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 Les cellules humaines possèdent diffé-
rents moyens de combattre les infections 
virales. La première étape commune de 
défense antivirale est la détection de 
la présence du virus dans les cellules en 
tant que corps étranger, ou « non-soi ». 
Le concept de reconnaissance du non-soi 
occupe une place centrale en immuno-
logie. Par exemple, certaines protéines 
peuvent détecter la présence d’ARN 
modifié ou d’ADN dans le cytoplasme, 
et ainsi activer la réponse immunitaire. 
À l’opposé, on peut se demander si les 
virus sont eux-aussi capables de dis-
tinguer le soi du non-soi, et de cibler 
uniquement des macromolécules cellu-
laires lors de l’infection. Les résultats 
de nos travaux de recherche sur le virus 
de la grippe  A semblent confirmer cette 
hypothèse. Nous avons en effet montré 
que ce virus a la capacité de différencier 
l’ARN viral de l’ARN cellulaire grâce à sa 
protéine PA-X [1].
Le virus de la grippe A est un virus patho-
gène pour l’homme, mais aussi pour les 
mammifères et les oiseaux. Le nombre de 
décès provoqués par une infection grip-
pale est estimé entre 290 000 et 645 000 
par an dans le monde [2]. Bien que 
plusieurs vaccins existent, leur effica-
cité varie en fonction des années et de 
l’évolution du virus saisonnier. De plus, 
la réponse immunitaire à ces vaccins 
ne permet pas une protection de longue 
durée. Quelques médicaments antivi-
raux existent également, mais certaines 
souches résistantes à ces molécules ont 
déjà été identifiées. Au risque saison-

nier d’infection par le virus de la grippe 
s’ajoute le risque constant de pandémie. 
Il y a donc un réel intérêt à développer de 
nouveaux outils pour la prévention et le 
traitement de cette infection. Le déve-
loppement de solutions innovantes passe 
par l’étude du virus lui-même.
Le virus de la grippe  A est un virus à 
ARN simple brin de polarité négative, 
composé de huit segments d’ARN. Pour 
se répliquer, le virus doit détourner la 
machinerie cellulaire afin de synthétiser 
les ARN viraux et fabriquer les protéines 
virales. Ce détournement passe par le 
blocage de l’expression des gènes cel-
lulaires par le virus, un phénomène 
nommé « host shutoff », qui permet 
de rediriger les ressources de la cellule 
vers la fabrication de nouvelles par-
ticules virales, et empêche la cellule 
de se défendre contre l’infection. Pour 
le virus de la grippe  A, le host shutoff 
est principalement réalisé grâce à la 
protéine virale PA-X. Cette endoribonu-
cléase dégrade les ARN cellulaires, ce 
qui supprime leur activité ou empêche 
leur traduction en protéine, libérant 
ainsi les ribosomes pour la traduction 
des ARN viraux [3]. Puisque PA-X ne 
dégrade pas l’ARN viral [4], il importe 
de comprendre comment elle distingue 
les ARN cellulaires des ARN viraux. Nous 
avions précédemment montré que PA-X 
cible préférentiellement les ARN épissés 
aux dépens des ARN qui ne contiennent 
pas d’introns [5]. Comme la majo-
rité des segments d’ARN du virus de 
la grippe  A ne sont pas épissés, ce 

mécanisme pourrait expliquer en partie 
comment les ARN viraux échappent à 
l’action de PA-X. Cependant, le virus de 
la grippe possède deux ARN épissés. Il 
existe donc un autre mécanisme per-
mettant de faire la distinction entre les 
ARN cellulaires et les ARN viraux, mais 
lequel ?
Pour tenter de répondre à cette 
question, nous avons développé une 
méthode d’identification des ARN 
préférentiellement coupés par PA-X 
(Figure 1A). Nous avons adapté la tech-
nique de 5’RACE-PCR (rapid ampli-
fication of cDNA ends by polymerase 
chain reaction) au séquençage nucléo-
tidique à haut débit afin de marquer, 
puis séquencer tous les ARN coupés 
après une infection par le virus de la 
grippe  A de génotype « sauvage », ou 
par un virus mutant incapable de pro-
duire PA-X. Nous avons ensuite opti-
misé le programme PyDegradome [6] 
pour identifier les fragments d’ARN plus 
nombreux en présence de PA-X. Cette 
méthode a permis d’identifier les prin-
cipaux sites de clivage de l’ARN cellu-
laire par PA-X, et plusieurs de ces sites 
ont ensuite été validés par la tech-
nique 5’RACE-PCR classique. De plus, en 
introduisant la séquence nucléotidique 
des sites validés dans un ARN rappor-
teur, nous avons constaté l’apparition 
d’un nouveau clivage de l’ARN par PA-X 
à cet emplacement, ce qui indique que 
cette séquence est suffisante pour 
provoquer le clivage (Figure  1B). Nous 
avons également confirmé que la même 
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dans les séquences nucléotidiques 
des ARN cellulaires humains, alors 
qu’il est bien moins fréquent dans 
les ARN du virus de la grippe  A. Ce 
motif est aussi moins fréquent dans 
les séquences des ARN viraux de plu-
sieurs souches de virus de grippes 
aviaires et porcines que dans celles 
des ARN de leurs hôtes respectifs. 
De plus, les quelques motifs GCUG 
présents dans les séquences des ARN 
viraux sont plus souvent situés dans 
des structures double brin plutôt 
qu’en épingle à cheveux. La préfé-
rence de clivage de l’ARN par PA-X lui 
permettrait donc de dégrader priori-
tairement les ARN cellulaires plutôt 
que les ARN viraux. Afin de tester 
cette hypothèse, nous avons intro-
duit une séquence préférentielle-

ment coupées par PA-X forment le plus 
souvent une structure d’ARN en épingle 
à cheveux, le site de clivage GCUG 
étant situé dans la boucle simple brin 
de l’épingle. En introduisant de nou-
velles mutations dans l’ARN rapporteur 
pour déstabiliser cette structure, nous 
avons confirmé son importance pour 
un clivage efficace de l’ARN par PA-X 
(Figure 1B).
PA-X clive donc principalement les 
ARN dont la séquence nucléoti-
dique possède le motif GCUG lorsque 
celui-ci est présent dans la boucle 
d’une structure ARN en épingle à 
cheveux. Comment ce clivage pré-
férentiel aide-t-il à différencier les 
ARN cellulaires des ARN viraux ? Il 
se trouve que le motif GCUG est un 
des tétramères les plus fréquents 

séquence est aussi clivée par les ribo-
nucléases PA-X de plusieurs souches 
différentes du virus de la grippe  A 
représentatives de virus actuellement 
en circulation, ce qui atteste de son 
importance du point de vue de l’évo-
lution. Nous avons donc analysé la 
séquence nucléotidique des principaux 
sites de clivage identifiés, et décou-
vert que plus de la moitié contiennent 
le motif GCUG au site du clivage. En 
introduisant des mutations dans l’ARN 
rapporteur, nous avons montré que 
ce motif est nécessaire, mais pas 
suffisant pour un clivage efficace de 
l’ARN par PA-X (Figure 1B). Les prédic-
tions de structure secondaire de l’ARN 
autour de chaque site de clivage avec 
le programme LinearFold [7] ont mon-
tré que les séquences préférentielle-

Figure 1. A. Stratégie expérimentale 
pour identifier, dans le transcriptome 
cellulaire, les sites de clivage de 
l’ARN par l’endoribonucléase virale 
PA-X. Nous avons infecté une lignée 
cellulaire de cellules épithéliales de 
poumon humain avec le virus de la 
grippe  A de génotype « sauvage » 
(wild-type, WT) ou avec un virus 
muté pour ne plus exprimer la pro-
téine PA-X (∆X), puis purifié l’ARN de 
chaque échantillon. Suivant le prin-
cipe de la technique de 5’RACE-PCR, 
nous avons marqué le site de clivage 
en liant un adaptateur à l’extrémité 
5’ de chaque fragment d’ARN clivé, 
transformé ces fragments d’ARN 
en ADNc par transcription inverse 

(reverse transcription, RT), puis ajouté les adaptateurs de séquençage aux deux extrémités de ces ADNc par PCR. Après l’étape de séquençage 
nucléotidique à haut débit, nous avons identifié les sites clivés enrichis en présence de PA-X (virus WT versus virus ∆X) grâce au programme 
PyDegradome. Pour valider les sites clivés identifiés, nous avons suivi le même protocole expérimental, mais en effectuant cette fois deux PCR 
emboîtées avec des amorces spécifiques du gène étudié. Nous avons ensuite visualisé les fragments amplifiés sur un gel d’agarose, et confirmé 
leur identité par purification sur gel et séquençage nucléotidique par la méthode de Sanger. B. Différentes versions de l’ARN rapporteur utilisées 
pour les expériences de clivage de l’ARN par PA-X. L’ajout de la séquence de sites de clivages identifiés fait apparaître un nouveau site de clivage 
du rapporteur à cet endroit. Ce site n’est plus clivé si le motif GCUG de sa séquence nucléotidique est remplacé par UAGC. De même, il n’est pas 
clivé si seul le motif GCUG est ajouté et pas le reste de la séquence du site de clivage, ou si cette séquence est mutée pour ne plus former une 
structure en épingle à cheveux. C. Différentes modifications expérimentales apportées au virus de la grippe A : ajout de la séquence d’un site de 
clivage validé en présence ou en absence de PA-X, et ajout de cette séquence en remplaçant le motif GCUG central en UAGC en présence ou en 
absence de PA-X. L’ajout de ces séquences dans le génome du virus n’est toléré qu’en l’absence de PA-X, ou si le motif GCUG central est remplacé 
par UAGC. Sinon, elles sont rapidement éliminées par mutation.
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drome) et SARS-CoV-2 reconnaît un 
motif situé au début de la séquence 
de l’ARN viral, qui empêche son clivage 
[8]. Au contraire, le virus de l’herpès 
associé au sarcome de Kaposi utilise 
sa ribonucléase SOX pour dégrader 
l’ARN viral des transcrits précoces, en 
plus des ARN cellulaires, et faciliter 
ainsi l’expression des gènes viraux 
tardifs [9]. En utilisant une technique 
similaire, nous avions précédemment 
découvert que la ribonucléase SOX 
reconnaît également un motif spéci-
fique dans la séquence nucléotidique 
des ARN qu’elle clive [6] : de même 
que pour PA-X, le motif reconnu par 
SOX est assez simple, et présent dans 
de nombreux ARN. Il est vraisemblable 
que d’autres virus parviennent aussi à 
différencier le soi du non-soi en utili-
sant d’autres stratégies, qu’il reste à 
découvrir. 
The influenza A virus ribonuclease PA-X 
can differentiate between cellular 
and viral RNAs through its cut site 
preference

LIENS D’INTÉRÊT
Les auteures déclarent n’avoir aucun lien d’intérêt 
concernant les données publiées dans cet article.

ment clivée par PA-X dans l’un des 
segments épissés de l’ARN du virus 
de la grippe. Après quelques cycles 
d’infection seulement, le virus mute 
naturellement pour supprimer la 
séquence introduite artificiellement. 
En revanche, cette séquence n’est 
pas supprimée lorsque le virus utilisé 
est un mutant incapable d’exprimer 
PA-X, ou si la séquence introduite 
possède une mutation du motif GCUG 
qui empêche son clivage par PA-X 
(Figure  1C). Ce résultat suggère que 
posséder une séquence préférentiel-
lement clivée par PA-X est désa-
vantageux pour le virus, et explique 
que la présence de telles séquences 
dans les ARN cellulaires permette à 
PA-X de cibler davantage ces ARN 
(Figure 2).
Ces résultats viennent étayer le 
concept de distinction entre le soi 
et le non-soi par les virus. D’autres 
virus ont d’ailleurs développé des 
stratégies différentes pour éviter que 
leurs propres ARN soient clivés par 
leurs ribonucléases. Par exemple, la 
protéine nsp1 des coronavirus MERS 
(middle east respiratory syndrome), 
SARS (severe acute respiratory syn-

Figure 2. Mécanisme du ciblage des ARN cellulaires par PA-X. Les résultats 
expérimentaux indiquent que PA-X coupe préférentiellement l’ARN à la 
séquence nucléotidique GCUG lorsque celle-ci est présente dans la boucle 
simple brin d’une structure en épingle à cheveux. Ce motif étant plus abondant 
dans les ARN cellulaires que dans les ARN viraux, ce mode de dégradation des 
ARN par PA-X permet au virus de cibler préférentiellement les ARN cellulaires. 
Ce mécanisme limite donc la réponse antivirale, tout en « libérant » les ribo-
somes de la cellule hôte pour la synthèse des protéines virales.
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