1N1 est réduite chez les individus obèses (Kim et al., 2012; Weber 

et al., 1986). 

I.2.ii.c. L’activité physique 

À l’instar de la nutrition, l’activité physique influe sur le statut métabolique de l’individu, 

mais à ce jour, son impact sur la fonction immunitaire reste controversé (Figure 14). Des 

preuves épidémiologiques indiquent que l'activité physique régulière réduit l'incidence des ma-

ladies chroniques, mais également le risque de développer des infections virales et bactériennes 

(Pape et al., 2016). En fait, l'exercice physique fréquent serait capable d'améliorer la compé-

tence immunitaire, puisqu’une étude de cohorte prospective portant sur 1 509 hommes et 

femmes suédois âgés de 20 à 60 ans a démontré que des niveaux d'activité physique plus élevés 

étaient assortis d’une incidence plus faible d'infections des voies respiratoires supérieures auto-

déclarées (Fondell et al., 2011). Il a été démontré que des séances d'exercice aiguës de moins 

de 60 minutes, s’accompagnaient d’une modification transitoire du compte de leucocytes et des 

capacités de prolifération lymphocytaire (Nieman et al., 2005). Même si ces modifications res-

taient modestes, elles pourraient être évoquées comme une amélioration de l’immunosurveil-

lance en cas d’activité physique modérée. Ce type d'exercice représente un adjuvant important 

du système immunitaire, stimulant le remplacement continu des leucocytes entre la circulation 

et les tissus (Adams et al., 2011). D’ailleurs, l'exercice physique a été suggéré comme un outil 

utile pour la prévention du COVID-19 en améliorant la fonction immunitaire, en particulier 

l'immunité innée et adaptative, et en modulant l'état anti-inflammatoire (Fernández-Lázaro et 

al., 2020). 

Cependant, l'exercice prolongé et intensif des athlètes est lié à un dysfonctionnement im-

munitaire, à l'inflammation et au stress oxydatif (Nieman, 1997; Northoff & Berg, 1991). 

L'exercice pourrait altérer transitoirement la protection immunitaire, augmentant ainsi le risque 

d'infection (Nieman & Wentz, 2019). De ce fait, les athlètes sont susceptibles de subir une 
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réactivation temporaire ou soutenue de virus, tel que le virus d’Epstein-Barr, en raison de la 

suppression des paramètres immunitaires au cours des années d'entraînement intenses (Clancy, 

2006; Gleeson et al., 2002; Reid, 2004). 

 

Figure 14 – Bénéfice et risque de l’activité physique en contexte infectieux. Le rôle de l’activité physique sur 
l’immunité en cas d’infection virale reste un sujet de débat dans la littérature. Les données disponibles jusqu’à 
présent semblent tendre vers la description d’un phénomène d’hormésis. L’activité physique ayant un effet béné-
fique, illustré par une diminution de l’incidence des infections et une augmentation de l’immunosurveillance, dans 
le cas d’une activité régulière et modérée. En revanche, lorsque la « dose » d’activité sportive devient intense et 
prolongée, ce sont des effets délétères et un contexte propice à l’infection qui sont retrouvés, à savoir une augmen-
tation de l’inflammation, du stress oxydatif et une altération du système immun.  

Dans l'ensemble, ces études indiquent que l'exercice physique serait bénéfique pour le main-

tien d'une immunité fonctionnelle. Néanmoins, lorsqu'il est pratiqué à une intensité très élevée, 

il est suggéré qu'il altère la fonction immunitaire et augmente la susceptibilité aux infections. Il 

est également crucial de garder à l'esprit que le lien entre l'exercice et la fonction immunitaire 

constitue certainement un concept multifactoriel qui implique d'autres aspects tels que la nutri-

tion et les changements dans le microbiome par exemple (Barton et al., 2017). Dans cette me-

sure, d'autres études incluant une approche multifactorielle seront nécessaires pour améliorer 

nos connaissances sur les changements immunitaires induits par l'exercice et leur mécanisme. 
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I.2.iii. L’immunité à médiation cellulaire 

La résolution de l’infection virale dépend d’un ensemble de réponses cellulaires et molécu-

laires, mises en place précocement que ce soit par des cellules spécialisées ou non spécialisées. 

Ces mesures ont pour objectif de limiter l’intrusion et de se débarrasser le plus rapidement du 

virus pathogène. Toutefois, les virus font preuve de capacités surprenantes quand il s’agit de se 

frayer un chemin à travers les systèmes de défense de l’hôte. Les interactions hôtes-pathogènes 

sont similaires à un véritable conflit armé, où toutes les méthodes sont bonnes pour déstabiliser 

l’adversaire, de la manipulation insidieuse à la blitzkrieg. Ce champ de bataille est en plus le 

théâtre d’une escalade de la violence, des évolutions permanentes de l’hôte et du pathogène 

permettent de maintenir un semblant de « statu quo », ce concept métaphorique a été développé 

sous le nom de ‘red queen effect’ (Van Valen, 1973). Certaines des réponses déployées par l’hôte 

pour juguler l’infection par DENV et ZIKV ainsi que les contre-mesures adoptées par ces virus 

seront abordées dans les prochains paragraphes. 

I.2.iii.a. Les monocytes et macrophages 

Les macrophages sont des leucocytes CD11b+CD68+ qui rentrent normalement dans l’arse-

nal proposé par le système immunitaire pour lutter contre les infections, en effet, historiquement 

ils ont été décrits pour leurs activités antimicrobiennes et de phagocytes (Murray & Wynn, 

2011). Cependant, bien d’autres fonctions leur ont été associées depuis. Ainsi, leur participation 

à l’homéostasie tissulaire, ainsi que la réparation tissulaire en cas de dommage ne sont plus à 

prouver (Murray & Wynn, 2011). Pour remplir ces fonctions essentielles, mais variées, les ma-

crophages pourront adopter des phénotypes variés. Devant la complexité des phénotypes que 

peuvent adopter les macrophages, il est de coutume de classer ces cellules selon qu’elles ont 

une activité plutôt pro-inflammatoire (M1) ou plutôt anti-inflammatoire (M2) (Murray & Wynn, 

2011). Mais il reste tout de même important de garder à l’esprit que cette classification simplifie 

énormément les capacités de repolarisation des macrophages, qui s’appuient sur une 
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transcription dynamique pour adopter le phénotype et les fonctions les plus adaptés à leur mi-

croenvironnement tissulaire. Par ailleurs, les macrophages sont parmi les seules cellules à avoir 

autant d’homologues spécifiques de tissus avec pour ne citer qu’elles : les cellules de Kupffer 

dans le foie, les microglies dans le cerveau, les macrophages alvéolaires dans le poumon 

(Murray & Wynn, 2011). Tous ces macrophages spécifiques de tissu ont une origine embryon-

naire à la différence des macrophages de la lignée monocytaire, qui dérivent de la différencia-

tion des monocytes suite à leur infiltration tissulaire. Aussi, par la suite nous évoquerons de 

manière générale le métabolisme des macrophages selon qu’ils soient polarisés M1 ou M2 in 

vitro et in vivo. Quelques différences pourraient intervenir selon leur tissu de résidence et le 

métabolisme spécifique de ces macrophages a fait l’objet d’une revue très récemment par 

Wculek et al. (Wculek et al., 2022). 

Les macrophages M1 (CD11b+CD68+CD64+) sont ceux ayant une activité plutôt pro-in-

flammatoire dont l’activation in vitro intervient soit par une stimulation de leur TLR par un 

lipopolysaccharide (LPS), soit par une stimulation cytokinique par le TNF ou l’IFN-γ. Cette 

activation aboutit à la mise en place d’un métabolisme soutenant le burst oxydatif permis par 

la production d’espèces réactives de l’oxygène et de l’azote, ainsi que la production d’effecteurs 

anti-microbiens (Figure 15). Les macrophages M1 sont caractérisés par un métabolisme gly-

colytique prépondérant comme en témoigne leur consommation accrue de glucose, grâce no-

tamment à la surexpression du transporteur du glucose de type 1 (GLUT1) (Freemerman et al., 

2014; Rodríguez-Prados et al., 2010). Dans cette reprogrammation métabolique, l’implication 

du facteur inductible par l’hypoxie (hypoxia inducible factor 1α, HIF-1α) s’est montrée impor-

tante (Palsson-McDermott et al., 2015; Tannahill et al., 2013), sa stabilisation étant dans les 

macrophages M1 liée au blocage du TCA, à deux niveaux distincts. D’abord, l’inhibition de 

l’isocitrate déshydrogénase (IDH-1) conduit à l’accumulation de citrate, ainsi qu’à la synthèse 

d’itaconate (Meiser et al., 2016). D’une part, le citrate ainsi accumulé est converti en acétyl-
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CoA qui sert à l’acétylation des histones et à la transcription des gènes inflammatoires 

(Lauterbach et al., 2019). D’autre part, l’itaconate pourrait inhiber l’activité du complexe suc-

cinate déshydrogénase (SDH) aboutissant donc à l’accumulation de succinate (Cordes et al., 

2016). C’est finalement le succinate ainsi produit qui vient stabiliser HIF-1α (Tannahill et al., 

2013). Cette reprogrammation métabolique s’est notamment montrée indispensable pour la pro-

duction d’IL-1β en réponse à une stimulation par du LPS (Tannahill et al., 2013). De plus, 

l’activité mitochondriale des macrophages M1 se retrouve détournée, de la production d’ATP 

au profit de la production d’espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) 

mitochondriales, qui serviront d’ailleurs au sein des phagosomes (Mills et al., 2016). Ce phé-

nomène se produit par un recrutement des mitochondries au niveau des phagosomes et une 

augmentation de l’oxydation mitochondriale du succinate en faveur de la production de ROS 

(Mills et al., 2016; West et al., 2011). À ce stade, la production d’ATP repose donc principale-

ment sur une glycolyse aérobie, à l’image de l’effet décrit par Warburg pour les cellules cancé-

reuses (Tannahill et al., 2013; Warburg, 1956). Celle-ci fournit aussi les intermédiaires néces-

saires à la voie des pentoses phosphate (Pentose Phosphate Pathway, PPP) conduisant in fine à 

l’augmentation du pool de NADPH, à la production de biomasse (ici sous la forme de nucléo-

tides) et de ROS (Baardman et al., 2018). 
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Figure 15 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des macrophages M1. Les macrophages 
M1 développent un métabolisme glycolytique dont le facteur HIF-1α est partie prenante, notamment permis par la 
surexpression du transporteur du glucose GLUT1. La stabilisation de ce facteur est d’une part liée à l’inhibition 
de l’isocitrate déshydrogénase (IDH-1) conduisant à l’accumulation de citrate, ainsi qu’à la synthèse d’itaconate. 
Le citrate accumulé est converti en acétyl-CoA qui sert à l’acétylation des histones et donc favorise la transcription 
des gènes inflammatoires. D’autre part, l’itaconate inhibe l’activité du complexe succinate déshydrogénase (SDH) 
aboutissant donc à l’accumulation de succinate. Le succinate ainsi produit vient stabiliser HIF-1α. L’activité mi-
tochondriale des macrophages M1 n’est dévolue qu’à la production d’espèces réactives de l’oxygène mitochon-
driales, qui serviront au sein des phagosomes. La production d’ATP repose donc principalement sur la glycolyse 
aérobie.  

Contrairement aux macrophages M1, les macrophages M2 (CD11b+CD68+CD163+) sont 

obtenus in vitro en réponse à de l’IL-4 ou de l’IL-13, ils ont des propriétés anti-inflammatoires 

et interviennent dans la réparation tissulaire (Murray & Wynn, 2011). À l’opposé des M1, les 

macrophages M2 ont un métabolisme cellulaire basé sur un accroissement de la phosphoryla-

tion oxydative (OXPHOS) et de la respiration mitochondriale, comme le prouve l’élévation du 

taux de consommation d’O2 dans les macrophages polarisés M2 (Figure 16) (S. C.-C. Huang 

et al., 2014). Les modifications transcriptionnelles aboutissant à ce métabolisme sont contrôlées 

dans les macrophages M2 par l’activation de plusieurs facteurs dont PPARδ, PPARγ, PGC-1β 
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et IRF4. Ces facteurs dépendant à la fois de l’activation de STAT6 et du complexe mTORC2 

(S. C.-C. Huang et al., 2016; Vats et al., 2006). Certains de ces facteurs sont associés au méta-

bolisme lipidique et conduisent, notamment ici, à la surexpression du scavenger CD36, permet-

tant l’internalisation dans ces cellules des lipides utilisés pour l’oxydation des acides gras (S. 

C.-C. Huang et al., 2014; Vats et al., 2006). Si CD36 s’est montré critique pour la polarisation 

en M2 (S. C.-C. Huang et al., 2014), le rôle de l’oxydation des acides gras (Fatty acid oxidation, 

FAO) demeure ambigu. En effet, l’utilisation d’etoxomir comme inhibiteur de la FAO ou des 

modèles génétiques qui la préviennent ne semblent pas avoir d’effet sur la polarisation M2 

(Namgaladze & Brüne, 2014; Nomura et al., 2016), mais plutôt sur la capacité des macrophages 

M2 à produire de l’ATP. Ainsi, on pourrait donc conclure que la FAO ne semble pas indispen-

sable aux M2 pour assurer leurs fonctions anti-inflammatoires, les acides gras servant plutôt de 

substrat à la production d’énergie via l’OXPHOS (Namgaladze & Brüne, 2014). En revanche, 

le métabolisme glutaminergique semble, quant à lui, d’une importance capitale. La glutamine 

fournit un tiers des dérivés carbonés du TCA et conduit à l’accumulation d’α-cétoglutarate, qui 

orchestre la polarisation en M2 en activant les déméthylases Jumonji domain-containing pro-

tein D3 (JMJD3) (P.-S. Liu et al., 2017). En effet, celles-ci médient la déméthylation des his-

tones de promoteurs de gènes spécifiques aux M2. Ces modifications épigénétiques étant res-

ponsables de la polarisation des macrophages en M2 (P.-S. Liu et al., 2017). 



 60 

 

Figure 16 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des macrophages M2. Chez les macro-
phages M2, l’activation des facteurs PPARδ, PPARγ, PGC-1β et IRF4 permet des modifications transcriptionnelles 
orientant le métabolisme cellulaire vers l’OXPHOS. L’activation de ces facteurs est dépendante à la fois de STAT6 
et de mTORC2. Notamment, la surexpression du scavenger CD36, fournit les substrats lipidiques nécessaires à 
l’oxydation des acides gras, essentielle à la production d’ATP via l’OXPHOS, plutôt qu’aux fonctions des macro-
phages M2. En revanche, la glutamine qui alimente le cycle de Krebs est utile aux fonctions des macrophages M2, 
puisqu’elle orchestre, via l’accumulation d’α-cétoglutarate, la polarisation en M2 en activant les déméthylases 
JMJD3. 

En tant que cellules de l’immunité innée, les macrophages participent à la détection initiale 

des Flavivirus. Cependant, le fait que ces cellules soient une des cibles de l’infection diminue 

grandement leur capacité antivirale. En effet, plusieurs études ont plutôt montré leur rôle de 

cheval de Troie, participant plutôt à la dissémination du virus dans les tissus, sous la forme de 

monocytes initialement infectés dans la circulation sanguine (Michlmayr et al., 2017). Pour 

autant, on a répertorié quelques implications bénéfiques des macrophages dans les infections à 

DENV et ZIKV. Ainsi, lors d’une infection par le virus de la Dengue, les macrophages infectés 

sécrètent des cytokines pro-inflammatoires et antivirales (Marianneau et al., 1999). Concernant 

ZIKV, les macrophages ont été associés à une restriction de la réplication virale liée à un défaut 
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d’antagonisation de la réponse IFN STAT2-dépendante, contrairement à ce qui est observé chez 

les cellules dendritiques qui n’échappent pas au phénomène d’antagonisation (D. Yang et al., 

2021).  

I.2.iii.b. Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques (CD11c+) sont des cellules présentatrices d’antigène (CPA), qui 

comme les macrophages, ont des origines variables (Cabeza-Cabrerizo et al., 2021). En effet, 

on distingue plusieurs sous-types de DCs selon leur provenance. D’une part, les DCs conven-

tionnelles (cDC1 et cDC2) et les DCs plasmacytoïdes (pDCs) dérivées de progéniteurs spéci-

fiques, d’autre part les DCs dérivées des monocytes (mo-DCs) (Cabeza-Cabrerizo et al., 2021). 

En tant que CPA, les DCs sont retrouvées à l’état quiescent dans de nombreux tissus, c’est le 

cas des cellules de Langerhans dans le derme, où leur rôle va être de « senser » leur environne-

ment, de s’activer en cas de stimulus et d’initier la réponse immunitaire par la sécrétion de 

cytokines, ainsi que par la présentation d’antigène au niveau des tissus lymphoïdes (Cabeza-

Cabrerizo et al., 2021). 

L’activité du métabolisme dans le maintien de la quiescence des cellules dendritiques a déjà 

fait l’objet d’études que ce soit in vitro ou in vivo, et on sait que le complexe mTORC1 (me-

chanistic Target Of Rapamycin Complex 1) a pour cela une activité prépondérante (Figure 17). 

Chez la souris l’utilisation de la rapamycine, pour inhiber le domaine RAPTOR de mTORC1, 

conduit à l’inhibition de la croissance ex vivo des pDCs et des cDCs issus de la moelle osseuse, 

alors qu’in vivo le pool de DCs se retrouve considérablement réduit (Sathaliyawala et al., 2010). 

Confirmant ces résultats obtenus dans des modèles murins, l’utilisation de la rapamycine sur 

des mo-DCs humains entraîne une altération de leur survie (Woltman et al., 2003). Des modèles 

d’expression conditionnelle ont servi à explorer plus en détail l’importance de mTORC1 dans 

la survie des DCs. La délétion du gène phosphatase and TENsin homolog (PTEN) conduit à 

une expansion des DCs in vivo, ce résultat est cohérent avec le précédent, PTEN étant un 
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régulateur négatif de mTOR (Sathaliyawala et al., 2010). Parallèlement, la délétion de TSC1, 

un autre régulateur négatif de mTOR, a également conduit à une augmentation de la croissance 

des DCs dérivées de la moelle osseuse (Pan et al., 2013). Étant l’un des facteurs principaux de 

la régulation du métabolisme cellulaire, mTORC1 dirige les DCs quiescentes vers une utilisa-

tion de l’OXPHOS pour satisfaire leur faible besoin énergétique (Pearce & Everts, 2015). 

 

Figure 17 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des cellules dendritiques. Le maintien de 
la quiescence des cellules dendritiques est dépendant d’une activité prépondérante de mTORC1. PTEN et TSC1 
des régulateurs négatifs de mTOR limitent la croissance des cellules dendritiques. mTORC1 dirige les cellules 
quiescentes vers une utilisation de l’OXPHOS, le catabolisme des protéines et des triacylglycérols fournissant les 
acides aminés et les acides gras permettant d’alimenter la production d’ATP via le cycle de Krebs. Les cellules 
dendritiques activées prennent le glucose comme carburant principal d’un métabolisme orienté vers la glycolyse 
aérobie. L’activation de mTORC1 et d’HIF-1α dans ce cas est permise par l’activité de TBK1 et IKKε sur AKT en 
aval des PRRs des cellules dendritiques. 

En revanche, l’activation des DCs suite à la stimulation de l’un de leurs PRRs conduit à une 

modification de leur métabolisme, le glucose devenant le carburant principal du métabolisme 

cellulaire (Figure 17). Ce processus s’effectue en deux temps. Effectivement, peu de temps 

après l’activation des DCs de manière dépendante à leurs TLRs, une augmentation rapide de 
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l’activité glycolytique et de l’entrée d’intermédiaires glycolytiques dans la PPP ont été consta-

tées (Everts et al., 2014). Ces changements sont initiés par l’activation d’AKT via les kinases 

TBK1 (TANK-binding kinase 1) et IKKε (IκB kinase ε) (Everts et al., 2014). Notamment, AKT 

phosphoryle et active l’hexokinase 2 (HK2), enzyme limitatrice de la glycolyse, dont l’activité 

se retrouve augmentée après association avec la surface mitochondriale (Everts et al., 2014). 

Plus tardivement, le maintien de la glycolyse au sein des DCs repose sur l’activation du facteur 

HIF-1α probablement par mTOR (Jantsch et al., 2008). De manière intéressante, aucun impact 

sur l’activation des DCs n’est relevé si une inhibition précoce d’HIF-1α ou de mTOR intervient 

après la stimulation des TLRs ; au contraire de l’inhibition précoce d’AKT, ce qui illustre l’im-

portance de la temporalité des différentes voies de signalisation dans l’activation des DCs 

(Everts et al., 2014). À l’opposé, l’activation de la voie dépendante de la kinase AMPK (AMP-

activated protein kinase) semble juguler l’activation des DCs, en promouvant l’OXPHOS no-

tamment par l’activation de PGC1α, favorisant la biogenèse mitochondriale. En effet, le knock-

down d’AMPK a été associé à une potentialisation de l’activation des DCs (Carroll et al., 2013). 

Lors d’une infection virale, les cellules dendritiques, au même titre que les macrophages 

jouent le rôle de CPA professionnelles, et vont permettre par leur sécrétion de molécules pro-

inflammatoires d’orchestrer l’immunité adaptative (Steinbrink et al., 2009). Cependant, quand 

on en vient aux infections par les Flavivirus, une tendance se dégage. Les pDCs répliquent peu 

le virus, c’est le cas pour DENV, mais produisent rapidement de hauts niveaux de cytokines 

pro-inflammatoires dont l’IFN-α, et ce dépendamment de la détection de l’ARN viral par TLR7 

concernant DENV (J. P. Wang et al., 2006). Au contraire, les mo-DCs, sont plutôt rapportés 

pour transporter l’antigène de la périphérie vers les tissus lymphoïdes où elles vont le présenter 

aux lymphocytes T et B (Steinbrink et al., 2009). Au-delà de ces activités essentielles, la con-

tribution des cellules dendritiques à la réponse immune dirigée contre ZIKV et DENV n’a pour 

l’instant fait l’objet d’aucune découverte marquante, et peu de données sont de ce fait 
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disponibles. Mais ces cellules faisant également partie des cibles principales des Flavivirus, 

elles contribuent avec les macrophages et par leur mobilité, à la dissémination virale notamment 

dans des sites immuno-privilégiés. 

I.2.iii.c. Les neutrophiles 

Les neutrophiles sont les leucocytes (CD33+CD66b+) les plus abondants chez l’Homme. 

Cependant leur rôle reste incertain dans l’infection par les Flavivirus et des études complémen-

taires sont nécessaires pour confirmer leur rôle bénéfique ou délétère lors de l’infection. Ce sont 

des effecteurs de l’immunité innée avec plusieurs fonctions essentielles, parmi lesquelles, leur 

activité de phagocyte, le burst oxydatif (production de ROS et d'espèces réactives de l’azote – 

RNS) et la libération de protéases ainsi que de pièges extracellulaires des neutrophiles (Neutro-

phil Extracellular Traps, NETs) (Brinkmann et al., 2004; Nathan, 2006). De plus, comme sou-

vent pour les cellules de l’immunité innée, ils participent à la mise en place de l’immunité 

adaptative par leur sécrétion de cytokines (Nathan, 2006). Cette grande variété d’activité sont 

permises par une adaptation importante de leur cytosquelette et de leur métabolisme énergétique 

(Figure 18). De manière similaire aux macrophages M1, on a longtemps pensé que les neutro-

philes avaient un métabolisme basé uniquement sur la glycolyse. D’ailleurs, chez les neutro-

philes également HIF-1α a montré son importance, puisque des neutrophiles HIF-1α-null pré-

sentent une faible expression des protéases granulaires, dont notamment l'élastase et la cathep-

sine G, ainsi qu’une activité antimicrobienne réduite (Peyssonnaux et al., 2005). Au contraire 

la stabilisation d’HIF-1α conduit à une expression de protéases accrue, accompagnée d’une 

activité antimicrobienne plus importante (Peyssonnaux et al., 2005). Les neutrophiles expri-

ment également HIF-2α, un facteur possédant des fonctions similaires à HIF-1α, dont la surex-

pression en cas d’inflammation a été associée à une apoptose diminuée des neutrophiles 

(Thompson et al., 2014). La stabilisation des HIF s’accompagne chez les neutrophiles d’une 

augmentation de la production d’ATP dépendante de la glycolyse aérobie, alimentant aussi la 
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PPP (Sadiku et al., 2017). Renforçant le rôle du métabolisme dans les fonctions des neutro-

philes, leur activité chimiotactique repose sur l’activation du complexe mTORC2 qui permet la 

protrusion du pseudopode, via l’accumulation d’adénosine-monophosphate cyclique (AMPc) 

du côté frontal du neutrophile. Alors qu’à l’opposé, la signalisation prurinergique via le récep-

teur A2a atténue les effets du complexe mTORC2, causant la rétractation de l’uropode (Bao et 

al., 2015). 

Ainsi, l’activité des neutrophiles est dépendante de plusieurs facteurs qui ont en charge le 

métabolisme cellulaire. Les HIF orientent le métabolisme cellulaire vers la glycolyse aérobie, 

celle-ci s’étant révélé essentielle pour la réalisation de la phagocytose par les neutrophiles 

(Fossati et al., 2003). Aussi, la glycolyse et l’alimentation de la PPP par les intermédiaires de la 

glycolyse sont partie prenante dans la capacité des neutrophiles à former des pièges extracellu-

laires (Azevedo et al., 2015). En effet, l’inhibition de ces voies métaboliques, avec respective-

ment le 2-déoxyglucose (2-DG) et le 6-aminonicotinamide, conduit à une atténuation de la for-

mation de NETs (Azevedo et al., 2015). Toutefois, l’entièreté des fonctions dévolues aux neu-

trophiles ne reposent pas que sur la glycolyse et la PPP. Ainsi, la formation de ROS et de RNS 

est dépendante de la PPP, mais également de l’OXPHOS (Fossati et al., 2003). L’activité mito-

chondriale est promue chez les neutrophiles par le complexe mTORC2 (Bao et al., 2015), et 

son inhibition par l’oligomycine est associée à une diminution du burst oxydatif ainsi que du 

chimiotactisme (Fossati et al., 2003). 
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Figure 18 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des neutrophiles. La grande variété d’ac-
tivité portée par les neutrophiles est permise par une adaptation importante de leur cytosquelette et de leur méta-
bolisme énergétique. Le facteur de transcription HIF-1α a montré son importance dans l’expression des protéases 
granulaires. La stabilisation d’HIF-1α s’accompagne d’une augmentation de la production d’ATP dépendante de 
la glycolyse aérobie. L’activité chimiotactique repose quant à elle sur l’activation du complexe mTORC2 qui fa-
vorise la protrusion du pseudopode, via l’accumulation d’AMPc du côté frontal du neutrophile. La rétractation de 
l’uropode est soumise à l’inhibition de mTORC2 par la signalisation prurinergique via le récepteur A2a. La gly-
colyse aérobie s’est révélée essentielle pour la réalisation de la phagocytose par les neutrophiles et l’alimentation 
de la voie des pentoses phosphates. Ces deux voies sont partie prenante dans la capacité des neutrophiles à former 
des pièges extracellulaires. Le burst oxydatif, nécessitant la formation de ROS et d’espèces réactives de l’azote 
(RNS) dépend à la fois de la PPP et de l’OXPHOS. Cette dernière étant promue par mTORC2. 

I.2.iii.d. Les lymphocytes NK 

Les lymphocytes incluent 3 grands types de cellules. D’une part, les lymphocytes T (LT) et 

B (LB) plutôt impliqués dans la mise en place de la réponse adaptative. Alors que les lympho-

cytes natural killer (LNK) sont plutôt associés à une réponse innée. 
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Figure 19 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des lymphocytes NK. Les lymphocytes 
NK en quiescence présentent une activité de la voie mTORC1 réduite, traduite par de faibles taux de glycolyse et 
de phosphorylation oxydative. Mais lors de leur activation, ces cellules voient l’activité de mTORC1 augmenter 
de manière drastique via l’activation des facteurs de transcription SREBP1 et MYC. Ceci a pour conséquence une 
surexpression des protéines responsables du transport des nutriments dans ces cellules. La surexpression des en-
zymes glycolytiques, ainsi que du transporteur au glucose GLUT1, aboutit à la mise en place d’une glycolyse 
aérobie participant à la synthèse de biomasse. Dans le même temps ces cellules présentent dans le cas d’une acti-
vation prolongée, une augmentation de l’OXPHOS soutenue par la mitogenèse et l’utilisation de la navette mito-
chondriale citrate-malate. Or, l’expression de deux facteurs cruciaux pour la réalisation de cette navette est dépen-
dante de SREBP1, à savoir SCL25A1 et ACLY. La glutamine intracellulaire a un rôle activateur sur MYC, dont 
l’activité est essentielle pour maintenir les flux glycolytiques et d’OXPHOS.  

Les LNK sont des lymphocytes CD3−CD56+CD16+, qui à la différence de leurs homo-

logues, ont historiquement été classé parmi les cellules participant à la mise en place de la 

réponse immunitaire innée (Campbell & Hasegawa, 2013), même si récemment des travaux ont 

permis de montrer leur importance dans les réponses adaptatives et mémoires (Cerwenka & 

Lanier, 2016). En effet, leurs activités cytotoxiques, associées à une capacité de détection des 

cellules anormales, en font des effecteurs essentiels du système immunitaire pour lutter de ma-

nière aigue contre les infections virales (Campbell & Hasegawa, 2013). Comme pour les autres 

sous-types de lymphocytes, l’étude de l’impact du métabolisme cellulaire sur la fonction et 

l’activité des cellules NK a été étudié (Figure 19). On rapporte ainsi, que ce soit dans un modèle 
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murin ou sur des cellules issues d’échantillons humain, de faibles taux de glycolyse et 

d’OXPHOS, ces taux restant tout de même suffisant pour assurer une réponse aigue. En effet, 

une stimulation courte par le biais de cytokines (4h) ou d’un ligand (6h) n’aboutit pas une aug-

mentation des taux de glycolyse ou d’OXPHOS (Keppel et al., 2015). Malgré la faible ampli-

tude de ces voies métaboliques initialement, celles-ci restent primordiales pour les activités 

aigues des LNK puisque l’inhibition que ce soit de la glycolyse ou de l’OXPHOS peut avoir 

pour conséquence une réduction de l’expression d’IFN-γ (Keppel et al., 2015). L’activation 

prolongée, par contre, nécessite une adaptation du métabolisme cellulaire pour supporter les 

fonctions sécrétrices et cytotoxiques des lymphocytes NK (Donnelly et al., 2014; Keating et al., 

2016). 

La régulation du métabolisme chez les lymphocytes NK est dépendante du complexe 

mTORC1, son rôle important dans le développement et la différenciation des cellules pré-NK 

a été démontré par l’effet délétère que peut avoir la délétion spécifique de la sous-unité kinase 

du complexe chez la souris (C. Yang et al., 2018). Passés ces étapes précoces, les LNK en 

quiescence présentent une activité de la voie mTORC1 réduite, c’est cette activité faible qui 

dicte d’ailleurs le métabolisme cellulaire vers de faibles taux de glycolyse et d’OXPHOS 

(Keating et al., 2016; Keppel et al., 2015). Mais lors de leur activation, ces cellules voient l’ac-

tivité de mTORC1 augmenter de manière drastique, ceci via l’activation des facteurs de trans-

cription SREBP1 (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins 1) et MYC (Assmann et al., 

2017; Loftus et al., 2018), ce qui s’accompagne d’une expression accrue des protéines respon-

sables du transport des nutriments dans ces cellules (Loftus et al., 2018). Ces modifications du 

métabolisme interviennent en concomitance avec l’expression de molécules effectrices telles 

que l’IFN-γ et la granzyme B, même si l’augmentation des flux glycolytiques, ne servant pas à 

augmenter l’OXPHOS, alimente la synthèse de biomasse nécessaire à l’activité des LNK 

(Keating et al., 2016; Keppel et al., 2015). Parallèlement, une augmentation de l’OXPHOS est 
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retrouvée lors de leur activation prolongée, soutenue par la capacité mitochondriale plus impor-

tante (Keating et al., 2016; Keppel et al., 2015). Puisque le pyruvate issu de la glycolyse sert 

moins de substrat au TCA, l’utilisation de la navette mitochondriale citrate-malate, fournit une 

méthode alternative de genèse de NADPH (Assmann et al., 2017). Or, l’expression de deux 

facteurs cruciaux pour la réalisation de cette navette est dépendante de SREBP, à savoir 

SCL25A1 et ACLY, expliquant pourquoi l’inhibition de ce facteur de transcription conduit à 

une réduction dramatique de l’OXPHOS et de l’activité des LNK (Assmann et al., 2017). Le 

taux de glutamine intracellulaire est lui aussi important, puisqu’un déficit de cet acide aminé 

conduit à une inhibition de la traduction du facteur MYC, dont l’activité est essentielle pour 

maintenir des flux glycolytiques et de phosphorylation oxydative cohérents avec les fonctions 

de LNK activées (Loftus et al., 2018). 

L’importance du métabolisme dans les fonctions des LNK est encore un enjeu de recherche, 

notamment en ce qui concerne la mise en place de populations de cellules qui ont des fonctions 

à long-terme, comme les memory-like NK ou les NK adaptatifs (Cichocki et al., 2018; L. L. Liu 

et al., 2016; Pahl et al., 2018). Comprendre les tenants et les aboutissants concernant les prére-

quis métaboliques nécessaires à l’activation des LNK ouvre aussi la voie au développement 

d’immunothérapies impliquant ces cellules dans des environnements métaboliques restrictifs, 

tel que le microenvironnement tumoral (Cheng et al., 2013; Cichocki et al., 2017; Terrén et al., 

2019). 

Si on s’intéresse à la fonction des LNK dans l’infection par les Flavivirus et plus spécifi-

quement DENV et ZIKV, on s’aperçoit que celle-ci reste majoritairement indéterminée. La re-

connaissance du domaine III de la protéine E de DENV et WNV par le récepteur d’activation 

des LNK NKp44 a été rapportée, mais l’induction de la sécrétion de l’IFN-γ et la lyse des 

cellules infectées se limite aux cellules infectées par WNV (Hershkovitz et al., 2009). Ceci 

pourrait s’expliquer par la capacité des Flavivirus, via leurs protéines non-structurales, à 
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augmenter l’expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I envoyant 

des signaux inhibiteurs aux NK (Hershkovitz et al., 2008). Dans le cas de ZIKV, la régulation 

à la hausse de ce facteur de l’hôte est aussi retrouvée, avec les mêmes conséquences (A. Glasner 

et al., 2017). Toutefois, contrairement à DENV, ZIKV induit la production abondante d'IFN-γ 

et de TNF-α par les LNK in vitro en réponse à une stimulation par des cellules dendritiques au 

préalable infectées. Par ailleurs, l’infection par ZIKV induit de manière notoire un stress du 

réticulum endoplasmique. Une conséquence de ce stress est la relocalisation de la calréticuline 

du réticulum endoplasmique à la membrane cellulaire (Sen Santara et al., 2023). Récemment, 

Sen Santara et al. ont dépeint une fonction particulière des LNK lors de l’infection par ZIKV 

(Sen Santara et al., 2023). En effet, la reconnaissance de la calréticuline à la membrane des 

cellules infectées par le récepteur NKp46 des LNK, aboutit à la mort des cellules infectées (Sen 

Santara et al., 2023). 

I.2.iii.e. Les lymphocytes T 

Les lymphocytes T jouent un rôle central dans la réponse immunitaire en cas d’infection 

virale. Ils sont définis par l’expression en surface du TCR qui a la capacité de reconnaître et de 

lier les antigènes présentés par les CPA (Murphy & Weaver, 2016). La reconnaissance de l’an-

tigène permet l’établissement de réponses immunes spécifiques caractérisant le système immu-

nitaire adaptatif. Il existe deux types principaux de lymphocytes T selon qu’ils soient des effec-

teurs (ou cytotoxiques), exprimant alors CD8, ou des coordonnateurs (ou auxiliaires), expri-

mant alors CD4 (Murphy & Weaver, 2016). Les LT CD4+ participent à la coordination de la 

réponse immunitaire par la production de cytokines qui contribuent à activer et à différencier 

d'autres cellules immunitaires, notamment les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes 

B (Murphy & Weaver, 2016). Ainsi, ces lymphocytes peuvent être classés en fonction des cy-

tokines qu'ils produisent. Les lymphocytes TH1 produisent de l’IFN-γ et favorisent l'immunité 

à médiation cellulaire, alors que les lymphocytes TH2 produisent de l'IL-4 et de l'IL-13 ce qui 
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favorise l’immunité humorale (Murphy & Weaver, 2016). Les lymphocytes TH17, quant à eux, 

favorisent l'inflammation par leur production d’IL-17 (Murphy & Weaver, 2016). Enfin, les 

lymphocytes Treg, produisent de l’IL-10 et du TGF-β ayant plutôt pour objectif de réduire l’in-

flammation et de contrôler les effets délétères de la réponse immune (Murphy & Weaver, 2016). 

Les lymphocytes T CD8+ sont impliquées dans la destruction directe des cellules infectées ou 

cancéreuses (Murphy & Weaver, 2016). Lors de leur activation, les LT CD8+ prolifèrent tout 

en maintenant l’expression de leur TCR à leur surface, ce qui leur permet de reconnaître et de 

se lier à des antigènes spécifiques présentés par des cellules infectées ou cancéreuses (Murphy 

& Weaver, 2016). Une fois liés, les lymphocytes T CD8+ libèrent des molécules cytotoxiques 

telles que la perforine et les granzymes, qui provoquent la mort des cellules ciblées (Murphy & 

Weaver, 2016). 

Si nous nous intéressons maintenant plus spécifiquement au rôle du métabolisme dans la 

fonction des LT, il a été démontré que certaines voies métaboliques et certains nutriments sont 

essentiels à leur activité. En effet, trois des six "signes" caractérisant la sortie des LT de la 

quiescence sont liés au métabolisme, à savoir : l'absorption des nutriments, l'augmentation du 

métabolisme anabolique et la reprogrammation du métabolisme mitochondrial (N. M. Chapman 

et al., 2020). Les trois autres signes distinctifs sont l'entrée dans le cycle cellulaire de G0 dans 

les phases G2 – S – M, la croissance cellulaire et la signalisation autocrine ou paracrine de l'IL-

2 (N. M. Chapman et al., 2020).  Le métabolisme des lymphocytes T a été étudié mais aucun 

distinguo important n’a, à ce jour, été mis en avant entre les sous-types de lymphocytes T, ex-

cepté pour les lymphocytes T régulateurs (Figure 20) (Klein Geltink et al., 2018).  
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Figure 20 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des lymphocytes T. Chez les lymphocytes 
T en quiescence, l’activation des signaux inhibiteurs FOXO1 et FOXO3 par un signal TCR tonique induit l’ex-
pression et la signalisation par IL7Rα. Ces signaux permettent le maintien de la glycolyse et de la phosphorylation 
oxydative à un niveau basal. La signalisation par FOXO1 et FOXO3 est garantie par la régulation d’AKT grâce à 
des niveaux élevés de PTEN dans les cellules en quiescence. Les lymphocytes T activés voient l’activité du com-
plexe mTORC1 se montrer essentielle pour proliférer. La costimulation via CD28 a un impact positif sur l’expres-
sion de GLUT1 ainsi que d’ASCT2, et donc sur l’internalisation respectivement du glucose et de la glutamine. 
Ensemble, la glutamine et la leucine ont alors un rôle prépondérant sur mTORC1. mTORC1 favorise chez les 
lymphocytes T activés à la fois l’OXPHOS et la glycolyse aérobie dont les niveaux atteindront des niveaux supé-
rieurs à ceux retrouvés à l’état de quiescence. L’OXPHOS se retrouve également particulièrement promue suite à 
la fusion de la membrane interne et externe de la mitochondrie, aboutissant à une amélioration de l’efficience de 
la chaîne de transport des électrons, à laquelle vient s’ajouter une augmentation de la mitogenèse. Les intermé-
diaires métaboliques, tels que l’α-cétoglutarate et l’acétyl-CoA, présents dans les lymphocytes T activés ont éga-
lement un rôle dans le devenir des lymphocytes en participant à la régulation de l’expression de certains gènes. 
Des changements métaboliques au sein des lymphocytes T activés aboutissent à une régulation de la transcription 
et de la traduction de certains gènes. Enfin, il faut noter l’activité des complexes TSC dans le retour au métabolisme 
basal et donc la formation des cellules mémoires, puisqu’ils participent à l’inhibition de mTOR et au maintien actif 
de la quiescence. 

Ainsi, les lymphocytes T naïfs, ont un métabolisme permettant leur survie mais limitant leur 

prolifération et leur activation (S. Zhang et al., 2018). À noter, après activation, le retour à un 

tel métabolisme est essentiel pour la formation d’un pool de LT mémoires (Shrestha et al., 

2014). Ce métabolisme repose sur des signaux inhibiteurs pour un maintien actif de la quies-

cence. Parmi ces signaux, on relève l’activation de FOXO1 et FOXO3 (forkhead box protein 
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O1 et O3) par un signal TCR tonique, qui induit dans les tissus lymphoïdes l’expression et la 

signalisation du récepteur α à l’IL7 (IL7Rα) et dans la circulation l’expression de S1PR1 (S1P 

receptor 1) (Kerdiles et al., 2009; Mendoza et al., 2017; Ouyang et al., 2009). Le maintien de 

ces signalisations semble permis par des niveaux élevés de PTEN, qui régule l’activité d’AKT, 

connue pour inhiber les membres de la famille FOXO (A. Suzuki et al., 2001). Le métabolisme 

dans ces cellules naïves s’appuie sur une activité mitochondriale et une OXPHOS basales pour 

lesquelles le catabolisme du glucose et le catabolisme des acides aminés représentent la princi-

pale source de carbone. Associé à cette OXPHOS maintenue à un niveau faible, un flux glyco-

lytique basal est entretenu par l’assimilation de glucose via GLUT1, dont l’expression est per-

mise par la signalisation d’IL7R, à des niveaux certes plus faibles que pour des LT activés 

(Wofford et al., 2008). Enfin, il faut noter l’activité des complexes TSC (Tuberous Sclerosis 

Complex) dans le retour au métabolisme basal et donc la formation des LT mémoires, puisqu’ils 

participent à l’inhibition de mTOR et au maintien actif de la quiescence (Shrestha et al., 2014). 

En effet, les complexes mTOR sont essentiels à l’activation et la prolifération des lympho-

cytes T. Si un peptide de haute affinité est suffisant pour induire une augmentation de la glyco-

lyse, grâce à un flux de calcium plus important (Rabinowitz et al., 1996), la prolifération des 

lymphocytes T nécessite que l’activité de mTORC1 dépasse un certain seuil (K. Yang et al., 

2013). Ainsi, la déficience de la sous-unité RAPTOR de mTORC1 conduit à des défauts d’ac-

tivation  (K. Yang et al., 2013). L’activité de mTORC1 se traduit par une augmentation de l’ex-

pression du facteur de transcription MYC (Man et al., 2013; R. Wang et al., 2011). Le catabo-

lisme induit par le TCR est appuyé par la costimulation de CD28, celle-ci augmente l’expres-

sion de GLUT1 ainsi que d’ASCT2, et en conséquence l’internalisation respectivement du glu-

cose et de la glutamine dans les LT (S. R. Jacobs et al., 2008; Nakaya et al., 2014). Le taux de 

glutamine intracellulaire influent alors sur l’entrée de leucine via LAT1/CD98 (Nakaya et al., 

2014). Ensemble, la glutamine et la leucine ont alors un rôle prépondérant sur mTORC1 et donc 
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pour l’activation et la prolifération des lymphocytes T (Nakaya et al., 2014; Sinclair et al., 

2013). mTORC1, ainsi sollicité, va favoriser directement et indirectement, via MYC, 

l’OXPHOS mais également la glycolyse aérobie (Man et al., 2013; R. Wang et al., 2011). Ces 

deux flux métaboliques atteindront alors des niveaux supérieurs à ceux retrouvés à l’état de 

quiescence et seront alimentés par le glucose et la glutamine, dont le catabolisme corrèle avec 

une expression plus importante des enzymes impliquées dans ces voies métaboliques, notam-

ment HK2 et la glutaminase (R. Wang et al., 2011). De manière importante, la stabilisation de 

MYC par une O-N-acétylglucosaminylation, rendue possible par l’élévation de la glycolyse et 

de la glutamynolyse, favorise encore plus l’OXPHOS et la glycolyse aérobie (Swamy et al., 

2016). On note également l’importance de l’expression de MPC (Mitochondrial Pyruvate Car-

rier) permettant l’entrée du pyruvate dans la mitochondrie, sans lequel le métabolisme mito-

chondrial des LT ne reposerait que sur la glutamine (C. Yang et al., 2014). Au niveau mitochon-

drial le pyruvate sera transformé en acétyl-CoA qui participera, lui aussi, au TCA et fournira 

les cofacteurs nécessaires à alimenter la chaîne de transport des électrons (Electron Transport 

Chain, ETC). Enfin, les changements métaboliques au sein des lymphocytes T activés aboutis-

sent à une régulation de la transcription et de la traduction de certains gènes. En effet, au niveau 

génomique, on retrouve des modifications épigénétiques au niveau des gènes dictant le devenir 

des lymphocytes. De tels changements sont médiés par l’activation des déméthylases, permise 

par l’accumulation d’α-cétoglutarate (α -KG) liée à la glutaminolyse, et par une acétylation des 

histones grâce à la présence importante d’acétyl-CoA (Tyrakis et al., 2016; Wellen et al., 2009). 

Toutes ces reprogrammations métaboliques sont à la base de l’activation, de la différenciation 

et de la prolifération des TH1, TH2, TH17 et des CD8+. 

L’activité des lymphocytes au cours de l’infection par les Flavivirus est à la fois bénéfique 

et nocive pour l’hôte. Que ce soit in vitro ou sur modèle animal, les lymphocytes T cytotoxiques 

sont partie prenante de la protection contre DENV et ZIKV. Lors d’une primo-infection par 
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DENV, la prolifération de LT CD8+ DENV-spécifique induit une baisse significative de la pro-

génie virale, ces cellules produisant de l’IFN-γ, du TNF-α et exhibant leur capacité cytotoxique 

(Yauch et al., 2009). Cependant, en cas d’infection secondaire par un autre sérotype, un effet 

pathogénique des LT CD8+ a longtemps été rapporté. En effet, l’activation préférentielle des LT 

CD8+ spécifique du sérotype ayant infecté en premier lieu, au détriment de cellules spécifiques 

du sérotype secondairement infectant, conduit à une réponse T cytotoxique altérée pouvant par-

ticiper à la sévérité de la maladie (Bashyam et al., 2006; Mongkolsapaya et al., 2003). Cette 

théorie dite du « péché originel », qui a longuement été rapportée au fil des années dans la 

littérature, a été remise en question lors de l’étude du profil des réponses T CD8+ chez des sujets 

srilankais (Weiskopf et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs démontrent que les réponses T 

CD8+ altérées en cas d’infections par DENV seraient moins dues à la réinfection qu’à l’expres-

sion d’allèles spécifiques de CMH prédisposant à ce type de réponse (Weiskopf et al., 2013). 

En effet, les LT CD8+ cross-réactifs ont démontré une activation qualitativement et quantitati-

vement similaires à ceux de LT CD8+ séro-spécifiques (Elong Ngono et al., 2016; Weiskopf et 

al., 2013). Concernant ZIKV, l’intensité des efforts dévolus à la recherche sur la pathogenèse 

de ce virus mis en place au cours des différentes épidémies, ont pu conclure à un effet majori-

tairement positif des LT CD8+ lors de l’infection. Chez la souris, lors de l’infection l’activation 

de ces cellules réduit les effets néfastes de l’infection (Elong Ngono et al., 2017). Par ailleurs, 

si l’immunité préexistante est décriée peut-être à tort lors d’une infection secondaire par DENV, 

l’existence de LT CD8+ DENV-spécifique a montré une cross-protection bénéfique lors de l’in-

fection par ZIKV (Regla-Nava et al., 2018; Wen et al., 2017). En revanche, le rôle pathologique 

des lymphocytes auxiliaires dans l’infection par DENV a déjà été discuté dans la littérature. En 

effet, la déplétion des LT CD4+ en amont d’une infection par DENV n’a aucun impact sur la 

charge virale, ni les titres en anticorps neutralisants, pas moins que sur les réponses pour CD8+ 

(Yauch et al., 2010). Au contraire, lors d’une infection secondaire les LT CD4+ cross-réactifs 
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seraient impliqués dans l’expression excessive de cytokines pro-inflammatoires, participant au 

risque de développement de formes sévères (Beaumier & Rothman, 2009). La réponse anticorps 

neutralisante dirigée contre ZIKV semble par contre dépendre de l’activation de LT CD4+, éta-

blissant le rôle protecteur de ces cellules lors de l’infection (Lucas et al., 2018).  

I.2.iv. L’immunité à médiation humorale 

I.2.iv.a. Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B (CD19+) participent à la réponse adaptative, étant la pierre angulaire de 

l'établissement de la réponse humorale. Le passage de l'état quiescent à l'état mature et actif 

dépend d'une stimulation externe au niveau de leur récepteur des cellules B (B cell receptor, 

BCR), de leurs corécepteurs et/ou de leurs TLR, conjointement pour la majorité de leur popu-

lation à des signaux de soutien provenant des lymphocytes TH (Murphy & Weaver, 2016). 

Comme nous l'avons vu précédemment pour les lymphocytes T, différents programmes méta-

boliques ont été rapportés et leur exécution participe au destin des lymphocytes B. Le métabo-

lisme des LB peut orienter ces cellules soit vers la formation de plasmocytes soit vers la forma-

tion de LB germinaux centraux qui à terme pourront soutenir la formation de LB mémoire ou 

d’une deuxième vague de plasmocytes (Murphy & Weaver, 2016). Ces derniers devront avoir 

la capacité de supporter une synthèse protéique importante, cohérente avec des taux élevés de 

sécrétion d’anticorps (Figure 21). 

À l’état naïf et de manière similaire aux LT, les LB arborent l’activation de voies métabo-

liques basales maintenue par leur BCR et BAFF-R (B-cell activating factor receptor) dont les 

signaux sont intégrés par la tyrosine kinase cytoplasmique SYK (spleen tyrosine kynase) 

(Schweighoffer et al., 2013, 2017). Cette signalisation aboutit, à l’état quiescent à de faibles 

taux de flux métaboliques, comme en témoigne les mesures d’oxymétrie et de sécrétion de 

lactate, évalués par l’acidification du milieu extracellulaire (Extracellular Acidification Rate, 

ECAR) sur les LB non stimulés (Akkaya et al., 2018). Si le glucose et la glycolyse représentent 
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une source importante de substrat pour la formation d’ATP via le TCA, les LB favorisent l’oxy-

dation des acides gras pour alimenter le TCA et de manière subséquente la formation d’ATP par 

l’ETC. En effet, l’utilisation d’etoxomir, pour inhiber la FAO mitochondriale, conduit à une 

diminution de la respiration d’environ 60% chez les LB naïfs (Weisel et al., 2020). 

 

Figure 21 – Le rôle du métabolisme dans l’activation et la fonction des lymphocytes B. Les lymphocytes B 
en quiescence arborent un métabolisme basal maintenu par leur BCR et BAFF-R dépendamment de SYK, abou-
tissant à de faibles taux de flux métaboliques. Ces cellules favorisent l’oxydation des acides gras pour alimenter 
le cycle de Krebs et la formation d’ATP. Lors de l’activation des lymphocytes B, les voies ERK et PI3K œuvrent 
à l’activation des complexes mTORC1, mTORC2 et à l’activation de la protéine kinase PKCβ. L’activation de ces 
voies favorise l’import de glucose et d’acides aminés. Le glucose sert à alimenter la lipogenèse fournissant les 
substrats nécessaires à l’OXPHOS. La glutamine dont l’import est aussi augmenté, participe également à l’alimen-
tation de l’OXPHOS dans les lymphocytes B activés. Le métabolisme a également un rôle régulateur dans les 
mécanismes d’hypermutation somatique et de commutation isotypique essentiels pour la génération d’immuno-
globulines diverses, puisque mTORC1 et AKT sont impliqués dans l’expression de la désaminase AID responsable 
de ces phénomènes.  

L'activation des LB conduit, par l'intermédiaire d'une stimulation dépendante du BCR et de 

BAFF-R, à la mise en place d’une signalisation ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) 

d’une part et phosphoinositide 3-kinase (PI3K) d’autre part. La voie de signalisation ERK est 

cruciale pour la prolifération et la différenciation des lymphocytes B, mais aussi pour le destin 
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des lymphocytes B (Jacque et al., 2015; Otipoby et al., 2008). En effet, ERK favorise l'expres-

sion de BLIMP-1, qui est essentiel pour la maturation des LB naïfs (Yasuda et al., 2011). Mais 

de concert avec la voie PI3K, la voie ERK permet également l'établissement d'un métabolisme 

cellulaire compatible avec le destin des lymphocytes B, par l’activation des complexes 

mTORC1/mTORC2 et de la protéine kinase Cβ (PKCβ) (Blair et al., 2012; Doughty et al., 2006; 

Otipoby et al., 2008; Patke et al., 2006). Ainsi, on note une augmentation de l’import du glucose 

qui alimente alors préférentiellement la PPP plutôt que la glycolyse (Doughty et al., 2006). 

D’ailleurs confirmant cela, les carbones dérivés du glucose dans des études de traçage ont ma-

joritairement été retrouvés dans les nucléotides ainsi que dans des intermédiaires lipogéniques, 

ces derniers servent par la suite de substrats à la synthèse des acides gras (Fatty Acid Synthesis, 

FAS), augmentant le pool d’acides gras disponible pour alimenter la respiration cellulaire 

(Waters et al., 2018). L’activité de mTORC1 est également en lien avec le métabolisme des 

acides aminés. En effet, suite à leur activation les LB internalisent plus de leucine et de gluta-

mine, respectivement via LAT1 et ASCT2, qui sont connus pour activer mTORC1  (Cho et al., 

2016). L’appauvrissement de ces acides aminés dans le milieu est d’ailleurs associé aux mêmes 

effets qu’une déficience de l’unité RAPTOR de mTORC1, à savoir, une différenciation altérée 

que ce soit en cellules plasmatiques ou en cellules germinales (Raybuck et al., 2019). Il est 

important de noter que les capacités d’oxydation des LB sont plus importantes que celles des 

LT. Ainsi à l’activation, l’augmentation du flux glycolytique est supérieure à la sécrétion de 

lactate concomitante (Waters et al., 2018). Simplement, le glucose est plus utilisé pour fournir 

de l’acétyl-CoA (pour le TCA et la lipogenèse) que du lactate (Waters et al., 2018). Cependant, 

cet acétyl-CoA n’est pas le seul substrat disponible pour alimenter le TCA et donc l’OXPHOS 

qui a lieu dans les LB activés. En effet, suite à un stress glycolytique induit avec un milieu ne 

contenant que de la glutamine, sans glucose ni acides gras, la respiration mitochondriale n’est 

pas altérée (Boothby et al., 2022). Toutefois, l’acétyl-CoA fourni par la FAO, et donc ne 
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dépendant pas forcément d’un pool d’acide gras exogène, est utilisé par le TCA et la respiration 

cellulaire comme le montre l’utilisation d’etoxomir, et son effet sur l’OXPHOS dans les LB 

activés (Weisel et al., 2020). Enfin, mTORC1 et AKT s’illustrent dans la mise en place des 

mécanismes d’hypermutation somatique et de commutation isotypique essentiels dans la géné-

ration d’immunoglobulines diverses, puisque la désaminase AID (Activation-Induced cytidine 

Deaminase) responsable de ces phénomènes est plus exprimée lorsque l’activité mTORC1 est 

accrue (Chiu et al., 2019). 

L’activation des lymphocytes B spécifiques d’antigène, avec le support en général de si-

gnaux de costimulation (CD40L / CD40), doit aboutir à la genèse d’une réponse humorale adap-

tative permettant l’élimination des virions circulants, ceci par le biais d’anticorps neutralisants. 

Cette réponse s’avère importante contre les Flavivirus puisque l’administration d’anticorps mo-

noclonaux ou encore de sérums immuns confère une protection dans des modèles animaux 

(Elsterova et al., 2017; Keeffe et al., 2018). La neutralisation se caractérise par une diminution 

de la capacité des virus à infecter les cellules et résulte directement de l’encombrement de la 

particule virale par des anticorps. Les anticorps neutralisants dirigés contre les Flavivirus sont 

connus pour bloquer les étapes d’attachement et de fusion de la particule virale (L. Dai et al., 

2016; Fibriansah, Ibarra, et al., 2015; He et al., 1995; Teoh et al., 2012). En effet, on sait qu’une 

variété d’anticorps sont produits avec la capacité de reconnaître une structure quaternaire par-

ticipant à la fusion (L. Dai et al., 2016; Fibriansah, Tan, et al., 2015; Teoh et al., 2012). Parmi 

ces anticorps, une part importante de ceux retrouvés dans la circulation est représentée par des 

anticorps dirigés contre la boucle de fusion retrouvée dans le domaine II de la protéine E virale 

(Crill et al., 2009; L. Dai et al., 2016; Lai et al., 2013). Les cellules sécrétrices de ces anticorps 

font d’ailleurs partie des lymphocytes retrouvés à l’état de cellules B mémoires (Dejnirattisai 

et al., 2010, 2016). 
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I.2.iv.b. La facilitation de l’infection par les anticorps 

Cependant, dans le cas spécifique de DENV la facilitation de l’infection par des anticorps 

préexistants contre un autre sérotype ternit le tableau que nous venons de dresser sur l’efficacité 

de l’immunité humorale basée sur les anticorps. En effet, alors que le phénomène d’ADE a été 

démontré pour plusieurs familles de virus in vitro, la preuve d’un rôle de ce phénomène dans la 

pathogenèse associée à une infection in vivo en revanche est restée limitée. Parmi les cas où un 

tel phénomène a démontré sa réalité pathologique on peut compter les infections secondaires 

par DENV (Brandt et al., 1989; Nimmanitya et al., 1988). Ainsi, la transmission passive d’an-

ticorps réactifs contre DENV à des primates augmente la virémie et les conséquences de l’in-

fection en cas d’inoculation du virus (S. B. Halstead, 1979). Chez l’Homme, l’étude d’une co-

horte longitudinale a évoqué l’existence d’une gamme de concentration en anticorps cross-ré-

actifs prédisposant aux formes graves en cas de réinfection (Katzelnick et al., 2017). Le phéno-

mène d’ADE dans le cas du virus de la Dengue a d’ailleurs soulevé des questionnements dans 

le cadre de la stratégie vaccinale, comme nous l’avons vu avec le vaccin tétravalent Deng-

vaxia®. Le mécanisme d’ADE repose sur la présence d’anticorps dirigés contre un sérotype de 

DENV alors qu’une infection par un autre sérotype est en cours, les anticorps préexistants sont 

alors retrouvés avec des titres circulants trop faibles pour être neutralisants, mais également 

plus élevés que nécessaire pour l’attachement durable aux récepteurs Fcγ (S. B. Halstead, 

2003). Ces anticorps sub-neutralisants forment des complexes immuns avec la particule virale 

et seront reconnus par les cellules exprimant le récepteur Fcγ (Peiris et al., 1981). Puisque le 

principe de neutralisation des particules virales consiste majoritairement en la large occupation 

des épitopes nécessaires à l’entrée virale, la neutralisation permise par les anticorps dans ces 

circonstances n’est pas optimale, et permet à la particule ainsi internalisée d’accomplir son 

étape de fusion et d’initier son cycle viral. 
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I.2.iv.c. Le complément 

Le complément regroupe un ensemble de facteurs protéiques produits par le foie et retrou-

vés à l’état soluble dans le sérum qui ont la capacité de reconnaître les motifs moléculaires 

associés aux pathogènes (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs), et de les lier par 

opsonisation, mais ils agissent également en « complément » des anticorps en se fixant aux 

complexes immuns. Les activités du complément permettent l’inhibition de l’infection par dif-

férents virus, mais dans le cas des Flavivirus il a un rôle ambivalent, comme c’est le cas pour 

d’autres composantes de l’immunité (Avirutnan et al., 2008; Stoermer & Morrison, 2011). L’ac-

tivation du complément repose sur la protéolyse des facteurs circulant grâce à trois voies dis-

tinctes (Figure 22). La voie classique d’activation est initiée lorsque le facteur C1q se lie à un 

complexe anticorps/pathogène ou anticorps/cellule infectée, alors que la voie des lectines est 

déclenchée par la reconnaissance de certains glucides retrouvés à la surface des pathogènes ou 

des cellules apoptotiques par la Mannose-Binding Lectin (MBL) (Ricklin et al., 2010). Enfin, il 

existe un niveau d’activation basal du complément, représenté par la voie alterne et permise par 

une protéolyse spontanée (Ricklin et al., 2010). Ces différentes voies d’initiation mènent à la 

protéolyse du facteur C3 en C3a et C3b. C3a est un petit fragment soluble permettant le recru-

tement des leucocytes, alors que C3b va se lier de manière covalente aux surfaces cellulaires et 

virales, et initiera la formation de la C5 convertase via deux assemblages différents, 

C4bC2bC3b et C3bBbC3b, ce qui aboutira au clivage de C5 et au recrutement des facteurs 

formant le complexe d’attaque membranaire (Membrane Attack Complex, MAC) (Ricklin et 

al., 2010; Serna et al., 2016). La formation de ce complexe à la surface de la cellule infectée 

permettra alors sa lyse. De manière similaire, la lyse directe du virus (virolyse) peut être induite 

par la formation du MAC. Par ailleurs, l’opsonisation de la surface du pathogène et de la cellule 

infectée, par les facteurs du complément, facilite leur phagocytose via les récepteurs du com-

pléments CR1, CR3, CR4 et CRIg (Ricklin et al., 2010). 



 82 

 

Figure 22 – Système du complément lors de l'infection par un Flavivirus. Les trois voies d’activation du sys-
tème du complément (classique, lectines et alterne) conduisent à la formation de la C3 convertase, qu’elle soit 
classique ou alterne. La C3 convertase intervient dans la formation de la C5 convertase qui va elle-même permettre, 
avec d’autres composants du complément, la formation de complexes d’attaque membranaire. Les produits de 
clivages des protéines du complément qui n’interviennent pas dans l’opsonisation, ou dans la composition des 
convertases, jouent le rôle de chemoattractants/anaphylotoxines. 

Dans le cadre de l’infection par les Flavivirus, des concentrations croissantes de facteurs du 

complément ont montré la capacité de neutraliser DENV en culture cellulaire et in vivo, et ce 

même en l’absence d’anticorps, grâce à l’activation de la voie des lectines (Fuchs et al., 2010). 

Par ailleurs, la présence des facteurs du complément dans la circulation est bénéfique à la ré-

ponse humorale adaptative. En effet, l’activité du complément potentialise les capacités de neu-

tralisation des anticorps, réduisant de ce fait le titre en anticorps circulants nécessaire pour que 

ceux-ci soient neutralisants (Mehlhop et al., 2009). De plus, il semble que la formation du com-

plexe d’attaque membranaire par la voie classique a un effet positif, en diminuant la virémie 

dans le cas de l’infection par ZIKV (Schiela et al., 2018). Néanmoins, l’activité du complément 

semble être la cible de contre-mesures inhibitrices limitant ses bienfaits lors de l’infection. 
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DENV et ZIKV sont ainsi capables d’inhiber la formation du MAC respectivement par leur 

protéine NS1 et E, mais également de fixer d’autres facteurs du complément (C4, C4b, C9 et 

MBL) en ce qui concerne DENV (Avirutnan et al., 2007, 2010; Conde et al., 2016; Malekshahi 

et al., 2020; Thiemmeca et al., 2016). Enfin, venant un peu plus ternir le tableau, il est même 

supposé depuis longtemps que le complément puisse participer à la pathogenèse des formes 

sévères d’infection par la Dengue, notamment via une activité inhibitrice de NS1 (voir I.1.viii.a. 

La protéine NS1) (Avirutnan et al., 2006; Bokisch et al., 1973; Cabezas et al., 2018; 

Churdboonchart et al., 1983). 

I.2.v. L’immunité intrinsèque : implications du métabolisme cellulaire dans la détection 

des virus et la réponse antivirale associée 

Jusqu’ici, l’immunométabolisme a été défini comme l’impact que peut avoir le métabolisme 

cellulaire sur la mise en place de la réponse immunitaire, en se concentrant principalement sur 

les cellules faisant partie du système immunitaire, qu’il soit adaptatif ou inné. En effet, bon 

nombre de revues de la littérature font la part belle aux cellules immunitaires et aux voies mé-

taboliques impliquées dans leur activation et leur fonctionnalité. Cependant, l’immunométabo-

lisme devrait également intégrer les réponses précoces mises en place par les cellules paren-

chymateuses et conjonctives lors d’un dommage ou d’une infection tant ces réponses sont es-

sentielles au contrôle immun de pathogènes mais également à la mise en place subséquente des 

réponses immunitaires à proprement parler. C’est pourquoi nous allons à présent nous intéresser 

aux cellules en première ligne lors d’une infection et comment leur métabolisme, ainsi que son 

contrôle inhérent à l’infection, peut participer à une réponse antivirale plus ou moins efficace. 

I.2.v.a. Les voies métaboliques impliquées dans la détection virale et la sécrétion 

d’interférons 

En effet, lors d’une infection virale, les cellules au site d’infection vont mettre en place une 

réponse antivirale reposant sur la sécrétion d’interférons de type I (comprenant les IFN-α et β) 
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et de type III (proches structurellement de la famille des IL-10) (Lazear et al., 2019). En ce qui 

concerne les interférons de type I, les cellules infectées vont sécréter majoritairement de l’IFN-

β, les sous-types d’IFN-α étant plutôt réservés aux cellules immunes, notamment les monocytes 

et les cellules dendritiques.  

La sécrétion d’IFNs et la réponse antivirale qui en découle est dépendante de la reconnais-

sance de motifs moléculaires associés aux pathogènes PAMPs d’origine virale par les PRRs 

cellulaires (Figure 23). Parmi les PAMPs pouvant alerter la cellule infectée, les acides nu-

cléiques viraux sont les médiateurs les plus puissants. Les PRRs dévolus à la détection de ces 

acides nucléiques d’origine virale sont variables selon leur type. Ainsi, la reconnaissance de 

l’ARN viral dans le cytosol des cellules infectées repose sur les récepteurs RIG-I-like (RLR), 

dont font partie RIG-I et MDA5. RIG-I a montré la capacité à lier les ARN arborant des motifs 

qui ne sont pas retrouvés chez les mammifères, telles que des coiffes 5’-PPP ou 5’-PP (Hornung 

et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). La détection via MDA5 par contre reste encore à explorer, 

même si MDA5 s’est montré essentiel comme senseur pour les ARN double brin synthétiques, 

comme l’acide polyriboinosinique:polyribocytidylique (poly :IC, PIC), et les picornavirus 

(Gitlin et al., 2006; Kato et al., 2006). Dans les deux cas, la reconnaissance de leur ligand est 

suivie d’un changement conformationnel et à l’oligomérisation des RLR via leur domaine de 

recrutement et d’activation des caspases (Caspase Activation and Recruitment Domains, 

CARD), qui est aussi disponible pour lier le domaine CARD de MAVS (mitochondrial antivi-

ral-signalling protein) ancrée dans la membrane mitochondriale par son domaine transmem-

branaire (Kowalinski et al., 2011; L.-G. Xu et al., 2005). Cette interaction RLR – MAVS conduit 

à l’activation des facteurs régulateurs de l’IFN (IRF) IRF3, IRF7 et NF-κB, via une cascade de 

signalisation impliquant le facteur associé aux récepteurs de TNF 3 (TNF receptor associated 

factor, TRAF3), TBK1 et IKKε, ce qui aboutit à la sécrétion des IFN de type I et III (Paz et al., 

2011). La détection de l’ADN cytosolique repose, quant à elle, sur l’axe cGAS/STING qui 
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malgré l’introduction d’autres senseurs, reste la voie plus relatée dans la littérature. En détectant 

l’ADN double brin cytosolique, cGAS (cyclic GMP-AMP Synthase) produit du GMP-AMP cy-

clique (cGAMP) conduisant à l’activation de STING (Stimulator of Interferon Genes) 

(Motwani et al., 2019). En retour, STING forme un complexe de signalisation avec TBK1 in-

duisant IRF3 et l’expression des IFN de type I et III (Motwani et al., 2019). Au niveau endoso-

mal, les TLR 3, 7/8 et 9 détectent respectivement l’ADN double brin, l’ARN simple brin et 

l’ADN contenant des dinucléotides CpG non méthylés (Chow et al., 2018). La signalisation par 

les TLR aboutit par des protéines adaptatrices qui leur sont propres (TIR domain Containing 

Adaptor Molecule 1 – TICAM1 et Myeloid Differentiation primary response 88 – MYD88) aux 

mêmes facteurs transcriptionnels que pour les voies RLR et cGAS/STING, à savoir l’activation 

et la dimérisation des IRF 3 et 7 (Chow et al., 2018). Enfin, la détection du génome viral peut 

aussi se faire par le biais de senseurs associés à l’inflammasome, les NLR ( Nucleotide-binding 

oligomerization domain (NOD)-Like Receptors) dont plus particulièrement NLRP3 (NOD-Like 

Receptor family, Pyrin domain containing 3), induisant une signalisation MAPK-dépendante, 

associée à la mise en place de signaux inflammatoires aspécifiques (Swanson et al., 2019) ; 

mais également une signalisation via MAVS, conduisant comme précédemment à une réponse 

antivirale plus spécifique (Chow et al., 2018). Plus précisément, la détection de ZIKV et de 

DENV implique en premier lieu la reconnaissance des motifs en 5’ du génome viral par RIG-I, 

la signalisation en aval étant dépendante d’IRF3 (Chazal et al., 2018; Nasirudeen et al., 2011). 

Lors de l’entrée de DENV, il semble que TLR7 puisse également participer à la détection en-

dosomale du génome viral (J. P. Wang et al., 2006). Enfin, même si les Flavivirus sont des virus 

à ARN, l’axe cGAS / STING est partie prenante de leur détection. En effet, lors de l’infection 

par DENV, la localisation ectopique de l’ADN mitochondrial dans le cytoplasme promeut la 

production de cGAMP via le senseur cGAS (Aguirre et al., 2017). 
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Figure 23 – Mécanismes moléculaires menant à la détection du génome des Flavivirus. La détection du gé-
nome des Flavivirus est dépendante de plusieurs voies intervenant de concert afin d’établir une réponse antivirale 
rapide et efficiente. Ainsi, on retrouve l’activation des récepteurs RIG-I like (RLR), des récepteurs Toll-like (TLR) 
mais également de l’inflammasome via NLRP3. De plus, la libération d’ADN mitochondrial ou d’ADN cellulaire 
endommagé par les cellules infectées conduit à une détection par la voie cGAS/STING. Tous ces signaux d’alerte 
sont intégrés et mènent à l’activation de facteurs de transcription communs à ces voies de détection, à savoir IRF3, 
IRF7 et NF-κB, qui se chargeront suite à une interaction avec leur promoteur de permettre d’une part l’expression 
des interférons de type I et III, et d’autre part l’expression de cytokines pro-inflammatoires. 

L’étude de l’intrication du métabolisme dans la signalisation et la détection du génome viral 

a récemment rapporté des données intéressantes, telles que le rôle de la production de lactate 

dans la régulation de l’IFN (Figure 24) (W. Zhang et al., 2019). Grâce à une approche métabo-

lomique réalisée dans un modèle de cellules embryonnaires rénales humaines (HEK293) sti-

mulées avec du poly:IC, la régulation à la baisse de la glycolyse a été démontrée lors de la mise 

en place de la production d’IFN de type I dépendante de la voie RLR (W. Zhang et al., 2019). 

La diminution de la glycolyse relevée en cas d’activation de la signalisation par les RLR a 

notamment été associée à une diminution de la localisation mitochondriale d’HK2, essentielle 

pour pouvoir développer sa pleine fonctionnalité. Ces données semblent suggérer que la relation 

inverse entre la glycolyse et la signalisation antivirale conduit irrémédiablement à une 
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augmentation de la signalisation TBK1 – IRF3 et de la production d’IFN-β (W. Zhang et al., 

2019). Appuyant cette idée, les mêmes travaux ont mis en avant la fonction inhibitrice intrin-

sèque du lactate sur l’activation des RLR. En effet, la délétion de la sous-unité PDHc de la 

pyruvate déshydrogénase conduit à la déficience de la phosphorylation oxydative et à l’accu-

mulation de lactate. Or ce métabolite a montré sa capacité à interagir avec MAVS et à limiter 

sa localisation mitochondriale, son association à RIG-I, ainsi que son agrégation, pourtant es-

sentielles à la signalisation de la voie IFN (W. Zhang et al., 2019). En outre, si le lactate a un 

effet direct sur MAVS, aucun déficit n’a été rapporté dans ces modèles concernant la voie 

cGAS/STING (W. Zhang et al., 2019). Parallèlement, et corroborant le fait que la phosphory-

lation oxydative au contraire de la glycolyse favorise la signalisation par MAVS, la formation 

de ROS mitochondriaux s’est montrée indispensable à l’oligomérisation de MAVS. Ainsi l’in-

hibition de la formation des ROS mitochondriaux par un antioxydant ciblant spécifiquement 

ceux-ci, le MitoQ, aboutit à une diminution de l’oligomérisation de MAVS et donc à une sécré-

tion plus faible d’IFN-β (Buskiewicz et al., 2016). En effet, les ROS mitochondriaux participe-

raient notamment à la peroxydation des lipides membranaires mitochondriaux, l’état de la mem-

brane mitochondriale influant alors sur l’oligomérisation de MAVS (Nobre et al., 2015). 
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Figure 24 – L'implication du métabolisme dans la détection du génome viral. L’étude de l’influence des voies 
métaboliques sur la détection des pathogènes d’origine virale révèle l’intrication qui existe entre les acteurs du 
métabolisme la détection du génome viral. La voie mTORC1, et S6K1 faisant partie de cette voie de signalisation 
majeure, ont montré leur rôle dans la promotion des voies de détection dépendante à cGAS/STING et aux TLR. 
D’autre part, la glycolyse aérobie et son métabolite final, le lactate, ont montré une interaction négative avec la 
voie de détection dépendant des RLR, notamment en inhibant MAVS. 

Le lien entre voies métaboliques et détection du génome viral, a aussi été mis en avant du 

côté de cGAS/STING et des TLR (Figure 25). En effet, chez des lymphocytes T, l’inhibition 

de mTORC1 aboutit à une diminution drastique de la production d’IFN de type I par rapport 

aux cellules contrôles, malgré une stimulation avec du cGAMP et un signal de costimulation 

(Imanishi et al., 2019). L’importance de mTORC1 sur l’activation de la voie cGAS/STING a 

été démontrée pharmacologiquement en utilisant de la rapamycine mais également chez des LT 

provenant de souris RAPTOR−/− (Imanishi et al., 2019). La recherche du mécanisme par lequel 

mTORC1 influe sur cGAS/STING a conduit à prouver que deux facteurs en aval de mTORC1, 

4E-BP1 et S6K, auraient un rôle sur l’axe antiviral avec une portée prépondérante de S6K1 

(Imanishi et al., 2019). Malheureusement, le lien entre cet effet et une variation particulière du 

métabolisme n’a pas été recherchée, alors même que mTORC1 régule finement le métabolisme 
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des LT, notamment lors de leur activation. Par contre, il a déjà été rapporté que l’inhibition 

spécifique de S6K1 par du PF-4708671 aboutissait à une glycolyse exacerbée et à une inhibition 

du complexe I mitochondrial, illustrant la relation intime S6K1 avec la phosphorylation oxyda-

tive et le métabolisme mitochondrial (Shum et al., 2016, 2019). Ces données appuient donc une 

fois de plus l’importance de la phosphorylation oxydative dans la sécrétion d’IFN de type I. En 

plus de son rôle sur le métabolisme cellulaire, S6K1 interagit directement avec STING via son 

domaine kinase pour former un complexe tripartite S6K1 – STING – TBK1 nécessaire à l’ac-

tivation d’IRF3 (F. Wang et al., 2016). De manière similaire, la détection du génome endosomal 

par les TLR semblent être dépendante de mTORC1. En effet, chez des pDCs issues de souris, 

la stimulation du TLR9 par son ligand en présence de rapamycine engendre une production 

d’IFN de type I plus faible, et cette diminution a été corrélée à une réduction de la phosphory-

lation d’IRF7 chez les cellules traitées par la rapamycine (Cao et al., 2008). Comme précédem-

ment, la voie impliquant S6K en aval de mTORC1 semble être impliquée (Cao et al., 2008). La 

détection de l’ARN endosomal semble elle aussi être impactée en cas d’inhibition de mTORC1, 

puisque l’immunisation de souris par la souche vaccinale du Yellow Fever Virus (17D), en pré-

sence de rapamycine aboutit à une diminution de la sécrétion d’IFN-α/β, cette fois liée à une 

régulation à la baisse de la signalisation passant par TLR7 (Cao et al., 2008). De manière inté-

ressante, l’effet de mTORC1 semble se limiter aux axes cGAS/STING et TLR/MYD88, 

puisque l’utilisation de poly:IC comme antagoniste des RLRs en présence de rapamycine, n’en-

traîne aucune différence de production d’IFN avec la situation contrôle (Cao et al., 2008). Même 

si ces données ont été obtenues chez des cellules immunes, il est probable qu’un fonctionnement 

similaire soit retrouvé chez des cellules non-immunes. Ainsi, le contexte métabolique au mo-

ment de l’infection influe sur la mise en place d’une sécrétion d’interférons plus ou moins effi-

cace. 
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I.2.v.b. Dépendance de la réponse antivirale au métabolisme 

Un métabolisme adapté à la sécrétion d’IFN de type I et III est important puisque les IFN 

ainsi sécrétés pourront par une boucle d’activation autocrine et une action paracrine entraîner 

la production d’effecteurs antiviraux (Schoggins, 2019). Ces deux types d’IFN étant sécrétés 

de manière concomitante, il est difficile de déterminer leur effet intrinsèque sur la production 

d’ISGs. Ainsi, les IFN de type I et III se fixent sur leur récepteur respectif, à savoir IFNAR1/2 

et IFNLR1/IL-10Rβ, aboutissant via la voie JAK-STAT d’une part à la phosphorylation et l’ho-

modimérisation de STAT1 (GAF, Gamma interferon activation factor) et d’autre part à la for-

mation du complexe ISGF3 (Interferon Stimlated Genes Factor 3) composé d’IRF9, de STAT1 

et de STAT2 phosphorylés (Schoggins, 2019). ISGF3 interagit par la suite avec l’élément de 

réponse sensible à l’interféron (Interferon-Sensitive Responsive Element, ISRE) alors que GAF 

interagit avec le site d’activation à l’interféron gamma (gamma interferon activation site, GAS), 

dans les deux cas conduisant à l’expression d’ISGs (Figure 25) (Schoggins, 2019). Les ISGs 

regroupent plusieurs effecteurs antiviraux aux effets variés. Si l’attachement n’a pour l’heure 

trouvé que peu de facteurs limitant, hormis l’héparanase (Schoggins et al., 2014), l’entrée est 

par contre la cible de plusieurs effecteurs antiviraux, incluant les gènes de résistance au Myxo-

virus (MX1 et MX2) ou les protéines des familles IFITM (IFN-inducible Transmembrane) et 

TRIM (Tripartite Motif). Ainsi, MX1 et MX2 semblent limiter l’arrivée des composants viraux 

à leur compartiment de destination (Kane et al., 2013; Kochs et al., 2002), les membres de la 

famille IFITM, majoritairement retrouvés dans les endosomes tardifs et les lysosomes, inhibe-

raient l’entrée des virus se servant de ces voies (Feeley et al., 2011; I.-C. Huang et al., 2011; 

Wilkins et al., 2013). Toutefois, leur mécanisme d’action n’est à ce jour toujours pas élucidé, 

d’aucun évoque une altération de l’acidification endosomale essentielle au processus de fusion, 

d’autres argumentent que les IFITM pourraient influer directement sur les propriétés physiques 

des membranes endosomales et lysosomales (Wee et al., 2012). Parmi les ISGs inhibant l’entrée 
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virale, la cholestrol-25-hydroxylase (CH25H) a été rapportée pour plusieurs virus, dont DENV 

et ZIKV (C. Li et al., 2017). La CD25H catalyse la conversion du cholestérol en 25-hydroxy-

cholestérol (25HC), cet intermédiaire est supposément impliqué dans l’altération des propriétés 

physicochimiques de la membrane et de ce fait l’inhibition de la fusion des virus enveloppés 

(S.-Y. Liu et al., 2013). Mais le 25HC jouerait aussi un rôle post-entrée en tant qu’inhibiteur de 

la voie de synthèse des stérols, celle-ci se révélant essentielle pour la progénie virale (Bordier 

et al., 2002, 2003; T. Y. Chang & Limanek, 1980; Kandutsch et al., 1978). La traduction des 

protéines virales est aussi une cible des effecteurs antiviraux, parmi lesquels, les protéines de 

la famille IFIT (Interferon Induced Protein with Tetratricopeptide repeats, ISG56/IFIT1, 

ISG54/IFIT2), la protéine kinase R (PKR) ou ISG15. PKR et les protéines IFIT régulent l’ini-

tiation de la traduction en interagissant avec les facteurs d’initiation eiF2α, eiF3C ou eiF3E (J. 

Guo, 2000; Hui et al., 2003, p. 56; Pindel & Sadler, 2011; Terenzi et al., 2006). En sus, certaines 

protéines de la famille IFIT ont la capacité de reconnaître les coiffes de type 0 (sans 2-O-mé-

thylation) ou de type 1 (m7GpppAmN) conduisant à l’inhibition de la traduction (Fleith et al., 

2018; P. Kumar et al., 2014). Notamment, ISG54/IFIT2 semble avoir un effet inhibiteur sur le 

virus Zika, au contraire d’ISG56/IFIT1 (Wichit et al., 2019). La protéine ISG15, qui est un 

acteur principal de l’ISGylation intervenant lors des étapes post-traductionnelles de la produc-

tion des protéines virales et de l’hôte, a montré de multiples fonctions selon la cible ISGylée 

(Durfee et al., 2010; Okumura et al., 2007; H.-X. Shi et al., 2010). Allant de la stabilisation 

d’IRF3, maintenant la signalisation en aval, à l’augmentation de l’affinité de 4EHP, un régula-

teur négatif de la traduction, pour la coiffe 5’ des ARN messagers promouvant sa capacité à 

inhiber la traduction (Okumura et al., 2007; H.-X. Shi et al., 2010). Toutefois, l’implication 

d’ISG15 dans la réponse antivirale contre les Flavivirus reste ambiguë, tantôt facilitant ou ré-

duisant l’infection par ZIKV selon le modèle cellulaire, et améliorant la réponse antivirale 

contre DENV et WNV d’autre part (J. Dai et al., 2011; P. K. Singh et al., 2019; Y. Wang et al., 
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2020). Comme nous l’avons vu précédemment, la mise en place du complexe réplicatif par la 

déformation du réticulum endoplasmique est un élément essentiel à la réplication des Flavivi-

rus, ce phénomène est compliqué par l’expression d’IFI-6 (Interferon α inducible protein 6) qui 

prévient les invaginations membranaires du RE nécessaires au complexe réplicatif (Richardson 

et al., 2018). Aussi, l’expression de la 2’-5’-oligoadenylate synthase 1 (OAS1) lors de l’infec-

tion participe à l’activation de l’endoribonucléase RNase L en produisant des 2’-5’-oligoa-

denylates liés, celle-ci joue alors un rôle inhibiteur en réduisant la stabilité du génome viral. Cet 

axe s’est notamment illustré pour ses fonctions protectrices contre DENV, alors que ZIKV 

semble résistant à l’activité de RNase L (R.-J. Lin et al., 2009; Whelan et al., 2019). Enfin, la 

vipérine, faisant probablement partie des ISGs les plus étudiés, a été associée à des activités 

antivirales variées certainement en conséquence de l’éventail possible des cycles viraux établis 

(Helbig & Beard, 2014; Rivera-Serrano et al., 2020). Ainsi, pour ZIKV et DENV, la vipérine a 

montré son activité inhibitrice en interagissant avec la protéine NS3 et même en l’adressant au 

protéasome pour être dégradée, mais aussi en entravant la réplication du génome probablement 

par des interactions avec le génome viral au site de réplication (Helbig et al., 2013; Panayiotou 

et al., 2018). 

La question de l’effet du métabolisme sur la production des effecteurs antiviraux en est 

cependant à ses premiers balbutiements par rapport aux travaux menés sur la détection des 

PAMPs et la sécrétion de l’IFN. Ainsi, il semble qu’une concentration élevée de glucose, géné-

ralement propice à la glycolyse, favorise l’expression d’une ISG essentielle au contrôle de l’in-

fection par le virus Zika, la vipérine (Figure 25) (Reslan et al., 2022). Ce qui tranche avec les 

travaux explorant la détection des pathogènes et la sécrétion de l’IFN, puisqu’ici la glycolyse 

ferait la part belle à la production de cette ISG, là où elle semblait défavorable en amont de la 

signalisation par l’IFN. Pour autant, dans ces travaux l’expression d’aucune autre ISG n’a été 

explorée, et l’effet de la glycolyse pourrait être spécifique à la vipérine (Reslan et al., 2022). 
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C’est notamment un aspect que nous avons exploré dans ces travaux. Également, la place du 

métabolisme glutaminergique lors de l’infection virale et de la mise en place de la réponse 

antivirale reste en suspens dans la littérature (Koufaris & Nicolaidou, 2021). La L-glutamine 

est-elle indispensable au virus lors de sa réplication, ou serait-ce plutôt l’hôte qui en aurait 

besoin pour produire une réponse antivirale efficace (Koufaris & Nicolaidou, 2021) ? 

 

Figure 25 – Effecteurs antiviraux et Flavivirus. La fixation des IFN de type I et III sur leur récepteur respectif 
aboutit via la voie JAK/STAT à la translocation nucléaire des facteurs ISGF3 et GAF. Ces facteurs interagissent 
avec leur promoteur respectif ISRE et GAS, résultant en l’expression des gènes stimulés par l’interféron (ISGs), 
qui sont les effecteurs de la réponse antivirale. Lors de l’infection par ZIKV et DENV plusieurs de ces ISGs ont 
montré une activité antivirale, que ce soit lors de l’entrée, de la réplication ou de l’assemblage du virus. D’autres 
ISGs comme ISG15 ont plutôt un rôle de promotion de la réponse antivirale, en favorisant l’activité de certains 
facteurs impliqués dans cette réponse. Si ce n’est le rôle d’une concentration élevée de glucose sur l’expression de 
la vipérine, l’implication du métabolisme dans l’expression des effecteurs antiviraux reste à explorer. 

I.2.v.c. Reprogrammation métabolique par les virus et évasion immune associée 

Ainsi, comme nous avons pu l’évoquer, l’établissement de la réponse interférons par la cel-

lule infectée ou les cellules alentours est l’une des premières lignes de défense que doit affronter 

le virus pour se répliquer efficacement. Il n’est donc pas étonnant qu’au cours de leur évolution 
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commune avec l’hôte les virus aient développé des moyens de protection vis-à-vis de cette 

réponse. Il est d’ailleurs intéressant de noter que même si les méthodes employées pour juguler 

la réponse interférons diffèrent d’un virus à un autre, seuls quelques facteurs de l’hôte sont 

régulièrement ciblés pour l’endiguer. On se rend donc compte que peu de soupapes de sécurité 

séparent le virus d’une réplication efficace. La manipulation de la voie IFN par les Flavivirus, 

dont ZIKV et DENV, s’effectue à plusieurs niveaux. D’abord, la détection du pathogène, et 

donc la production d’IFN-β en réponse, peut être la cible d’une régulation par les virus de la 

Dengue et Zika (Figure 26). Comme nous l’avons vu, le système de détection des motifs asso-

ciés à DENV et ZIKV doit se heurter à la barrière physique que représente le complexe répli-

catif, limitant l’accès au génome viral pour RIG-I et MDA5 (Uchida et al., 2014; Welsch et al., 

2009). La détection dépendante de RIG-I est également impactée à la fois par les sfRNA de 

DENV, inhibant l’ubiquitinylation de TRIM25 nécessaire à l’activation de RIG-I, et une inte-

raction protéique de NS3 avec la protéine 14-3-3ε limitant la translocation mitochondriale de 

RIG-I (Chan & Gack, 2016; Manokaran et al., 2015). De plus, la 2-O-méthylation portée par le 

génome viral est aussi responsable d’une diminution de sa reconnaissance par RIG-I (D. C. 

Chang et al., 2016). Par ailleurs, l’amplification de la réponse antivirale par l’axe cGAS/STING 

grâce à la détection de l’ADN mitochondrial, libéré dû aux dommages induits par l’infection, 

est notamment entravée par le clivage de STING via la protéase virale NS2-NS3 et la protéine 

NS2B de ZIKV et DENV (Aguirre et al., 2012, 2017; Ding et al., 2018). TBK1, qui intervient 

dans la phosphorylation des IRF3 et 7, est quant à elle la cible de la protéine NS4, inhibant 

l’induction de l’IFN-β lors de l’infection (Dalrymple et al., 2015; Xia et al., 2018). La régulation 

de la réponse antivirale mise en place par DENV et ZIKV intervient également sur la voie de 

signalisation en aval des récepteurs à l’interféron, particulièrement au niveau de l’expression et 

de la fonction des facteurs de transcription STAT1 et STAT2. En effet, la protéine NS4B du 

virus de la Dengue est capable de limiter la translocation nucléaire de STAT1 (Muñoz-Jordán 
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et al., 2003). Alors que la protéine NS5, à la fois de ZIKV et DENV, sont en capacité d’induire 

la dégradation protéosomale de STAT2 (Ashour et al., 2009; Grant et al., 2016). Il faut noter 

que certaines des régulations citées ici interviennent via des interactions protéine-protéine qui 

sont spécifiques de l’hôte humain. Ainsi, par exemple Stat2 murin n’interagit pas avec la pro-

téine NS5 (Ashour et al., 2010; Grant et al., 2016). Dans la même lignée, DENV est incapable 

de cliver la protéine murine STING (T. Zhu et al., 2022). Ces variations conduisent à une res-

triction des Flavivirus spécifique à l'espèce murine et représentent donc une barrière à l’infec-

tion chez cette espèce. 

 

Figure 26 – Manipulation de la réponse interférons par ZIKV et DENV. Les virus de la Dengue et Zika sont 
capables d’interférer avec la mise en place de la réponse antivirale à plusieurs niveaux. En limitant la détection de 
leur génome viral par le système RLR d’une part, via l’activité de leur sfRNA ou de leurs protéines virales NS3 et 
NS4B. La signalisation dépendant de l’interféron est également altérée puisque STAT1 et STAT2 sont ciblés par 
les protéines virales inhibant l’expression des ISGs. Par ailleurs, ZIKV et DENV sont connus pour inhiber la 
phosphorylation oxydative, initialement, et favoriser respectivement la voie des pentoses phosphate et la lipoge-
nèse. À cela s’ajoute pour les deux virus, une capacité à favoriser la glycolyse aérobie. Ces modifications du 
métabolisme pourraient avoir un effet sur la détection du génome et la production des effecteurs antiviraux, mais 
cet aspect doit encore être explorer. 
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La manipulation virale lors de l’infection ne concerne pas que les réponses mises en place 

par la cellule infectée. En effet, le virus réalise un véritable hold-up en usant de toute la machi-

nerie ainsi que des composants cellulaires, à son avantage, afin de se répliquer. Parmi les mé-

canismes mis en place par la plupart des virus, on note un détournement du métabolisme cellu-

laire de l’hôte permettant la production rapide d’une quantité importante de biomasse (nucléo-

tides, lipides, acides aminés) et d’énergie sous la forme d’ATP. Ainsi, pour répondre à leur be-

soin en ressource et en énergie, les virus provoquent chez la cellule infectée un effet semblable 

à celui déjà répertorié par Warburg pour les cellules cancéreuses (Allen et al., 2022; Goyal & 

Rajala, 2023; Thaker et al., 2019; Warburg, 1956). À savoir, une promotion de la glycolyse et 

le détournement du pyruvate vers la production de lactate plutôt que pour entrer dans le TCA 

et ce malgré le contexte aérobie, on parle alors de glycolyse aérobie ou d’effet Warburg. Ceci 

aboutit à la production rapide d’énergie mais également d’intermédiaires pouvant intervenir 

dans d’autres voies métaboliques essentielles à la formation de biomasse, comme la PPP par 

exemple pour les acides nucléiques (Thaker et al., 2019). À cet effet Warburg-like, s’ajoute 

souvent une augmentation de la glutaminolyse, la glutamine alimentant alors de manière ana-

plérotique le TCA, ses intermédiaires permettant également la production de biomasse (Allen 

et al., 2022). De manière non exhaustive, on peut ainsi citer l’exemple du virus de la Dengue 

qui par l’utilisation respective de ses protéines non-structurales NS1 et NS3 peut induire une 

glycolyse aérobie, comme l’illustre l’augmentation de la production de lactate 10 heures post-

infection, et augmente la lipogenèse cellulaire (Allonso et al., 2015; Fontaine et al., 2015; 

Heaton et al., 2010). ZIKV pourrait également altérer l’activité mitochondriale, en détourant 

l’usage des intermédiaires de la glycolyse vers la PPP, résultant en une dysfonction mitochon-

driale qui participerait aux défauts congénitaux chez le nouveau-né issu d’une mère infectée 

(Figure 26) (Ledur et al., 2020; Yau et al., 2021). L’importance de cet impact sur l’activité 

mitochondriale est à relativiser selon le modèle cellulaire (Sahoo et al., 2023). De plus, on peut 
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noter une action d’origine virale au niveau des récepteurs dévolus aux nutriments, influant sur 

la disponibilité de ces nutriments et nécessairement sur les voies métaboliques les concernant. 

L’expression de transporteurs tels que GLUT1 peut donc être régulée à la hausse, c’est notam-

ment le cas lors des infections par HIV et le virus d’Epstein-Barr (Anzinger et al., 2018; Loisel-

Meyer et al., 2012; J. Zhang et al., 2017). 

Or, puisque la réponse antivirale semble reposer sur un métabolisme adéquat pour être plus 

efficiente, le métabolisme est une cible intéressante pour l’évasion immune. Ainsi, il a été dé-

montré que les Poxvirus produisent la protéine F17 ayant la capacité d’interagir avec les sous-

unités RICTOR et RAPTOR des complexes mTORC1 et mTORC2, entraînant leur séquestra-

tion et donc une dysrégulation de mTOR (Meade et al., 2018). Par ailleurs, comme évoqué 

précédemment, mTOR participe à la régulation de la réponse antivirale cGAS/STING-dépen-

dante via S6K (Imanishi et al., 2019). La séquestration de RICTOR et RAPTOR par F17 conduit 

donc in fine à une diminution de la sécrétion d’ISGs (Meade et al., 2018). De manière similaire, 

les protéines NS4A et NS4B de ZIKV inhibent la voie de signalisation AKT – mTOR, sans que 

n’ait été exploré l’effet sur l’expression des gènes antiviraux (Liang et al., 2016). Il a également 

été démontré que le HIV se reposait sur une reprogrammation métabolique pour optimiser sa 

réplication, et que les cellules de personnes dites « contrôleuses » étaient réfractaires à cette 

reprogrammation, expliquant la faible réplication du virus chez ces individus (Angin et al., 

2019). Les individus non-contrôleurs, ce malgré un traitement antirétroviral, voient le métabo-

lisme de leur LT être dépendant du glucose, là où les LT de « contrôleurs » ont des sources 

métaboliques diverses pour assurer leur survie ainsi que leur fonction (Angin et al., 2019). Les 

cellules des individus contrôleurs présentaient d’ailleurs un meilleur profil d’effecteur avec no-

tamment une expression plus importante d’IFNB1 ou encore de TNF, renforçant la capacité du 

HIV à détourner la réponse antivirale par un contrôle du métabolisme cellulaire (Angin et al., 

2019). De manière intéressante, l’effet délétère de la reprogrammation métabolique sur le 
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contrôle de la réplication virale a pu être levé en traitant les cellules d’individus non-contrôleurs 

avec de l’IL-15, diversifiant alors leur métabolisme cellulaire, notamment par une augmentation 

significative de la respiration cellulaire (Angin et al., 2019). Par ailleurs, soutenant le rôle de la 

mitochondrie dans la mise en place de la réponse immune innée, il a été établi que l’élongation 

mitochondriale associée à une inhibition de la fission médiée par DRP1 (Dynamin-related Pro-

tein 1), via la protéine NS4B du virus de la Dengue, limite la mise en place de la réponse anti-

virale dépendante de RIG-I, au profit de la réplication virale. Si l’élongation mitochondriale est 

régulièrement associée à une augmentation de l’OXPHOS et de la production de ROS, c’est 

plutôt ici l’altération de la plateforme mitochondrie – RE qui semble à l’origine de l’inhibition 

de la réponse antivirale (Chatel-Chaix et al., 2016).  

II. Problématique et contexte de recherche 

Nous entrons actuellement dans une ère d’émergence virale, dont l’Ile de La Réunion a déjà 

été le théâtre il y a de cela quelques années, avec l’émergence d’une souche épidémique du 

virus du Chikungunya en 2005. Ce processus d’émergence semble s’accélérer, avec des occur-

rences régulières qui sont rapportées par les médias et les pouvoirs publics. SARS-CoV, MERS-

CoV, Chikungunya, Zika, Ebola et SARS-CoV-2 sont autant d’espèces virales qui nous ont 

rappelé à l’ordre. Concernant, le virus de la Dengue qui s’est répandu à La Réunion depuis 

2018, plusieurs sérotypes ont circulé de manière concomitante jusqu’en 2021, en s’accompa-

gnant parfois de formes sévères et également de rares formes ophtalmiques. La situation géo-

graphique de l’île de La Réunion, dans l’océan Indien, l’expose d’une part aux émergences 

venant d’Asie mais également aux émergences venant d’Afrique, comme cela pourrait être le 

cas un jour de la part du virus Zika. C’est pourquoi, l’UMR PIMIT (Processus Infectieux en 

Milieu Insulaire et Tropical), s’attèle depuis sa création à étudier des virus qui représentent un 

risque particulier pour la population des îles du sud-ouest de l'océan Indien, même si les avan-

cées effectuées auraient des retombées bien plus larges. L’équipe MOCA (Mécanismes 
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mOléculaires et Cellulaires des Agents biologiques) au sein de laquelle ces travaux de thèse ont 

été effectués s’intéresse à l’étude des arbovirus à travers le prisme de leurs interactions avec 

leur hôte. Un des aspects que nous désirions développer était l’étude de la pathogénicité des 

Flavivirus DENV et ZIKV en lien avec le métabolisme de l'hôte, surtout l’influence de ces 

contextes métaboliques sur la mise en place de la réponse antivirale développée en cas d’infec-

tion par ces virus. Le délai nécessaire pour obtenir des opportunités thérapeutiques pérennes est 

long. De ce fait, l’étude des déterminants métaboliques nécessaires à la mise en place d’une 

réponse antivirale plus efficace pourrait permettre de dégager de possibles mesures prophylac-

tiques, à explorer plus en avant par la suite, notamment pour les individus souffrant de maladies 

métaboliques et qui présentent déjà un risque plus accru d’infection. 

Auparavant, les données disponibles dans la littérature établissaient que les virus DENV et 

ZIKV réorientaient le métabolisme de la cellule infectée plutôt vers l’accroissement de la gly-

colyse et de la lipogenèse, au détriment de la phosphorylation oxydative. S’il est indéniable que 

cette reprogrammation métabolique est essentielle à la progénie virale, en fournissant au virus 

tous les composants nécessaires à sa réplication, le rôle qu’elle pourrait avoir sur la pathogenèse 

et sur la mise en place de la réponse antivirale n’était alors pas exploré. Les notions d’immu-

nométabolisme appliquées à la réponse IFN développées plus haut, notamment le fait que des 

cellules résistantes à la reprogrammation de l’OXPHOS deviennent résistantes au HIV, nous 

ont poussé à émettre l’hypothèse que la diminution de l’OXPHOS induite à la fois par ZIKV et 

DENV se révèle importante pour réguler la réponse antivirale et donc établir un contexte plus 

propice à la réplication virale. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons donc entrepris d’établir 

un modèle d’infection, permettant d’étudier la réponse antivirale dans le cas d’une glycolyse 

privilégiée en comparaison à une OXPHOS privilégiée. Cette étude sur l’importance du méta-

bolisme oxydatif lors de l’infection par les Flavivirus a également été l’occasion de revisiter 
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certaines de nos données avec un regard neuf, permettant de mettre en exergue l’importance du 

maintien d’un certain statut oxydo-réducteur pour le bon déroulement de l’infection. 
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Résultats 
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PARTIE I : 
Étude de l’influence de la phosphorylation 

oxydative sur la réponse antivirale 



 103 

III. Résultats 

III.1. Étude de l’influence de la phosphorylation oxydative sur la réponse antivirale 

III.1.i. La phosphorylation oxydative comme moteur de la réponse antivirale (Article 1) 

III.1.i.a. Mise en place du modèle 

La première étape de ce travail de thèse aura donc été de mettre au point un modèle d’étude 

in vitro de la mise en place de la réponse antivirale dans différentes conditions métaboliques. 

Une fois ce modèle établi, nous l’utiliserions alors pour l’infection par les virus de la Dengue 

et Zika. Dans la perspective des infections futures, nous avons décidé d’utiliser des cellules 

permissives au virus de la Dengue et au virus Zika pour notre modèle. Au laboratoire, parmi les 

cellules présentant cette caractéristique, les A549, des cellules de carcinome épithélial pulmo-

naire, semblaient être le choix adéquat, puisque nous les utilisons régulièrement pour nos in-

fections avec ZIKV, mais elles sont également permissives à DENV (Figure 27). 

 

Figure 27 – Permissivité des A549 à ZIKV et à DENV. Les A549 sont des cellules de carcinome épithélial 
pulmonaire, régulièrement utilisées en tant que modèle d’infection par les Flavivirus. Ces cellules sont permissives 
aux virus Zika et de la Dengue. Ces images sont représentatives d’une infection par ces virus à MOI 2, respecti-
vement pendant 48h et 72h. La protéine E de ZIKV et DENV a été détectée en utilisant un anticorps panflaviviral 
(4G2). 

De plus, pour l’étude de la réponse antivirale, nous avions à notre disposition des A549 

permettant l’exploration rapide de l’axe antiviral dépendant d’ISGF3 et NF-κB. En effet, les 

A549 Dual™ (A549Dual) sont des cellules rapportrices exprimant une luciférase sécrétée sous 

le contrôle du promoteur minimal de l’ISG54, qui permettent donc d’explorer la réponse anti-

virale dépendante de la sécrétion d’IFN de type I, l’intégration de ce signal via la voie JAK-

STAT et la production des ISGs en conséquence (Figure 28A). La sécrétion de la luciférase et 

Mock ZIKV DENV

Anti-E

(mouse 4G2)
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l’émission de luminescence après l’ajout de son substrat reflètent donc de manière fiable la 

production des ISGs dépendante d’un promoteur ISRE (Figure 28C). Les A549Dual sont égale-

ment un système rapporteur pour la voie dépendante de NK-κB puisqu’elles expriment l’alca-

line phosphatase sécrétée (SEAP) sous contrôle d’un élément NRE (NK-κB responsive element) 

(Figure 27B).  

 

Figure 28 – Systèmes rapporteurs NF-κB Blue et ISRE-Luciferase des A549 Dual™. Les A549Dual sont des 
cellules rapportrices exprimant la phosphatase alcaline sécrétée (SEAP) sous contrôle d’un élément de réponse à 
NF-κB. La sécrétion et l’évaluation de l’activité de la SEAP dans le surnageant de culture des cellules permettent 
donc d’explorer l’expression et la production des gènes sous contrôle d’un tel élément de réponse. Aussi, ces 
cellules expriment la luciférase sous contrôle d’un promoteur ISRE. La quantification de la luminescence émise 
par le surnageant de culture des cellules permet donc d’explorer la réponse antivirale en aval des facteurs régula-
teurs de l’interféron IRF3 et IRF7. En conséquence, ce système permet d’évaluer l’expression et la production 
d’effecteurs antiviraux dépendante d’un promoteur ISRE. Comme l’illustrent les panels B et C, l’induction de ces 
systèmes rapporteurs répond à de nombreux stimuli (A549-DualTM Cells, 2016). 

A

B CInduction de NF-κB Induction d’ISRE
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Ces cellules sont dérivées d’un carcinome épithélial pulmonaire, leur métabolisme arbore 

toute la spécificité du métabolisme des cellules cancéreuses. Le métabolisme des A549 est sou-

mis à l’effet Warburg, elles pratiquent donc la glycolyse aérobie au détriment de la phosphory-

lation oxydative, le pyruvate issu de la glycolyse est donc détourné vers la formation de lactate 

plutôt que d’alimenter le cycle de Krebs. L’utilisation de ces cellules pour comparer la mise en 

place de la réponse antivirale en contexte glycolytique et de phosphorylation oxydative nous a 

donc imposé le fait de trouver un moyen de réorienter leur métabolisme vers une situation plus 

physiologique, où l’OXPHOS est à l’origine de la production d’ATP. Pour contourner cette 

problématique, nous avons basé notre modèle sur les travaux de Shiratori et al. (Shiratori et al., 

2019).  

 

Figure 29 – Utilisation du galactose pour réorienter le métabolisme cellulaire vers la phosphorylation oxy-

dative. Shiratori et al. ont démontré une réorientation du métabolisme de lignées cellulaires cancéreuses lorsque 
celles-ci sont cultivées avec de faibles concentrations de glucose (0,2 g·L-1) ou du galactose (2 g·L-1). La modifi-
cation du comportement métabolique chez ces cellules était basée sur une activité mitochondriale plus importante 
reflétée par une augmentation de la consommation de l’oxygène (A) et une diminution drastique de la production 
de lactate (B). Ces données illustrent un basculement du métabolisme de la glycolyse aérobie, vers la phosphory-
lation oxydative. Adapté de (Shiratori et al., 2019). 

Dans ces travaux, l’équipe japonaise a réalisé que modifier le milieu de culture de plusieurs 

lignées cellulaires cancéreuses permettait de restaurer leur capacité à réaliser la phosphorylation 

oxydative. Parmi les méthodes employées, les auteurs ont soit diminué la concentration de glu-

cose, la passant de 2 g·L-1 à 0,2 g·L-1, soit remplacé le glucose par du galactose à 2 g·L-1. Ces 

A

B
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modifications conduisent à une augmentation de la consommation de l’O2 par les cellules cul-

tivées avec une faible concentration de glucose ou avec du galactose (Figure 29A). Parallèle-

ment, les auteurs rapportent une diminution drastique de la production de lactate (Figure 29B). 

Ces deux éléments traduisent la réorientation du métabolisme des cellules de la glycolyse aé-

robie vers la phosphorylation oxydative, soit exactement l’effet que nous recherchions. 

 

Figure 30 – Les A549Dual s'orientent vers l'OXPHOS en présence de galactose. Nous avons comparé le taux 
de consommation d’oxygène d’A549Dual cultivées avec du RPMI contenant soit du glucose, soit du galactose 2 
g·L-1. De l’oligomycine à 1 µM (Oligo) a été utilisée pour inhiber l’ATP synthase.  100 µM de 2,4-dinitrophenol 
(DNP) ont été utilisés en tant qu’agent découplant protonophorique, permettant d’atteindre la capacité respiratoire 
mitochondriale maximale. Enfin un mélange contenant 1 µM de roténone – 1 µM de myxothiazol a été utilisé pour 
découpler simultanément à la fois les complexes I et III de la chaîne de transport des électrons, illustrant la con-
sommation d’O2 non mitochondriale. Ce graphique illustre que les cellules cultivées en RPMI avec du galactose 
ont une respiration mitochondriale accrue, avec notamment une capacité respiratoire maximale supérieure. 

Confrontés à ces résultats, nous avons décidé de mettre en place notre modèle d’A549Dual 

en les cultivant avec du RPMI, ne contenant ni glucose, ni pyruvate, ni L-glutamine, dans lequel 

nous rajoutions d’une part du glucose pour arriver à la concentration finale de 2 g·L-1 et d’autre 

part du galactose également à la concentration finale de 2 g·L-1. L’une des lignées cellulaires 

que Shiratori et al. avaient étudiées étaient les A549. Pour autant, nous avons entrepris de véri-

fier notre modèle avant de poursuivre notre étude sur la mise en place de la réponse antivirale. 

Ainsi, nous avons étudié par oxymétrie la variation de la consommation d’O2 (Oxygen Con-

sumption Rate, OCR) dans nos deux conditions de culture. Les A549Dual cultivées avec du mi-

lieu contenant 2 g·L-1 de galactose ont effectivement une capacité respiratoire maximale 
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significativement plus importante que les cellules cultivées avec du glucose (Figure 30), illus-

trant la réorientation de nos cellules de la glycolyse aérobie vers l’OXPHOS. 

III.1.i.b. La phosphorylation oxydative est primordiale pour la production des ef-

fecteurs antiviraux 

Comme nous l’avons développé dans la partie introductive, nous supposions que la phos-

phorylation oxydative joue un rôle central dans l’établissement d’une réponse interférons effi-

cace, notamment du point de vue de la production des effecteurs antiviraux, expliquant en partie 

la récurrence du détournement du métabolisme vers la glycolyse aérobie lors d’une infection 

virale. Cependant, pour faire face à la capacité commune aux espèces virales, dont celles que 

nous voulions étudier, de limiter l’activation des voies déterminantes à la mise en place de la 

réponse IFN, nous avons décidé une fois notre modèle établi de s’affranchir de tout effet inhi-

biteur pour étudier la réponse antivirale. Ainsi, nous avons utilisé dans un premier temps un 

mimétique d’ARN viral, le poly:IC, afin d’induire l’axe antiviral. Après stimulation avec le 

poly:IC, le premier résultat intéressant que nous avons relevé est effectivement une augmenta-

tion de l’induction des ISG54/IFIT2 et ISG56/IFIT1 chez les cellules cultivées en galactose et 

qui donc ont une phosphorylation oxydative accrue. Pour confirmer le lien entre la phosphory-

lation oxydative et l’effet observé sur la réponse antivirale, nous nous sommes servis de la 

roténone, un inhibiteur du complexe I de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale, 

utilisé dans la littérature pour inhiber l’OXPHOS. Le résultat frappant obtenu est qu’en présence 

de roténone, les cellules cultivées en galactose dont le métabolisme ne peut reposer que sur 

l’OXPHOS ont une abolition de l’effet observé précédemment. En effet, une diminution de 

l’induction de l’expression des ISGs quantifiée par RT-qPCR, qui retrouve un niveau similaire 

aux cellules cultivées en glucose, mais également de la production des ISGs reflétée par l’acti-

vité de la luciférase sécrétée dans le surnageant de culture, a été observée. Ces travaux nous ont 
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amené à la conclusion que la phosphorylation oxydative cellulaire était un pilier central à la 

production des effecteurs antiviraux en contexte infectieux.   
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Abstract: When exposed to a viral infection, the attacked cells promptly set up defense mechanisms.

As part of the antiviral responses, the innate immune interferon pathway and associated interferon-

stimulated genes notably allow the production of proteins bearing antiviral activity. Numerous

viruses are able to evade the interferon response, highlighting the importance of controlling this

pathway to ensure their efficient replication. Several viruses are also known to manipulate the

metabolism of infected cells to optimize the availability of amino acids, nucleotides, and lipids. They

then benefit from a reprogramming of the metabolism that favors glycolysis instead of mitochondrial

respiration. Given the increasingly discussed crosstalk between metabolism and innate immunity, we

wondered whether this switch from glycolysis to mitochondrial respiration would be beneficial or

deleterious for an efficient antiviral response. We used a cell-based model of metabolic reprogram-

ming. Interestingly, we showed that increased mitochondrial respiration was associated with an

enhanced interferon response following polyriboinosinic:polyribocytidylic acid (poly:IC) stimulation.

This suggests that during viral infection, the metabolic reprogramming towards glycolysis is also

part of the virus’ strategies to inhibit the antiviral response.

Keywords: antiviral response; ISGs; OXPHOS; mitochondrial respiration; metabolic reprogramming

1. Introduction

The 21st century is a reminder of how humanity is constantly exposed to the danger
of infectious diseases. Most of them are caused by the emergence or re-emergence of
viral infectious agents. We had to face the severe acute respiratory syndrome coronavirus
outbreak (in 2003), the swine flu pandemic (in 2009), the Middle East respiratory syndrome
coronavirus outbreak (in 2012), the Ebola virus disease epidemic (between 2013 and 2016),
the Zika virus disease epidemic (in 2015), and recently, the SARS-CoV-2 and the monkeypox
outbreaks [1–7]. In addition to these particularly worrying pathogens, more neglected
viruses such as Dengue virus or Chikungunya virus cause epidemics whose impact on
populations should not be underrated [8,9]. In addition, developed countries are faced with
an increase in the prevalence of metabolic disorders [10,11] and an aging population world-
wide [12], especially in Western countries. These characteristics could correlate with the
observed weakening of the population against severe forms of infectious diseases [13–17].
It also suggests the importance that the host metabolism may have on the outcome of viral
infections. In line with this assumption, it has already been shown that many viruses are
able to interact with the metabolism of their host to take advantage of it [18–20].

Physiologically, the metabolism of a quiescent cell relies on tricarboxylic acid cycle
(TCA) and subsequent oxidative phosphorylation to produce an adequate amount of
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ATP, permitting to ensure all cellular functions [21]. Entry in TCA is mainly supported
by pyruvate production, following intracellular glucose hydrolysis as the main source
of tricarboxylic substrate [21]. Alternative tricarboxylic substrates exist and are, most
of the time, derivatives of amino acids metabolism [21]. TCA allows the generation of
reduced NADH and FADH2, which serve as electron transporters for the respiratory
chain complexes [21]. Ultimately, oxidative phosphorylation, permitted by an aerobic
environment and a suitable NADH and FADH2 generation, occurs at the inner membrane of
mitochondria with conversion of potential energy to ATP [21]. Oxidative phosphorylation
remains the most potent source of ATP since 36 ATP are produced for 1 molecule of glucose,
whereas in non-aerobic conditions, 2 ATP are produced for 1 molecule of glucose [22].
Nevertheless, a metabolism based on oxidative phosphorylation is less efficient for the
production of biomass (i.e., amino acids, nucleotides, and lipids), explaining why dividing
cells perform aerobic glycolysis to ensure biomass availability [22]. In addition, as cells
undergo anarchic divisions, cancer cells are known to redirect their metabolism towards
aerobic glycolysis by a phenomenon called the Warburg effect [23]. Similarly, during
infection, viruses have been shown to hijack host metabolism and direct it towards aerobic
glycolysis in order to generate a sufficient pool of building blocks for their replication [19].

It is noteworthy that host metabolism was shown to be particularly crucial in mounting
an effective immune response [24–26]. Indeed, a shift of metabolism towards glycolysis was
observed in macrophages, which is necessary for M1 polarization and the establishment of
its pro-inflammatory capabilities [27], while oxidative phosphorylation was associated with
M2 polarization of macrophages and their anti-inflammatory and reparative functions [27].
Focusing on antiviral response and metabolism crosstalk, contradictory data were found
depending on the virus studied: if some inhibit the mTOR pathway, others instead induce
the AMPK pathway. Thus, the mTOR pathway was shown to be altered by different
viruses via mTORC1 activation, including HSV1 [28], HIV-1 [29], and HCV [30]. mTOR
pathway is known to regulate the expression of several glycolytic enzymes, thus promoting
glycolysis. On the other hand, the AMPK pathway, which mediates mTORC1 inhibition,
was shown to be both altered or promoted, respectively, during DENV infection and ZIKV
infection [31,32]. Despite these conflicting data, it should be noted that glucose metabolism
has an important place in the development of the antiviral response. Indeed, recently,
a link between glucose metabolism and virus struggling has been established in vitro.
Differential amounts of glucose in the culture medium of human kidney cells could lead to
increased expression of antiviral effectors during ZIKV infection [33]. Conversely, oxidative
phosphorylation could be a trigger for the development of an appropriate antiviral response.
Supporting this hypothesis, it was shown that cells resistant to the induction of aerobic
glycolysis promoted by HIV, which also perform more oxidative phosphorylation, had
a higher antiviral potential accompanied by a control of the virus [20]. Reinforcing the
link between cell respiration and viral infection, flaviviruses were shown to affect the
respiratory pathway of infected cells by disrupting mitochondrial fission through the action
of NS4B on mitofusins [34], thus preventing the initiation of a mitochondria-dependent
antiviral state due to decreased ROS production [35].

During replication, numerous RNA viruses go through a stage where their genome
is found as a double-stranded RNA (dsRNA) in the infected cell’s cytoplasm [36]. This
dsRNA is recognized as a pathogen-associated molecular pattern (PAMP) by the pattern
recognition receptors (PRRs) (i.e., endosomal Toll-like receptor 3 and cytosolic RIG-I-like
receptors), leading to IRFs’ phosphorylation and translocation, ultimately resulting in
type I IFNs’ (α/β) release [37–39]. In a paracrine and autocrine manner, the released
IFNs will induce a signaling cascade via IFNs α/β receptors (IFNARs), leading to the
production of antiviral proteins. The interferon-stimulated genes (ISGs) encoding antiviral
proteins are under the control of promoters containing an ISRE or a gamma interferon
activation site (GAS) element [40]. These antiviral effectors have various functions on
the virus life cycle, including inhibition of viral entry, translation, replication, or even
budding [41]. Alternatively, they are able to improve sensing or potentiate interferon
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signaling pathways [41]. The acute antiviral response is one of the first mechanisms to
take place following infection, as it is the first line of defense preventing the virus from
spreading across the organism [42]. Thus, this response is achieved by non-immune
cells as part of innate immunity, pending the deployment of a specific adaptive immune
response [42]. Notably, ISG56/IFIT1 and ISG54/IFIT2 are both members of the ISG56/IFIT1
gene family encoding P56 family proteins [43]. P56 proteins are cytoplasmic proteins with
a tetratricopeptide repeat motif [43]. They do not possess enzymatic activity but are known
to exert their antiviral properties in a non-specific manner through general inhibition of
cell translation [43]. In parallel, more specific activities have been described against HCV,
SINV, or HPV [43].

Herein, we wondered if increased OXPHOS could be beneficial for the development of
antiviral response. To address this question, we set up a model of improved mitochondrial
OXPHOS based on the work of Shiratori et al. [44]. Then, we studied the antiviral response
through the expression and induction of antiviral genes (i.e., ISGs). Interestingly, we
describe here an enhanced antiviral response in cells that mainly perform OXPHOS in
contrast to cells whose metabolism depends mainly on glycolysis. This effect on antiviral
response was shown to be based on mitochondrial function, as no improvement was
observed when using rotenone, a mitochondrial OXPHOS inhibitor.

2. Materials and Methods

2.1. Cells and Reagents

The human A549-Dual™ (A549Dual) are adherent epithelial cells derived from A549
lung carcinoma cell line (ATCC, CCL-185™). A549D were purchased from InvivoGen (ref.
a549d-nfis, San Diego, CA, USA). Lactate dehydrogenase (LDH) assay was performed using
CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity assay from Promega (ref. G1780, Madison,
WI, USA). Neutral red was purchased from Sigma-Aldrich (ref. N4638, Saint-Louis, MO,
USA). Colorimetric lactate assay kit was purchased from Sigma-Aldrich (ref. MAK064,
Saint-Louis, MO, USA). QUANTI-Luc™ substrate was obtained from InvivoGen (ref. rep-
qlc1, San Diego, CA, USA). Rotenone was purchased from Sigma-Aldrich (ref. R8875,
Saint-Louis, MO, USA). Poly(I:C) (HMW)/LyoVec™ (PIC) was purchased from InvivoGen
(ref. tlrl-piclv, San Diego, CA, USA).

2.2. Cell Culture and Stimulation

A549Dual cells were cultured for maintenance at 37 ◦C under a 5% CO2 atmosphere
in 4.5 g·L−1 glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (PAN Biotech, Aidenbach,
Germany) supplemented with 10% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Dutscher,
Brumath, France), 100 U·mL−1 penicillin, 100 µg·mL−1 streptomycin, 2 mM L-glutamine,
and 0.5 µg·mL−1 amphotericin B (PAN Biotech, Dutsher, Brumath, France) and containing
10 µg·mL−1 blasticidin and 100 µg·mL−1 zeocin (InvivoGen, San Diego, CA, USA) for
selection of cells expressing NF-κB-SEAP and IRF-Luc reporters.

Antiviral response was induced using polyriboinosinic:polyribocytidylic acid (poly:IC),
a double-stranded RNA composed of an inosine strand and a cytidine strand, which was
complexed with transfection reagents to improve its uptake. Poly:IC is used as a natural
immunostimulant simulating viral infection. Based on Shiratori et al. [44], A549Dual from
passage 25 to 32 were cultured in RPMI-1640 (ref. P04-17550, PAN Biotech, Aidenbach,
Germany) containing either glucose (2 g·L−1) or galactose (2 g·L−1) upon stimulation to
promote metabolic reprogramming (Figure S1). Briefly, cells were plated in RPMI-1640
supplemented with 10% FBS containing 2 g·L−1 of glucose or 2 g·L−1 of galactose. After
24 h of adaptation, cells were stimulated during 24 h using PIC at 0.25 µg·mL−1. In the
same manner, assessment of antiviral response following cellular respiration inhibition
was achieved using PIC at 0.25 µg·mL−1 and rotenone at 1 µg·mL−1 during 24 h. Prior to
these manipulations, we determined that the use of PIC at a concentration of 0.25 µg·mL−1

allowed the establishment of an effective antiviral response (Figure S3). In addition, the
cytotoxicity of rotenone at 1 µg·mL−1 was evaluated (Figure S4). Following stimulation,
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cell culture supernatant was harvested and stored at –20 ◦C, while cells were lysed us-
ing RLT Lysis Buffer (Qiagen, Hilden, Germany) and stored at –80 ◦C for subsequent
RNA extraction.

2.3. Cytotoxicity Assays

A549Dual were plated in 96-well plate with a density of seeding corresponding to
10,000 cells per well. Cells were then treated, respectively, with DMEM, RPMI with glucose
2 g·L−1, or RPMI with galactose 2 g·L−1. DMEM–DMSO 10% was used as a positive
death inductor. Then, 24 h after, the supernatant was harvested for LDH assay, and cells
underwent neutral red assay.

LDH assay was achieved using CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity assay from
Promega following manufacturer recommendations. Briefly, 50 µL of supernatant was
mixed with 50 µL of LDH substrate and incubated at 37 ◦C for 15 min. Then, absorbance
was read at 490 nm using a FLUOstar® Omega (BMG LABTECH, Offenburg, Germany).

Percent cytotoxicity = 100 ×
Experimental LDH release (OD490)

Maximum LDH release (OD490)
(1)

Concomitantly, cell viability was assessed with neutral red uptake assay, as described
by Repetto et al. [45]. Briefly, after removal of the cell culture supernatant, 100 µL of
medium (DMEM, RPMI with glucose 2 g·L−1 or RPMI with galactose 2 g·L−1, respectively)
containing 40 µg·L−1 of neutral red was added to each well. Cells were then incubated
during 2 h at 37 ◦C. Following incubation, the medium was removed, and cells were
washed with PBS. Finally, 150 µL of neutral red destain (50% ethanol, 49% H2O, 1% glacial
acetic acid) was added to each well. Absorbance was read at 540 nm using FLUOstar®

Omega microplate reader (BMG LABTECH, Offenburg, Germany).

Cell viability (%) = 100 ×
Experimental condition (OD540)

Negative control (OD540)
(2)

2.4. Phenol Red Absorbance Measurement

Phenol red was used to assess pH in cell culture medium [46]. Cells were cultured
in RPMI with glucose 2 g·L−1 or RPMI with galactose 2 g·L−1. At cell confluence, cul-
ture medium was harvested, and pH was evaluated by measuring the absorbance at 450
and 560 nm. Absorbance spectra were obtained using Secomam UviLine 9600 (Aqual-
abo, Champigny-sur-Marne, France). Results were normalized to the absorbance of
fresh medium.

2.5. Lactate Assay

Production of lactate was assessed in the cell culture supernatant using a colorimetric
lactate assay kit (Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), following manufacturer instruc-
tions. Briefly, cells were cultured in RPMI with glucose 2 g·L−1 or RPMI with galactose
2 g·L−1, and at confluence, cell culture supernatant was harvested. Then, samples were
deproteinized and concentrated using a 10 kDa MWCO spin filter 10 min at 4000× g.
Following this, 50 µL of supernatant was used for reaction and mixed with 50 µL of the
master mix reaction. Absorbance was immediately read at 570 nm using Infinite® 200 pro
microplate reader (Tecan, Mannedorf, Switzerland). The amount of lactate present in each
sample was determined from a lactate standard curve.

2.6. RT-qPCR

Total RNA was extracted from cell lysates by using the RNeasy Plus Mini Kit (cat. 74136,
Qiagen, Hilden, Germany). The total cDNA was obtained by reverse transcription using
random primers from Invitrogen (ref. 58875, ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and
M-MLV reverse transcriptase enzyme (ref. M1708, Promega, Madison, WI, USA) at 42 ◦C
for 60 min. cDNA was then subjected to a quantitative polymerase chain reaction us-
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ing a CFX96 Connect™ Real-Time Detection System (Bio-Rad, Hercule, CA, USA). For
amplification, ABsolute™ Blue qPCR SYBR Green Low ROX mix (ref. AB-4322, Ther-
moFisher, Waltham, MA, USA) and specific primers were used to assess gene transcripts
expression for following targets: ISG54 (F: 5′-CTGGTCACCTGGGGAAACTA-3′, R: 5′-
GAGCCTTCTCAAAGCACACC-3′), ISG56 (F: 5′-GCAGCCAAGTTTTACCGAAG-3′, R: 5′-
CACCTCAAATGTGGGCTTTT-3′), and RNA polymerase II (F: 5′-GCACCACGTCCAAT-
GACAT-3′, R: 5′-GTGCGGCTGCTTCCATAA-3′). A threshold cycle (Ct) was calculated for
each single sample amplification reaction in the exponential phase of amplification, using
Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Hercule, CA, USA). Data obtained were processed
using the 2–∆∆Ct method, with RNA polymerase II serving as the housekeeping gene.

2.7. Measurement of the IFN-β Pathway Activation

Activation of the interferon regulatory factors (IRF) pathway was monitored by mea-
suring Lucia luciferase activity in A549Dual cells. It was evaluated using QUANTI-Luc
substrate according to manufacturer’s recommendations. Briefly, 100 µL of QUANTI-Luc
substrate was added to 20 µL of cell culture supernatant, and IRF-induced luciferase levels
were quantified by luminescence measurement using a Luminoskan™ microplate lumi-
nometer (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). Results are presented as fold-change ratio of
luminescence emitted by supernatant from treated cells in comparison with control cells.

2.8. Statistical Analyses

Statistical analyses were done by two-way ANOVA using Graph-Pad Prism software
version 9. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. Degrees of significance
are indicated in the figure captions as follows: *p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0002;
**** p < 0.0001; ns = not significant.

3. Results

3.1. A549Dual Is a Suitable Model for Metabolic Reprogramming Study

To assess the potential of mitochondrial OXPHOS on the efficiency of the antiviral
response, we set up a metabolic reprogramming model based on a work recently published
by Shiratori et al. [44]. In their work, Shiratori et al. showed that alternative culture
methods for several cancer cell lines (PANC-1, A549, and HeLa) lead to a change in
the metabolic pathways responsible for ATP production. The cell-growing conditions
allow an upregulated mitochondrial function and OXPHOS instead of glycolysis for ATP
production [44]. Thus, similarly to their methods, we cultured the epithelial cell line
A549Dual in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS and only containing glucose 2 g·L−1

or galactose 2 g·L−1 (Figure S1).
We first had to determine if the specific culture conditions with glucose or galactose

2 g·L−1 would affect the viability of the A549Dual. To evaluate cell viability, we performed
an LDH assay by measuring the activity of released LDH in the supernatant of our cells.
As shown in Figure 1A, the cell culture conditions do not present any cytotoxicity. These
results were confirmed by a neutral red uptake assay (Figure 1B).

It was previously described that cultivating cells in RPMI supplemented with galactose
2 g·L−1 increases OXPHOS and O2 consumption. This was notably evidenced, as ATP
production was inhibited in the presence of oligomycin in contrast to cells cultured in
glucose 2 g·L−1 [44]. Moreover, a decrease in lactate production due to the shift from
glycolysis to OXPHOS characterized cells cultured in galactose [44]. In order to validate
the identical behavior of our A549Dual grown under the same conditions, we assessed the
amount of lactate produced. To do so, we first measured the absorbance of the culture
supernatant when cells reached confluence in the two culture conditions. The shift of phenol
red from red to yellow is a potent indicator to assess the pH of the culture medium by
measuring the absorbance at 415 nm and 560 nm [46]. Of note, it is known that diminution
of pH in the culture medium is in part associated with production of lactate by the cells
in culture [47]. Interestingly, we found that the supernatant of cells cultured in RPMI
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glucose 2 g·L−1 presents a higher absorbance at 415 nm and lower absorbance at 560 nm
when compared to the cells cultured in RPMI galactose 2 g·L−1 (Figure 1C). For the same
density of cells, this reflects acidification of the medium, which is more important for the
cells cultured in glucose probably because of higher lactate production and release due
to glycolysis.

−

−

−

−

Figure 1. A549Dual reprogramming from glycolysis to OXPHOS. (A,B) The different culture condi-

tions do not affect A549Dual viability. The RPMI medium supplemented with glucose 2 g·L−1 or

galactose 2 g·L-1 does not affect cell viability as tested by both lactate dehydrogenase assay (A) and

neutral red uptake assay (B) after 24 h of adaptation. DMEM-DMSO 10% was used for maximum

death inducement. (C,D) The metabolism of cells grown in galactose 2 g·L−1 is less dependent on

lactate production. Lactate production has been assessed in the supernatant of cells, first by evaluat-

ing the pH of cell culture supernatant (C) and then by using a commercial kit (D). Both experiments

show a lactate production consistent with what was described by Shiratori et al. [44]; thus, A549Dual

cultured in galactose 2 g·L−1 have a metabolism shift from glycolysis to OXPHOS. For absorbance

measurement, OD were normalized to OD of fresh culture medium. Error bars represent standard

errors of three independent experiments. ns = not significant; * p < 0.05; *** p < 0.002; **** p < 0.0001.
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To confirm this higher production of lactate and validate the suitability of our model
for further experiments, we quantified the amount of lactate released under both culture
conditions. Consistent with the previous result and with the work of Shiratori et al.,
we found that A549Dual cultured in galactose 2 g·L−1 produce significantly less lactate
than A549Dual cultured in glucose 2 g·L−1 (Figure 1D). During all the experiments for the
model characterization at the time of the analyses, the number of cells remains identical
between the cells grown in glucose or galactose (Figure S2). The observed effects are not
related to a difference in cell growth. Therefore, A549Dual are a suitable cell model to study
metabolic reprogramming and the impact of increased OXPHOS on the implementation of
antiviral responses.

3.2. Metabolic Reprogramming Enhances Antiviral Response

Regular moderate physical activity appears to be associated with the development of
less-severe disorders during infectious diseases [48–50]. In addition, a regular and moderate
physical activity is associated with a higher mitochondrial activity and, consequently, an
improved OXPHOS [51–53]. We wondered whether, at the cellular level, an increase in
OXPHOS could be associated with the improvement of the antiviral response.

To test this hypothesis, we stimulated A549Dual with poly(I:C) (PIC), a dsRNA, which
is widely used as a pathogen-associated molecular pattern mimetic. PIC is known to
mimic replicating viral RNA and to trigger the canonical antiviral response, i.e., the IRF
signaling pathway, through activation of TLR3-, RIG-I-, and RIG-I-like receptors (RLR),
resulting in type I IFNs production and ISGs expression [54,55]. Thus, we assessed the
expression of ISGs by A549Dual in response to PIC stimulation. As presented in Figure 2,
stimulation with PIC 0.25 µg·mL−1 induces a significant increase in ISG54 and ISG56
expression (at least 50- and 200-fold increase, respectively). Importantly, we report a greater
ISGs expression inducement (up to a 2-fold difference) when the cells were grown in
galactose 2 g·L−1 compared to the cells grown in glucose 2 g·L−1. This result indicates that
cellular metabolism, depending on whether it is mainly glycolysis or OXPHOS pathway,
has an effect on the antiviral response.

− − μ −

μ −

− −

−

μ −

− μ −

−

Figure 2. Metabolic reprogramming increases the expression of antiviral genes. ISG54 and

56 expressions have been assessed by RT-qPCR following a 24-h stimulation of A549Dual either

grown in glucose 2 g·L−1 or galactose 2 g·L−1 using PIC 0.25 µg·mL−1. Relative gene expression

was obtained using RNA Polymerase II as a housekeeping gene. Fold-change results were obtained

following normalization with relative gene expression of non-treated cells. Error bars represent

standard errors of three independent experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001.

To confirm the effect observed at the transcriptional level, we assessed the production
of proteins dependent on the ISRE promoter. Indeed, A549Dual are reporter cells Lucia
luciferase under the control of an ISG54 minimal promoter in conjunction with five IFN-
stimulated response elements (ISRE). Hence, we assessed the release of secreted luciferase
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in the supernatant of PIC-treated cells by measuring emitted luminescence using Lucia
luciferase substrate (i.e., QUANTI-Luc). In agreement with RT-qPCR results, we observe
a strong induction of secreted luciferase in response to PIC stimulation, representing a
significant induction of antiviral proteins whose production is under the control of ISRE
(Figure 3). Again, the induction is twice as high in cells grown in galactose 2 g·L−1 as in
those grown in glucose 2 g·L−1 (Figure 3).

− − μ −

 

μ −

− −

−

μ −

− μ −

−

Figure 3. Metabolic reprogramming enhances the production of ISRE-dependent proteins. Analysis

of IRF pathway activation in response to PIC 0.25 µg·mL−1 stimulation of A549Dual either grown

in glucose 2 g·L−1 or galactose 2 g·L−1. Activity of secreted Lucia luciferase was measured using

QUANTI-Luc substrate 24 h after treatment. Results are expressed as a fold change of luminescence

intensity between control cells and treated cells. Error bars represent standard errors of three

independent experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001.

3.3. Antiviral Response Enhancement Relies on Cellular Respiration

From the precedent results, it is possible to argue that the differential induction of
antiviral proteins in our two culture conditions relies on the improved OXPHOS of cells
grown in galactose 2 g·L−1. However, to confirm this assumption, we decided to repeat
the experiments in the presence of rotenone. Rotenone is a broad-spectrum insecticide,
piscicide, and pesticide of vegetal origin, known to inhibit the complex I of mitochondrial
electron transport chain [56], thus blocking OXPHOS and associated production of ATP [56].

Following the addition of rotenone 1 µg·mL−1 ISGs expression was no longer observ-
able in cells grown in galactose 2 g·L−1 and stimulated with PIC 0.25 µg·mL−1 compared
to cells stimulated with PIC alone (Figure 4A). Furthermore, in comparison to cells grown
in glucose 2 g·L−1, the expression of ISGs reached a lower level in the presence of rotenone,
whereas no significant difference in expression was found for A549Dual cultured in glu-
cose and either treated or not with rotenone (Figure 4A). This result illustrates that the
enhancement of ISGs expression in cells whose metabolism has been reprogrammed using
galactose 2 g·L−1 essentially relies on improved OXPHOS. To further confirm this result, as
previously, we assessed the induction of antiviral proteins using the IRF-luciferase reporter
system permitted by A549Dual.

Remarkably, as shown in Figure 4B, similar results are obtained at the protein level,
with luciferase gene expression and induction under the control of ISRE promoter. Indeed,
a significant decrease is observed in antiviral protein production for the cells practicing
OXPHOS and treated with both rotenone and PIC versus cells stimulated with PIC alone.
As earlier, for cells grown in glucose 2 g·L−1 whose metabolism relies on glycolysis, the
induction of antiviral proteins in presence of rotenone and PIC almost matches that of cells
in presence of PIC alone (Figure 4B).
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−
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− μ − μ −

Figure 4. Antiviral enhancement relies on oxidative phosphorylation. (A) ISG54 and 56 expressions

were assessed by RT-qPCR following a 24-h stimulation of A549Dual either grown in glucose 2 g·L−1

or galactose 2 g·L−1 using PIC 0.25 µg·mL−1, rotenone 1 µg·mL−1, or both. Relative gene expression

was obtained using RNA Polymerase II as a housekeeping gene. Fold change results were obtained

following normalization with relative gene expression of non-treated cells. (B) Analysis of IRF

pathway activation in A549Dual either grown in glucose 2 g·L−1 or galactose 2 g·L−1 following

stimulation with PIC 0.25 µg·mL−1, rotenone 1 µg·mL−1, or both. Activity of secreted Lucia luciferase

was measured using QUANTI-Luc substrate 24 h after treatment. Results are expressed as a fold

change of luminescence intensity between control cells and treated cells. Error bars represent standard

errors of three independent experiments. Error bars represent standard errors of three independent

experiments. ns = not significant; * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001.
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4. Discussion

Recently, the benefit of physical exercise on the development of severe forms of infec-
tious diseases has been discussed, resulting in conflicting data [50,57,58]. Indeed, exercise
demonstrated a protective effect against the development of severe forms of SARS-CoV-2
infection if the exercise was regular and moderate [48,49,59]. Of note, regular and moderate
exercise is linked to the development of cellular respiration associated with a more effective
mitochondrial oxidative phosphorylation [51–53]. On the other hand, intense or irregular
sports practices are associated with a basal inflammatory state and lactate-dependent ATP
production, which are favorable to viral infections [58]. Unfortunately, at the cellular level,
the impact of mitochondrial oxidative phosphorylation on the establishment of a proper
antiviral response has been poorly studied. However, Angin and colleagues reported
increased antiviral potential against HIV in patient cells reprogrammed to boost their
OXPHOS [20]. A study on this concern was necessary to emphasize the data obtained on
patients, which mostly rely on retrospective studies.

To do so, we set up an in vitro model of improved mitochondrial oxidative phospho-
rylation in cultured cells, based on the work of Shiratori et al. [44]. Indeed, cancer cell lines
are known to base their metabolism mostly on glycolysis and lactate production in order
to optimize biomass production (e.g., nucleotides, amino acids, lipids) for more efficient
cell proliferation [23]. Changing the growing medium from a glucose-containing medium
to a galactose-containing medium redirects the cellular metabolism towards tricarboxylic
acid cycle (TCA) and OXPHOS [44]. With galactose as a nutrient source, cells activate
autophagic mechanisms leading to the release of glutamine, which, once converted into
glutamate, serves as a substrate for TCA [44].

Using our validated model (Figure 1), we showed that cells with improved OXPHOS
were able to mount an enhanced antiviral response through ISGs expression (Figure 2) and
induction (Figure 3). Indeed, we reported an increased level of ISG54 and ISG56 expression
in response to PIC stimulation. These genes, respectively, encode for IFIT2 and IFIT1 as
antiviral effectors and are both under the control of two ISRE elements [43]. This justifies
the use of the IRF–luciferase system permitted by A549Dual. Indeed, in these cells, the
expression of Lucia luciferase is under the control of ISRE [60], reflecting the expression of
ISRE-dependent ISGs.

Finally, to ensure that antiviral response enhancement was relying on mitochondrial
respiration, we decided to stimulate A549Dual this time with both PIC and rotenone, a
complex I inhibitor widely used in mitochondrial function studies. As shown in Figure 4,
ISGs were no longer expressed in cells grown in galactose 2 g·L−1 and treated with PIC and
rotenone when compared to cells only treated with PIC. This indicates that potentiation of
antiviral response described earlier relied on the improved mitochondrial function obtained
in cells cultivated in galactose. Surprisingly, cells grown in glucose 2 g·L−1 had the same
levels of ISG54 and ISG56 expression whenever treated with PIC or with both PIC and
rotenone. This suggests that the glucose condition of cell culture leads to an antiviral
response only dependent on glycolysis.

Herein, we demonstrated an increased antiviral response in case of boosted OXPHOS
(Figure 5). However, one limitation that can be argued is that we have demonstrated this
for ISGs dependent on the ISRE element in their promoter. It would be interesting to further
investigate whether the expression of ISGs with GAS elements in their promoter follows
the same pattern. In addition, we would like to pursue this work by using primary cell
cultures to overcome the Warburg effect of cancer cell lines [23]. This would allow us to be
closer to what is observed physiologically under infection conditions, just adjusting the
level of OXPHOS by using different amounts of glucose in the growth medium. On the
other hand, it is known that during an infection, viral proteins often have an inhibitory
activity on the antiviral response. This has been demonstrated for several viruses, such as
the Dengue virus [61], the Zika virus [62], or even recently for the SARS-CoV-2 virus [63].
Thus, we attempted to overcome this inhibitory effect by using poly:IC, allowing us to
have a general answer regarding the effect of OXPHOS on the development of the antiviral
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response. However, it remains important to determine whether the general mechanism
we describe here is applicable to an infection with a replicating virus or whether more
specific mechanisms are to be reported according to the family of viruses studied. To
answer this, further studies are needed using several viruses, notably those of critical
concerns nowadays.

 

κ

α β

Figure 5. Enhancement of OXPHOS is associated with improvement of antiviral response.
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Abbreviations

A549Dual A549-Dual™, expressing NF-κB-SEAP and IRF-Luc reporters

GAS Gamma interferon activation site

IFN Interferon

IFNAR IFNs α/β receptor

IRF Interferon regulatory factor

ISG Interferon stimulated gene

ISRE IFN-stimulated response element

OXPHOS Oxidative phosphorylation

PIC Poly(I:C) (HMW)/LyoVec™
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Figure S1. Experiments flowchart.  
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Figure S2. Cell growth comparison. A549Dual were cultured in DMEM glucose 4,5 g·L-1 or RPMI 

glucose 2 g·L-1 / galactose 2 g·L-1. Cells were seeded at the same density for each condition. Three 

days after seeding growth rate was assessed by counting cells using flow cytometry. This allowed 

us to determine that no significant difference in cell number was observable for the duration of the 

experiments. ns = not significant. 
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Figure S3. Poly:IC dose determination. We treated A549Dual with poly:IC concentrations ranging 

from 1 µg·mL-1 to 0.125 µg·mL-1 for 24 hours. We then evaluated the impact of these different con-

centrations on establishment of antiviral response by measuring activity of secreted Lucia luciferase. 

Results are expressed as a fold change of luminescence intensity between control cells and treated 

cells.  
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Figure S4. Cytotoxicity assessment of rotenone on A549Dual. We treated A549Dual with rotenone 

concentrations ranging from 1 µg·mL-1 to 100 µg·mL-1 for 24 hours. We then evaluated the impact 

of these different concentrations on cell viability by LDH assay and neutral red assay. ns = not 

sig-nificant; *** p < 0.0002; **** p < 0.0001. 
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III.1.i.c. Discussion de l’article 1 

Si des liens sont déjà faits dans la littérature entre une OXPHOS défaillante et une infection 

exacerbée, notamment concernant l’infection par le HIV (Angin et al., 2019). S’il a déjà été 

établi que la production d’IFN de type I dépendante de la détection par les RLR et les TLR 

semble tributaire de la phosphorylation oxydative (Buskiewicz et al., 2016; Cao et al., 2008; W. 

Zhang et al., 2019). À notre connaissance, au travers de ce premier article, nous sommes parmi 

les premiers à apporter une preuve de concept que l’OXPHOS est également essentielle à la 

production des effecteurs antiviraux, qui sont les véritables acteurs de la réponse IFN. Ainsi, de 

manière similaire à la sécrétion d’IFN de type I, nous avons montré que la promotion de la 

phosphorylation oxydative est favorable à la production d’effecteurs antiviraux en réponse à 

une stimulation par du poly:IC. En effet, la stimulation de cellules cultivées en galactose, pour 

booster leur phosphorylation oxydative, a abouti à une expression plus importante d’ISG54 et 

d’ISG56, deux effecteurs antiviraux appartenant à la famille IFIT. Le reproche majeur qui peut 

être fait à cette étude est que nous nous sommes limités à l’étude de l’expression génique d’une 

part, la part protéique de notre étude se reposant uniquement sur un système rapporteur. C’est 

une faiblesse que nous avons tenté de corriger au mieux par la suite. 

La publication de cette étude a coïncidé avec la publication d’autres travaux de notre équipe 

qui rapportent, de manière surprenante, que l’hyperglycémie généralement propice à la glyco-

lyse, favorisait l’expression d’une ISG essentielle au contrôle de l’infection par le virus Zika, 

la vipérine (Figure 31) (Reslan et al., 2022). Ces résultats tranchent avec ceux que nous avons 

obtenus. Pour autant, dans ces travaux, l’expression d’aucune autre ISG n’a été explorée 

(Reslan et al., 2022). C’est pourquoi, dans la suite de mes travaux de thèse, nous avons pris le 

parti d’inclure l’étude de l’expression de la vipérine en parallèle des autres ISGs que nous al-

lions tester, pour éventuellement mettre en avant son statut particulier. 
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Figure 31 – L'expression de la vipérine semble augmenter en contexte glycolytique. Reslan et al. retrouvent 
lors d’une culture avec du glucose à 25 mM (4,5 g·L-1) une augmentation de l’expression de la vipérine, associée 
à une augmentation du nombre de cellules positives, en comparaison avec les cellules cultivées avec une concen-
tration moins élevée de glucose (5,6 soit 1 g·L-1). Ces résultats illustrent que la vipérine pourrait être régulée à la 
hausse en contexte glycolytique, puisque l’augmentation du glucose exogène a tendance à favoriser la glycolyse 
aérobie. Adapté de (Reslan et al., 2022). 

Puisque notre modèle semblait porter ses fruits pour l’étude comparative de la mise en place 

de la réponse antivirale en contexte de glycolyse et d’OXPHOS, nous avons entrepris de l’uti-

liser pour une infection virale totale en présence du virus de la Dengue. Pour cela, nous nous 

sommes servis d’une souche de DENV-2 disponible au laboratoire, représentative du virus cir-

culant à La Réunion en 2018. L’infection des A549Dual cultivées de manière classique, en 

DMEM et à plusieurs multiplicités d’infection (MOI) s’est montrée effective et concomitante 

au développement d’une réponse IFN importante (Figure 32). 
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Figure 32 – Infection des A549Dual par DENV. Les cellules A549Dual ont été infectées par une souche de DENV-
2 représentative du virus qui circulait à La Réunion en 2018, pour tester notre production virale. L’infection avec 
dose croissante de virus, allant de MOI 0,1 à 10, s’est montrée productive comme l’illustre les résultats obtenus 
en Western Blot (A) et en immunofluorescence (B), basés sur la détection de la protéine E du virus. La protéine E 
a été détectée en utilisant un anticorps panflaviviral (4G2). La réponse antivirale dépendante du promoteur ISRE 
a elle aussi été évaluée post-infection. Comme le montre l’activité de la luciférase, il semble que la production des 
effecteurs antiviraux dépendante de ce promoteur semble répondre à l’infection (C). Ces résultats représentent 
l’intensité de la luminescence émise par le surnageant des cellules infectées rapportée à l’intensité émise par le 
surnageant des cellules non-infectées. 

Cependant, lors de l’infection des cellules cultivées en RPMI, supplémenté par du glucose 

ou du galactose à 2 g·L-1, nous nous sommes heurtés à une difficulté. Il s’est avéré que notre 

modèle cellulaire n’aboutissait à aucune infection évidente. En effet, comme l’illustre la Figure 

33, en Western Blot, la détection de la protéine E était très faible dans notre modèle en compa-

raison du signal observé pour les cellules cultivées en DMEM. Le même constat peut être tiré 

de l’analyse faite en immunocytofluorescence, où aucune cellule positive pour la protéine E n’a 

pu être détectée dans les cellules cultivées en RPMI ; que ce soit avec du galactose ou du glu-

cose, en comparaison avec les cellules cultivées en DMEM, et ce malgré des temps d’infection 

variant entre 48h et 72h. À cela s’ajoute une réponse IFN et un effet cytopathique, mesuré via 
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la quantification de l’activité Lactate Déshydrogénase (LDH) extracellulaire, inexistants dans 

notre modèle cellulaire, confirmant que l’infection n’avait pas eu lieu. 

 

Figure 33 – Infection par DENV du modèle d’A549Dual cultivées en glucose versus galactose. Les cellules 
A549Dual cultivées avec du RPMI contenant soit du glucose, soit du galactose à 2 g·L-1 ont été infectées par le virus 
de la Dengue pendant 72h à MOI 2. Les cellules ont été infectées avec du DMEM complet en parallèle, ces cellules 
représentant le contrôle positif d’infection. La progénie virale avec notre modèle cellulaire s’est montrée très faible 
en comparaison au contrôle positif (en Western Blot, A), voire inexistante (en immunofluorescence, B) que ce soit 
en culture avec du glucose ou du galactose. La protéine E a été détectée en utilisant un anticorps panflaviviral 
(4G2). La réponse antivirale dépendante d’un promoteur ISRE semble ne pas avoir été induite lors de l’infection 
de notre modèle, comme en témoigne l’activité luciférase (C). Ces résultats représentent l’intensité de la lumines-
cence émise par le surnageant des cellules infectées rapportée à l’intensité émise par le surnageant des cellules 
non-infectées. Enfin, corroborant le fait que l’infection n’ait pas eu lieu, la cytotoxicité induite en cas d’infection 
dans notre modèle est restée à un niveau basal (D). 

III.1.ii. Mise en évidence d’une réponse antivirale bivalente selon le contexte métabo-

lique cellulaire 

Une part importante de notre travail à partir de ce point aura été de tenter d’apporter des 

modifications à notre modèle de culture cellulaire, afin de pouvoir l’infecter par la suite. Quel 

D
M

E
M

 M
ock

D
M

E
M

 M
O
I 2

G
lu

co
se

 2
 g
·L
-1  m

ock

G
lu

co
se

 2
 g
·L
-1  M

O
I 2

G
al

ac
to

se
 2

 g
·L
-1  m

ock

G
al

ac
to

se
 2

 g
·L
-1  M

O
I 2

0

20

40

60

80

ISRE-Luc

N
o

rm
a
li
z
e
d

 l
u

m
in

e
s
c
e
n

c
e

D
M

E
M

 M
ock

D
M

E
M

 M
O
I 2

G
lu

co
se

 2
 g
·L
-1  m

ock

G
lu

co
se

 2
 g
·L
-1  M

O
I 2

G
al

ac
to

se
 2

 g
·L
-1  m

ock

G
al

ac
to

se
 2

 g
·L
-1  M

O
I 2

0

50

100

150

LDH Assay

P
e
rc

e
n

t 
c
y
to

to
x
ic

it
y

Mock MOI 2

RPMI Galactose 2 g/L

DMEM

RPMI Glucose 2 g/L

A B

C D

G
lu

co
se

G
lu

co
se

 M
O

I 2
G

al
ac

to
se

G
al

ac
to

se
 M

O
I 2

D
M

E
M

D
M

E
M

 M
O

I 0
,1

D
M

E
M

 M
O

I 1
D

M
E
M

 M
O

I 2
D

M
E
M

 M
O

I 5

Anti-protéine E (mouse 4G2)

D
M

E
M

 M
O

I 1
0



 132 

élément déterminant se révélait différent entre une infection menée en DMEM comparée à une 

infection en RPMI ? Était-ce dû à un composant spécifique du DMEM, facilitateur, ou au con-

traire du RPMI, alors inhibiteur ? Une donnée essentielle sur le milieu que nous utilisions 

jusqu’ici pour la culture est qu’il ne contenait pas de sodium pyruvate, alors que nous en ajou-

tions, de manière classique, 1 mM dans le DMEM. Nous sommes donc partis du principe que 

la différence que nous observions dans la capacité à infecter les cellules pourrait venir de la 

nécessité d’avoir du sodium pyruvate lors de l’infection. Cependant, même en ajoutant du py-

ruvate à notre au milieu en amont de l’infection, aucune différence n’a été observée avec les 

tentatives précédentes (Figure 34).  

  

Figure 34 – Variation des conditions d'infection. L’infection par DENV de cellules cultivées avec du RPMI 
contenant soit du glucose, soit du galactose à la concentration de 2 g·L-1 n’aboutit à aucune infection productive. 
L’ajout de pyruvate dans le milieu de culture n’a pas changé la donne. La protéine E est restée indétectable après 
cette modification des conditions d’infection (A). La protéine E a été détectée en utilisant un anticorps panflaviviral 
(4G2). Il en est de même pour la mise en place de la réponse ISRE-dépendante (B). Ces résultats représentent 
l’intensité de la luminescence émise par le surnageant des cellules infectées rapportée à l’intensité émise par le 
surnageant des cellules non-infectées. 

Notre regard s’est alors porté sur la L-glutamine. En effet, la composition du DMEM et du 

RPMI varie sur plusieurs points. Mais l’un des plus importants est la concentration en L-gluta-

mine qui est de 584 mg·L-1 (3 mM) dans le DMEM contre 0 dans le RPMI, en absence de 

A B

ISRE-Luc
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supplémentation. Or, comme je l’évoquais précédemment, nous avions décidé de ne pas sup-

plémenter notre RPMI avec de la L-glutamine, pour se prémunir d’un biais éventuel lié à l’ajout 

de cet acide aminé qui, de façon notoire, est lié à l’alimentation anaplérotique du cycle de Krebs. 

Des données disponibles dans la littérature font état d’une possible « addiction » à la glutamine 

lors de plusieurs infections virales, c’est le cas du Poliovirus, du virus de l’Herpes associé au 

sarcome de Kaposi ou encore du HIV (Eagle & Habel, 1956; Hegedus et al., 2017; Koufaris & 

Nicolaidou, 2021; Sanchez et al., 2017). De plus, même si la cellule hôte est capable de synthé-

tiser de la glutamine de novo, il semble que cette synthèse soit insuffisante pour soutenir une 

réplication virale maximale. Ainsi, il est rapporté régulièrement une augmentation de l’expres-

sion des transporteurs cellulaires de la glutamine chez les cellules infectées, permettant l’apport 

de glutamine exogène pour subvenir aux besoins du virus (Koufaris & Nicolaidou, 2021). 

Il semblerait donc que nos difficultés à infecter notre modèle avec le virus de la Dengue 

puisse provenir de l’absence de L-glutamine dans notre RPMI. En effet, il est possible, vu les 

données établies dans la littérature, que le pool de glutamine intracellulaire dans nos cellules 

soit insuffisant pour permettre une réplication efficace et que l’absence de L-glutamine exogène 

limite la reconstitution de ce pool. Toutefois, si une telle addiction a déjà été rapportée pour 

d’autres virus, elle n’a pour l’heure jamais été évoquée, à notre connaissance, pour DENV. 

Aussi, l’hypothèse de l’addiction à la glutamine par la cellule infectée reste pour l’instant en 

suspens dans la littérature (Koufaris & Nicolaidou, 2021). D’une part, la glutamine est évoquée 

comme élément essentiel à la tenue d’un cycle viral efficace alors que, d’autre part, la glutamine 

serait une brique nécessaire à la cellule hôte pour conduire une réponse antivirale efficace. Par 

ailleurs, Shiratori et al. ont rapporté dans leur étude que le remplacement du glucose par le 

galactose réorientait les cellules cancéreuses vers un métabolisme basé sur la phosphorylation 

oxydative. Et que cette réorientation était rendue possible par l’alimentation anaplérotique du 

TCA par la glutamine, comme illustré par la diminution de la concentration de la glutamine 
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intracellulaire dans les cellules cultivées en galactose, au profit de la synthèse d’α-KG (Figure 

35). Compte-tenu de ces différentes données, nous avons émis l’hypothèse que les résultats que 

nous avons eus précédemment, c’est-à-dire l’amélioration de la production des effecteurs anti-

viraux par la phosphorylation oxydative, pourraient reposer en réalité sur la glutamine, en tant 

que substrat du TCA. Ainsi, l’addiction de la cellule hôte infectée à la glutamine affecterait 

autant la réplication du virus que la réponse IFN, elle-même. 

 

Figure 35 – Le galactose alimente le cycle de Krebs de manière anaplérotique via la L-glutamine. La modi-
fication des conditions de culture de lignées cellulaires cancéreuses en utilisant du galactose, modifie le métabo-
lisme cellulaire, en le réorientant vers une activité mitochondriale plus importante, rapprochant ces cellules d’un 
métabolisme physiologique. Dans le modèle présenté par Shiratori et al. les cellules cultivées avec du galactose 
ont une concentration intracellulaire de glutamine diminuée attestant de la consommation du pool de cet acide 
aminé (B). La glutamine alimente de manière anaplérotique le cycle de Krebs et l’OXPHOS en fournissant du 
glutamate et de l’α-cétoglutarate (A, B, C). Adapté de (Shiratori et al., 2019). 

III.1.ii.a. La L-glutamine alimente la phosphorylation oxydative facilitant la mise 

en place de la réponse antivirale 

En conséquence, nous avons fait le choix pour la suite de nos travaux de revoir notre 

modèle d’étude de l’influence de la phosphorylation oxydative sur la production des effecteurs 

antiviraux. À partir de là, nous cultiverions les A549Dual d’une part avec du RPMI contenant 2 

g·L-1 de glucose mais sans L-glutamine et d’autre part avec du RPMI contenant 2 g·L-1 de 

glucose supplémenté avec 2 mM de L-glutamine. Comme précédemment, nous avons voulu 

caractériser notre modèle pour nous assurer que l’apport de L-glutamine dans le milieu allait 

A

B

C
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bien permettre aux cellules de se reposer sur la phosphorylation oxydative. Là encore, nous 

avons retrouvé une augmentation du flux de consommation d’O2, que ce soit au niveau basal 

ou lorsque l’activité mitochondriale était maximale. Les cellules cultivées avec de la L-gluta-

mine retrouvait bien un métabolisme plus physiologique avec une phosphorylation oxydative 

plus active (Article 2, Figure 1). La suite logique a été pour nous de répéter notre étude précé-

dente avec le poly:IC mais cette fois en comparant l’apport de la L-glutamine. La stimulation 

des A549Dual avec le mimétique d’ARN viral a conduit au même constat que précédemment, 

avec une augmentation significative de l’expression génique de plusieurs ISGs (ISG12, ISG15, 

ISG54, ISG56 et IRF1) chez les cellules cultivées avec de la L-glutamine et donc ayant une 

OXPHOS accrue (Article 2, Figure 2). Ces résultats ont été confirmés avec le système rappor-

teur ISRE-Luciférase, et cette fois par Western Blot. De manière intéressante, cette augmenta-

tion s’accompagnait d’une élévation des ROS mitochondriaux, mesurés grâce à une sonde spé-

cifique, le MitoSOX® (Article 2, Figure 2 et 5). À noter, nous avons également démontré une 

augmentation du marquage TOM20 (Translocase Outer Membrane 20), traduction possible 

d’un compartiment mitochondrial plus actif. La mitochondrie semble réellement au cœur de 

l’amélioration de la production des effecteurs antiviraux chez les cellules cultivées en L-gluta-

mine. En particulier, les ROS produits en plus grande quantité dans cette condition ont proba-

blement pour rôle de potentialiser la signalisation via MAVS, puisqu’il est connu que les ROS 

mitochondriaux ont un rôle dans l’agrégation de cette protéine et la signalisation en aval.  

III.1.ii.b. Des effecteurs antiviraux maintiennent une capacité antivirale en cas de 

glycolyse 

Comme je l’évoquais, les données obtenues sur la vipérine au laboratoire nous ont fait nous 

questionner sur l’expression de cette protéine dans notre modèle. Nous avons donc évalué cette 

expression suite à la stimulation par le poly:IC et avons pu rapporter une augmentation de l’ex-

pression génique de la vipérine dans les cellules cultivées sans L-glutamine, cette expression 
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étant réduite en présence de L-glutamine (Article 2, Figure 3). Il faut noter, qu’une autre cible 

que nous avons eu la possibilité de tester, OAS1, suit la même logique d’expression. Ces résul-

tats ont pu être confirmés au niveau protéique par Western Blot (Article 2, Figure 5). À ce 

stade, il semblait fortement probable pour nous qu’il y ait une dichotomie dans l’expression des 

effecteurs antiviraux. Certains, comme ISG15, ISG54 et ISG56 requièrent une OXPHOS active, 

alors que d’autres comme OAS1 et la vipérine seraient exprimés en contexte glycolytique (Fi-

gure 35).  

 

Figure 36 – Le métabolisme cellulaire dresse les contours d'une réponse antivirale ambivalente. Dans le cas 
d’un métabolisme régi par l’activité mitochondriale et la phosphorylation oxydative, la détection de motifs associés 
au pathogène d’origine virale semble aboutir à une réponse antivirale plus importante, représentée par la produc-
tion d’ISGs, telles que ISG15, ISG54 et ISG56. L’amélioration de la synthèse de ces effecteurs est liée à la phos-
phorylation oxydative, et semble corréler avec une production de ROS mitochondriaux plus importante. En con-
texte glycolytique, la voie de l’interféron est en revanche inefficace, la production des ISGs citées précédemment 
est limitée. Seuls la vipérine et OAS1 restent exprimés à des niveaux satisfaisants, avec un mode d’expression 
indépendant de l’interféron β.  

Pour objectiver cela, nous avons d’une part tenter d’inhiber la glycolyse avec du 2-DG et 

d’autre part la phosphorylation oxydative, toujours avec de la roténone. Comme nous le pen-

sions, l’utilisation de 2-DG a conduit à une perte de l’expression génique et protéique de la 

vipérine, semblant confirmer que son expression est dépendante de la glycolyse. Comme 
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précédemment, les autres ISGs testées (ISG12, ISG15, ISG54 et ISG56) voyaient leur niveau 

régulé en présence de roténone, attestant du lien existant entre l’OXPHOS et l’expression de 

ces ISGs (Article 2, Figure 5). Nous avons finalement consacré la fin de cette étude à tenter de 

déterminer ce qui pouvait expliquer la dichotomie dans l’expression des ISGs selon le contexte 

métabolique. Nous avons pu mettre en avant que cette variation est sans doute à mettre en rela-

tion avec un axe IFN-β / JAK / STAT dont l’activité est amoindrie en contexte glycolytique, 

notamment dû à une expression de l’IFN-β réduite, la vipérine et OAS1 parvenant à échapper 

à la diminution liée à cette voie d’induction (Article 2, Figure 6). 
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Abstract: The establishment of effective antiviral responses within host cells is intricately related to their metabolic status, shedding 

light on immunometabolism. In this study, we investigated the hypothesis that cellular reliance on glutamine metabolism contributes 

to the development of a potent antiviral response. We evaluated the antiviral response in the presence or absence of L-glutamine in 

the culture medium, revealing a bivalent response hinging on cellular metabolism. While certain interferon-stimulated genes (ISGs) 

exhibited higher expression in an oxidative phosphorylation (OXPHOS)-dependent manner, others were surprisingly upregulated in a 

glycolytic-dependent manner. This metabolic dichotomy was influenced in part by variations in IFN-β expression. We initially 

demonstrated that the presence of L-glutamine induced an enhancement of oxidative phosphorylation in A549 cells. Furthermore, in 

cells stimulated poly:IC, a marked increase in ISGs expression was observed in a dose-dependent manner with L-glutamine 

supplementation. Interestingly, our findings unveiled a metabolic dependency in the expression of specific ISGs. In particular, genes 

such as ISG54, ISG12 and ISG15 exhibited heightened expression in cells cultured with L-glutamine, corresponding to higher OXPHOS 

rates and IFN-β signaling. Conversely, the expression of viperin and 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1 was inversely related to L-

glutamine concentration, suggesting a glycolysis-dependent regulation, confirmed by inhibition experiments. This study highlights the 

intricate interplay between cellular metabolism, especially glutaminergic and glycolytic, and the establishment of the canonical 

antiviral response characterized by the expression of antiviral effectors, potentially paving the way for novel strategies to modulate 

antiviral responses through metabolic interventions. 

Keywords: antiviral response, OXPHOS, mitochondrial respiration, glycolysis, metabolic reprogramming, immunometabolism 
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1. Introduction 

Over the past two decades, we have been regularly confronted with our vulnerability to infectious diseases, whether 

emerging or re-emerging [1–7]. To deal with epidemics that can take on worldwide proportions, major research efforts 

have been required to gain a better understanding, not only of the emergence of these viruses, but also the 

pathophysiology associated with them. The antiviral response is one of the most widely explored aspects, depicting the 

host-pathogen relationship that develops during infection, which represents an evolutionary mechanism elaborated by 

the host to struggle against viral infections [8]. The canonical pathway of the antiviral response - the Interferon (IFN) 

pathway - is initiated by the recognition of pattern associated molecular patterns (PAMPs), usually viral nucleic acids, by 

pattern recognition receptors (PRRs). The viral genome released into the cytosol is specifically recognized by RIG-I like 

receptors (RLR e.g., RIG-I and MDA5) notably for viral 5’PPP-RNA and cyclic GMP-AMP Synthase (cGAS) for viral dsDNA 

[9,10]. Nucleic acids of endosomal origin are recognized by Toll-like receptors (TLRs) found in the endosome; TLR3 for 

dsRNA, TLR7/8 for ssRNA and TLR9 for DNA containing unmethylated CpGs [9]. Most of these receptors activate 

interferon regulatory factors (IRFs) via adaptor proteins. For example, RIG-I and MDA5 interact with MAVS via their CARD 

domain, leading to a signaling cascade involving TRAF3, TBK1 and IKKε, resulting in phosphorylation and 

heterodimerization of IRF7 and IRF3 [9]. Similarly, TLR3, via TRIF, leads to activation of IRF3 and 7 while TLR7, 8 and 9, via 

MYD88, lead to the formation of IRF7 homodimers [9]. More recently, the demonstration of the ability of cGAS to produce 

cyclic GMP-AMP (cGAMP) following the detection of cytosolic dsDNA led to the description of a new IFN production 

pathway, via the Stimulator of Interferon Genes – STING [10]. STING, through TBK1, leads to phosphorylation and 

homodimerization of IRF3 [10]. Finally, IRFs activated by these different pathways can translocate to the nucleus of the 

infected cell, where they interact with their promoter to allow transcription of type I and III IFNs. It is difficult to 

distinguish the intrinsic activity of type I IFNs (predominantly β) from type III IFNs, as their secretion occurs concomitantly 

[11]. Secreted IFNs act in an autocrine and paracrine manner, via their IFNAR1/2 and IFNLR1/IL-10Rβ receptors 

respectively, leading to the phosphorylation and homodimerization of STAT1 (GAF) on the one hand and, on the other, 

to the formation of the ISGF3 complex, composed of IRF9 and phosphorylated STAT1 and 2 [11,12]. ISGF3 interacts with 

the interferon-sensitive responsive element (ISRE), while GAF interacts with the gamma interferon activation site (GAS), 

in both cases leading to the expression of ISGs [11,12]. Alternatively, specific antiviral programs have been demonstrated, 

involving, for example, peroxisomal localization of MAVS which, after interaction with RIG-I, specifically induces activation 

of IRF1 leading to direct expression of antiviral genes and, at epithelial level, IFN-λ [13,14]. The interferon-stimulated 

genes (ISGs) encode antiviral proteins that have various functions on the virus life cycle, including inhibition of viral entry 

(myxovirus resistance genes), translation and replication (IFIT family, viperin), or even budding (tetherin) [11]. 

Additionally, they are able to improve sensing or potentiate interferon signaling pathways [15]. 

The IFN response is acute, representing the first line of defense deployed by cells at the site of infection, limiting the 

spread of the virus throughout the body. It also enables the innate and adaptive immune responses to be established 

accordingly [16]. However, this line of defense is vulnerable and many viruses have developed mechanisms to circumvent 

and control the antiviral response. To avoid the IFN response, several of these mechanisms are often active 

simultaneously. Upstream of IFN secretion, certain viruses appear to act by limiting the detection of their genome or by 

interfering with the signaling pathways leading to IFN secretion. For example, the N and NSP5 proteins of SARS-CoV-2 

limit the polyubiquitination of RIG-I, which is involved in the stabilization of its CARD domains and the aggregation of 
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MAVS [17]. Viral protease from HCV has shown the ability to cleave Cardif an adaptor protein in the RIG-I antiviral 

pathway [18]. Viral escape can also occur downstream of IFN secretion by inhibiting ISG production. Many viruses (e.g., 

Nipah virus, Measles virus, DENV, ZIKV) are able to target STAT1 and STAT2, sequestering them or causing their 

degradation [19]. Furthermore, while metabolism has proven to be of interest in the activation of immune cells [20], it is 

no less central to the IFN response. Metabolism is a crucial control point for the virus during infection in several regards. 

Firstly, during infection, the diversion of cellular metabolism from oxidative phosphorylation to glycolysis, via a Warburg-

like effect, allows the virus to access a quantity of biomass consistent with viral progeny [21]. On the other hand, control 

of metabolism could limit its effects on the establishment of the antiviral response. Indeed, we have previously shown 

that induction of the antiviral response by poly:IC in galactose-cultured cells, to boost their oxidative phosphorylation, 

resulted in greater expression of ISGs than when cells based their metabolism on glucose use and glycolysis [22]. 

Consistent with our results, mitochondrial ROS production was previously shown to induce MAVS oligomerization and 

type I IFN production [23]. In support of this hypothesis, it was shown that cells resistant to HIV-induced aerobic glycolysis 

have a higher antiviral potential and are accompanied by virus control [24]. Strengthening the link between cell 

respiration and virus infection, flavivirus affects the respiratory pathways of infected cells, notably through inhibition of 

mitochondrial fission by NS4B, which prevents the onset of mitochondrial antiviral status due to decreased ROS 

production [25,26]. Additionally, illustrating the deleterious effect of aerobic glycolysis on infected cells, the lactate 

produced by this process has been shown to affect RIG-I-dependent IFN production by regulating MAVS [27]. 

It has been stated on several occasions that the supply of TCA and therefore of oxidative phosphorylation can occur 

through the anaplerotic use of glutamine to give α-ketoglutarate. However, to date, the beneficial effect of glutamine 

during infection remained unclear. Indeed, it has been suggested that infected cells may be 'addicted' to glutamine, 

although it has not been established whether this addiction is due to the virus or rather to the requirement for glutamine 

to mount an effective antiviral response [28]. The work of Shiratori et al. illustrates that the use of galactose to force the 

metabolic reprogramming of cancer cells toward OXPHOS relies on increasing the glutamine pool to anaplerotically 

generate TCA intermediates [29]. In light of these data and our previous work, we hypothesize here that the host cell 

depends on glutamine to establish a metabolic process adapted to the development of an effective antiviral response. 

To test this hypothesis, we decided to evaluate the antiviral response in the presence or absence of L-glutamine in our 

culture medium. Interestingly, we demonstrated the existence of a bivalent antiviral response depending on cellular 

metabolism. Indeed, some ISGs are more expressed in an OXPHOS-dependent manner, as we expected, while others are 

more expressed in a glycolytic-dependent manner, the dichotomy in part relying on a variation of IFN-β expression. 

2. Materials and methods 

2.1. Cells and reagents 

The human A549-Dual™ (A549Dual) are adherent epithelial cells derived from A549 lung carcinoma cell line (ATCC, 

CCL-185™). A549Dual were purchased from InvivoGen (ref. a549d-nfis, San Diego, CA, USA). QUANTI-Luc™ substrate was 

obtained from InvivoGen (ref. rep-qlc1, San Diego, CA, USA). Oligomycin (ref. 75351), myxothiazol (ref. T5580), 2-

deoxyglucose (2-DG, ref. D8375), 2,4-dinitrophenol (DNP, ref. D198501) and rotenone (ref. R8875) was purchased from 

Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Poly(I:C) (HMW) / LyoVec™ (PIC) was purchased from InvivoGen (ref. tlrl-piclv, San 

Diego, CA, USA). MitoSOX™ Red was purchased from InvitroGen (ref. M36008, Carlsbad, CA, USA). Non-essential amino 

acid solution was purchased from PAN Biotech (ref. P08-32100, Aidenbach, Germany). 
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2.2. Cell culture 

A549Dual cells were cultured for maintenance at 37°C under a 5% CO2 atmosphere in 4,5 g·L-1 glucose Dubecco’s 

Modified Eagle’s Medium – DMEM (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) supplemented with 10% of heat-inactivated fetal 

bovine serum (FBS, Dutscher, Brumath, France), 100 U·mL-1 penicillin, 100 μg·mL-1 streptomycin, 2 mM L-glutamine and 

0.5 μg·mL-1 amphotericin B (PAN Biotech, Dutsher, Brumath, France) and containing 10 µg·mL−1 blasticidin and 100 

µg·mL−1 zeocin (InvivoGen, San Diego, CA, USA), for selection of cells expressing NF-κB-SEAP and IRF-Luc reporters. 

2.3. Oxygen consumption rate assessment 

A549Dual cells were cultured in 25 cm2 flasks, DMEM 4.5 g·L-1 glucose was replaced by RPMI 2 g·L-1 glucose, 

supplemented or not with 2 mM L-glutamine 24 hours before oxygen consumption rate (OCR) assessment. The cells were 

then washed with PBS, collected with trypsin / EDTA, and centrifuged at 800×g for 5 min, at room temperature. 

Subsequently, cell pellets were suspended in a volume of RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-

glutamine, allowing the number of cells per chamber to be standardized (approximately 2×106 cells). Basal oxygen 

consumption rates were continuously measured on whole cells at 37°C, using a Clark-type oxygen electrode (Oroboros 

Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). For calibration of the polarographic oxygen sensor and 

measurement of background oxygen consumption, the medium without biological sample was added to the O2k-

chamber. For each experimental condition, OCR was measured in the presence or absence of the F1F0-ATP synthase 

inhibitor – oligomycin (1 μM), the glycolysis inhibitor – 2-DG (5 mM), the protonophoric uncoupler – dinitrophenol (100 

μM) and a mix of the mitochondrial complex III inhibitor – myxothiazol (1 µM) and the mitochondrial complex I inhibitor 

– rotenone (1 μM). Data were expressed as picomoles O2 consumed by cells per second and per million of cells. 

2.4. Cytotoxicity assay 

A549Dual were plated in 96-well plate with a density of seeding corresponding to 10,000 cells per well. Cells were 

then treated respectively with RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented (or not) with 2-mM L-glutamine, containing increasing 

doses of 2-DG (ranging from 1 mM to 20 mM). DMEM – DMSO 10% was used as a positive death inductor. 24 hours after, 

cells undergo for neutral red assay. 

Cell viability was assessed with neutral red uptake assay, as described by Repetto et al. [30]. Briefly, after removal of 

the cell culture supernatant, 100 µL of medium containing 40 µg·mL-1 of neutral red was added to each well. Cells were 

then incubated during 2 hours at 37°C. Following incubation, medium was removed and cells were washed with PBS. 

Finally, 150 µL of neutral red destain (50% ethanol, 49% H2O, 1% glacial acetic acid) was added to each well. Absorbance 

was read at 540 nm using FLUOstar® Omega microplate reader (BMG LABTECH, Offenburg, Germany). 

#$%%	'()*(%(+,	(%) = 100	 ×	
456$7(8$9+)%	:;9<(+(;9	(=>!"#)

?$@)+('$	:;9+7;%	(=>!"#)
 

2.5. Cell stimulation 

Antiviral response was induced using polyriboinosinic:polyribocytidylic acid (poly:IC), a double stranded RNA 

complexed with transfection reagents which improve its uptake. A549Dual were cultured in RPMI-1640 (ref. P04-17550, 

PAN Biotech, Aidenbach, Germany) supplemented with glucose (2 g·L-1) and with or without L-glutamine upon 

stimulation, to promote metabolic reprogramming. Briefly, cells were plated in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS 

containing 2 g·L-1 of glucose with L-glutamine at different concentrations (0 mM, 0.2 mM, 1 mM or 2mM). After 24 hours 

of adaptation, cells were stimulated during 6 hours using PIC at 0.25 µg·mL-1 to study early steps of IFN pathway and 24 
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hours for late steps of IFN pathway (e.g., ISGs production). In the same manner, assessment of antiviral response 

following cellular respiration or glycolysis inhibition was achieved using 0.25 µg·mL-1 PIC and respectively 1 µg·mL-1 

rotenone or 5 mM 2-DG during 24 hours on A549Dual either cultured in RPMI-1640 with 2 g·L-1 glucose either 

supplemented with L-glutamine 2 mM or not for 24 hours. Following stimulation, cell culture supernatant was harvested 

and stored at -20°C, while cells were either used fresh in flow cytometry, fixed for immunofluorescence or lysed using 

RLT Lysis Buffer (Qiagen, Hilden, Germany) for subsequent RNA extraction or using RIPA buffer for subsequent protein 

preparation. 

2.6. RT-qPCR 

Total RNA has been extracted from cell lysates by using the RNeasy Plus Mini Kit (cat. 74136, Qiagen, Hilden, 

Germany). The total cDNA was obtained by reverse transcription using random primers from Invitrogen (ref. 58875, 

ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and M-MLV reverse transcriptase enzyme (ref. M1708, Promega, Madison, WI, USA) 

at 42 °C for 60 minutes. cDNA was then subjected to a quantitative polymerase chain reaction, using a CFX96 Connect™ 

Real Time Detection System (Bio-Rad, Hercule, CA, USA). For amplification, BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix (ref. G892-1, 

Applied Biological Materials, Vancouver, Canada) and specific primers were used to assess gene transcripts expression 

for following targets: ISG56, ISG54, ISG15, ISG12, IRF1, Viperin, OAS1, CMPK2, lncRNA-NRIR, IFN-β, RNA polymerase II 

and 18S ribosomal RNA. A threshold cycle (Ct) was calculated for each single sample amplification reaction in the 

exponential phase of amplification, using Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Hercule, CA, USA). Data obtained were 

expressed as mean normalized expression, RNA polymerase II and 18S ribosomal RNA serving has housekeeping gene. 

Gene Forward primer Reverse primer 

RNA polymerase II 5'-GAGAGCGTTGAGTTCCAGAACC-3' 5'-TGGATGTGTGCGTTGCTCAGCA-3' 

18S ribosomal RNA 5’-AGCCTGCGGCTTAATTTGAC-3’ 5’-CAACTAAGAACGGCCATGCA-3’ 

ISG56 5’-GCAGCCAAGTTTTACCGAAG-3’ 5’-CACCTCAAATGTGGGCTTTT-3’ 

ISG54 5’-CTGGTCACCTGGGGAAACTA-3’ 5’- GAGCCTTCTCAAAGCACACC-3’ 

ISG15 5’-AGATCACCCAGAAGATCGGC-3’ 5’-GAGGTTCGTCGCATTTGTCC-3’ 

ISG12 5'-CGTCCTCCATAGCAGCCAAGAT-3' 5'-ACCCAATGGAGCCCAGGATGAA-3' 

IRF1 5'-GAGGAGGTGAAAGACCAGAGCA-3' 5'-TAGCATCTCGGCTGGACTTCGA-3' 

Viperin 5’-GATGTTGGTGTAGAAGAAGC-3’ 5’-CCAATCCAGCTTCAGATCAG-3’ 

OAS1 5’-CATGCAAATCAACCATGCCA-3’ 5’-ACAACCAGGTCAGCGTCAGATC-3’ 

CMPK2 5’-CCAGGTTGTTGCCATCGAAG-3’ 5’-CAAGAGGGTGGTGACTTTAAGAG-3’ 

lncRNA-NRIR 5’-CCACCCCCACGAAGAAATTATATATC-3’ 5’-GTTAGAGGTGTCTGCTGCAATAATC-3’ 

IFN-β 5’-CTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGC-3’ 5’-TCCTCCTTCTGGAACTGCTGCA-3’ 

 

2.7. Western blot 

Stimulated cells (see 2.4 Cell stimulation) were lysed in 200 µL of radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA buffer) 

at 4 ° C for 10 min. Lysate were sonicated at 0 °C for 1 min of pulse at 40% at 0.5 cycle using an Omni-Ruptor 4000 (Omni 

International, Dutscher, Issy-les-Moulineaux, France). Proteins from total cell extract were quantified using BCA reagent 

according to manufacturer instructions (Sigma-Aldrich, Humeau, La Chapelle-Sur-Erdre, France). A standardized amount 

of protein extracts was treated with Laemmli buffer containing 10 mM DTT and heated at 95 ° C for 5 min. 15 μg of 

proteins were separated on precast NuPAGE gels 4 – 12% (Thermofischer, France) at 200V constant for 35 minutes. 

Transfer was performed on NC Protan supported membrane with a 0.45 μm pores (Amersham, GE, Buc, France) at 60 

mA constant per gel for 2 hours using a semi-dry system. After transfer, the membranes were saturated with 5% nonfat 
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dry milk in PBS – Tween 0.1%. Membranes were then incubated successively with primary antibodies and secondary 

antibodies diluted in PBS – Tween 0.1% – 1% nonfat dry milk. Blots were revealed with enhanced chemiluminescence, 

ECL prime detection reagents (GE, Buc, France) using an Amersham Imager 680 (GE, Buc, France). 

Target Reference Dilution 

Rabbit anti-ISG15 MA5-29371 (Invitrogen) 1:1000 

Mouse anti-ISG56 MA5-25050 (Invitrogen) 1:1000 

Mouse anti-Viperin MABF106 (Sigma-Aldrich) 1:1000 

Mouse anti-IFN-β AB_2122765 (Biolegend) 1:1000 

Rabbit anti-pSTAT2 07-224 (Sigma-Aldrich) 1:1000 

Rabbit anti-β-Tubulin AC008 (ABclonal) 1:1000 

Goat anti-rabbit immunoglobulin-HRP AB_2313567 (Jackson ImmunoResearch) 1:5000 

Goat anti-mouse immunoglobulin-HRP AB_10015289 (Jackson ImmunoResearch) 1:5000 

 

2.8. Mitochondrial ROS measurement 

Mitochondrial ROS were measured with MitoSOX™ Red using a flow cytometry-based protocol [31]. Briefly, A549Dual 

were washed with PBS 1X, harvested with trypsin / EDTA, and centrifuged at 800×g for 5 min. After three washes, cells 

were resuspended in preheated RPMI 2 g·L-1 glucose without phenol red, supplemented or not with 2 mM L-glutamine. 

MitoSOX™ Red at a final concentration of 5 µM was added to cell suspension and incubated for 30 min at 37°C. After 

three washes with preheated medium, the expression of MitoSOX™ is quantified in the PE channel by flow cytometry, 

using a CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, USA). 

2.9. Immunofluorescence 

A549Dual cells grown on glass coverslips were fixed with 3.7% paraformaldehyde – 50 mM HEPES – 150 mM NaCl at 

room temperature for 10 min. Fixed cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 3 min. The coverslips 

were incubated with primary antibodies in 1% BSA – PBS. Antigen – antibody binding was visualized with donkey anti-

mouse Alexa 488 Fluor-conjugated and donkey anti-rabbit Alexa 488 Fluor-conjugated secondary antibodies. Nucleus 

morphology was revealed by 4ʹ,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) staining. The coverslips were 

mounted with ibidi Mounting Medium (ref. 50001, ibidi, Gräfelfing, Germany) and fluorescence was observed using an 

AXIO OBSERVER 7 equipped with the Apotome.2 (Zeiss, Oberkochen, Germany). The images were acquired with the ZEN 

software version 3.1 (Zeiss, Oberkochen, Germany). 

Target Reference Dilution 

Mouse anti-TOM20 sc-17764 (Santa Cruz) 1:200 

Mouse anti-IFN-β AB_2122765 (Biolegend) 1:200 

Rabbit anti-STAT2 sc-22816 (Santa Cruz) 1:200 

Donkey anti-mouse Alexa 488 ab150105 (abcam) 1:750 

Donkey anti-rabbit Alexa 488 ab150073 (abcam) 1:750 

 

2.10. Measurement of the IFN-β Pathway activation 

Activation of the Interferon regulatory factors (IRF) pathway was monitored by measuring Lucia luciferase activity in 

A549Dual cells. It was evaluated using QUANTI-Luc substrate according to manufacturer’s recommendations. Briefly, 100 

µL of QUANTI-Luc substrate was added to 20 µL of cell culture supernatant and IRF-induced luciferase levels were 



 144 

 

quantified by luminescence measurement using a Luminoskan™ microplate luminometer (ThermoFisher, Waltham, MA, 

USA). 

2.11. Transcription factors prediction 

Prediction of potential binding sites for transcription factors in the promoter region of antiviral effectors was 

achieved using PROMO tool from ALGGEN group, which based on TRANSFAC 8.3 [32,33]. Briefly, a sequence of at least 

1000 bp upstream of the 1st exon of each of the following genes was recovered from the Ensembl database [34]: viperin 

(ENSG00000134321), OAS1 (ENSG00000089127), ISG12 (ENSG00000165949), ISG15 (ENSG00000187608) and ISG54 

(ENSG00000119922). These sequences were submitted to MultiSearchSites to search for binding sites that viperin and 

OAS1 sequences share on the one hand and ISG12, ISG15, and ISG54 on the other, restricting the prediction to the human 

set of transcription factors. A Venn diagram was then drawn to illustrate the transcription factors common or specific to 

these groups [35]. 

2.12. Statistical analyses 

For all figures except figures 1 and 2C, statistical analyses were performed by two-way ANOVA with Dunnett’s 

correction using Graph-Pad Prism software version 9. For figures 1 and 2C, statistical analyses were done using unpaired 

T-test. Values of p<0.05 were considered statistically significant. The degrees of significance are indicated in the figures 

captions as follow: *p<0.0332; ** p<0.0021; *** p<0.0002; **** p<0.0001. 

3. Results 

3.1. Enhancement of OXPHOS occurs in presence of L-glutamine 

We have previously demonstrated the ability of cells to produce a more effective antiviral response if cellular 

respiration was increased [22]. We then induced metabolic reprogramming of our cells using galactose. Galactose was 

shown to anaplerotically feed TCA via L-glutamine production [29]. An open question in the literature is whether L-

glutamine is essential for antiviral response or viral progeny [28]. In light of our previous results, we hypothesized that L-

glutamine would be essential for the establishment of an effective antiviral response, via the supply of TCA and OXPHOS. 

As a first step, we therefore evaluated the ability of L-glutamine to induce an increase in cellular respiration. To do 

so, we cultured A549Dual cells in RPMI containing 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine. After 24h 

of adaptation, we measured the O2 consumption of our cells by oximetry, using different uncoupling agents. As shown in 

Figure 1A, our two culture conditions lead to a different O2 consumption rate. Indeed, the basal level of O2 consumption 

is significantly increased in the presence of L-glutamine (Figure 1B - left panel). Moreover, using 2,4-dinitrophenol to 

force the passage of protons from the mitochondrial intermembrane space reveals that the maximal respiratory capacity 

of A549Dual is also significantly increased – 40% higher – in the presence of L-glutamine (Figure 1B – middle panel). Finally, 

we measured the proportion of O2 consumption not attributable to mitochondria, completely uncoupling the 

mitochondrial respiratory chain using a mixture of rotenone and myxothiazol. Cells grown without L-glutamine showed 

greater non-mitochondrial cellular respiration than cells grown in the presence of L-glutamine (Figure 1B - right panel). 

Notably, the proton leakage assessed through the use of oligomycin was not different between our two culture 

conditions. Also, the use of 2-deoxyglucose (2-DG) induces a decrease in O2 consumption but with no significant 

difference between cells cultured with or without L-glutamine. Thus, we have shown that L-glutamine induces an increase 

in cellular respiration in A549Dual which, according to our hypothesis, could be associated with a greater antiviral response 

in an infectious context. 
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3.2. The antiviral response is bivalent and varies according to metabolic context 

As mentioned above, the role of L-glutamine in infection is not well defined yet. Some believe that L-glutamine is 

essential for virus progeny, making the virus addicted to L-glutamine [28]. Others suggest that L-glutamine is necessary 

for the antiviral response, making the host cell addicted to L-glutamine during infection. Assuming that L-glutamine 

supports a metabolism based on oxidative phosphorylation, it seems reasonable to suppose that it would also support 

the development of the antiviral response. In order to prove the host cell's addiction to L-glutamine for the development 

of the antiviral response, we decided to use poly:IC (PIC) with increasing doses of L-glutamine. PIC is a dsRNA, widely used 

as pathogen associated molecular pattern mimetic. Indeed, It is known to mimic replicating viral RNA and to trigger the 

antiviral response, through activation of TLR3, RIG-I and RIG-I like receptors (RLR), resulting in type I IFNs production and 

ISGs expression [36,37].  

Thus, we cultured A549Dual with increasing doses of L-glutamine (from 0 to 2 mM) for 24 h before stimulation with 

PIC 0.25 µg·mL-1. After 24h of stimulation, we assessed the development of the antiviral response by measuring ISGs 

expression by RT-qPCR. All ISGs tested here (IRF1, ISG15, ISG56, ISG54 and ISG12) showed an increase in expression in 

response to PIC. Also, interestingly, their expression increases in dose response with L-glutamine until it reaches a 

maximum, which is consistent with the level of expression found in cells cultured in complete DMEM. The difference in 

expression with cells cultured without L-glutamine was significant as early as 0.2 mM L-glutamine, with levels varying 

between 2 and 5-fold more, depending on the gene studied (Figure 2A). To validate the effect observed at the 

transcriptional level, we assessed the synthesis of proteins that rely on the ISRE promoter. Specifically, since we used 

A549Dual, which expresses Lucia luciferase under the control of an ISG54 minimal promoter along with five IFN-stimulated 

response elements (ISRE), we were able to evaluate ISGs protein expression via luciferase secretion supernatant. 

Consequently, we examined the release of luciferase into the supernatant of cells treated with PIC by measuring the 

emitted luminescence using the Lucia luciferase substrate (QUANTI-Luc). Consistent with the results obtained from RT-

qPCR, we detected a significant increase in luciferase activity upon PIC stimulation and along with an increase in L-

glutamine concentration (up to 10-fold), representing a significant induction of antiviral proteins whose production is 

under the control of ISRE (Figure 2B).  

Oxidative phosphorylation within the mitochondria has been regularly associated with the production of 

mitochondrial reactive oxygen species (mROS) that have several physiological functions [38]. Among the functions 

repeatedly associated with these mROS is the promotion of the antiviral response [23,39]. Using MitoSOX™, we explored 

the formation of mROS in our model by flow cytometry. Thus, after 6h of stimulation with PIC, mROS induction was 

greater in cells cultured with 2 mM L-glutamine, illustrating the concomitance of this induction with the establishment 

of the early steps of the antiviral response (Figure 2C and S1). Furthermore, this induction was associated with increased 

TOM20 labeling in A549Dual cells cultured in L-glutamine and treated with PIC for 6h (Figure 2D). The increase in TOM20 

signal is another manifestation of a more functional mitochondrial network in the presence of L-glutamine, supporting 

oxidative phosphorylation (Figure 1) and induction of mROS (Figure 2C). 

Furthermore, to confirm that the increase in antiviral response is related to a specific effect of L-glutamine, cells 

were stimulated with PIC 0.25 µg·mL-1 in the presence (or absence) of a solution of non-essential amino acids – NEAA (0.1 

mM L-alanine, 0.1 mM L-asparagine, 0.1 mM L-aspartic acid, 0.1 mM L-glutamic acid, 0.1 mM glycine, 0.1 mM L-proline 

and 0.1 mM L-serine) to which 2 mM L-glutamine was added (or not). As shown in Figure S2, luciferase activity, and 
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therefore the antiviral response it reflects, was not increased in the presence of NEAA alone. Of note, the addition of L-

glutamine to this cocktail restored the previous results. 

Surprisingly, the expression of some ISGs does not follow this trend, quite the contrary. Therefore, by evaluating the 

expression of viperin and 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1 (OAS1) by RT-qPCR under the same conditions, we established 

that these genes are more highly expressed at low L-glutamine concentration. Indeed, their expression decreases 

inversely (up to 7-fold) with increasing L-glutamine concentration (Figure 3). This suggests that there is in fact a dichotomy 

in the expression profile of ISGs depending on the predominant metabolic pathway at the time of PIC stimulation. If 

OXPHOS is favored, through L-glutamine, there will be a greater expression of ISG12, ISG15, ISG54, ISG56 and IRF1. On 

the contrary, if glycolysis is promoted, in this case in the absence of L-glutamine, other ISGs will be favored, such as OAS1 

and viperin. To test the accuracy of this hypothesis, we needed to inhibit these different metabolic pathways under 

infectious condition and evaluate the development of the antiviral response for the different mentioned ISGs.  

3.3. Antiviral response is bivalent and relying alternatively on glycolysis or OXPHOS 

As before [22], we used rotenone at a concentration of 1 µg·mL-1 to inhibit OXPHOS. Since rotenone is a broad-

spectrum insecticide, piscicide and pesticide from vegetal origin, known to inhibit the complex I of mitochondrial electron 

transport chain, thus blocking OXPHOS and associated production of ATP [40]. While 2-DG, at 5 mM was used to inhibit 

glycolysis. Indeed, 2-DG is a glucose molecule with a 2-hydroxyl group replaced by hydrogen, leading to a molecule 

unsuitable for glycolysis which competitively inhibits glucose-6-phosphate production by phosphoglucoisomerase [41]. 

Of note, at the dose of 5 mM 2-DG exerts no cytotoxic effect, assessed by neutral red uptake assay, on A549Dual as shown 

in Figure S2. Thus, we used these inhibitors in combination with stimulation by 0.25 µg·mL-1 PIC, to study the impact of 

glycolysis and OXPHOS inhibition on the expression of the antiviral genes presented above. 

First, we assessed this expression at the gene level, using RT-qPCR. As before, expression of IRF1, ISG12, ISG15, ISG54 

and ISG56 was significantly increased following stimulation with PIC in the presence of 2 mM L-glutamine, compared with 

cells cultured without L-glutamine (Figure 4). On the contrary, viperin and OAS1 were expressed more when cells were 

cultured without L-glutamine. The addition of 2-DG, and the subsequent inhibition of glycolysis, resulted in no significant 

difference in the expression of IRF1, ISG12, ISG15, ISG54 and ISG56. On the other hand, expression of OAS1 and viperin 

is significantly altered in cells cultured without L-glutamine when glycolysis is inhibited (Figure 4). Therefore, we can 

conclude that, at the transcriptional level, the expression of genes such as OAS1 and viperin appears to be dependent on 

glycolysis, whereas the expression of other genes (e.g., ISG12, ISG15, IRF1) is independent of this metabolic pathway. 

Interestingly, the expression of these same genes is significantly inhibited in the presence of rotenone when cells are 

cultured with L-glutamine. Their expression level even reached that of cells cultured without L-glutamine, notably for 

ISG54 (Figure 4). Regarding OAS1 and viperin, their expression appeared less sensitive to rotenone in cells cultured 

without L-glutamine, illustrating that these genes are less dependent on OXPHOS than the others (Figure 4). Thus, we 

have demonstrated here that, at the transcriptional level, the increased expression of certain antiviral genes, such as 

ISG54 and ISG15, in L-glutamine-cultured cells is related to the higher OXPHOS rate in these cells. 

At the protein level, we again studied the luminescence emitted by secreted luciferase in response to PIC to estimate 

the production of antiviral proteins under the control of the ISRE promoter. The results obtained are consistent with 

those obtained at the gene level for IRF1, ISG12, ISG15, ISG54 and ISG56.  Namely, a decrease in luciferase activity, 

reflecting a reduction in the production of viral proteins under ISRE control, in response to rotenone treatment (Figure 
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5A). Finally, by Western blot, we found a higher signal for ISG56 and ISG15 in response to PIC for cells cultured in L-

glutamine compared to cells cultured without (Figure 5B). This signal decreased after rotenone treatment, indicating that 

the up-regulated production of these antiviral proteins in L-glutamine-grown cells is indeed related to higher OXPHOS. 

Viperin, also assessed by Western blot, follows an opposite pattern. Indeed, cells cultured without L-glutamine show a 

higher signal in response to PIC, illustrating greater viperin production in these cells than in cells cultured with L-

glutamine. However, this production was reduced after inhibition of glycolysis by 2-DG (Figure 5B). Inhibition of OXPHOS 

by rotenone also appears to alter viperin production at the protein level, whereas no effect was previously shown at the 

gene level. 

3.4. Viperin is expressed in a type I IFN-independent manner in glycolytic condition 

In an attempt to explain the specificity of viperin expression, we hypothesized that the viperin promoter region could 

possibly contain an element enabling greater viperin expression in response to glycolysis. Therefore, we evaluated the 

expression by RT-qPCR of cytidine / uridine monophosphate kinase 2 (CMPK2) and the lncRNA-negative regulator of the 

IFN response (lncRNA-NRIR), both of which are expressed at the same time as viperin (Figure 6A)[42]. As shown in Figure 

6B, expression of CMPK2 or lncRNA-NRIR did not vary between L-glutamine and L-glutamine-free conditions. This result 

corroborates the fact that OAS1 also responds better in glycolysis, even though it does not depend on the same promoter 

region as viperin. 

We then attempted to determine whether the switch that leads to a dichotomy in the ISGs expression profile 

between cells cultured in L-glutamine versus non-L-glutamine cells could be related to a difference in the expression of 

type I IFNs between our two conditions. Thus, by RT-qPCR, we assessed IFN-β expression in response to a 6-hour 

stimulation with PIC, in the presence or absence of L-glutamine. Interestingly, cells cultured without L-glutamine exert 

an expression of IFN-β similar to that observed for cells cultured with 2 mM L-glutamine (Figure 6C). However, this 

expression is not converted to the protein level, since the signal found for IFN-β is weaker for cells cultured without L-

glutamine, whether by Western Blot (Figure 6D) or immunofluorescence (Figure 6E). The higher expression of IFN-β in 

cells cultured with 2 mM L-glutamine results in greater STAT2-mediated signaling in these cells compared to cells cultured 

without L-glutamine, as evidenced by the stronger signal observed for pSTAT2 for this condition (Figure 6D). Therefore, 

higher expression of ISGs such as ISG54, ISG15, or ISG56 would be associated with more efficient IFN-dependent signaling 

in the presence of L-glutamine. On the other hand, the increase in viperin and OAS1 expression in glycolysis appears to 

be independent of IFN signaling. At this point, we still assume that it is possible that the higher expression of these two 

genes in response to PIC under glycolytic conditions may result from the activation of a transcription factor specific to 

these two genes compared to the other genes studied here. We therefore sought possible binding sites for transcription 

factors found in common between the viperin and OAS1 genes on the one hand, and ISG15, ISG54 and ISG12 on the 

other. To do this, we analyzed a sequence of more than 1000 bp upstream of the first exon of each of these genes, using 

PROMO tool, based on TRANSFAC 8.3. We then compared the reported binding sites between these two analysis groups 

(Figure 6F). As shown in the Venn diagram, 58 potential binding sites are found to be in common between viperin and 

OAS1, but only three of these sites are found to be specific to these genes compared to the other ISGs tested: STAT5A, 

NF-Y, and E2F-1. Therefore, it is possible that one of these three transcription factors is responsible for the expression of 

viperin and OAS1 in cells treated without L-glutamine. 

4. Discussion 



 148 

 

With the succession of viral epidemics, some of which have a global impact, research efforts to understand host 

response mechanisms have intensified. While much progress has been made in understanding the role of metabolism in 

the activation and function of immune cells, and therefore in understanding how these cells respond to viral infection, 

depending on their metabolic setting, very little is known about the innate antiviral response of the infected host cell. An 

interesting question is whether their metabolism influences the canonical antiviral response, namely the IFN response.  

It has been established on several occasions that, during viral infection, viruses manipulate host cell metabolism, 

diverting them from oxidative phosphorylation to glycolysis [21]. This detour has been shown to be of particular interest 

in viral progeny, as in the case of HIV and DENV [24,43,44]. However, the influence of such hijacking on the production 

of antiviral effector molecules induced by the IFN response has not yet been explored. The role of glutaminergic 

metabolism in the antiviral response also remains unresolved in the literature: does the benefit fall to the virus or to the 

host cell in the event of infection [28]? We have previously shown that OXPHOS promotes the expression of certain 

antiviral effectors such as ISG54 and ISG56. Furthermore, given that glutaminergic metabolism is closely linked to 

oxidative phosphorylation through anaplerotic feeding of TCA, we hypothesized here that glutamine intake in an 

infectious context would increase the antiviral response and the production of antiviral effectors. To address this 

hypothesis, we stimulated our cells with poly:IC in the presence or absence of L-glutamine, in order to study the intrinsic 

effect of metabolism on the antiviral response, while avoiding the inhibitory effect that viral proteins can induce during 

infection.  

Here, we were able to demonstrate that cells cultured with 2 mM L-glutamine had more functional mitochondria 

(Figure 2D), which supported greater induction of OXPHOS and mROS induction (Figures 1 and 2C). Furthermore, the 

increased mitochondrial activity in these cells was correlated with a greater production of certain antiviral effectors 

(ISG12, ISG15, ISG54, ISG56, IRF1), as shown by inhibition of their expression in the presence of rotenone (Figures 2, 4 

and 5). However, we were also able to show that the expression of certain ISGs escapes the need for OXPHOS, since 

viperin and OAS1 are more highly expressed in the presence of aerobic glycolysis (Figures 3, 4 and 5). One factor that 

may explain this dichotomy is that IFN-β expression and subsequent signaling are greater in cells to which L-glutamine 

has been added (Figure 6). While higher expression of viperin and OAS1 could be related to a specific transcription factor 

such as E2F-1 (Figure 6F). 

It had previously been shown that viperin expression was increased under conditions of high glucose and therefore 

glycolysis, enabling control of Zika virus infection [45]. These results were surprising in light of our work illustrating the 

beneficial effect of OXPHOS on the production of other antiviral effectors such as ISG54 and ISG56 [22]. Our study 

reconciles these results, as we have demonstrated the existence of a bivalent antiviral response, the orientation of which 

depends on cellular metabolic status (Figure 7). Therefore, OXPHOS in L-glutamine culture favors the production of ISGs 

such as ISG12, 15, 54 and 56. Whereas, glycolysis is beneficial for the production of viperin and OAS1. These results 

suggest that the bivalence of the antiviral response may be of interest in the event of metabolic reprogramming by the 

virus, with one taking over from the other. Thus, in the case of a Warburg-like effect, the host cell can still base its antiviral 

response on the induction of potent antiviral effectors such as viperin or OAS1. However, through this work we have not 

been able to uncover the mechanism leading to greater expression of viperin in a glycolytic context. And this important 

aspect remains to be explored in future work. We hypothesize that the expression of viperin and OAS1 could be linked 

to the activation of a specific transcription factor in this context. Among those we have identified (Figure 6F), it is known 
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that E2F-1 is normally sequestered by retinoblastoma protein (Rb). In the presence of glucose, E2F-1/pRB axis is more 

active, leading to release of E2F-1 and transcription of its targets [46]. Of note, we have been able to demonstrate that 

OXPHOS promotes IFN-β production, in contrast to glycolysis, leading to a more efficient production of antiviral effectors. 

Although viperin gene expression is not affected by OXPHOS inhibition (Figure 4), its protein expression appears to be 

affected (Figure 5). Future studies should attempt to shed light on this finding, which may simply be linked to a rotenone 

effect. Finally, we also found that inhibition of OXPHOS by rotenone did not necessarily result in complete abolition of 

the expression of OXPHOS-dependent ISGs (Figures 4 and 5). This may be due to the fact that the use of rotenone does 

not result in suppression of mROS induction, since rotenone is sometimes used to induce their induction to a lesser extent 

[47]. 

In the light of our initial results, it might be possible to argue that the glutamine addiction discussed in the literature 

initially seems to go to the host cell, since it produces more antiviral effectors in the presence of L-glutamine. However, 

since some antiviral effectors can overcome this dependence, it seems that glutamine is more essential to the virus for 

its progeny [28]. This suggests an adaptive mechanism whereby, to counteract the virus-induced metabolic 

reprogramming that undermines the antiviral response carried out by ISGs (12, 15, 54 and 56), the host cell has found a 

way to promote the production of other effectors such as viperin and OAS1. We could be in a frenetic adaptive race in 

which the cellular metabolic status is of prime importance. These results are encouraging and suggest that the study of 

glutaminergic metabolism could be an interesting way of approaching the control of a viral infection, and thus exploring 

possible therapeutic or preventive opportunities. However, these data still need to be consolidated in the case of a real 

viral infection, especially using viruses of current medical importance, in order to decipher the contribution of L-glutamine 

and OXPHOS in this case. 
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Figures 

 

Figure 1 – OXPHOS is associated with L-glutamine-containing medium. (A) Comparison of the oxygen consumption 

rate of A549Dual cultured with or without L-glutamine. 5 mM 2-deoxyglucose (2-DG) has been used to inhibit 

hexokinase activity and glycolysis. 1 µM oligomycin (Oligo) has been used to inhibit ATP synthase.  100 µM 2,4-

dinitrophenol (DNP) has been used as protonophoric uncoupler, allowing maximal respiration. 1 µM Rotenone – 1 

µM Myxothiazol has been used to uncouple both mitochondrial complex I and III, illustrating non mitochondrial 

respiration. The metabolism of cells grown in RPMI supplemented with 2 mM L-glutamine is more dependent on 

oxidative phosphorylation. (B) More specifically, cells cultured with L-glutamine have higher basal O2 consumption 

flux, associated with higher maximal respiration capacity and consistently lower non mitochondrial respiration. 

Error bars represent standard errors of three independent experiments. *p<0.0332; **** p<0.0001. 
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Figure 2 – L-glutamine increases antiviral response to poly:IC. (A) L-glutamine related overexpression of ISGs 

expression. The expression of several ISGs (IRF1, ISG15, ISG56, ISG54, ISG12) has been assessed by RT-qPCR after 

24-hour stimulation of A549Dual, grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented with increasing doses of L-glutamine 

(0, 0.2, 1 and 2 mM), using PIC 0.25 µg·mL-1. Results are expressed as mean normalized expression, following 

normalization with expression of 18S ribosomal RNA as a housekeeping gene. (B) ISRE-dependent proteins 

increased production in presence of L-glutamine. Evaluation of IRF pathway activation in response to PIC 0.25 

µg·mL-1 stimulation of A549Dual grown in RPMI 2 g·L-1 glucose supplemented with increasing doses of L-glutamine 

(0, 0.2, 1 and 2 mM) was achieved by measuring activity of secreted Lucia luciferase, using QUANTI-Luc substrate 

24 hours after treatment. Results are expressed as emitted luminescence intensity. (C) mROS induction is higher in 

presence of L-glutamine. Mitochondrial ROS were measured with MitoSOX™ Red using a flow cytometry-based 

protocol in cells grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine, after 6h of stimulation 

with PIC. Error bars represent standard errors of three independent experiments. *p<0.0332; ** p<0.0021; *** 

p<0.0002; **** p<0.0001. (D) Increased OXPHOS is associated with higher mitochondrial TOM20 labeling. TOM20 

expression was assessed by immunofluorescence in A549Dual, grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not 

with 2 mM, using PIC 0.25 µg·mL-1. These images are representative of three independent experiments. 
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Figure 3 – Expression of OAS1 and viperin are independent L-glutamine. Expression of OAS1 and viperin was 

assessed by RT-qPCR following a 24-hour stimulation of A549Dual, grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented with 

increasing doses of L-glutamine (0, 0.2, 1 and 2 mM), using PIC 0.25 µg·mL-1. Results are expressed as mean 

normalized expression, following normalization with expression of 18S ribosomal RNA as a housekeeping gene. 

Error bars represent standard errors of three independent experiments. *** p<0.0002; **** p<0.0001. 
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Figure 4 – Bivalent expression of ISGs is based on glycolysis and OXPHOS. Expression of several ISGs (IRF1, ISG15, 

ISG56, ISG54, ISG12, OAS1 and viperin) have been assessed by RT-qPCR following a 24-hour stimulation of A549Dual, 

grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine, using PIC 0.25 µg·mL-1. Simultaneously, 

to evaluate the influence of glycolysis and OXPHOS on the upregulation of ISGs regarding L-glutamine 

supplementation, 5 mM 2-deoxyglucose (2-DG) and 1 µg·mL-1 were used to inhibit glycolysis and OXPHOS 

respectively. Results are expressed as mean normalized expression, following normalization with expression of RNA 

polymerase II RNA as a housekeeping gene. The error bars represent standard errors of three independent 

experiments. *p<0.0332; ** p<0.0021; *** p<0.0002; **** p<0.0001 as compared to PIC. $ p<0.0332; $$ p<0.0021; 

$$$ p<0.0002; $$$$ p<0.0001 comparison between without L-glutamine vs. with L-glutamine. 
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Figure 5 – Bivalent ISG production depends on glycolysis or OXPHOS. (A) ISRE-dependent proteins increased 

production in presence of L-glutamine is linked to OXPHOS. Evaluation of IRF pathway activation in response to PIC 

0.25 µg·mL-1 stimulation of A549Dual grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine, 

was achieved by measuring activity of secreted Lucia luciferase, using QUANTI-Luc substrate 24 hours after 

treatment. Concomitantly, to assess the influence of glycolysis and OXPHOS on the upregulation of ISGs with 

respect to L-glutamine supplementation, 5 mM 2-deoxyglucose (2-DG) and 1 µg·mL-1 were used to inhibit glycolysis 

and OXPHOS. Results are expressed as emitted luminescence intensity. Error bars represent standard errors from 

three independent experiments. ** p<0.0021; *** p<0.0002. (B) Bivalent production of ISGs relies on either 

glycolysis or OXPHOS. ISGs production in response to PIC 0.25 µg·mL-1 stimulation of A549Dual grown in RPMI 2 g·L-

1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine, was achieved by western blot analysis. Western blot assay 

was achieved with mouse anti-ISG56, rabbit anti-ISG15, mouse anti-viperin and rabbit anti-β-tubulin antibodies. 

These images are representative of three independent experiments. 
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Figure 6 – Differential expression of ISGs correlates with variable IFN-β signaling. (A) Schematic representation of 

viperin, CMPK2 and lc-NRIR loci on chromosome 2. Exon/intron structure of genes is represented, promoter region 

is annotated and arrows indicate the orientation of transcription for each locus. (B) CMPK2 and lc-NRIR are 

expressed in the same manner under glycolytic and OXPHOS conditions. The expression of CMPK2 and lc-NRIR has 

been assessed by RT-qPCR after 24-hour stimulation of A549Dual, grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or 

not 2 mM L-glutamine, using PIC 0.25 µg·mL-1. Results are expressed as mean normalized expression, following 

normalization with expression of RNA polymerase II RNA as a housekeeping gene. (C) IFN-β mRNA has the same 

level of expression under glycolytic and OXPHOS conditions. The expression of IFN-β has been assessed by RT-qPCR 

after 6-hour stimulation of A549Dual, grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine, 

using PIC 0.25 µg·mL-1. Results are expressed as mean normalized expression, following normalization with 
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expression of RNA polymerase II RNA as a housekeeping gene. Error bars represent standard errors from three 

independent experiments. * p<0.0332; ** p<0.0021. (D, E) Alternative ISGs expression is related to IFN-β 

production and signaling. IFN-β production and phosphorylation of STAT2 in response to PIC stimulation of A549Dual 

grown in RPMI 2 g·L-1 glucose, supplemented or not with 2 mM L-glutamine, was achieved by western blot analysis 

and immunofluorescence. Western blot assay was achieved with mouse anti-IFN-β, rabbit anti-pSTAT2, and rabbit 

anti-β-tubulin antibodies. Immunofluorescence assay was achieved using mouse anti-IFN-β, donkey anti-mouse 

Alexa 488 and DAPI. These images are representative of three independent experiments. (F) Overexpression of 

viperin and OAS1 could be related to specific transcription factors activation under glycolytic condition. On one 

hand, we compared the promoter region, of viperin and OAS1 and on the other hand the promoter region of ISG12, 

ISG15 and ISG54, using PROMO tool based on TRANSFAC 8.3, looking for potential transcription factor binding sites. 

As represented, we determine three potential transcription factors that are specific for viperin and OAS1: STAT5A, 

NF-Y and E2F-1. 
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Figure 7 – Bidirectional ISGs expression is based on differential metabolic states. In cells relying on OXPHOS, 

antiviral response mounting is related to more functional mitochondria, leading to higher expression of ISGs. On 

the contrary, in cells relying on glycolysis, less efficient interferon signaling is associated with less functional 

mitochondria and consequently lower ISGs expression. Viperin and OAS1 escape this process and are more 

expressed in glycolysis-dependent cells, independently from interferon β. 
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Supplementary material 

 

Figure S1 – Gating strategy for flow cytometry-based MitoSOX™ Red assay. Living A549Dual were stained with 

MitoSOX™ Red at a final concentration of 5 µM, after a stimulation of 6 hour with PIC 0.25 µg·mL-1. Cells were gated 

by using forward scatter versus side scatter and mitochondrial ROS induction was assessed based on positive signal 

in PE channel. 
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Figure S2 – Antiviral response upregulation is independent of non-essential amino acids. Evaluation of IRF 

pathway activation in response to PIC 0.25 µg·mL-1 stimulation of A549Dual grown in RPMI 2 g·L-1 glucose 

supplemented with either or both non-essential amino acids – NEAA and 2 mM L-glutamine, was achieved by 

measuring activity of secreted Lucia luciferase, using QUANTI-Luc substrate 24 hours after treatment. Results are 

expressed as emitted luminescence intensity. Error bars represent standard errors of three independent 

experiments. *p<0.0332; ** p<0.0021; *** p<0.0002; **** p<0.0001. 
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Figure S3 – 2-deoxyglucose exerts no cytotoxic effect. We treated A549Dual with 2-deoxyglucose with 

concentrations ranging from 1 mM to 20 mM for 24 hours. We then evaluated the impact of these different 

concentrations on cell viability by neutral red assay. 
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III.1.ii.c. Discussion de l’article 2 

Les résultats compilés ici sous la forme d’une publication me semblent importants. En effet, 

ils nous permettent de concilier les résultats que nous avions obtenu initialement avec les résul-

tats parus sur la vipérine. Oui, sous un certain angle nous avions raison, la phosphorylation 

oxydative, ici alimentée par la glutamine, est essentielle à la production d’effecteurs antiviraux. 

Et oui, nos collègues avaient également une approche intéressante quant à l’étude de la vipérine 

(Reslan et al., 2022). La production de vipérine (et de certaines ISGs) est augmentée par la 

glycolyse (Reslan et al., 2022). Et d’ailleurs, il est déjà établi que la vipérine régule à la hausse 

la glycolyse, elle favoriserait de ce fait sa propre expression et donc son activité antivirale (Choi 

et al., 2022). Ces travaux nous rappellent que les résultats que nous obtenons doivent être con-

sidérés avec précaution, et que la mise en place de modèles adéquats peut permettre de lever 

certaines ambiguïtés. En effet, ici nous avons mis en avant que la production des effecteurs 

antiviraux reposait en réalité sur un mécanisme bivalent, qui dépend du métabolisme cellulaire 

ayant cours au moment de la mise en place de la réponse antivirale. Ainsi, certains effecteurs, 

comme IFIT1/ISG56 ou IFIT2/ISG54, sont produits en réponse à l’IFN-β et à la voie de signa-

lisation JAK / STAT, lorsque la phosphorylation oxydative est active. Alors que d’autres, telles 

que la vipérine et OAS1, se reposent sur la glycolyse pour être exprimés. Selon nous, la mise 

au jour d’un tel mode d’expression est un exemple supplémentaire de la course évolutive, théo-

risée en tant que ‘red queen effect’, et ayant lieu entre les virus et l’hôte infecté (Tenthorey et 

al., 2022; Van Valen, 1973). En effet, si la phosphorylation oxydative se retrouve limitée lors 

de l’infection, au profit de la glycolyse, la production des ISGs dépendante de cette voie s’en 

trouvera réduite. La cellule semble avoir réussi à contourner cette situation en favorisant l’ex-

pression de certaines ISGs plutôt en réponse à la glycolyse, permettant quoiqu’il advienne de 

lutter contre le pathogène. Il faut tout de même tempérer ces propos en rappelant que les virus 

ont montré à plusieurs reprises la capacité de réguler l’activité d’effecteurs antiviraux, et ce 
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quel que soit l’état métabolique de la cellule (I.2.v.c. Reprogrammation métabolique par les 

virus et évasion immune associée).  

 

Figure 37 – L'infection par DENV est dépendante de la L-Glutamine. (A) L’infection nécessite de la glutamine 

pour être productive. L’infection sans L-glutamine se révèle non productive, mais dès l’ajout de 0,2 mM de L-
glutamine, un signal pour la protéine E est détectable. La protéine E a été détectée en utilisant un anticorps pan-
flaviviral (4G2). (B et C) La glutamine rétablit la réponse ISRE-dépendante. Des cellules A549Dual ont été infectées 
ou non par DENV pendant 72h, à MOI 2, en présence de doses croissantes de L-glutamine (0 à 2 mM) ou (0 à 100 
mM). Une infection avec des cellules cultivées en présence de DMEM supplémenté avec de la L-glutamine (2 
mM) a été réalisée en tant qu’infection contrôle. L’infection sans L-glutamine n’induit pas la production de luci-
férase ISRE-dépendante, mais dès l’ajout de 0,2 mM de L-glutamine, une induction importante est détectable. Ces 
résultats représentent l’intensité de la luminescence émise par le surnageant des cellules infectées rapportée l’in-
tensité émise par le surnageant des cellules non-infectées. 

La poursuite de mes travaux a consisté à infecter les A549Dual cultivées ou non avec de la 

L-glutamine. Cette fois-ci, l’infection s’est montrée fructueuse, comme l’illustre la détection de 

la protéine E en immunoblot, et nous avons d’ailleurs noté plusieurs faits intéressants. Nous 

aurions pu nous attendre à une infection plus productive en fonction de la dose de L-glutamine 
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que nous ajoutions, cependant cela n’a pas été le cas, le signal retrouvé pour la protéine E sem-

blant similaire entre la condition avec 0,2 mM de L-glutamine et 2 mM de L-glutamine, 72 

heures post-infection (Figure 37A). C’est en revanche la mise en place de la réponse IFN qui 

semble dépendre de la glutamine puisque la luminescence émise via le système ISRE-Luc aug-

mente entre la condition 0,2 mM et 2 mM de L-glutamine (Figure 37B). Il semble même qu’il 

soit possible de potentialiser encore la production des effecteurs antiviraux en augmentant la 

concentration de la L-glutamine à des doses supérieures à celles utilisées couramment. En effet, 

en passant la concentration de 2 mM à 20 mM de L-glutamine, la réponse cellulaire face à 

l’infection virale se trouvait encore améliorée (Figure 37C). 

 

Figure 38 – L'infection par ZIKV est également dépendante de la L-Glutamine. (A) L’infection par ZIKV est 

dépendante d’un apport de glutamine exogène. Des cellules A549Dual ont été infectées ou non par ZIKV pendant 
48h, à MOI 2, en présence de doses croissantes de L-glutamine (0 à 2 mM). Une infection avec des cellules culti-
vées en présence de DMEM supplémenté avec de la L-glutamine (2 mM) a été réalisée en tant qu’infection con-
trôle. L’infection sans L-glutamine se révèle non productive, mais dès l’ajout de 0,2 mM de L-glutamine, un signal 
pour la protéine E est détectable. La protéine E a été détectée en utilisant un anticorps panflaviviral (4G2). (B) La 

réponse ISRE est également dépendante de la L-glutamine. La mise en place de la réponse antivirale a été évaluée 
post-infection en mesurant l’activité luciférase dans le surnageant des cellules infectées. La luciférase est sécrétée 
à des taux importants dès l’ajout de 1 mM de L-glutamine, illustrant une dépendance plus importante de la réponse 
antivirale impliquant ISRE, vis-à-vis de la L-glutamine. Ces résultats représentent l’intensité de la luminescence 
émise par le surnageant des cellules infectées rapportée l’intensité émise par le surnageant des cellules non-infec-
tées. 
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Nous avons décidé de confirmer ces résultats en réalisant une infection par le virus Zika. 

Comme précédemment, nous avons observé une infection productive dès 0,2 mM de L-gluta-

mine, sans augmentation importante de la progénie en fonction de la concentration (Figure 

38A). Là encore, la production des effecteurs antiviraux s’est montrée sensible à la glutamine, 

avec une émission de luminescence qui atteint un niveau conséquent à partir de 1 mM de glu-

tamine (Figure 38B). Même si ces données sont encore préliminaires, elles nous permettent 

d’émettre plusieurs hypothèses quant à la régulation de la réponse IFN par la L-glutamine en 

condition d’infection virale. Il est en effet possible qu’à faible concentration de L-glutamine, la 

réponse IFN soit jugulée par les capacités inhibitrices du virus, qui se retrouvent dépassées à 

une concentration plus élevée. Toutefois, il semble plus probable qu’à faible concentration le 

pool de L-glutamine soit prioritairement redirigé en tant que biomasse pour la progénie virale, 

plutôt qu’en tant que substrat pour le métabolisme oxydatif et donc pour la mise en place de la 

réponse IFN. 

Ces données nous permettent de répondre à la question de l’addiction à la L-glutamine. En 

effet, compte tenu de nos résultats, on pourrait considérer que la réponse antivirale nécessite 

une concentration de L-glutamine plus importante pour être effective. Cependant, si on garde 

en mémoire la capacité de la cellule hôte infectée à produire certains effecteurs, comme la vi-

périne ou OAS1, indépendamment de la phosphorylation oxydative et de la disponibilité de L-

glutamine, il semble que ce soit plutôt le virus qui présente une addiction à la L-glutamine. En 

effet, que ce soit le virus de la Dengue ou le virus Zika, l’infection nécessite un seuil limite de 

0,2 mM de L-glutamine exogène afin d’être productive. 
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PARTIE II : 
Le métabolisme oxydatif est régulé lors de 

l’infection par le virus Zika 
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III.2. Le métabolisme oxydatif est régulé lors de l’infection par le virus Zika 

III.2.i. Le déséquilibre de la balance rédox lors de l’infection par ZIKV est lié à la for-

mation d’agrégats (Article 3) 

III.2.i.a. Introduction 

L’infection par les Flavivirus est notoirement connue pour causer une surcharge du réticu-

lum endoplasmique, de par l’affluence massive des protéines virales dans ce compartiment cel-

lulaire (Blázquez et al., 2014). Le RE est l’organite essentiel au repliement des protéines cellu-

laires de la voie de sécrétion et à leur modification post-traductionnelle. La surcharge interve-

nant lors de l’infection altère ces fonctions physiologiques, conduisant à l’accumulation de pro-

téines mal repliées et de ce fait à un stress du RE (Blázquez et al., 2014). Le stress du RE est 

un signal cellulaire pouvant conduire à la mort par apoptose. L’intégration de ce signal se fait 

par la réponse aux protéines mal repliées (Unfolded Protein Response, UPR), qui a pour objectif 

de résoudre le stress du RE et d’induire l’apoptose, si cela n’est pas possible (Fribley et al., 

2009). Les tentatives de résolution consistant à produire des protéines chaperonnes pour aider 

au repliement des protéines, et à réduire de manière importante la traduction, ce qui pourrait 

avoir un impact majeur sur la progénie virale. Lors de travaux précédents au laboratoire, nous 

avons montré que ZIKV était capable de saboter cette réponse cellulaire au travers de l’inhibi-

tion de l’activité d’ATF6 et CHOP, deux régulateurs de l’UPR (Turpin et al., 2020, 2021). L’in-

hibition de ces voies participe au maintien du stress du RE, mais surtout limite la mort associée 

à ce stress qui serait délétère pour l’infection. 

L’avancée de nos travaux sur les relations entre métabolisme oxydatif et infection par les 

Flavivirus nous ont fait nous questionner sur la portée que pouvait avoir des modifications de 

ce métabolisme sur l’homéostasie cellulaire, notamment concernant le statut oxydo-réducteur 

des cellules infectées. La fonction du réticulum endoplasmique repose sur un environnement 

oxydatif finement régulé, qui permet le repliement des protéines via la formation de ponts 
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disulfures (Chakravarthi et al., 2006). La formation et l’isomérisation des ponts disulfures est 

un processus réversible assuré par des réactions oxydo-réductrices successives qui impliquent 

plusieurs acteurs, dont l’ER oxidoreductin-1 (ERO-1), la protein disulfide isomerase (PDI) et 

le glutathion réduit (GSH) (Chakravarthi et al., 2006) (Figure 39). Un déséquilibre entre les 

formes réduites et oxydées de ces acteurs peut être la source de la formation de ponts disulfures 

non-natifs, participant à l’accumulation de protéines mal repliées et donc au stress du RE. 

 

Figure 39 – Acteurs du système de repliement protéique. Le glutathion, l’ER oxidoreductin-1 et la protein 

disulfide isomerase sont essentiels à la formation et à l’isomérisation des ponts disulfures intrachaîne et inter-
chaîne. Un déséquilibre dans les formes oxydées ou réduites de ces protéines peut conduire à des ponts disulfures 
non-natifs et donc à des protéines mal repliées. Adapté de (Chakravarthi et al., 2006). 

Or, il est établi que la glutamine participe à la formation de GSH et donc au maintien de 

l’équilibre entre les formes réduites et oxydées du glutathion. Cependant, le détournement de 

la glutamine pour la progénie virale pourrait être la cause d’un déficit en GSH et donc induire 

un déséquilibre de la balance rédox de la cellule, en faveur du glutathion oxydé (GSSG). Partant 
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de ce constat, nous nous sommes demandés si un défaut de la balance oxydo-réductrice ne 

pourrait pas être à l’origine de formes protéiques mal repliées et donc au stress du RE retrouvé 

lors de l’infection par ZIKV. 

Comme nous le supposions, lors de l’infection par le virus Zika, nous avons retrouvé une 

diminution importante du ratio GSH/GSSG, illustrant donc une proportion plus importante de 

la forme oxydée du glutathion (Article 3, Figure 1). De manière intéressante, conjointement 

nous avons observé la formation d’agrégats dans les cellules infectées grâce à un marquage 

fluorescence avec de la thioflavine T (Article 3, Figure 2). Parmi les protéines pouvant être 

mal repliées, on peut retrouver les protéines virales qui sont abondantes dans le RE au moment 

de l’infection. Ainsi nous avons décidé, avec les anticorps que nous avions à notre disposition, 

de rechercher la formation d’agrégats de la protéine d’enveloppe du virus Zika. En utilisant, 

l’anticorps monoclonal 4G2, nous avons observé la protéine E sous sa forme monomérique, en 

condition non-réductrice. Cet anticorps reconnaissant un épitope conformationnel perdu lors de 

la réduction des ponts disulfures, aucun signal n’a pu être observé pour les échantillons réduits 

(Article 3, Figure 3). Cependant, en utilisant un anticorps polyclonal anti-EDIII, dirigé contre 

le domaine III de la protéine E, nous avons pu constater en condition non réductrice l’apparition 

de bandes de haut poids moléculaire, correspondant à des oligomères de protéine E. Nous avons 

établi que ces oligomères étaient formés par des liaisons covalentes, de type pont disulfure, 

puisque ces bandes de haut poids moléculaire disparaissent en conditions réductrices (Article 

3, Figure 3). Ces oligomères s’agrègent et perdent en solubilité, comme en témoigne le fait 

qu’on les retrouve dans la fraction insoluble en cas de centrifugation (Article 3, Figure 5). 

Nous avons d’ailleurs émis l’hypothèse que la formation de ces oligomères pouvait être permise 

par une cystéine laissée libre dans la E de ZIKV en comparaison à d’autres Flavivirus (Article 

3, Figure 4). 
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Promoting the Formation of Disulfide-Bond-Dependent
Oligomers of the Envelope Protein
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Abstract: Flaviviruses replicate in membrane factories associated with the endoplasmic reticulum

(ER). Significant levels of flavivirus viral protein accumulation contribute to ER stress. As a con-

sequence, the host cell exhibits an Unfolded Protein Response (UPR), subsequently stimulating

appropriate cellular responses such as adaptation, autophagy or apoptosis. The correct redox con-

ditions of this compartment are essential to forming native disulfide bonds in proteins. Zika virus

(ZIKV) has the ability to induce persistent ER stress leading to the activation of UPR pathways. In

this study, we wondered whether ZIKV affects the redox balance and consequently the oxidative

protein folding in the ER. We found that ZIKV replication influences the redox state, leading to the

aggregation of the viral envelope protein as amyloid-like structures in the infected cells.

Keywords: Zika virus; unfolded protein response; ER stress; oligomer; disulfide bond; amyloid ag-

gregates

1. Introduction

Zika virus (ZIKV) is a pathogenic single-stranded RNA virus belonging to the Fla-
viviridae family, together with the Yellow Fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), West
Nile virus (WNV) and Japanese Encephalitis virus (JEV). Among the pathogenic flaviviruses,
ZIKV has gained notoriety in the last ten years due to several outbreaks and serious clinical
concerns. Notably, neurological complications have been described, including Guillain-
Barré syndrome (GBS) and congenital malformations (Congenital Zika Syndrome—CZS),
prompting specific vigilance for pregnant women in the case of the ZIKV epidemic [1,2].
Otherwise, the ability of ZIKV to be transmitted sexually alongside to vector-borne trans-
mission and the evidence of its persistence in some tissues conversely to other flaviviruses
raised the interest in specific ZIKV–host interactions. This has led to a growing number of
studies to decipher these interactions at the cellular and molecular levels. Similar to other
flaviviruses, ZIKV replication occurs in Endoplasmic Reticulum (ER) invaginations of in-
fected cells and induces an accumulation of viral proteins [3–5]. Genomic RNA translation
leads to the viral polyprotein incorporation in the ER membrane, followed by its proteolytic
cleavage. Translation of the polyprotein, initially enclosed through the ER membrane,
results in three structural (C, prM, and E) and seven non-structural (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, and NS) proteins. Six of these proteins remain membrane-bound, as do
the prM and E proteins that constitute the future viral envelope.

Viruses 2022, 14, 1131. https://doi.org/10.3390/v14061131 https://www.mdpi.com/journal/viruses
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In addition to its key roles in cell physiology and homeostasis, the ER is an essential
cellular component in the execution of the viral cycle. The main function of the ER is
the regulation of folding and post-translational modifications of neo-synthesized proteins.
Quality control of folding by the ER determines the outcome of proteins destined for
centrifugal transport and the secretory pathway. Indeed, protein folding involves N-
glycosylation, an oxidative environment favorable to disulfide bridge formation in the ER
lumen, and the presence of several Ca2+-dependent molecular chaperones (e.g., calreticulin,
GRP78/BiP and GRP94) [6,7]. The latter is in particular involved in the stabilization of
protein folding intermediates. ER homeostasis can be disrupted by many factors such as
glucose deprivation, hypoxia, calcium imbalance or protein accumulation [8]. The resulting
ER stress causes cellular adaptive responses, such as the Unfolded Protein Response (UPR),
which is activated in an attempt to restore ER homeostasis.

Upon virus infection, the sudden and massive influx of ER-processed viral proteins
typically results in ER stress and UPR in infected cells. Such cell responses contribute
to several modes of host defense, i.e., antiviral programs, immune responses [9,10] and
commitment to autophagy or cell suicide [11,12]. The crosstalk between ER stress, UPR,
autophagy and apoptosis is particularly important during infection. Each of these re-
sponses can affect cellular homeostasis and consequently the efficiency of viral replication
and spread.

The ability of ZIKV to induce UPR in response to ER stress in several cell types
has been previously studied [13–19]. The infection was accompanied by morphological
changes in cell organelles, including remodeling of the ER into a swollen shape [20,21].
As aforementioned, during viral infection, ER stress is usually the result of an increasing
number of viral proteins to be processed by the ER. This influx of proteins disrupting ER
homeostasis is likely to trigger UPR and a translational shutdown which will have negative
effects on the replicating virus. We have previously shown that ZIKV is able to hijack the
ATF6 and CHOP pathways during UPR [18,19]. This control by ZIKV results in persistent
unresolved ER stress and delayed induction of cell death, which benefit the virus and may
even promote its long-term persistence in the body [22].

Data from the literature indicate that persistent ER stress is associated with a loss
of glutathione activity, which, in turn, provokes an imbalance in redox homeostasis [23].
Indeed, the ER provides a relatively oxidizing thiol-disulfide environment suitable for the
oxidative folding of co-translationally translocated proteins. Correct folding of proteins is
in part dependent on disulfide bond formation, a reversible process that is achieved by a
thiol-disulfide exchange reaction [24]. This exchange is mediated by a catalytic redox cycle,
which involves ERO-1 (ER oxidoreductin 1), PDI (Protein Disulfide Isomerase) and GSH
(reduced glutathione), to ensure the formation and isomerization of disulfide bonds in
proteins [25]. The stability of the thiol-disulfide system in the ER relies on the glutathione
redox pair, which acts as a powerful guardian of the redox balance. Thus, the ratio of the
glutathione reduced form (GSH) to the oxidized glutathione disulfide form (GSSG) in the
ER is an indicator of the redox homeostasis [26]. It should be noted that the specific redox
conditions in the ER allow the formation of disulfide bonds within the neo-synthesized
polypeptides. These covalent bonds are necessary for the functional three-dimensional
configurations of proteins in progress in the ER. Due to the importance of an oxidative
environment for the correct folding of proteins [27], a redox imbalance could be a trigger for
protein misfolding and the formation of non-native disulfide bonds during ER stress [28].

We, therefore, wondered whether, during ZIKV infection, persistent ER stress might
be related to an imbalance of the redox status. We questioned to what extent this would con-
tribute to the accumulation of misfolded proteins. Under infection conditions, we examined
the GSH/GSSG balance and showed that it significantly decreased, subsequently impairing
the redox balance. We showed that in ZIKV-infected cells, the envelope protein (ZIKV-E)
could oligomerize in large molecular weight complexes with insoluble characteristics. The
presence and accumulation of such oligomers seem to correlate with the decrease in the
redox potential of glutathione in infected cells. The redox imbalance generated during
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infection could be responsible for the generation of amyloid-like protein structures linked
by inappropriate disulfide bonds. This hypothesis would be consistent with fluorescence
microscopy observations of thioflavin T labeling, which reveal the presence of protein
aggregates that colocalize with the ZIKV-E protein. All of these data suggest a change in
oxidative protein folding in the ER due to persistent ER stress and ER redox imbalance dur-
ing ZIKV infection. Misfolded proteins would cause persistent stress, promoting a spiral in
which more inappropriate disulfide bonds would form, promoting protein aggregation.

2. Materials and Methods

2.1. Cells, Virus and Reagents

The clinical isolate PF-25013-18 (PF13) of ZIKV [29] was used for all infections. A549
cells (ATCC, CCL-185) and HEK-293T cells (ATCC, CRL-3216) were cultured at 37 ◦C
under a 5% CO2 atmosphere in Dulbecco’s modified eagle medium (P04-3500, PAN-
Biotech™) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, P40-37500,
PAN-Biotech™). Briefly, A549 cells were infected for 48 h with MOI ranging from 0.5 to
5. HEK-29T cells were transfected with 2.5 µg of plasmid encoding ZIKV prM/E from
epidemic BeH819015 (BR15) isolated in Brazil in 2015.

Immunodetection of the viral proteins was performed using the mouse anti-pan
flavivirus E protein 4G2 (RD Biotech®, Besançon, France) or with the rabbit anti-EDIII
ZIKV, which was described previously [30]. Donkey anti-mouse Alexa Fluor 488 and anti-
rabbit Alexa Fluor 594 IgG antibodies were purchased from Invitrogen (AB_141607 and
AB_2556547, Thermofisher®, Les Ulis, France). Horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit (ab97051) and anti-mouse (ab6789) antibodies were from Abcam® (Cambridge, UK).
Thioflavin T, a benzothiazole dye that increases in fluorescence upon binding to amyloid fib-
rils and protein aggregates, was purchased from Sigma-Aldrich® (243.003516.10, Humeau,
La Chapelle-Sur-Erdre, France). GSH/GSSG-Glo™ assay was purchased from Promega
(V6611, Charbonnières-les-Bains, France). Tris (2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) is a reduc-
ing reagent used at 5 µM and purchased from Sigma-Aldrich® (243.075259.02, Humeau, La
Chapelle-Sur-Erdre, France). Transfection was achieved using Lipofectamine 3000® (L3000-
015, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s recommendations.

2.2. Cell Fractionation and Western Blot

For fractionation, cells were washed with PBS and lysed at the concentration of
1 × 104 cells·µL−1 in buffer A (0.2% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl,
2.5 mM EDTA) as before [31]. Following lysis, the insoluble fraction was separated by
centrifugation at 3400× g for 10 min. Pellets were enriched in non-folded proteins, and the
supernatant was enriched in soluble proteins. All fractions were used in corresponding
Western blots.

For other Western blot assays, samples were either lysed with TEN buffer (0.1 M
Tris-Cl pH 8.0, 0.01 M EDTA pH 9.0 and 1 M NaCl) or RIPA buffer. Cell lysates were
then sonicated, treated in Laemmli buffer with or without DTT/TCEP and heat-treated
at 95 ◦C for 5 min. Finally, samples were processed by SDS-PAGE, transferred onto
nitrocellulose membrane as previously reported [32], and subsequently incubated with the
aforementioned antibodies at the following dilutions: 1:1000 for 4G2, rabbit anti-EDIII and
β-actin, 1:2000 for HRP-conjugated anti-rabbit and anti-mouse.

2.3. Immunofluorescence and Thioflavin T Staining

A549 cells were grown, infected or treated on glass coverslips. They were further fixed
with 3.7% formaldehyde at room temperature for 10 min. Fixed cells were permeabilized
with 0.1% Triton X-100 in PBS for 5 min. Coverslips were incubated with primary antibodies
(1:1000 dilution) in 1× PBS 1% BSA for two hours and with Alexa Fluor-conjugated sec-
ondary antibodies (1:1000, Invitrogen) for 1h. Nucleus morphology was revealed by DAPI
staining. According to Beriault and Werstuck [33], after immunodetection of ZIKV EDIII
and DAPI staining, amyloid indicator thioflavin-T was added to the coverslips at 5 µM for
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10 min before proceeding to mount. The coverslips were mounted with VECTASHIELD®

(Clinisciences, Nanterre, France), and fluorescence was observed using a Nikon Eclipse
E2000-U microscope. Images were captured and processed using a Hamamatsu ORCA2
ER camera and the imaging software NIS-Element AR (Nikon, Tokyo, Japan).

2.4. Glutathione Abundance Measurement

A549 cells were either infected or not with PF13 at MOI 5. After 48h of infection, the
antioxidant capacity of glutathione was assessed in infected cells versus mock infected cells
using the luminescence-based GSH/GSSG-Glo™ assay kit following the manufacturer’s
recommendations. Briefly, after treatment, the cell culture supernatant was removed, and
cells were lysed either with Total Glutathione Lysis Reagent or Oxidized Glutathione Lysis
Reagent. After 5 min of agitation, Luciferase Generation reagent was added. Thirty minutes
after incubation at RT, Luciferin Detection Reagent was added. Luminescence emitted
was measured after brief agitation and 15 min of incubation using a microplate reader
(Tecan FLUOstar® Omega). The GSH/GSSG ratio for a sample was calculated using the
following formula:

Net total glutathione luminescene − Net oxidized glutathione luminescene

Net oxidized glutathione luminescene/2

2.5. Protein Sequence Alignment

Flavivirus prM/E proteins were aligned using Clustal Omega. Following se-
quences were used: POLG_YEFVA—Yellow Fever virus, POLG_DEN2N—Dengue virus,
ARB08102.1—Zika virus PF13.

2.6. Statistical Analyses

All values are expressed as mean ± SD of at least three independent experiments.
After normality tests, comparisons between infected and mock infected cells were analyzed
using a t-test. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. All statistical
tests were conducted using Graph-Pad Prism version 9 software (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA, Available online: http://www.graphpad.xn--com-9o0a).

3. Results

3.1. Glutathione Abundance in the Course of ZIKV Infection

We and others have reported that ZIKV infection, like many other enveloped viruses,
can trigger ER stress and UPR in the host cell [13–19]. It is still unknown whether a
viral factor is more specifically involved in ZIKV-mediated ER stress. Disruption of ER
homeostasis may be followed by an altered redox state and may be associated with impaired
glutathione availability and sulfur tripeptide metabolism [23,34]. We wondered whether
ZIKV-mediated ER stress could be related to a similar phenomenon. Therefore, we infected
A549 cells with ZIKV at MOI 5 for 48h. As shown in Figure 1A, Western blot analysis
(in reducing conditions) of cell extracts harvested 48 h post-infection (h.p.i.) shows ZIKV
envelope protein (~55 kDa), indicating infection and viral replication in A549 cells. At the
same time, infected and mock infected A549 cells were lysed to compare the relative level
of oxidized and reduced glutathione under these two conditions. Interestingly, following
infection, an approximately three-fold decrease in the GSH/GSSG ratio is observed in
infected cells (Figure 1B). The decrease in glutathione reduced form observed presumably
relates to a loss of glutathione activity during ZIKV infection.
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Figure 1. ZIKV infection is associated with redox imbalance. (A) ZIKV infection of A549 cells. A549

cells were either mock infected or infected with ZIKV at MOI 5 for 48 h. Cell extracts were reduced

using DTT and heat-treated at 95 ◦C for 5 min. Western blot analysis of cell extracts following

infection leads to detection of ZIKV envelope protein (~55 kDa). ZIKV-E protein is detected using

rabbit anti-EDIII antibody. This is representative of three independent experiments. (B) ZIKV leads

to a decrease in the GSH/GSSG ratio, indicating a loss of glutathione activity in infected A549 cells.

48 h.p.i. glutathione activity was assessed in mock infected vs. infected cells. ***: p < 0.01. h.p.i: h

post-infection.

3.2. Detection of Amyloid-like Structures in ZIKV-Infected Cells

The imbalance in the GSH/GSSG ratio suggests an alteration in the redox state during
ZIKV infection. Redox imbalance is known to participate in ER stress [35], which has to
be resolved by UPR. However, it has been shown that during ZIKV infection, incomplete
UPR results in persistent and poorly resolved ER stress [18,19]. Under these conditions of
persistent stress and redox imbalance, the accumulation of oxidized protein could lead to
the formation and the aggregation of amyloid-like structures [35].

To assess such a hypothesis, we infected A549 cells with ZIKV at MOI 1 for 48 h.
Cells were fixed and examined by immunofluorescence. Intracellular virus replication was
examined using a monospecific anti-E polyclonal antibody, and fluorescent dye Thioflavin-
T (THT) was used to detect protein aggregates and any form of amyloid-like structures [33].
At 48 h.p.i., only A549 cells positively stained for the E protein showed a positive signal for
THT as compared to mock-infected cells, suggesting that amyloid-like protein aggregates
can occur in ZIKV-infected cells (Figure 2). Interestingly, the staining of amyloid-like
structures and the staining of the ZIKV-E protein overlap (Figure 2). We have previously
demonstrated that ZIKV-E localizes to the ER by co-immunodetection of calnexin [18],
and it is validated that E protein is processed and folded in the ER before the assembly of
viral particles in the secretory pathway [36]. Thus, the colocalization of ZIKV-E and THT
labeling suggests an accumulation of amyloid-like structures in the stressed ER of infected
cells. Furthermore, these amyloid-like structures may be related to misfolding of the viral
envelope protein.
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Figure 2. Amyloid-like protein accumulation during ZIKV infection. A549 cells infected with ZIKV

at MOI 1 for 48 h were incubated with Thioflavin-T (THT), a green fluorescent ER stress indicator

that binds aggregated proteins. Immunodetection of ZIKV envelope protein confirmed the infection

of the cells. Scale bar: 5 µm. All images are representative of three independent experiments.

3.3. Detection of Disulfide-Bonded E Oligomers in ZIKV-Infected Cells

To determine whether a relationship exists between the expression of the E protein
and the formation of amyloid-like structures in infected cells, A549 cells were infected
with increasing inputs of ZIKV (Figure 3). Protein extracts were collected 48 h.p.i. and
either reduced or not using Tris (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) as a reducing agent.
Protein samples were then analyzed by immunoblot assay (Figure 3A). Under non-reducing
conditions, we can observe a single band when we use the 4G2, an anti-pan-flavivirus
envelope protein antibody. The signal corresponds to the monomeric form of ZIKV-E pro-
tein (M, ~55 kDa), and it increases in an MOI-dependent manner (Figure 3A). Interestingly,
this band is no longer observed when using TCEP (Figure 3A). The lack of recognition
of ZIKV-E protein under reducing conditions is consistent with literature data indicating
that the 4G2 antibody binds a conserved conformational epitope overlapping the E fusion
loop [37]. This suggests that oxidized disulfide bonds may stabilize the tertiary structure of
ZIKV-E protein and be necessary for conformational epitope recognition.
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Figure 3. ZIKV infection results in the formation of disulfide-crosslinked E oligomers. (A) ZIKV-E in

native conformation contains intermolecular disulfide bridges. After infection of A549 cells with ZIKV

in a dose-dependent manner (MOI 0.5, 1 and 5), protein extracts were either treated or not with TCEP

before SDS-PAGE. Western blot analysis was performed with mouse 4G2 antibody, which recognizes

a conformational epitope of the E protein. (B) ZIKV-E protein forms disulfide-cross-linked oligomers.

A549 cells were infected with increased quantities of ZIKV (MOI 0, 0.5, 1 and 5), and the total fraction

was treated or not with TCEP before Western blotting. Western blot assay was achieved with a rabbit

anti-EDIII antibody. M indicates the 55 kDa monomer, and HMW indicates high molecular weight

oligomers of ZIKV-E. These images are representative of three independent experiments.

Immunoblotting was repeated in the same conditions as described above but this
time using an anti-EDIII antibody. Under non-reducing conditions, the monomeric form
of ZIKV-E protein was not predominantly detected. In contrast, high molecular weight
(HMW) signals of ZIKV-E protein are detected. These forms of over 100 kDa in size could
correspond to oligomers of the E protein (HMW, Figure 3B). Conversely, after TCEP treat-
ment and immunodetection with anti-EDIII antibody, the monomeric form of ZIKV-E (M,
Figure 3B) prevails, and the oligomeric forms are no longer detected. These observations
suggest that during ZIKV infection, E proteins are produced and accumulated in different
forms, including high molecular weight forms that are not detectable when reduced. These
oligomeric forms would therefore be stabilized by disulfide bonds. To confirm the possible
formation of envelope protein oligomers, we decided to examine the electrophoretic mi-
gration patterns under reducing and non-reducing conditions after the overexpression of
ZIKV prM/E in HEK-293T cells. Interestingly, the same HMW forms of the E protein were
observed under non-reducing conditions (Figure S1).

During infection, the envelope protein of flavivirus is mainly folded in the ER, and
its monomeric tertiary structure depends on the generation of intramolecular disulfide
bonds that occur in this cellular compartment [38]. Oligomeric forms resulting from weak
interactions between the individual monomers have also been described [39]. To the best
of our knowledge, we are the first to demonstrate the possibility of E-oligomers formation
in the context of ZIKV infection due to disulfide covalent bond formation.

Thus, we wondered whether this ability was a specificity of the ZIKV-E protein among
the different flaviviral envelope proteins. We therefore aligned the prM/E amino acid
sequences of YFV, DENV, WNV and ZIKV, as shown in Figure 4A. All flaviviruses assessed
have highly conserved cysteines with six residues belonging to the prM protein and twelve
to the E protein. Interestingly, ZIKV-E contains a 13th cysteine residue. As illustrated in
Figure 4B for DENV2 or in the literature for WNV, the 12 well-conserved cysteine residues
within E protein are all adjacent and involved in disulfide proximity bonds [38,40]. This
feature is also found in ZIKV prM/E (Figure 4C), where 12 of the 13 cysteine residues in E
are highlighted and form disulfide bonds through their adjacent positions, the thirteenth
residue not being accessible for an oxidized bond formation in the native ZIKV-E form.
The monomer of ZIKV-E would then be stabilized for its proper folding by 6 disulfide
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bonds, as are the E proteins of other flaviviruses. In contrast, the presence of an additional
cysteine specific to ZIKV-E could account for intermolecular disulfide bond formation
when the protein incorporated into the stressed ER is misfolded. Here, we propose that
the oligomerization of E proteins is the result of misfolding and abnormal conformations
due to the formation of the wrong intra- and/or intermolecular disulfide bonds between
polypeptides. We hypothesize that persistent ER stress could be a potent initiator of this
phenomenon and that the additional cysteine plays a role in increasing the combinatorial
possibilities for the formation of these non-native bonds between the cysteine residues
implicated in disulfide bonds.

Figure 4. Disulfide bonds in flavivirus prM/E protein. (A) Alignment of prM/E protein se-

quence from YFV (POLG_YEFVA), DENV2 (POLG_DEN2N), WNV (POLG_WNV9) and ZIKV

(ARB08102.1). The cysteine positions are highlighted in yellow. (B) Crystallography structure of

DENV2 prM/E (3C6E), with cysteine positions involved in disulfide bonds formation highlighted in

pink. (C) Crystallography structure of ZIKV-E (5JHM), with cysteine positions involved in disulfide

bonds formation highlighted in pink.
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3.4. ZIKV E Protein Forms Insoluble Oligomers during Infection

The oligomerization of proteins due to the cross-linking of non-native disulfide bonds
may lead to the formation of protein aggregates, one hallmark of which will be a loss
of solubility [41]. As previously stated, we have been able to show that ZIKV induces
unresolved ER stress in infected cells that have a prolonged lifespan [18,19]. These condi-
tions, which are combined with the redox imbalance (Figure 1), are likely to influence ER
function and protein folding. Indeed, during infection, a large amount of misfolded ZIKV-E
protein accumulates in the form of oligomers. In agreement with the results obtained with
the THT-amyloid-like imaging (Figure 2), the detection of E-protein oligomers (Figure 3)
could be consistent with the formation of insoluble aggregates. To test this hypothesis, we
prepared protein extracts from ZIKV infected cells using a buffer that contains a detergent
able to solubilize integral membrane proteins. Protein extracts were then fractionated
according to their solubility by low-speed centrifugation (3400× g) to prevent microsome
sedimentation. Total protein extract, soluble fraction and insoluble fraction were then used
for Western blot analysis. Immunoblot using 4G2 antibody shows a unique band at ~55 kDa
in both the total protein extract and the soluble fraction, corresponding to the monomeric
form of the E protein (Figure 5). The anti-EDIII antibody detected the E oligomers in the
insoluble fraction (Figure 5), suggesting that ZIKV envelope protein can be engaged in the
formation of insoluble aggregates. These latest results confirm that ZIKV infection leads to
an accumulation of high molecular weight oligomers of the E protein, in which misfolded
polypeptides are associated with each other by disulfide bonds, thus resulting in protein
aggregation with insoluble and amyloid features.

Figure 5. ZIKV E disulfide-cross linked oligomers are insoluble. A549 cells were infected with

ZIKV at MOI 5. 48 h.p.i. cells were lysed in TX100 buffer A and fractionated by centrifugation at

3400× g. An equal volume of total (T), soluble (S) and insoluble (I) fractions were separated under

non-reducing conditions and immuno-blotted for ZIKV-E with anti-EDIII or 4G2 antibodies. M

indicates the 55 kDa monomer, and HMW indicates high molecular weight oligomers of ZIKV-E. This

is representative of three independent experiments.
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4. Discussion

The shaping of proteins that transit in the ER is a crucial step in their maturation,
necessary for them to adopt a native conformation that will condition their future biological
functions. This 3D configuration relies on the correct folding of polypeptide chains and
involves both weak interactions and the formation of specific covalent bonds between
cysteine residues. Disulfide bond formation is a reversible process that is achieved by
a thiol-disulfide exchange reaction [24]. This exchange is permitted by a catalytic redox
cycle involving ERO-1, PDI and GSH. This phenomenon is ensuring the formation and
isomerization of disulfide bonds in proteins [25] (Figure 6). This oxidative protein folding
occurs in an oxidized environment to maintain native protein conformation. However,
a significant decrease in GSH/GSSG ratio is known to lead to protein misfolding and
inappropriate formation of disulfide bonds. In eukaryotic cells, GSH is the most abundant
non-protein thiol [42], which is oxidized to glutathione disulfide (GSSG) when it assists in
disulfide-bond reduction (Figure 6). Upon ER stress and UPR, ER environment becomes
increasingly reduced due to the consumption of GSH [43]. Thus, the ratio change observed
during ZIKV infection (Figure 1) can be related to prolonged UPR and unresolved ER stress.
During ER stress, ERO-1 and PDI are induced through UPR to favor protein folding as an
adaptive response. The induction of ERO-1 during UPR involves the transcription factor
CHOP [44]. However, CHOP expression and activity are downregulated during ZIKV
infection [19], thus probably affecting ERO-1 expression (Figure 6). In addition, homeostasis
impairment imposed by the UPR, such as during ZIKV infection [18,19], is known to be
associated with a compromised ER protein oxidation and a PDI chaperone activity rather
than a disulfide isomerase activity for PDI [45]. All of these points (ERO-1 downregulation,
PDI activity switch and decreased GSH) illustrate that during ZIKV infection, the redox
state is affected in relation to a decreased thiol-disulfide exchange reaction (Figure 6).
Accordingly, protein misfolding and the formation of non-native disulfide bonds during
ZIKV infection can occur. Such changes in ER homeostasis and activities are likely to lead
to the formation of aggregates and amyloid-like structures, as shown with THT staining in
ER upon ZIKV infection (Figure 2).

During the infection process, viral proteins incorporated into the ER are subject to the
same folding and control rules, and the organized formation of disulfide bridges contributes
to their functional shaping. ZIKV-E contains cysteine residues that allow the formation of
disulfide bonds important for the protein’s native conformation. Using the monoclonal
pan-flavivirus 4G2 antibody, we were then able to detect a conformational epitope in
the monomeric form of the E protein (Figure 3A). Conversely, after treatment with a
reducing agent, the epitope became undetectable with the 4G2 antibody. This confirmed
that intramolecular disulfide bridges shape the native E protein. These observations are in
agreement with data on other Flavivirus (e.g., WNV, DENV), indicating that all cysteine
in the E protein is engaged in intramolecular disulfide bonds [38,40]. Unexpectedly, the
use of a monospecific antibody raised against the antigenic domain III of the E protein
(EDIII) allowed us to reveal that the E protein exists in several forms during ZIKV-infection.
One is the native monomeric form with intrachain disulfide bonds, and the others are high
molecular weight oligomers with unfitted intermolecular disulfide bonds (Figure 3B). The
formation of such E-related structures can be related to a change in redox state associated
with a thiol-disulfide exchange reaction reduction in link with a persistent ER stress, as
described earlier. Sequence analysis of prM/E for cysteine content highlights the presence
of an additional cysteine in ZIKV-E compared to other Flavivirus (Figure 4). This free
cysteine could be related to a greater susceptibility of ZIKV-E protein to form non-native
disulfide-bonded oligomers compared to the other Flavivirus in the case of redox imbalance
and misfolding. Finally, the non-native disulfide-bonded oligomers of E remain in an
insoluble fraction (Figure 5), which is consistent with protein aggregation. As THT staining
co-localized with ZIKV-E protein (Figure 2), we can therefore argue that these aggregates
of ZIKV-E form amyloid-like structures.
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Figure 6. Graphical overview of the impaired redox cycle and the formation of protein aggregates

during ZIKV infection.

The next challenge will be to decipher the pathophysiological impact of these amyloid-
like structures during ZIKV infection, especially in microcephaly and other neurological
disorders, as these structures are known triggers of apoptosis in the nervous system [41,46].
The consequence of the co-existence of ZIKV-E with intramolecular disulfide bonds and
oligomer of E with non-native intermolecular disulfide bonds for virus cycle and particu-
larly for viral egress should be also eluded.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:

//www.mdpi.com/article/10.3390/v14061131/s1, Figure S1: ZIKV prM/E overexpression results in

the formation of disulfide-crosslinked oligomers.

Author Contributions: Conceptualization, P.D., P.K.-T. and W.V.; methodology, G.L., E.F., W.V. and

P.K.-T.; formal analysis, G.L., J.T., E.F., D.E.S., W.H., P.D., P.K.-T. and W.V.; investigation, G.L., E.F., J.T.,

D.E.S., W.H., P.K.-T. and W.V.; resources, data curation, W.V. and P.K.-T.; Validation, G.L., P.D., P.K.-T.

and W.V.; writing—original draft preparation, G.L. and W.V.; writing—review and editing, G.L.,

P.D., P.K.-T. and W.V.; visualization, G.L., W.V. and P.K.-T.; supervision, W.V. and P.K.-T.; funding

acquisition, P.D. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research was funded by the ZIKAlert project (European Union-Région Réunion

program under grant agreement n◦ SYNERGY: RE0001902). E.F. holds a fellowship from the Regional

Council of Reunion Island (European Union-Région Réunion program under grant agreement n◦

SYNERGY: RE0012406). J.T. has a PhD degree scholarship from La Réunion Island University (Ecole

Doctorale STS), funded by the French ministry MEESR. G.L and D.E.S. hold a fellowship from the

Regional Council of Reunion Island (European Union-Région Réunion), respectively DIRED/2021-

0161 and DIRED/2021-1115.

Institutional Review Board Statement: Not applicable.

Informed Consent Statement: Not applicable.



 183 

  

Viruses 2022, 14, 1131 12 of 14

Data Availability Statement: The data presented in this study are available on request from the

corresponding author.

Acknowledgments: We thank the members of PIMIT and DéTROI laboratories for the helpful

discussions. We are grateful to Steeve Bourane for the critical review of the manuscript and for the

English spelling. We also thank Valérie Choumet for providing us with the rabbit anti-ZIKV EDIII

antibodies. Figure 6 was created with Biorender.com.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

Abbreviations

CHOP C/EBP Homologous Protein

DENV Dengue Virus

EDIII Domain III of E protein

ER Endoplasmic Reticulum

ERO-1 ER oxidoreductin 1

GSH Reduced glutathione

GSSG Oxidized glutathione

PDI Protein Disulfide Isomerase

TCEP Tris (2-carboxyethyl)phosphine

THT Thioflavin T

UPR Unfolded Protein Response

WNV West Nile Virus

YFV Yellow

ZIKV Zika Virus

ZIKV-E Zika Virus envelope protein
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Figure S1. ZIKV prM/E overexpression results in the formation of disulfide-crosslinked 

oligomers. HEK-293T cells were transfected with a plasmid encoding ZIKV prM/E protein. After 

24h, protein extracts were harvested and either treated or not with DTT before SDS-PAGE. Western 

blot assay was achieved with a rabbit anti-EDIII antibody. These images are representative of three 

independent experiments. 
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III.2.i.b. Discussion de l’article 3 

Cette publication illustre l’importance que peuvent revêtir les désordres du métabolisme 

oxydatif lors de l’infection par un Flavivirus. Le déséquilibre causé étant à l’origine de la for-

mation d’agrégats, d’un stress du RE et d’une réponse UPR défaillante. Le rôle prégnant de la 

glutamine dans ces désordres reste à établir, puisque le stress oxydant à l’origine de ces obser-

vations peut résulter de multiples facteurs, tels qu’une diminution de la production d’ERO-1 ou 

de PDI, consécutifs à l’altération de la réponse UPR. De plus, il est possible que la protéine 

prM/E de ZIKV soit prompte à former des agrégats de manière naturelle, sans nécessité d’un 

environnement oxydatif particulièrement altéré. Puisque la surexpression de cette protéine seule 

dans des HEK293T conduit à la formation d’agrégats. Toutefois, nous n’avons pas mesuré les 

changements du statut rédox dans ces conditions, pour investiguer l’action possible de la pro-

téine prM/E de ZIKV directement sur le métabolisme oxydatif. Ces questionnements restent en 

suspens et devront faire l’objet d’études futures. Par ailleurs, puisque nous supposons que la 

formation favorisée d’agrégats pour la protéine prM/E de ZIKV découle de la présence d’une 

cystéine supplémentaire, il est possible de se demander si le virus tire un avantage de cette 

situation ? D’autant que, comme nous le verrons par la suite, ZIKV est enclin à maintenir ces 

déséquilibres du statut oxydo-réducteur. En effet, notre laboratoire a déjà démontré la capacité 

du virus Zika à limiter l’expression de l’hème oxygénase 1 (HO-1) un acteur important de la 

réponse antioxydante (El Kalamouni et al., 2018). 

III.2.ii. Le statut rédox est régulé lors de l’infection par ZIKV, via le contrôle de l’axe 

antioxydant (Article 4) 

III.2.ii.a. Introduction 

L’implication de l’axe antioxydant, représenté d’une part par le couple GSSG/GSH et les 

cibles transcriptionnelles de NRF2, fait l’objet d’un intérêt certain dans la littérature concernant 

le virus Zika. Le bénéfice que tire ZIKV d’un déséquilibre de la balance oxydo-réductrice reste 
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à explorer. Il paraît contre-intuitif, vu les résultats que je présentais précédemment, que le virus 

s’accommode de la production de ROS importante découlant d’une altération du statut rédox, 

puisque ceux-ci participent à l’intégration de la réponse antivirale et sont de ce fait favorables 

à la cellule hôte. Pourtant, dans la littérature, la position face à la production de ROS lors d’une 

infection virale est divisée. Certains voient un rôle bénéfique aux ROS, via la mise en place de 

la réponse antivirale, d’autres lui voient des effets délétères de par l’induction d’un stress oxy-

dant. Il est possible que nous ayons là les deux faces d’une même pièce. La production de 

mROS est physiologique de par le fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale et 

est nécessaire à la réponse antivirale, mais leur régulation est sensée faire l’objet d’une attention 

particulière grâce au système antioxydant, dont GSSG/GSH, et les cibles de NRF2, comme HO-

1 et la NAD(P)H déshydrogénase [quinone] 1 (NQO1) font partie. Or, il semble que lors de 

l’infection le virus Zika altère la production de GSH, comme nous l’avons vu précédemment. 

Ceci limite les capacités antioxydantes de la cellule hôte et donc mène à un stress oxydant et à 

ses effets délétères, ces faits ont d’ailleurs été confirmés par une autre équipe récemment (Sahoo 

et al., 2023). Ainsi, il est possible que le flou qui plane sur le sujet des ROS, lors de l’infection 

virale, soit en fait lié à un défaut dans la régulation de leur production, leur accumulation étant 

alors source de toxicité. Nous avons donc, une fois encore, un bel exemple d’hormésis. Sahoo 

et al. ont également noté la réduction de l’infection lors d’une régulation à la hausse de NRF2 

et une infection exacerbée si l’expression de NRF2 était inhibée. Notre équipe avait précédem-

ment rapporté la capacité de ZIKV à inhiber l’expression de HO-1, une cible de NRF2 (El 

Kalamouni et al., 2018). Puisque ZIKV est capable de limiter l’effet inhibiteur du glutathion 

réduit, comme le montre la diminution de cette forme lors de l’infection, il n’est pas forcément 

étonnant que ce virus ait également dans son arsenal de quoi inhiber l’axe NRF2. Cependant, il 

restait à élucider par quel moyen le virus Zika contrecarre cette réponse délétère pour lui. 
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Le virus Zika induit un stress oxydant, illustré par l’accumulation de ROS mitochondriaux 

et cytosoliques majoritairement 48 à 72 heures post-infection, dont la résolution est altérée 

(Sahoo et al., 2023). NRF2 qui transactive l’expression d’HO-1, NQO1 et bien d’autres cibles 

devrait participer à la résolution du stress oxydant induit par l’infection. Cependant, dans la 

suite de mes travaux, nous avons montré que la protéine NS1 est une protéine virale capable 

d’inhiber l’expression de HO-1, ce qui avait été rapportée précédemment (El Kalamouni et al., 

2018). De plus, nous faisons la preuve ici que d’autres cibles de NRF2 comme NQO1, SQSTM1 

et PDK1 présentent une expression altérée en présence de NS1 (Article 4, Figure 1 et 3). De 

manière intéressante, nous avons pu montrer que cet effet sur la balance rédox est uniquement 

associé à la fraction intracellulaire de la protéine NS1, puisque la stimulation de cellules avec 

du milieu conditionné provenant de cellules sécrétant la protéine NS1 n’a abouti à aucune mo-

dification des cibles de NRF2 (Article 4, Figure 1 et 3). Cependant, il se trouve que l’inhibition 

des cibles de NRF2 n’est pas uniforme, puisque toutes les cibles ne se trouvent pas régulées en 

présence de NS1. Parmi les cibles ne subissant pas de régulation, nous avons pu montrer qu’au 

contraire la NADP-dependent malic enzyme (ME-1) et la phosphogluconate déshydrogénase 

(PGD) sont régulées à la hausse (Article 4, Figure 2). Ce mode de régulation alternatif excluait 

selon nous un effet direct sur NRF2 ou sa protéine régulatrice KEAP1. Ce que nous avons 

confirmé, puisque NRF2 a plutôt une tendance à l’augmentation et KEAP1 semble plutôt dimi-

nuer, ce qui devrait favoriser l’expression de cibles telles que HO-1, NQO1 et SQSTM1, au 

même titre que ME-1 et PGD (Article 4, Figure 2). Nous avons eu l’opportunité d’étudier un 

peu plus en avant la régulation différentielle des cibles de NRF2 par la NS1 de ZIKV, ce qui 

nous a permis d’établir que la surexpression de NS1 coïncide avec une surexpression de 

BACH1. BACH1 est un facteur de transcription connu pour entrer en compétition avec NRF2 

pour certains gènes ayant un élément de réponse antioxydant (Antioxidant Responsive Element, 

ARE) dans leur promoteur. Parmi les cibles de NRF2 pouvant subir cette compétition on compte 
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notamment HO-1 et NQO1. Il semble donc que le virus Zika parvienne à inhiber en partie l’axe 

antioxydant dépendant de NRF2 limitant les effets néfastes de cette réponse lors de l’infection. 
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Zika Virus restriction of host antioxidant response is mediated by 

intracellular NS1, in a BACH1-related manner 

1. Introduction 

Isolated in 1947 from a sentinel rhesus macaque in the Zika forest, the Zika virus (ZIKV) has long remained 

marginalized, with very few reported cases of human infection [1,2]. ZIKV is an RNA virus belonging to the flavivirus genus, 

and more precisely to the clade transmitted by Aedes spp. mosquitoes, in the same way as Dengue (DENV) or Yellow 

Fever viruses [3]. However, recent years have seen the emergence of this virus following several successive epidemics in 

the Pacific and Latin America [4–6]. These epidemics brought this virus to the attention of the international community, 

and it quickly became a major concern for human health. Although ZIKV had long been harmless, outbreaks in Micronesia 

in 2007 and French Polynesia in 2010 led to the discovery of severe forms of ZIKV infection, as well as rare post-infection 

complications [4,5]. The majority of ZIKV infection’s cases turn out to be asymptomatic, while symptomatic cases are 

commonly mild, with the development of a flu-like syndrome associating fever, headache, maculopapular rash and 

sometimes myalgias, arthralgias and conjunctivitis [7]. However, the large-scale epidemics that occurred have highlighted 

certain specificities of the Zika virus. ZIKV is the first flavivirus to demonstrate a teratogenic effect, in the form of 

congenital Zika syndrome, the most dramatic disorder of which is microcephaly in newborns from infected mothers, 

thereby revealing the ability of the virus to be transmitted via the maternal-fetal route (in addition to the sexual route) 

[8–11]. 

Like other flaviviruses, Zika virus infection is based on the synthesis of a single polyprotein, subsequently cleaved 

into structural proteins (capsid - C, membrane - prM and envelope - E) and nonstructural proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B and NS5) [12]. These proteins are involved not only in virus replication but also in interactions with the 

infected host, limiting counteractions such as the antiviral response [13]. Among viral proteins, flavivirus nonstructural 

protein 1 (NS1) holds a special place and has been particularly well described in the context of DENV infection. This 46-

55 kDa glycoprotein, found in dimeric form in the endoplasmic reticulum, is known to be secreted in hexameric form, 

with circulating levels of approximately 50 µg·mL-1 for DENV versus 30 ng·mL-1 for ZIKV [14,15]. NS1 has repeatedly been 

associated with the pathogenesis of DENV infection, notably in the development of hemorrhagic forms [16]. This ability 

to destabilize the junctional integrity of endothelial cells seems to be shared by ZIKV NS1, as recently demonstrated at 

the blood-brain barrier [17,18]. The similarities extend even further, as we recently demonstrated a common feature of 

these two NS1, namely their ability to associate with extracellular vesicles during infection, which can contribute to the 

pathogenicity of these viruses [19].  

The antioxidant response is set up by the cell to face an imbalance of pro- and antioxidant species in favor of pro-

oxidant species, which can ultimately have deleterious effects on cellular functions [20]. This imbalance is associated with 

a ratio of reduced glutathione to oxidized glutathione (GSSG / GSH) in favor of the oxidized species. The antioxidant 

response attempts to maintain cellular homeostasis by promoting the expression of phase II enzymes, involved in the 

detoxification of the reactive oxygen species generally responsible for this imbalance [20]. The antiviral response is 

triggered by the release of the Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2), a transcription factor that is normally 

maintained in the cytoplasm by its interaction with Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1). NRF2 then translocates 
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to the nucleus where it interacts with the antioxidant responsive element (ARE), enabling expression of genes such as 

Heme oxygenase 1 (HO-1), Sequestome-1 (SQSTM1) or NAD(P)H dehydrogenase (quinone 1) (NQO1) [20]. 

During viral infection, the redox status of the infected cell is of importance, and the metabolism of reactive oxygen 

species is often tightly controlled by the virus. Indeed, the cytoprotective effects associated with the antioxidant response 

have regularly been shown to be counterproductive for viruses during infection. The use of polyphenols to limit viral 

infection, by enhancing these cytoprotective activities, is indicative of the importance of the antioxidant response in the 

management of viral infection [21]. We previously showed that ZIKV was able to subvert HO-1 expression, and this cellular 

protein seems to show promising effects during infection [22]. Control of the redox balance can lead to the appearance 

of misfolded proteins, as in the case of the ZIKV E protein, thus contributing to the pathogenicity of the virus through 

endoplasmic reticulum stress [23–26]. Understanding the mechanisms that enable the virus to disrupt this system is 

therefore particularly relevant, to prevent the emergence of such disorders. However, to date, the viral determinant 

responsible for this subversion remains unknown. A link does exist between the host antioxidant system and the NS1 

protein of flaviviruses, whether DENV or TBEV [27,28]. However, in both cases, NS1 appeared to activate the antioxidant 

system, in contrast to the effect observed in ZIKV infection. In fact, TBEV NS1 activates the NRF2/ARE axis, leading to the 

expression of phase II detoxification enzymes [28]. Based on these data, we hypothesize that the negative effect on HO-

1 and potentially on the antioxidant system during ZIKV infection could be mediated by the NS1 protein. To test this 

hypothesis, we decided to evaluate the development of the antioxidant response in the presence of the ZIKV NS1 protein, 

using a stable line expressing this protein. Thus, we were able to show that intracellular NS1 was able to alter the 

expression of certain genes under the control of NRF2, but that this effect does not extend to all NRF2 targets. 

Interestingly, this variation appears to be related to a higher expression of BACH1, a factor that may be involved in the 

regulation of specific genes under the control of an ARE element. 

2. Materials and methods 

2.1. Cells, plasmids and reagents 

The human embryonic kidney 293A (HEK293A) cells are adherent cells (CVCL_6910) suitable for establishing a protein 

expressing cell line. The mammalian codon-optimized sequence coding for the NS1 signal peptide, followed by the amino 

acids 1 to 352 of NS1 protein from ZIKV strain BeH819015, was synthesized by Genecust (Boynes, France). The synthetic 

NS1 gene was cloned into Kpn I and Xho I restriction sites of the pcDNA3.1(+) Neo plasmid (Thermo Fisher Scientific, 

Villebon sur Yvette, France) to generate pcDNA3/ZIKV-NS1FLAG-tag . In this construct, a glycine–serine spacer and a FLAG-

tag sequence followed the NS1 sequence. Lipofectamine™ 3000 reagent (L3000-015) was purchased from Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA). Geneticin (ref. A1720) was obtained from Sigma-Aldrich. Actinomycin D (A9415) was purchased from 

Sigma-Aldrich. 

2.2. DNA transfection and stable cell line generation 

For the expression of the recombinant ZIKV-NS1FLAG-tag, the construct was the one we previously designed, 

characterized, and used [29]. Briefly, in order to generate a HEK293A cell line expressing ZIKV-NS1FLAG-Tag (HEK293A-NS1), 

cells were plated in a 6-well plate. At 70–80% of cell confluence, HEK293A cells were transfected by lipofection using 

Lipofectamine™ 3000 reagent, according to the manufacturer’s recommendations, with 2.5 µg of DNA. Selection of cells 

expressing ZIKV-NS1FLAG-Tag was achieved using geneticin at 1 mg·mL-1. Simultaneously, mock-transfected cells were 

selected, generating an empty vector HEK293A cell line (HEK293A-EV) that served as control for all experiments.   



 193 

 

2.3. Cell culture and cell stimulation 

HEK293A-ZIKV and HEK293A-EV cells were cultured for maintenance at 37°C under a 5% CO2 atmosphere in 4,5 g·L-1 

glucose Dubecco’s Modified Eagle’s Medium – DMEM (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) supplemented with 10% of 

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Dutscher, Brumath, France), 100 U·mL-1 penicillin, 100 μg·mL-1 streptomycin, 2 

mM L-glutamine, 0.5 μg·mL-1 amphotericin B (PAN Biotech, Dutsher, Brumath, France) and 250 μg·mL-1 geneticin. 

For assessment of paracrine effect of NS1, HEK293T were used. HEK293T were cultured for maintenance at 37°C 

under a 5% CO2 atmosphere in 4,5 g·L-1 glucose Dubecco’s Modified Eagle’s Medium – DMEM (PAN Biotech, Aidenbach, 

Germany) supplemented with 10% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Dutscher, Brumath, France), 100 U·mL-1 

penicillin, 100 μg·mL-1 streptomycin, 2 mM L-glutamine, 0.5 μg·mL-1 amphotericin B (PAN Biotech, Dutsher, Brumath, 

France). Cells were plated in 6-well plate and at 70-80% of confluence cells were stimulated with either cell culture 

supernatant (CCS) from HEK293A-NS1 or HEK293A-EV, 1:2 diluted in fresh DMEM. 

2.4. RT-qPCR 

Total RNA has been extracted from cell lysates by using the RNeasy Plus Mini Kit (cat. 74136, Qiagen, Hilden, 

Germany). The total cDNA was obtained by reverse transcription using random primers from Invitrogen (ref. 58875, 

ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and M-MLV reverse transcriptase enzyme (ref. M1708, Promega, Madison, WI, USA) 

at 42 °C for 60 minutes. cDNA was then subjected to a quantitative polymerase chain reaction, using a CFX96 Connect™ 

Real Time Detection System (Bio-Rad, Hercule, CA, USA). For amplification, BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix (ref. G892-1, 

Applied Biological Materials, Vancouver, Canada) and specific primers were used to assess gene transcripts expression 

for following targets: HO-1, SQSTM1, NQO1, NRF2, ME1, LDHA, GCLM, PGD, PDK1, TXNRD1, and RNA polymerase II. A 

threshold cycle (Ct) was calculated for each single sample amplification reaction in the exponential phase of amplification, 

using Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Hercule, CA, USA). Data obtained were normalized expression versus expression 

of RNA polymerase II, serving as housekeeping gene and presented as fold change from control using 2-ΔΔct method. 

Gene Forward primer Reverse primer 

RNA polymerase II 5'-GAGAGCGTTGAGTTCCAGAACC-3' 5'-TGGATGTGTGCGTTGCTCAGCA-3' 

HO-1 5’-ATGACACCAAGGACCAGAGC-3’ 5’-GTGTAAGGACCCATCGGAGA-3’ 

SQSTM1 5’-AAATGGGTCCACCAGGAAACTGGA-3’ 5’- TCAACTTCAATGCCCAGAGGGTTA -3’ 

NQO1 5’-CGAGAGCCTAGTTCCGGC-3’ 5’-CATGGCATAGAGGTCCGACT-3’ 

NRF2 5’-CCTCAACTATAGCGATGCTGAATCT-3’ 5’-AGGAGTTGGGCATGAGTGAGTAG-3’ 

ME1 5'- CCTGGCCAAGGCAACAATTC-3' 5'-GGAGGATAAAGCCGACCCTC-3' 

LDHA 5'-GGATCTCCAACATGGCAGCCTT-3' 5'-AGACGGCTTTCTCCCTCTTGCT-3' 

GCLM 5'-TATCAGTGGGCACAGGTAAA-3' 5'-CACAATGACCGAATACCG-3' 

PGD 5’-CATGCAAATCAACCATGCCA-3’ 5’-ACAACCAGGTCAGCGTCAGATC-3’ 

PDK1 5’-CATGTCACGCTGGGTAATGAGG-3’ 5’-CTCAACACGAGGTCTTGGTGCA-3’ 

TXNRD1 5’-GTTACTTGGGCATCCCTGGTGA-3’ 5’-CGCACTCCAAAGCGACATAGGA-3’ 

 

2.5. Western blot 

Cells were harvested in TEN buffer (0.1 M Tris-Cl pH 8.0, 0.01 M EDTA pH 9.0, and 1 M NaCl), and lysed by sonication 

at 0°C for 1 min of pulse at 40% at 0.5 cycle using an Omni-Ruptor 4000 (Omni International, Dutscher, Issy-les-

Moulineaux, France). Proteins from total cell extract were quantified using BCA reagent according to manufacturer 

instructions (Sigma-Aldrich, Humeau, La Chapelle-Sur-Erdre, France). A standardized amount of protein extracts was 

treated with Laemmli buffer containing 10 mM DTT and heated at 95 ° C for 5 min. 15 μg of proteins were separated on 
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SDS-PAGE gel at 150V constant for 1 hour. Transfer was performed on NC Protan supported membrane with 0.45 μm 

pores (Amersham, GE, Buc, France) at 60 mA constant per gel for 2 hours using a semi-dry system. After transfer, the 

membranes were saturated with 5% nonfat dry milk in PBS – Tween 0.1%. Membranes were then incubated successively 

with primary antibodies and secondary antibodies diluted in PBS – Tween 0.1% – 1% nonfat dry milk, using the antibodies 

described below. Blots were revealed with enhanced chemiluminescence, ECL prime detection reagents (GE, Buc, France) 

using an Amersham Imager 680 (GE, Buc, France). 

Target Reference Dilution 

Mouse anti-HO-1 sc-136960 (Santa Cruz) 1:200 

Rabbit anti-SQSTM1 P0067 (Sigma Aldrich) 1:1000 

Rabbit anti-KEAP1 FNab04516 (FineTest) 1:1000 

Mouse anti-FLAG sc-166355 (Santa Cruz) 1:200 

Mouse anti-BACH1 sc-271211 (Santa Cruz) 1:200 

Rabbit anti-β-Tubulin AC008 (ABclonal) 1:1000 

Goat anti-rabbit immunoglobulin-HRP AB_2313567 (Jackson ImmunoResearch) 1:5000 

Goat anti-mouse immunoglobulin-HRP AB_10015289 (Jackson ImmunoResearch) 1:5000 

 

2.6. Statistical analyses 

For all figures, statistical analyses were performed by T-test correction using Graph-Pad Prism software version 9. 

Values of p<0.05 were considered statistically significant. The degrees of significance are indicated in the figures captions 

as follow: *p<0.0332; ** p<0.0021; *** p<0.0002; **** p<0.0001. 

3. Results 

3.1. NS1 mediates ZIKV-associated subversion of HO-1 axis 

We have previously demonstrated the ability of Zika virus to circumvent the antioxidant system of the infected host 

by altering the expression of heme oxygenase 1. To test the validity of our hypothesis concerning the involvement of NS1 

in this previous observation, we decided to use the HEK293A cell line that expresses stably the NS1FLAG-Tag protein. We 

have already used these cells on several occasions and they have been described in detail elsewhere [19,29]. Briefly, they 

are capable of producing the dimeric form of the ZIKV NS1 protein and secreting it into the culture supernatant [19,29]. 

Nevertheless, before using these cells to investigate the role of NS1 in HO-1 subversion, we first checked the expression 

of this protein by Dot Blot in the cell culture supernatant. As shown in Figure 1A, using an anti-FLAG antibody, we obtained 

a strong signal in the supernatant of HEK293A-NS1 cells, in contrast to HEK293A-EV cells, attesting to the expression and 

secretion of NS1 by these cells. 

We then explored the effect of NS1 on the expression of HO-1 and other NRF2 targets, namely SQSTM1 and NQO1. 

Similar to what was previously observed upon infection with different ZIKV strains, NS1 induced a halving of the number 

of HO-1 transcripts detectable basally by RT-qPCR. SQSTM1 and NQO1 are similarly down-regulated, with transcriptional 

levels also reduced by half (Figure 1B). The altered expression of HO-1 and SQSTM1 by NS1 is also reflected at the protein 

level, since we detected a weaker signal for these proteins by Western blot in cells that stably expressed ZIKV-NS1 

compared to control cells (Figure 1C). 
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Figure 1 – Intracellular fraction of Nonstructural protein 1 subverts antioxidant response during ZIKV infection. (A) ZIKV NS1 is 

expressed and secreted in the supernatant of HEK293-NS1 cells. Dot blot assay was achieved using mouse anti-FLAG antibody on the 

supernatant of HEK293A-NS1 versus HEK293A-EV. This image is representative of three independent experiments. (B, C) HO-1 and 

other antioxidant effectors are repressed by ZIKV NS1. (B) Expression of heme oxygenase 1 (HO-1), sequestome-1 (SQSTM1) and 

NAD(P)H dehydrogenase (quinone 1) (NQO1) have been assessed by RT-qPCR in HEK293A-NS1 versus HEK29A-EV. Results are 

expressed as fold change from HEK293A-EV, following normalization with expression of RNA polymerase II RNA as a housekeeping 

gene. The error bars represent standard errors of three independent experiments. *p<0.0332; ** p<0.0021; *** p<0.0002. (C) HO-1 

and SQSTM1 production has been assessed by western blot, using mouse anti-HO-1, rabbit anti-SQSTM1 and rabbit anti-β-tubulin. 

These images are representative of three independent experiments. (D) ZIKV NS1 effect on antioxidant response is limited to the 

intracellular fraction of NS1. Expression of heme oxygenase 1 (HO-1), sequestome-1 (SQSTM1) and NAD(P)H dehydrogenase (quinone 

1) (NQO1) have been assessed by RT-qPCR in HEK293T stimulated with either conditioned medium from HEK293A-EV or HEK293A-
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NS1. Results are expressed as fold change from control cells, following normalization with expression of RNA polymerase II RNA as a 

housekeeping gene. The error bars represent standard errors of three independent experiments. 

 NS1 is an exceptional viral protein, as it is one of the rare ones to have the ability to be secreted, especially in 

such large amounts. Since for other flaviviruses (i.e., DENV), the pathogenic effects of NS1 are mediated by the circulating 

part of the protein, we wondered whether the subversion of the antioxidant system caused by NS1 was mediated by the 

fraction found in the extracellular compartment. To test this, we decided to culture HEK293T cells with conditioned 

medium derived from HEK293A-NS1 or HEK293-EV for 24 hours. By RT-qPCR (Figure 1D), we did not detect any 

differences in the expression of HO-1, NQO1, or SQSTM1 between cells cultured with conditioned medium from 

HEK293A-NS1 or HEK293A-EV. We were thus able to show that the inhibitory effect of ZIKV NS1 was limited to the pool 

of proteins found in the intracellular compartment. 

3.2. Variable effect of NS1 on ARE-dependent genes is related to BACH1 overexpression 

We then devoted our efforts to deciphering the mechanism by which NS1 inhibits the establishment of the 

antioxidant response by the NRF2/ARE axis. NRF2 activity is enabled by its translocation to the nucleus after release by 

KEAP1. The first hypotheses that we obviously raised were that NS1 would interfere by decreasing NRF2 transcription 

and protein expression or, on the contrary, by increasing the stability of KEAP1, thus reducing the pool of active NRF2. 

Unfortunately, as shown in Figure 2A, neither of these hypotheses proved to be correct, since NRF2 expression tested by 

RT-qPCR instead showed an upward trend in HEK293A-NS1 compared to HEK293A-EV, while KEAP1 production tested by 

Western blot reported a similar level between our two cell types. In corroboration with these results, other NRF2 targets, 

such as malic enzyme 1 (ME1), lactate dehydrogenase A (LDHA), or phosphogluconate dehydrogenase (PGD), did not 

show a similar alteration of the antioxidant axis genes, with a similar or even higher expression level in the presence of 

NS1 (Figure 2B). 

Since not all NRF2 targets appeared to be affected, we assumed a post-transcriptional effect of NS1. Among the 

possibilities of post-transcriptional regulation, we retained the idea of destabilization of the mRNAs of certain NRF2 

targets, namely HO-1, NQO1, and SQSTM1. To assess this, we decided first to compare the half-life of the HO-1 transcript 

in HEK293A-NS1 versus HEK293A-EV. To do so, we blocked the transcriptional activity of RNA polymerase II by stimulating 

cells with 10 µg·mL-1 actinomycin D. We then monitored HO-1 expression levels at different time points for 4 h, in order 

to follow the degradation of this transcript. In parallel, we measured CL100 expression as a control, since the transcript 

of this gene has a short half-life and was found to be sensitive to actinomycin D activity. As shown in Figure 2C, while 

CL100 expression levels were slightly lower in HEK293A-NS1, there was no difference in transcript half-life, as the slope 

found for the expression of this transcript over time is similar between our two conditions. Regarding HO-1, we found 

the same difference in basal expression as previously observed. In terms of half-life, we were also able to detect a 

difference between HEK293A-NS1 and HEK293A-EV after inhibition of transcription by actinomycin D. However, contrary 

to our assumption, HO-1 transcript degradation appears to be slower in the presence of NS1, with a twofold lower slope 

in this condition (Figure 2C). 
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Figure 2 – Partial effect on NRF2 targets is not related to the NRF2/Keap1 axis nor to the instability of target mRNAs. (A) NRF2 and 

Keap1 are not affected by NS1 expression. (Left) Expression of Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) has been assessed by 

RT-qPCR in HEK293A-NS1 versus HEK29A-EV. Results are expressed as fold change from HEK293A-EV, following normalization with 

expression of RNA polymerase II RNA as a housekeeping gene. The error bars represent standard errors of three independent 

experiments. (Right) Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) production has been evaluated by western blot, using rabbit anti-

Keap1 and rabbit anti-β-tubulin. These images are representative of three independent experiments. (B) Other targets of NRF2 are 

regulated in an opposite way in presence of NS1. Expression of malic enzyme 1 (ME1), lactate dehydrogenase A (LDHA) and 

phosphogluconate dehydrogenase (PGD) has been assessed by RT-qPCR in HEK293A-NS1 versus HEK29A-EV. Results are expressed as 

fold change from HEK293A-EV, following normalization with expression of RNA polymerase II RNA as a housekeeping gene. The error 

bars represent standard errors of three independent experiments.  *** p<0.0002. (C) ZIKV NS1 does not reduce HO-1 mRNA half-life. 

HEK293A-EV and NS1 were submitted to a 10 µg·mL-1 actinomycin D treatment during a time course of 4h. Inhibition of RNA 

polymerase II by actinomycin D permitted to follow the dynamic of degradation of mRNA. Expression of heme oxygenase 1 (HO-1) and 

CL100 (serving as control gene) have been assessed by RT-qPCR in HEK293A-NS1 versus HEK29A-EV, at each hour. Results are expressed 

as mean normalized results versus RNA polymerase II RNA used as a housekeeping gene. 

We then considered the possibility of BTB domain and CNC homolog 1 (BACH1)-dependent regulation of NRF2 

targets. Like NRF2, BACH1 is a transcription factor that belongs to the b-Zip family of proteins. BACH1 is able to compete 

with NRF2 for interaction with the ARE promoter. Thus, it is known that BACH1 can reduce NQO1 expression by limiting 

NRF2 access to its binding site [30]. This ability to regulate NRF2 targets is not limited to NQO1, and other genes such as 

HO-1 are also affected [31]. However, this effect is not ubiquitous among ARE promoter-dependent genes and could 

explain the discrepancies observed in the regulation of NRF2 targets by NS1 (Figure 3A). Indeed, while BACH1 regulates 

HO-1, NQO1, and pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase isozyme 1 (PDK1), no effect has been reported for other 

genes such as thioredoxin reductase 1 (TXNRD1) or glutamate-cysteine ligase regulatory subunit (GCLM), also dependent 

on the ARE promoter [31,32]. Therefore, we wanted to determine whether the differential regulation of NRF2 targets in 

the presence of NS1 could be linked to BACH1. Western blot analysis revealed an increase in the signal for BACH1 in 

HEK29A-NS1 cells, reflecting a greater quantity of BACH1 in these cells (Figure 3B). Furthermore, this increase was 

accompanied by differential regulation of ARE-dependent genes, as previously PDK1, as well as HO-1, NQO1 and SQSTM1, 
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suffered a halving of its expression (Figure 3C). Whereas TXNRD1 and GCLM, on which BACH1 is known to have no effect, 

are not regulated (Figure 3C). This supports the conclusion that BACH1 expression increases in the presence of NS1. 

BACH1 therefore competes with NRF2 at its ARE binding site for specific genes, while the initiation of transcription of 

other genes can be maintained by NRF2. 

 

Figure 3 – ZIKV NS1 inhibits specific NRF2 targets in a BACH1-related manner. (A) Hypothesized BACH1-associated regulation of 

certain ARE dependent genes in presence of ZIKV NS1. BTB domain and CNC homolog 1 (BACH1) is known to compete with NRF2 at 

the ARE promoter of certain genes. We therefore hypothesize that NS1 affects BACH1 expression, leading to differential regulation of 

NRF2 targets under ARE control. (B) BACH1 level is higher in cells expressing ZIKV NS1. ZIKV NS1, HO-1 and BACH1 production has been 

assessed by western blot, using mouse anti-FLAG, mouse anti-HO-1, rabbit anti-BACH1 and rabbit anti-β-tubulin. These images are 

representative of three independent experiments. (C) Genes dependent on ARE are not ubiquitously downregulated in presence of 

ZIKV NS1. Expression of pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase isozyme 1 (PDK1), thioredoxin reductase 1 (TXNRD1) and glutamate-

cysteine ligase regulatory subunit (GCLM) have been assessed by RT-qPCR in HEK293A-NS1 versus HEK29A-EV. Results are expressed 

as fold change from HEK293A-EV, following normalization with expression of RNA polymerase II RNA as a housekeeping gene. The 

error bars represent standard errors of three independent experiments. *p<0.0332. 

4. Discussion 

The antiviral response is more than just the measures taken by the immune system to get rid of the pathogen 

responsible for an infection. It encompasses all host reactions in the case of infection, from the canonical antiviral 

response, the interferon response, to programmed cell death, which can limit virus dissemination. It also involves the 

development of an appropriate metabolism with the implementation of these counter-actions. Among the metabolic 

conditions that can interfere with viral infection, redox status and its regulation by the antioxidant response have 

regularly shown their relevance [33]. Whether it's mitochondrial ROS promoting the interferon response via MAVS 

oligomerization, or the antioxidant response for its cytoprotective effects, enhanced by the use of plant-derived 

polyphenols, we are now focusing on this aspect during viral infection [21,33,34]. Previously, we had concluded that HO-

1, which has gained interest as a super cytoprotective agent, could make an ideal candidate for Zika virus restriction, 

A B

C

FLAG

HO-1

BACH-1

N
S
1

E
V

β-Tubulin

EV NS1

0.0

0.5

1.0

1.5

PDK1

F
o

ld
 c

h
a
n

g
e
 f

ro
m

 c
o

n
tr

o
l

✱

EV NS1

0.0

0.5

1.0

1.5

TXNRD1

F
o

ld
 c

h
a
n

g
e
 f

ro
m

 c
o

n
tr

o
l ns

EV NS1

0.0

0.5

1.0

1.5

GCLM

F
o

ld
 c

h
a
n

g
e
 f

ro
m

 c
o

n
tr

o
l

ns



 199 

 

given the promising effect we had observed [22]. However, we had no choice but to mitigate this enthusiasm, since ZIKV 

turned out to be able to inhibit HO-1 expression [22]. 

In the present work, we revealed that the ability of ZIKV to limit HO-1 expression was mediated by the intracellular 

fraction of the viral protein NS1 (Figure 1). We also showed that this effect was not limited to HO-1, but also to certain 

other NRF2 targets such as NQO1, SQSTM1 and PDK1 (Figures 1 and 3). Inhibition of these targets is dependent on the 

transcription factor BACH1, which competes with NRF2 (Figure 3), explaining the limitation of this effect to a few specific 

ARE-dependent NRF2 targets (Figures 2 and 3). 

To our knowledge, these data are the first to report that destabilization of the antioxidant system by Zika virus is 

dependent on NS1 via BACH1. Such regulation appears to be peculiar among flaviviruses, since TBEV and DENV seem to 

promote the antioxidant response on the contrary [27,28]. Furthermore, NS1 from DENV-1 and DENV-2 does not seem 

to have the same effect on HO-1, NQO1 and SQSTM1 (data not shown). We consider this discovery to be of great 

importance in countering the pathogenic effects of ZIKV. Indeed, as we have shown previously, ZIKV induces a 

destabilization of the redox balance during infection, leading to the accumulation of misfolded proteins in the form of 

viral protein E aggregates [23]. Aggregate formation seems to be an integral part of the cytotoxicity and hence 

pathogenesis involved in ZIKV infection, and could be amplified by the control of the unfolded protein response that ZIKV 

is able to achieve [25]. Thus, counteracting the destabilization of the redox balance, undeniably promoted by the 

inhibition of the antioxidant system demonstrated here, seems an interesting approach to limiting the deleterious effects 

of infection. 

However, some aspects remain to be elucidated, and it seems that the repression of HO-1 expression observed at 

protein level in this study appears weaker than previously using either full ZIKV or a ZIKV replicon [22]. At the time, we 

observed a complete abolition of HO-1 expression during infection, while a residual signal remains present in HEK293A-

NS1. However, the level of transcriptional expression is similar between our two studies. It is therefore possible that the 

inhibition of the antioxidant system is not limited to a transcriptional effect of NS1, but that another non-structural 

protein of the virus is involved at the translational or post-transcriptional level, since the same effect was found between 

the complete virus and the replicon. This need to be addressed in further studies. 

Furthermore, to certify the link between NS1, BACH1 and regulation of the antioxidant system, a BACH1 inhibitor 

such as ASP8731 could be applied in our cell model, to confirm that impaired NRF2 targets restore their basal expression 

levels [35]. These data would make it possible to consider BACH1 as a therapeutic target in the struggle against ZIKV 

infection. Indeed, in our previous work, we concluded that the use of Hemin, which promotes HO-1, was likely to be 

limited by ZIKV inhibitory effect on HO-1 [22,36]. Likewise, all therapeutic opportunities involving the use of plants and 

their cytoprotective effect seem limited [21].  However, if a BACH1 inhibitor was able to counteract the destabilization of 

the antioxidant system by NS1, all these avenues could once again be of interest in combating the pathogenic effects of 

ZIKV. 
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III.2.ii.b. Discussion de l’article 4 

La réponse antivirale établie en cas d’infection va au-delà de la réponse IFN canonique que 

nous avons étudiée. En effet, un nombre insoupçonné de réponses cellulaires, telles que l’apop-

tose, l’UPR ou la réponse antioxydante peuvent influer sur le devenir de la progénie virale 

(Cervantes et al., 2023; Sahoo et al., 2023). Ces réponses sont toutefois souvent atténuées par 

le pathogène, comme c’est le cas ici. Ces résultats s’inscrivent dans la lignée de travaux qui 

avaient été déjà initiés dans le laboratoire PIMIT et complètent le mécanisme d’action par lequel 

ZIKV s’accommode de la réponse antioxydante, particulièrement de l’axe dépendant de NRF2. 

Nos résultats laissent à penser que la protéine virale NS1 permet une expression plus importante 

de BACH1 limitant l’expression de certaines cibles de NRF2 qui sont délétères pour le virus. 

Parmi ces cibles, on peut compter HO-1, dont l’effet sur l’infection par ZIKV s’est déjà montré 

prometteur. Les résultats sont à corréler avec une augmentation de l’expression de Bach1 notée 

par une étude transcriptomique de cellules infectées par ce virus (K. Singh et al., 2022). Cepen-

dant, nous n’avons établi aucun lien de cause à effet entre l’augmentation de l’expression de 

BACH1 et l’inhibition des cibles de NRF2. Pour ce faire, plusieurs méthodes pourrait être em-

ployées, comme l’utilisation d’ARN interférents spécifiques de Bach1 ou encore l’utilisation 

d’un inhibiteur pharmacologique de BACH1 (ASP8731). Ceci afin de vérifier si l’inhibition de 

BACH1 permet de restaurer l’expression de HO-1 et des autres cibles impactées, rétablissant 

de facto l’effet antiviral de l’axe NRF2 (Cervantes et al., 2023; El Kalamouni et al., 2018). Par 

ailleurs, BACH1 est une protéine dont la localisation nucléaire est régulée (X. Zhang et al., 

2018), nous devrions donc nous assurer que l’augmentation de son expression, que nous avons 

détecté par Western Blot, est corroborée avec une augmentation de la localisation nucléaire de 

la protéine. Enfin, ces travaux laissent en suspens le mode d’action de NS1 vis-à-vis de BACH1. 

En temps normal, l’expression de BACH1 est régulée par les niveaux d’hème intracellulaire. 

Si ces niveaux sont satisfaisants, BACH1 est retrouvé au niveau nucléaire, où il peut jouer son 
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rôle inhibiteur. Au contraire, si le niveau de synthèse de l’hème est insuffisant, comme c’est le 

cas lors d’un stress oxydant, un export nucléaire de BACH1 est réalisé permettant l’expression 

de protéines aux propriétés antioxydantes (H. Suzuki et al., 2004). Ici, ce que nous observons 

est une augmentation du pool total de BACH1, signifiant soit une augmentation de son expres-

sion, soit une diminution de sa dégradation, le mécanisme restant à élucider. De plus, les don-

nées obtenues sur les cibles de NRF2, laissent présager que NS1 permettrait de maintenir la 

localisation nucléaire de BACH1, peut-être via la même voie de régulation qui implique les 

niveaux d’hème ? Toutefois, puisqu’il a déjà été démontré que le virus Zika augmente la trans-

cription de Bach1, la théorie du rasoir d’Ockham voudrait que l’effet que nous privilégions dans 

un premier lieu soit une régulation transcriptionnelle de ce gène par NS1. La surexpression de 

la protéine BACH1 retrouvée dans notre étude serait alors liée à cette régulation transcription-

nelle et pourrait expliquer l’inhibition des cibles de NRF2. Si et seulement si, l’augmentation 

de l’expression de BACH1 est associée à une plus grande quantité de protéine importée dans le 

noyau, ce qui pourrait être évalué par un fractionnement. 
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IV. Discussion générale et perspectives 

L’humanité a fait face à sa première pandémie majeure du XXIème siècle à travers la pandé-

mie de SARS-CoV-2 survenue entre 2020 et 2022. Si, plusieurs pathogènes ont sonné comme 

des coups de semonce marquant peu à peu l’entrée dans l’ère d’émergence des virus, aucun 

n’avait, jusqu’à l’heure, autant menacé les systèmes de santé et économique à l’échelle mon-

diale. Parmi les émergences ayant eu lieu en amont de cette épidémie, l’émergence du virus 

Zika entre 2007 et 2019 a certes été plus discrète, mais a été à l’origine d’une préoccupation 

internationale de par le développement de formes graves chez les nouveau-nés (Cao-Lormeau 

et al., 2014; Faria et al., 2016; Lanciotti et al., 2008). Si les Flavivirus, comme ZIKV et DENV, 

semblent présenter un risque moins important pour la dissémination que des pathogènes trans-

mis par voie aérienne, il ne faut pas sous-estimer l’influence qu’aura le réchauffement clima-

tique sur l’expansion du territoire des moustiques vecteurs de ces virus (Yi et al., 2014). Ceci 

pouvant conduire à l’endémicité de ces virus dans des régions pour l’instant exemptes d’infec-

tion. Devant la proportion dramatique que les épidémies d’origine virale peuvent causer, l’ac-

cumulation de connaissances sur les interactions entre hôte et pathogène est indispensable pour 

faire face aux risques d’émergence ou ré-émergence et aux pandémies futures. Parmi les ré-

ponses cellulaires et moléculaires déterminantes pour juguler l’infection par le virus, il y a la 

réponse antivirale, incluant dans notre étude la réponse interférons classique et également 

comme nous avons pu le voir, la réponse antioxydante, auxquelles j’ai décidé de m’intéresser 

en démarrant ma thèse. Cependant, la majorité de nos travaux s’est portée sur l’influence du 

métabolisme cellulaire dans l’établissement de ces réponses. Ceci, en tentant d’évaluer l’effet 

diaphonique des modulations du métabolisme de l’hôte sur leur mise en place, en cas d’infec-

tion. La réponse IFN semble être un exemple concret d’immunométabolisme appliqué à la ré-

ponse antivirale. En effet, la détection des motifs moléculaires d’origine virale est dépendante 
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d’un métabolisme cellulaire adéquat, tout comme la production des effecteurs antiviraux 

comme nous l’avons vu (Buskiewicz et al., 2016; Cao et al., 2008; W. Zhang et al., 2019).  

Nous avons illustré, avec nos modèles, l’importance de la phosphorylation oxydative, via 

le métabolisme glutaminergique, dans ces mécanismes de réponse cellulaire et les conséquences 

néfastes de l’accroissement du métabolisme glycolytique lors de l’infection virale (Figure 40). 

Par ailleurs, la glutamine et son rôle dans le métabolisme oxydatif semblent être un point de 

levier important pendant l’infection par les Flavivirus, particulièrement vis-à-vis du système 

antioxydant, comme le reflète la variation des taux de glutathion lors de l’infection. À cela 

s’ajoute le contrôle du système antioxydant dépendant de NRF2 par le virus Zika. Cette main-

mise sur les acteurs du métabolisme oxydatif confère aux Flavivirus la capacité d’assurer un 

environnement oxydant qui leur est propice et qui pourrait être la source de phénomènes parti-

cipant à la pathogenèse de l’infection. Ainsi, l’environnement oxydant retrouvé lors de l’infec-

tion par ZIKV est à l’origine de la formation d’agrégats protéiques qui pourrait être associés au 

développement futur de maladies neurodégénératives, le repliement inadéquat et l’agrégation 

de protéines constituant les mécanismes sous-jacents aux principales maladies de ce genre. La 

formation des agrégats intervient dans ce cas des années avant le développement de la maladie. 

Un tel mécanisme semble envisageable, d’autant que des nouveau-nés infectés in utero ont dé-

veloppé des atteintes du système nerveux à distance de l’infection (Aragao et al., 2017; 

Mavigner et al., 2018; Van Der Linden et al., 2016). 
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Figure 40 – Schéma récapitulatif de l’influence du métabolisme oxydatif lors de l’infection par DENV et 

ZIKV. La détection du génome viral (ou d’un mimétique) par les RIG-I-like receptors (RIG-I et MDA5) aboutit 
classiquement à une signalisation IRF-dépendante et de manière subséquente à la sécrétion d’interférons de type 
I. Ces interférons une fois sécrétés induisent l’expression et la production d’ISGs, aux propriétés antivirales. La 
L-glutamine favorise la phosphorylation oxydative et la production de ROS mitochondriaux, qui supportent la 
signalisation de MAVS et donc de ce fait la production de certaines ISGs. Lors d’une infection virale par DENV 
et ZIKV, le métabolisme cellulaire est réorienté de l’OXPHOS à la glycolyse aérobie. Or, le passage à la glycolyse 
aérobie signifie une inhibition de l’OXPHOS, qui conjointement à l’activité inhibitrice du lactate, limite la réponse 
antivirale IFN-dépendante et la production des ISGs. Cependant, quelques effecteurs, comme la vipérine et OAS1, 
échappent à cette régulation et représentent une ligne de défense en cas de reprogrammation. L’infection par ZIKV 
induit un déséquilibre de la balance rédox de la cellule hôte par plusieurs biais. L’utilisation de la L-glutamine 
pour la formation de biomasse en lieu et place de la formation de glutathion réduit, induit une diminution du ratio 
GSH/GSSG, favorisant un environnement pro-oxydant prompt à l’agrégation des protéines (dont la protéine d’en-
veloppe virale). Le maintien de cet environnement pro-oxydant semble nécessaire pour ZIKV, puisque celui-ci via 
sa protéine NS1 conduit à l’inhibition de certaines cibles de NRF2, par un mécanisme probablement dépendant 
d’une compétition avec le facteur BACH1. Parmi ces cibles certaines se sont d’ailleurs déjà montrées efficaces 
contre l’infection par ZIKV. Cependant, la déstabilisation du système antioxydant lors de l’infection conduit à 
l’accumulation de ROS, notamment mitochondriaux, dont l’absence de régulation à ce stade ferait plutôt pencher 
la balance vers des effets délétères pour la cellule. 

Les résultats obtenus lors de ma thèse sur l’influence de la phosphorylation oxydative dans 

la production des effecteurs antiviraux sont dans la lignée des données de la littérature établis-

sant que la détection du génome viral et la sécrétion d’interférons de type I sont relatives à des 

facteurs cellulaires impliqués ou issus de la phosphorylation oxydative (Buskiewicz et al., 2016; 
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Cao et al., 2008; W. Zhang et al., 2019). Ainsi, il est cohérent que les effecteurs antiviraux qui 

découlent de ces signaux soient eux aussi sensibles aux variations des flux métaboliques im-

pactant l’OXPHOS. Mais de manière intéressante, notre étude révèle une fois de plus la lutte 

pour la survie qui existe entre l’hôte et le pathogène en termes d’évolution (Tenthorey et al., 

2022). La cellule hôte a en sa possession un mécanisme d’échappement en cas de diminution 

de son activité mitochondriale lors de l’infection, à savoir la possibilité de s’appuyer sur certains 

effecteurs à l’expression particulière, dont la vipérine fait partie. Le mode d’expression de ces 

facteurs, indépendamment de l’interféron, doit encore faire l’objet d’exploration. Est-ce la pré-

sence d’un promoteur spécifique à ces gènes contrairement aux autres ISGs, qui permet leur 

expression par un facteur cellulaire actif en contexte glycolytique ? Est-ce que ces gènes font 

l’objet de modifications épigénétiques actives uniquement dans ce contexte ? Ce sont des pistes 

à explorer, tout comme il serait intéressant de mener des études métabolomiques, pour explorer 

le métabolisme cellulaire et notamment celui de la glutamine, chez des patients infectés présen-

tant différents grades de sévérité. Ces données nous permettraient peut-être d’établir un lien 

entre une réponse antivirale défaillante, conduisant à des formes sévères, et des altérations du 

métabolisme glutaminergique. Et permettraient à l’avenir de définir l’atteinte du métabolisme 

gluaminergique et oxydatif comme facteur prédictif du développement des formes sévères. La 

disponibilité de la cohorte CARBO à La Réunion, incluant justement des patients atteints par 

DENV pourrait d’ailleurs permettre de commencer à répondre à une telle question et donner 

une validité clinique aux résultats obtenus lors de ma thèse (Carras et al., 2023). 

Par ailleurs, si nous prenons du recul sur ces résultats et que nous sortons du sacrosaint de 

la santé humaine, il est possible d’imaginer l’intervention de ces interactions entre virus et mé-

tabolisme dans la persistance virale. En effet, certains virus sont connus pour être capable de 

résider de manière prolongée au sein des tissus, source de maladies chroniques et de réactiva-

tions virales (Hawman et al., 2013; Suzich & Cliffe, 2018; C. Yang et al., 2023). Comme évoqué 
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dans l’introduction, les Flavivirus pourraient être à l’origine d’un tel phénomène de persistance, 

expliquant la détection du virus au long cours dans les fluides du patient en convalescence. Ce 

phénomène de persistance est probablement en partie associé à un défaut de l’apoptose des 

cellules infectées par les Flavivirus, expliquant la clairance imparfaite et le maintien du virus 

dans l’organisme (Turpin et al., 2019, 2020, 2021).  

Toutefois, si on s’intéresse à la biologie des chauves-souris, il est possible d’émettre une 

hypothèse complémentaire. En effet, les chauves-souris sont un exemple parfait d’étude de la 

persistance virale, puisqu’elles représentent un réservoir à long-terme pour de nombreuses es-

pèces virales, notamment la famille des Coronaviridae, sans pour autant développer de symp-

tômes (Letko et al., 2020). Ces animaux sont les seuls mammifères à avoir acquis la capacité 

de voler et il est impressionnant de constater comment l’acquisition du vol a influé sur leurs 

interactions avec les pathogènes viraux (Figure 41). Le vol est associé chez les chauves-souris 

à une augmentation importante de leur consommation d’oxygène et de leur production de ROS, 

dont les effets délétères sont limités par la sélection au fil de l’évolution de systèmes antioxy-

dant et anti-inflammatoire particulièrement efficaces (Brook & Dobson, 2015; Kacprzyk et al., 

2017; Thomas & Suthers, 1972). Parallèlement, on note une sécrétion basale d’interférons et de 

cytokines chez ces animaux du fait de leur métabolisme oxydatif particulièrement actif, ce qui 

limite la portée de l’infection, sans pour autant la juguler complètement (Kacprzyk et al., 2017; 

Zhou et al., 2016). À y regarder de plus près, on peut y voir une sorte de pacte de non-agression. 

Les virus continuant à se répliquer à bas bruit sans porter atteinte à l’intégrité cellulaire de l’hôte 

et ce dernier le tolérant. Est-il possible que chez l’Homme, des niches de persistance soient 

associées à des conditions métaboliques similaires, permettant le maintien d’une réplication 

virale, contrôlée par un métabolisme oxydatif efficient dont les effets délétères sont limités par 

la conservation d’un système antioxydant performant ? De manière intéressante, l’analyse des 

mécanismes métaboliques mis en place chez les chauves-souris nous a toujours questionné sur 
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l’effet prophylactique que pourrait avoir une activité physique régulière et modérée, sur la mise 

en place d’un métabolisme oxydatif plus actif, ou à défaut la mobilisation de ce métabolisme 

par des approches ciblant le métabolisme glutaminergique. Ceci aboutirait donc comme chez 

les chauves-souris à une réponse interférons basale pouvant limiter l’infection. Il ne manquerait 

plus alors qu’à se doter d’un système antioxydant aussi efficace, ou de compenser son absence 

par l’apport de polyphénols issus de plantes de la biodiversité réunionnaise (Arcambal et al., 

2020; Taïlé et al., 2020), pour être parés contre les émergences virales à venir (Figure 41) !  

 

Figure 41 – Impact de la phosphorylation oxydative sur la tolérance virale. Chez la chauve-souris, le déve-
loppement de l’aptitude à voler s’est accompagné d’une promotion de la capacité mitochondriale, favorisant une 
sécrétion d’interférons basale qui permet de limiter la pathogenèse associée aux infections virales, au contraire de 
ce qui est observé chez l’Homme. De plus, les effets délétères d’un tel métabolisme se retrouvent limités par la 
sélection d’un système antioxydant particulièrement efficace. La stimulation de l’OXPHOS chez l’homme, con-
comitante au développement d’un système antioxydant plus performant, pourrait permettre, chez nous également, 
de contrecarrer la pathogenèse liée aux infections virales. 

Jusqu’à la prochaine adaptation de nos pathogènes préférés… 
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