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F  
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MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 
MAPKK/2K MAPK Kinase  
MAPKKK/3K MAPK Kinase Kinase 
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MDA5 Melanoma Differentiation-Associated protein 5 
MDBK Madin-Darby Bovine Kidney 
MEK Mitogen-activated protein kinase kinase  
METTL26 Methyltransferase-like 26 
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MOI Multiplicity Of Infection/Multiplicité d'infection 
MP1 MEK Partner 1 
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NEED4 Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4 
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NF-κB Nuclear Factor Kappa B 
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O  
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OIE Office Internationale des Epizooties 
OPTN Optineurine 
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P  
P Proline 
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PAMPs Pathogen Associated Molecular Patterns 
PAWR PRKC Apoptosis WT1 Regulator protein 
PBS Phosphate-Buffered Saline 
PCR Polymerase Chain Reaction 
pDCs  Cellules dendritiques plasmacytoïdes 
PDGF Platelet Derived Growth Factor/Facteur de croissance dérivé des plaquettes 
PEG Polyéthylène Glycol 
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PFA Paraformaldéhyde 
PIAS1 E3 SUMO-protein ligase 
PKC Protein Kinase C 
PKR Protein Kinase RNA-activated 
PLCγ Phospholipase C gamma 
PP2A Protein Phosphatase 2A 
PRRs Pattern Recognition Receptors 
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PTKR Protein-Tyrosine Kinase Receptor/Récepteur à protéine tyrosine kinase 

Q  
qPCR PCR en temps réel  

R  
RasGRP1 Ras Guanyl Releasing Protein 1 
RBD RAS Binding Domain 
RdRp ARN polymérase ARN dépendante  
RGDV Rice Gall Dwarf virus 
RIG-I Retinoic acid-inductible gene I 
RLRs RIG-I Like Receptors 
RLU Relative Luciferase Unit 
rNTP Nucléoside triphosphate 
RPL31 60S Ribosomal Protein L31 
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RPS 40S Ribosomal Protein S 
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SAPK/JNK Stress-Activated Protein Kinase/c-Jun NH2-terminal Kinase 
SH Src-Homology  
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STAT Signal Transducer and Activator of Transcription protein 
SUMO  Small Ubiquitin-like Modifier 
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T  
T Thréonine 
TACC1 Transforming Acidic coiled-coil-containing protein 1 
TBK1 TANK Binding Kinase 1 
TBS Tris-Buffered Saline 
TCF/LEF T-cell factor/Lymphoid enhancer-binding factor 
TCID Tissue Culture Infectious Dose 
TLR Toll-Like Receptors 
TM ou T Domaine transmembranaire  
TNF Tumor Necrosis Factor 
TRAIL Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand 
Tsg101 Tumor Susceptibility Gene 101 
TYK2 Tyrosine Kinase 2 

U  
UBE2I Ubiquitin Conjugating enzyme E2 I 
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V  
VIBs Corps d’inclusion viraux 
VLP Virus-Like Particles/pseudos particules virales 

W  
W Triptophane 
WNV West Nile Virus 
WT Wild Type/sauvage 
WTAP Pre-mRNA-splicing regulator 

Y  
Y Tyrosine 
Y2H Yeast two-hybrid system/Double-hybride en levure 
YFV Yellow Fever Virus 
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RESUME 
 
Le virus de la fièvre catarrhale ovine (Bluetongue virus, BTV) est l’agent étiologique de la 
maladie du même nom, une arbovirose non contagieuse transmise aux ruminants 
domestiques et sauvages par l’intermédiaire de morsures de moucherons hématophages du 
genre Culicoides. Il existe actuellement 27 sérotypes décrits de BTV à travers le monde qui se 
distinguent par les pathologies qu’ils induisent et leur capacité à infecter et se propager chez 
leur(s) hôte(s) mammifère(s). Le premier objectif de mon projet de thèse visait à identifier 
les interactions cellulaires spécifiques des sérotypes 8 et 27 pour identifier des facteurs de 
pathogénicité/virulence et/ou de franchissement de barrière d’espèces. Pour atteindre cet 
objectif, l’ensemble des protéines virales du BTV a été criblé par la méthode du double-
hybride en levure contre deux banques d’ADN complémentaires, l’une d’origine bovine et 
l’autre d’origine culicoïde. A l’issue de 70 cribles, une centaine de nouvelles interactions 
virus-hôtes a été mise en évidence et révèle un enrichissement pour quatre processus 
cellulaires : l’épissage des ARNm, les ribosomes, la SUMOylation et l’apoptose. Cette étude 
nous a ainsi permis de réaliser le premier interactome pour le BTV qui se poursuit au travers 
de multiples validations biochimiques et fonctionnelles des interactions identifiées. En 
parallèle de ce travail de protéomique, le second objectif de mon projet de thèse a été de 
déterminer l’impact du BTV sur la voie MAPK/ERK, une voie cellulaire essentielle à la 
prolifération et différenciation cellulaire et classiquement modulée lors d’infections virales. 
En plus de son rôle antagoniste sur la voie des interférons de type I, nous avons démontré la 
capacité de la protéine NS3 de BTV à activer la voie MAPK/ERK. En effet, nous avons 
démontré que NS3 a la capacité d’augmenter le niveau de phosphorylation des protéines 
kinases ERK1/2 mais également du facteur de traduction eIF4E. Cette fonction, qui semble 
être spécifique au BTV par rapport aux autres orbivirus, implique l’interaction de NS3 avec la 
protéine cellulaire BRAF, une protéine MAP3 kinase jouant un rôle majeur dans l’activation 
de la voie MAPK/ERK. L’activation de cette voie par NS3 pourrait être un mécanisme de 
détournement de la traduction cellulaire au profit de celle du virus mais aussi constituer un 
élément de réponse pour expliquer l’hyper-inflammation observée dans le cas d’une 
infection par ce virus. 
 
 
 
MOTS CLES : virus de la fièvre catarrhale ovine, interactions virus-hôtes, protéine NS3, voie 
MAPK/ERK 
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ABSTRACT 
 
Bluetongue virus (BTV) is the etiological agent of the bluetongue (BT) disease, a non-
contagious arbovirus that affects a wide range of wild and domestic ruminants. It is 
transmitted by blood-feeding midges of the genus Culicoides. There are currently 27 
serotypes described of BTV in the world that are distinguished by their differences in term of 
pathology/virulence and their capacity to infect and disseminate in their mammalian host(s). 
The first objective of my thesis project was to identify specific cellular interactions of 
serotype 8 and 27 to reveal new factors of pathogenicity/virulence and/or cross species 
barrier. To reach this goal, all the proteins encoded by BTV were used as baits to screen, by a 
high-throughput yeast two-hybrid (Y2H) approach, two complementary DNA libraries 
originating from hosts naturally infected by BTV : Culicoides and cattle. Therefore, 70 
screens were performed to identify a hundred of new virus-host interactions and reveal an 
enrichment for four cellular processes : mRNA splicing, ribosomes, SUMOylation and 
apoptosis. This study allowed us to build the first interactome of BTV which continues 
through multiple biochemical and functional validations of the identified interactions. In 
parallel to this proteomics work, my second objective was to determine the impact of BTV 
on the MAPK/ERK pathway, a cellular pathway essential for cell proliferation and 
differentiation usually modulated during viral infections. In addition to its antagonist role on 
the type I interferon pathway, we have demonstrated the ability of BTV-NS3 to activate the 
MAPK/ERK pathway. Indeed, we have demonstrated that NS3 has the ability to increase the 
level of phosphorylation of ERK1/2 protein and the eIF4E translation factor. This function, 
which seems to be specific to BTV compared to other orbiviruses, involves the interaction of 
NS3 with BRAF cellular protein, a MAP3 kinase protein that plays a major role in the 
regulation of the MAPK/ERK pathway. These results could provide a better understanding of 
the molecular basis underlying the hijacking of the translation machinery to support virus 
replication but also constitute a hypothesis to explain the hyperinflammation observed in 
the BTV infection context. 
 
 
 
KEYWORDS : bluetongue virus, virus-host interactions, NS3 protein, MAPK/ERK signaling 
pathway 
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Un virus est un parasite intracellulaire obligatoire, il dépend donc totalement de la cellule 

qu’il infecte pour survivre et se répliquer. Au fil du temps, les virus ont développé des 

stratégies pour pirater des fonctions cellulaires à leur propre profit afin de mener à bien leur 

cycle viral mais également pour échapper à la défense immunitaire de l’hôte. La grande 

majorité des fonctions cellulaires détournées par les virus résulte d’interactions entre 

protéines virales et protéines cellulaires [1]. Pour ce faire, l’identification des interactions 

virus-hôtes permet de discerner des réseaux de protéines cellulaires et de fonctions 

associées essentielles dans le cycle de réplication du virus [2]. Une comparaison des 

interactomes obtenus entre protéines humaines et protéines virales a déjà révélé des 

mécanismes cellulaires piratés [1] par les virus comme par exemple:  

- le contrôle du cycle cellulaire, 

- le détournement des facteurs de transcription cellulaire au profit de la transcription 

des gènes viraux, 

- le ciblage des protéines cellulaires qui régulent le cycle de l’apoptose,  

- le piratage de la machinerie de transport nucléaire afin de favoriser le transport des 

protéines virales dans le noyau.  

 

Suite à la description en 1980 des premières interactions entre protéines virales et protéines 

cellulaires, les méthodologies utilisées ont évolué et sont maintenant adaptées à des études 

à grande échelle afin d’identifier un plus grand nombre d’interaction protéines-protéines [2]. 

Il existe quatre grandes approches sans a priori pour identifier ce type d’interactions. Le 

double-hybride en levure et la co-purification d’affinité couplée à la spectrométrie de masse 

sont actuellement les deux méthodes les plus fréquemment utilisées. La HT-GPCA (High-

Throughput Gaussia Princeps Protein Complementation Assay) et la ‘’protein array‘’ ou 

‘’protein chips’’ (réseau de protéines ou puces à protéines) sont quant à elles deux 

approches développées plus récemment [2]. Le double-hybride en levure (ou yeast two-

hybrid system, Y2H) permet de détecter des interactions directes. A l’inverse, la co-

purification d’affinité couplée à la spectrométrie de masse permet d’identifier des 

complexes de protéines [2]. La HT-GPCA développée par le groupe de Yves Jacob à l’institut 

Pasteur de Paris, permet d’étudier la dynamique des interactions protéines-protéines en 

cellules de mammifère, elle est basée sur la reconstitution de l’activité enzymatique de la 

Gaussia luciférase [3]. Les puces à protéines permettent quant à elles de fixer des milliers de 
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protéines avec une haute densité sur une surface solide. Si une protéine d’intérêt se lie à sa 

cible, l’interaction peut alors être détectée par des marquages fluorescents ou 

photochimiques [4].  

 

La richesse des données obtenues pour les interactions virus-hôtes au niveau protéique a 

permis de générer des interactomes complets pour plusieurs virus d’intérêt en santé 

humaine : le virus de la grippe (Influenza virus), le virus de l’hépatite C (HCV pour Hepatitis C 

Virus), le virus de la dengue (DENV pour Dengue Virus), le virus d’Epstein-Barr (EBV pour 

Epstein-Barr Virus) et le virus chikungunya (CHIKV pour Chikungunya Virus). Cependant, 

aucun interactome n’a encore été réalisé pour un virus épizootique.  
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I. Le virus de la Fièvre Catarrhale Ovine 

 

Le virus de la Fièvre Catarrhale Ovine (FCO) ou Bluetongue virus (BTV) en anglais, appartient 

à la famille des Reoviridae et au genre Orbivirus. Ce virus est l’agent étiologique de la fièvre 

catarrhale du mouton, une maladie non contagieuse transmise par un moucheron du genre 

Culicoides. Ce virus infecte tout type de ruminants et provoque des signes cliniques très 

variés chez ceux-ci. Dans les cas les plus graves, la FCO peut provoquer des fièvres 

hémorragiques chez les ovins (et de la mortalité). Il existe actuellement 27 sérotypes 

caractérisés de ce virus, plus quatre autres sérotypes récemment identifiés mais pas encore 

officiellement classifiés. La répartition du virus a longtemps été restreinte aux régions 

tropicales et subtropicales jusqu'à son émergence récente en Europe. La FCO est inscrite sur 

la liste des maladies à déclaration obligatoire de l’Office International des Epizootie (OIE) 

depuis les années 1960, puisqu’elle est considérée comme une maladie à propagation rapide 

et ayant un impact sanitaire sur les ruminants domestiques. Lors d’une épizootie, des 

mesures sanitaires peuvent être mises en place afin d’éradiquer ou de circonscrire la 

propagation du virus. Elles sont basées principalement sur la vaccination des troupeaux et le 

contrôle des déplacements d’animaux.  

 

A. Situation épidémiologique de la FCO 

1. Historique et répartition mondiale de la FCO 

 

Les premières observations de FCO ont eu lieu en Afrique du Sud à la fin du 18ème siècle chez 

des animaux domestiques (bovins et ovins) et sauvages (cerf de Virginie, élan et antilope 

d’Amérique). En 1902, Hutcheon décrit plus précisément la maladie qui portait à cette 

époque le nom de ‘’Malarial Catarrhal Fever’’ [5]. Une étude plus détaillée de celle-ci est 

parue en 1905 (par Spreull) qui décrivait que les signes cliniques les plus observés étaient la 

fièvre, des lésions aux niveaux de la bouche et des pattes, et la présence d’une cyanose de la 

langue chez les animaux infectés. A la même époque le terme ‘’Bluetongue’’ est apparu 

provenant de la traduction du terme hollandais ‘’Blaauwtong’’ pour bleuissement de la 

langue [6]. En 1906, Theiler découvrit la nature infectieuse de la maladie en observant que 
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l’agent pathogène était un virus filtrable [7]. Trente ans plus tard (1940), le virus fut cultivé 

sur œufs embryonnés, la transmission vectorielle par le culicoïde découverte, ainsi que la 

déclinaison du virus sous différents sérotypes [8].  

Jusqu’en 1940, la FCO était considérée comme une maladie exclusivement africaine jusqu’à 

son apparition confirmée à Chypre en 1943, en Israël en 1951 [9,10], aux États-Unis en 1952 

[8,11], en Inde en 1954 [12] et en Australie en 1975 [13]. En 1956, une épizootie majeure a 

débuté au Portugal puis s’est étendue jusqu’en Espagne provoquant une forte mortalité de 

la population ovine [14]. Jusqu’en 1998, la limite supérieure de la FCO était comprise entre 

40° et 50° de latitude Nord et la limite méridionale entre 20° et 30° de latitude Sud se 

cantonnant aux régions tropicales et subtropicales et coïncidant avec certaines espèces de 

culicoïdes vectrices de la maladie [8]. Le virus possède à ce jour une répartition quasi-

mondiale (Figure 1). Quatre hypothèses non exclusives prédominent pour expliquer 

l’extension de l’aire géographique de la FCO : 1) le réchauffement climatique entraînant de 

nouvelles aires de répartition du vecteur Culicoides imicola dont l’origine est africano-

asiatique [15], 2) l’adaptation du virus à de nouvelles espèces de culicoïdes compétentes 

[16], 3) un transport passif du vecteur par les vents et 4) la mondialisation entraînant des 

transports massifs de ruminants domestiques ou sauvages non contrôlés potentiellement 

virémiques [8]. 

Figure 1 : Répartition mondiale des 27 sérotypes décrits de BTV. 
Carte adaptée de http://www.carte-du-monde.net/carte-zoom-209-carte-monde-satellite-europe.html 
 

Amérique	du	Nord	
Europe	

Moyen	
Orient	

Afrique	Amérique	du	Sud	

Asie	

Océanie	

1,	2,	3,	5,	6,	10,	11,	
13,	14,	17,	19,	22	

1,	2,	3,	4,	6,	8,	11,	
12,	13,	14,	16,	17	

1,	2,	3,	4,	6,	8,	9,	
10,	16,	25,	27	

1,	3,	9,	12,	15,	16,	20,	21,	23	

1,	2,	3,	4,	5,	6,	7,	8,	9,	10,	
11,	12,	13,	14,	15,	16,	17,	

19,	20,	22,	23,	24	

2,	4,	6,	9,	10,	12,	
13,	14,	15,	16,	17,	

19,	20,	26	

1,	2,	3,	4,	5,	6,	7,	8,	9,	10,	
11,	12,	13,	14,	15,	16,	17,	

18,	20,	21,	23,	24	

1,	2,	3,	4,	5,	7,	9,	10,	
11,	12,	13,	15,	16,	17,	
18,	19,	20,	21,	23	
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2. Épidémiologie de la FCO en Europe  

• De 1998 à 2005 : multiples émergences dans le bassin méditerranéen 

 

Avant 1998, la FCO était considérée en Europe comme une maladie exotique. Seule une 

épizootie en Espagne et au Portugal en 1956 et des cas en Grèce en 1979 avaient été 

rapportés. 

A partir de 1998, et jusqu’en 2005, au moins six souches provenant de cinq sérotypes de BTV 

(sérotypes 1, 2, 4, 9 et 16) différents ont été présentes dans le bassin méditerranéen [17]. En 

1998, le BTV-9 provenant de l’Eurasie a été détecté en Grèce [18] puis s’est répandu dans les 

Balkans et en Bulgarie [9,19]. En 1999, le BTV-16 provenant du Moyen-Orient s’est introduit 

dans le bassin méditerranéen en Grèce, en Turquie et en Israël [18]. Durant la même année, 

le BTV-4 a également été détecté en Grèce [10,18]. En 2000, une souche de BTV-2 circulant 

en Afrique du Nord s’est propagée dans les îles Baléares, en Corse, dans le Sud de l’Italie, en 

Tunisie, en Algérie et en Grèce [18,20]. En 2001, une souche de BTV-1 asiatique s’introduit 

en Europe de nouveau par la Grèce. De 2003 à 2005, une souche de BTV-4 en provenance 

d’Afrique du Nord s’est étendue en Espagne, au Portugal et en Corse [9,10,19,21]. En 

résumé, l’origine du BTV dans le bassin méditerranéen est double : certaines souches 

proviennent d’une introduction depuis l’Asie (sérotypes 1, 4, 9 et 16) et d’autres depuis le 

Maghreb (sérotypes 1, 2 et 4) (Figure 2) [20].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Voies d’introduction des différents sérotypes de BTV en Europe de 1998 à 2006.  
Extrait de Saegerman, C. & al, Emerging Infect. Dis., 2008 [17]. 
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• De 2006 à 2010 : Épizootie majeure par le BTV-8 

	

En août 2006, les premiers cas de BTV-8 ont été identifiés aux Pays-Bas (456 foyers) puis le 

virus s’est propagé en Belgique (695 foyers), en Allemagne (885 foyers), dans le Nord de la 

France (6 foyers) et dans le grand-duché du Luxembourg (5 foyers) [10]. La saison hivernale 

ne permit pas l’éradication attendue de la maladie. Ainsi, le virus ré-émergea en 2007, au 

moment de la reprise de l’activité vectorielle, dans tous les pays touchés en 2006 et se 

propagea dans de nouveaux pays (Danemark, Suisse, République tchèque, Royaume Uni) en 

touchant près de 60 000 exploitations [10]. En 2008, une importante campagne de 

vaccination a débuté dans les zones infectées de l’ensemble des pays européens concernés, 

permettant de réduire fortement le nombre de foyers et ainsi de contenir la propagation 

[10]. Cependant, comme cette campagne ne cibla pas les régions à risque, la France a 

observé une augmentation du nombre de cas (24 000 élevages infectés) [10]. Une année 

supplémentaire (2009) a été nécessaire pour observer une diminution drastique du nombre 

de cas de BTV-8 en France (83 foyers). 

La souche de BTV-8 qui a sévi en Europe du Nord durant cette épizootie s’est révélée 

virulente chez les ovins mais également de manière inattendue chez les bovins [22-25]. Elle 

possédait également la capacité d’infecter des espèces de ruminants sauvages [26]. Les 

pathologies associées à cette souche ont également été inhabituelles. En effet, le BTV-8 a 

causé divers troubles de la reproduction tels qu’une stérilité transitoire entraînant une 

diminution de la fertilité, des avortements et une augmentation de l’intervalle entre vêlages 

(mise-bas), mais également des retards de croissance et des altérations de la qualité de la 

laine [8]. De plus, cette souche pouvait être transmise des femelles gestantes à leur fœtus 

par un passage transplacentaire du virus, fait qui n’était alors décrit que pour des souches de 

laboratoire, atténuées, et utilisées comme souches vaccinales [27,28]. D’autre part, cette 

souche s’est propagée pour la première fois par l’intermédiaire d’espèces de culicoïdes (C. 

obsoletus et C. dewulfi) différentes de l’espèce principale vectrice de la maladie : C. imicola, 

présente en Europe du Sud et en Afrique [29].  

Le mode d’introduction de ce sérotype en Europe n’est pas connu. Cependant, il pourrait 

provenir de l’importation de ruminants ou de culicoïdes infectés mais aussi de produits de 

ruminants infectés (semences, embryons) [30,31]. De plus, des alignements de séquence ont 

révélé une similitude étroite avec une souche de BTV-8 isolée en Afrique subsaharienne [32].  
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En 2007, une souche de BTV-1 originaire d’Afrique du Nord (touchée en 2006) s’est 

répandue de l’Espagne au Portugal et jusque dans le Sud de la France [10]. Elle s’est ensuite 

propagée jusqu’en Bretagne en 2008. Cette année-là, plus de 6 000 exploitations touchées 

par le BTV-1 ont été recensées en Europe. Cinq mois après l’apparition de ce sérotype en 

Espagne, un vaccin inactivé pour le BTV-1 fut disponible commercialement. Cependant, la 

présence simultanée du BTV-1 et -8 dans le Sud-Ouest de la France en 2008 engendra des 

co-infections (Figure 3). Les épizooties de BTV-8 et de BTV-1 ont eu des impacts considérables 

sur le bétail et ont engendré des pertes économiques ainsi que des coûts importants dus aux 

mesures sanitaires mises en place (contrôle des mouvements et vaccination des ruminants 

domestiques). A la suite des campagnes de vaccination obligatoire, la majorité des pays 

Européens retrouva leur statut indemne de BTV en 2012. 

 

Figure 3 : Localisation des foyers de BTV-8 et de BTV-1 en France en novembre 2008. 
Les points rouges représentent les foyers de BTV-8, les points bleus les foyers de BTV-1 et les points jaunes les 
foyers de BTV-1/BTV-8. La zone bleue représente la zone réglementée pour le sérotype 8 et la zone verte la 
zone réglementée pour les sérotypes 1 et 8. Source : DGAL 
 

En octobre 2008, le laboratoire national de référence néerlandais (CVI Lelystad) a confirmé 

la présence du BTV-6 en Europe occidentale. Celui-ci fut également détecté en Allemagne et 

dans les régions limitrophes des Pays-Bas. Il semblerait que cette souche soit apparentée à 

la souche vaccinale vivante produite en Afrique du Sud contre ce sérotype et dont l’origine 

proviendrait de l’utilisation illégale d’un vaccin vivant [8,10]. En 2009, une souche de BTV-11 

a été détectée en Belgique et semblerait également apparentée à la souche vaccinale 

vivante correspondante [10]. Il est à noter que dans cette région ont émergé 3 souches du 
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BTV (sérotypes 6, 8 et 11), désignant ainsi un point d’introduction, privilégié mais d’origine 

indéterminée, pour le BTV.  

 

3. Épidémiologie de la FCO en France depuis 2013 

• Émergence du BTV-1 en Corse en 2013 

 

En 2013, le BTV-1 a été détecté en Corse, après avoir circulé en Sardaigne, sur des ovins 

présentant des signes cliniques évocateurs de la maladie. Après vaccination des ruminants 

domestiques pendant l’hiver, ce sérotype ne sera plus détecté sur l’île après 2014. 

 

• Déclaration de cas de BTV-4 en France depuis 2014 

 

Durant l’année 2014, des épizooties attribuées au BTV-4 ont eu lieu en Grèce et se sont 

propagées dans le Sud-Est de l’Europe [33]. Par la suite, cette souche de BTV-4 a été 

détectée en Hongrie, en Sardaigne et le 1er décembre 2016 en Corse [34,35]. Des analyses 

phylogénétiques du génome d’isolats corses ont montré une identité de 99,85 % avec le 

BTV-4 qui circulait en Hongrie en 2014 [35] et en Italie en 2015 (données du LNR).  

En 2017, le BTV-4 fut déclaré dans de nombreux pays européens : l’Autriche, la Bosnie-

Herzégovine, la Croatie, l’Espagne, le Portugal, l’Italie, la Serbie, la Suisse et la Turquie. Il est 

probable que l’origine de ces différentes épizooties proviennent de différentes souches de 

BTV-4 avec des origines (africaine, Est de l’Europe, péninsule Arabique) et des 

caractéristiques (pathogénicité, virulence) différentes. Courant juin de la même année, le 

BTV-4 a ré-émergé sur toute la Corse engendrant une maladie sévère chez les ovins non 

vaccinés. Les bovins furent également infectés mais ne montrèrent aucun signe clinique. La 

campagne de vaccination obligatoire qui a débuté au printemps 2016 visant tous les 

ruminants domestiques sensibles a été maintenue afin d’éradiquer le BTV-4 et d’éviter une 

propagation en dehors de la Corse [35]. 

Le 6 novembre 2017, un cas de FCO sérotype 4 a été détecté dans un élevage de Haute-

Savoie [36]. Plusieurs foyers ont depuis été rapportés dans d’autres départements et le virus 

semble aujourd’hui toujours circuler activement. 
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• Réémergence du BTV-8 en France en 2015 

 

Trois ans après l’éradication du BTV-8 en France, un nouveau foyer de FCO (sérotype 8) a été 

détecté en septembre 2015 dans un élevage bovin-ovin de l’Allier [37]. Des signes cliniques 

évocateurs de la FCO (augmentation de la température, problèmes respiratoires et œdème 

de la face) ont été décelés chez un bélier de cinq ans le 21 août 2015 [37]. Le séquençage 

complet du génome a permis de déterminer qu’il était identique à 99.9 % à la souche de 

BTV-8 qui circulait en France entre 2006 et 2010, suggérant une réémergence de la souche 

[37]. Il est probable que l’origine de cette réémergence soit due à une circulation à très bas 

bruit de ce sérotype depuis sa première émergence en 2006 [38]. Aujourd’hui, près de 3000 

cas de BTV-8 ont été rapportés en France, avec cependant, très peu de signes cliniques 

observés. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les animaux aient développé une immunité 

partielle due à la primo-infection de 2006 mais également grâce à la campagne de 

vaccination obligatoire mise en place jusqu’en 2012 [39]. 

 

4. Détection de nouveaux sérotypes de BTV considérés comme « atypiques » 

 

Des sérotypes supplémentaires de BTV ont été découverts et caractérisés depuis 2008. Ces 

nouveaux sérotypes sont considérés comme « atypiques » en raison de leurs 

caractéristiques phénotypiques in vitro et in vivo qui les distinguent des sérotypes 

classiques. Le BTV-25 a été découvert chez des caprins en Suisse et fut provisoirement 

appelé Toggenburg [40]. Il est asymptomatique chez les caprins mais peut provoquer 

expérimentalement des signes cliniques bénins chez les ovins, tel qu’un gonflement des 

ganglions lymphatiques ou une conjonctivite [41]. Les mêmes observations ont été faites 

pour le BTV-26 découvert simultanément chez des caprins et des ovins au Koweït [42,43]. 

Expérimentalement, il possède un mode de transmission direct, par contact entre les 

chèvres [44]. Le BTV-25 ne possède pas ce mode de transmission par contact direct et 

aucune infection productive n’a, pour le moment, été démontrée pour ce sérotype [41]. En 

2014, un nouveau sérotype, le BTV-27, a été mis en évidence uniquement chez des chèvres 

en Corse [45]. Une enquête de prévalence a permis de distinguer trois variants distincts au 

sein de ce nouveau sérotype (v01-03), sans signe clinique associé [46]. Sur le terrain, le 
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variant v01 est retrouvé majoritairement en comparaison avec les deux autres. Au niveau 

expérimental, les trois variants sont parfaitement cultivables en cellules de mammifères 

mais ne se répliquent pas dans les cellules d’insecte culicoïde (KC cells) [47]. Des infections 

expérimentales sur caprins ont révélé que le variant v02 pourrait être transmis par contact 

direct entre caprins, comme le BTV-26. Il semblerait donc que le vecteur culicoïde ne soit pas 

nécessaire à la transmission de ce sérotype. Les phénotypes observés semblent révéler que 

les trois variants du BTV-27 pourraient posséder des caractéristiques proches des sérotypes 

25 et 26 [47].  

Quatre autres sérotypes considérés comme « atypiques » ont été découverts dernièrement. 

En Israël, le BTV-28 a été détecté et isolé à partir d’une préparation vaccinale [48], le BTV-29 

a quant à lui été isolé à partir d’un alpaga en Afrique du Sud [49], le BTV-30 a été découvert 

chez des caprins en Sardaigne [50] et le BTV-31 a été isolé chez des caprins (et détecté chez 

des ovins) en Chine [51].  

 

B.  Transmission et vecteur  

 

A l’exception de quelques sérotypes décrits plus haut (BTV-26 et 27), le BTV est 

principalement transmis par l’intermédiaire de moucherons hématophages du genre 

Culicoides (Figure 4). Les culicoïdes sont de petits diptères nématocères de 1 à 4 mm de 

longueur appartenant à la famille des Ceratopogonidae [8]. Ils possèdent une activité 

essentiellement nocturne. Actuellement, il existe 1254 espèces de culicoïdes qui sont 

réparties dans le monde et près de 80 espèces sont signalées en France [8]. Sur la totalité 

des espèces de culicoïdes répertoriées, seules 17 espèces sont incriminées dans la 

transmission du BTV [52]. Les espèces compétentes varient selon les régions du monde : C. 

imicola est l’espèce majoritairement présente dans le Sud de l’Europe, l’Afrique, l’Asie du 

Sud-Est et le Moyen-Orient tandis que C. sonorensis est l’espèce majoritaire en Amérique du 

Nord et C. brevitarsis en Australie [8,16,53].  

 

 

Figure 4 : Moucherons culicoïdes hématophages. 
Extrait de Wilson, A. & al, PLoS Biol, 2008 [54]. 
 

doi:10.1371/journal.pbio.0060210.g001	
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La transmission du virus s’effectue lors d’un repas sanguin, tous les 3 ou 4 jours environ, qui 

permet à la femelle d’obtenir des protéines pour la production des œufs [55]. Une fois dans 

l’intestin du vecteur, le virus infecte les cellules de la paroi postérieure du tube digestif où il 

se réplique. Puis, il est libéré dans la cavité corporelle de l’insecte et se propage aux glandes 

salivaires où se produit un second cycle de réplication. Le virus est alors disponible dans la 

salive pour être transmis lors d’un prochain repas sanguin [15]. C’est à cette étape que le 

vecteur est considéré comme infectieux [54]. Le temps nécessaire à la propagation 

asymptomatique du virus dans le vecteur varie de quelques jours à plusieurs semaines en 

fonction de la température et de la souche virale [56,57]. De plus, la probabilité de 

transmission du virus d’un vecteur infecté à un hôte sensible par piqûre est proche de 100 % 

(Figure 5) [58]. 

La distribution de la FCO est corrélée aux régions où les culicoïdes sont présents et la 

capacité vectorielle (capacité du vecteur à transmettre l’infection) est limitée à la période 

d’activité des moucherons adultes, qui dépend de la température atmosphérique. La 

température optimale pour la réplication du virus au sein des culicoïdes est de 25 °C [57,59]. 

En hiver, les populations de culicoïdes adultes infectés peuvent survivre et maintenir leur 

activité en s’abritant à l’intérieur des abris/bâtiments d’élevage [60]. 

 

 

	
Figure 5 : Mode de transmission du BTV. 
Adapté de Wilson, A. & al, PLoS Biol, 2008 [54]. 
	
	
 

 

 

En dehors d’une transmission vectorielle majoritaire, une transmission vénérienne (via le 

sperme durant la virémie), par transfert d’embryons (en période de virémie, le virus est 

présent dans l’environnement utérin au moment de l’ovulation), une transmission 

horizontale (directe) entre individus et une transmission transplacentaire sont également 

possibles (en fonction de la souche virale) [8].  
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C. Pathogenèse 

 

Après piqûre du ruminant par le vecteur, le virus inoculé migre de la lymphe vers les 

ganglions lymphatiques où se produit la première réplication [61,62]. Puis le virus se 

dissémine vers d’autres organes, principalement la rate et les poumons, où la réplication se 

produit majoritairement dans les cellules endothéliales, les phagocytes mononucléaires, les 

lymphocytes ainsi que les cellules dendritiques [63]. Pendant la virémie, le virus est associé 

aux érythrocytes et aux plaquettes dans le sang et se multiplie dans les monocytes et les 

lymphoblastes [31]. La durée de la virémie, entre 14 et 45 jours chez les ovins et moins de 60 

jours chez les bovins, est liée à la durée de vie des érythrocytes [20,31]. L’association du 

virus aux globules rouges pourrait favoriser son infection prolongée et sa transmission au 

vecteur [20]. 

La FCO est une maladie qui touche la majorité des ruminants domestiques et sauvages 

[9,64]. La période d’incubation moyenne est de 6 à 8 jours (Figure 6) [31]. Les pathologies 

associées à l’infection par le BTV sont bien connues chez les ovins qui développent les 

formes les plus sévères de la maladie, au contraire des bovins et caprins chez qui l’infection 

est généralement asymptomatique. Elle débute par une forte fièvre (> 40 °C) et par des 

lésions des petits vaisseaux sanguins qui sont liées aux dommages créés par le virus. Ces 

lésions, pour les formes aiguës, aboutissent au niveau de la face à des œdèmes, des érosions 

sur le mufle, des ulcères buccaux accompagnés d’hypersalivation, une conjonctivite et un 

larmoiement. Des inflammations des bourrelets coronaires sont également observées 

entraînant des boiteries, de la faiblesse et de la dépression, de la nécrose musculaire et des 

complications d’ordre pulmonaire ou digestif [64-67]. Les ovins peuvent aussi développer 

une coagulopathie et des saignements excessifs [9]. Dans certains cas, des difficultés 

respiratoires et une cyanose au niveau de la bouche et de la langue (‘’bluetongue’’), peuvent 

également apparaître. Dans les cas les plus graves, 10 à 12 jours après le début de la 

maladie, des fièvres hémorragiques, comparables à celles provoquées par le virus Ebola chez 

l’homme [68], sont possibles et peuvent conduire à la mort de l’animal dans 2 à 20 % des 

cas. Il a été suggéré qu’elles proviennent de l’augmentation de la perméabilité vasculaire 

causée par des médiateurs vaso-actifs et inflammatoires produits par les plaquettes, les 

macrophages, les cellules dendritiques, les cellules endothéliales et d’autres types cellulaires 

[69-72]. La mortalité reste faible mais le taux de morbidité est élevé et se caractérise par un 
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amaigrissement rapide, une diminution de la production laitière, des infertilités transitoires 

et des avortements. 

La cause des différences de sévérité de la maladie observées entre les bovins et les ovins 

n’est pas connue [61]. De plus, en fonction du pouvoir pathogène (sérotype, souche) et de la 

résistance de certaines races sensibles à la maladie, l’infection entraîne une grande 

variabilité de l’expression de la maladie [15]. Les facteurs environnementaux comme la 

température peuvent également avoir un impact sur la sévérité de la maladie [64]. 

 

 
 
	
 
 
 
 
 
	
	
	
	
	
	
	
Figure 6 : Exemples de symptômes observés chez les ovins et les bovins lors de l’infection par le BTV. 
Signes cliniques observés chez les ovins en haut (photos : C. Hamblin, Institute for animal Health, Pirbright, 
Grande-Bretagne) : (A) Cyanose de la langue et (B) Inflammation des bourrelets coronaires. Signes cliniques 
observés chez les bovins en bas (photos : Etienne Thiry, ULG, Belgique et Piet van Rijn, Pays-Bas) : (C) Ulcères 
du plancher de la cavité buccale et du bourrelet gingival supérieur et (D) Congestion du mufle et jetage muco-
purulent.  
 

D. Le virus 

1. Classification 

 

Le BTV appartient à la famille des Reoviridae [73] qui possède 15 genres différents incluant 

des pathogènes de vertébrés, d’arthropodes et de plantes. Le genre Orbivirus dont le BTV 

est l'espèce prototype, regroupe 22 espèces différentes identifiées par des tests 

sérologiques et par phylogénie et 13 virus non-classifiés. Il existe actuellement 27 sérotypes 

décrits de BTV à travers le monde qui se distinguent par la variabilité antigénique de la 

protéine de capside externe VP2 [74,75]. 

 

A	 B	

C	 D	
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2. Génome du BTV 

 

Le génome viral est constitué de 10 segments d’ARN double-brin (db) linéaires. Il code sept 

protéines structurales et six, voire sept, protéines non structurales qui sont exprimées au 

cours de l’infection [76-79] (Tableau 1). Les tailles des segments vont de 822 (segment 10) à 

3944 (segment 1) paires de bases (pb) [80]. Le génome total fait une taille d'environ 19 200 

pb [80]. Chaque segment possède une extrémité 5' (5'-GUUAAA-3') et 3' (5'-ACUUAC-3') 

terminales conservées [81]. L'ensemble des extrémités 5' des ARNdb ainsi que celles de 

l'ensemble des transcrits viraux (ARN messager ou ARNm) possède une coiffe méthylée [14], 

tandis que l'extrémité 3' n'est pas polyadénylée. La migration de l’ensemble du génome sur 

gel de polyacrylamide a permis de numéroter les segments du plus grand (segment 1) au 

plus petit (segment 10) (Figure 7C). A l’exception des segments 9 et 10, chaque segment code 

une seule protéine virale [82]. Le segment 9 code les protéines VP6 et NS4 [78,83] et le 

segment 10 code les protéines NS3, NS3A et deux nouvelles protéines décrites récemment 

comme étant « S10-ORF2 » et « S10-ORF2s » [79] qui, pour des simplifications de lecture, 

seront nommées NS5 et NS5A respectivement.  

Tableau 1 : Ensemble des protéines codées par les 10 segments d’ARN double brin du BTV-8 et leurs 
fonctions.	

Segment 
Taille en 
paire de 

base 
Protéines 

Masse 
molaire 

(kDa) 
Localisation Fonctions ou propriétés 

1 3944 VP1 150 
Protéine mineure de la 

capside interne  
(dans le core) 

ARN polymérase ARN dépendante 

2 2939 VP2 111 Capside externe (spike) Ligand du récepteur cellulaire, entrée du virus, hémagglutinine, antigène 
protecteur, spécificité de type 

3 2772 VP3 103 Protéine majeure de la 
capside interne (subcore) 

Forme un échafaudage pour les trimères de VP7, intéragit avec les 
complexes de transcription et l'ARN génomique 

4 1981 VP4 75 
Protéine mineure de la 

capside interne  
(dans le core) 

Enzyme de coiffage (guanylyltransférase), méthyltransférase, ARN 5' 
triphosphatase, pyrophosphatase inorganique, NTPase 

5 1776 NS1 64 Protéine non structurale Forme des tubules, lie les transcrits BTV et améliore la synthèse des 
protéines virales 

6 1637 VP5 59 Capside externe 
(globulaire) 

Permet la pénétration du virus (protéine de perméabilisation 
membranaire), protéine fusogène, spécificité de type 

7 1156 VP7 38 Protéine majeure de la 
capside interne 

Forme la surface du core, responsable de l’entrée du core dans les cellules 
d’insecte (culicoïdes) 

8 1125 NS2 40 Protéine non structurale 
Protéine phosphorylée, recrute l'ARN monocaténaire de BTV (ARNsb), 
forme des corps d'inclusion viraux (VIBs), site pour l'assemblage du core, 
fixe les ARN messagers (ARNm) 

9 1049 
VP6 35 

Protéine mineure de la 
capside interne  
(dans le core) 

Hélicase virale, forme des hexamères en présence d'ARN du BTV, adénosine 
triphosphatase (ATPase) 

NS4 9,5 Protéine non structurale Antagoniste de la réponse IFN-I et déterminant clé de la virulence 

10  822 

NS3 25 Protéine non structurale 
Glycoprotéine, protéine membranaire, interagit avec les protéines de l’hôte 
(calpactine, Tsg101) et les protéines VP2 et VP5 du virus, facilite le trafic et 
la libération des virions, antagoniste de la réponse IFN-I 

NS3A 24 Protéine non structurale NS3A est essentielle pour la maturation du virus dans les cellules d’insecte 

NS5 7,5 Protéine non structurale Possède une localisation nucléolaire, pas nécessaire à la réplication du virus 

NS5A 7,5 Protéine non structurale 
(putative) Possède une localisation nucléolaire, pas nécessaire à la réplication du virus 
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3. La particule virale  

a) Structure et protéines 

 

Des études de cristallographie et de microscopie électronique [84-86] ont permis de 

comprendre l’organisation de la particule virale (Figure 7B). Le BTV est un virus icosaédrique 

non enveloppé de 88 nm de diamètre, avec une particule virale organisée en une capside à 

double couche, externe et interne (ou core). La masse molaire de la particule virale est 

d’environ 120.106 Da [87]. La capside externe est composée des protéines VP2 et VP5. Le 

core est composé des protéines VP3 et VP7, il contient le génome viral et le complexe de 

transcription formé des protéines VP1, VP4 et VP6 [88]. L’association de VP3 avec le 

complexe de transcription (VP1, VP4 et VP6) se nomme le subcore [88] (Figure 7A).  

 

• Les protéines de la capside externe : VP2 et VP5 

 

Les protéines VP2 et VP5 s’assemblent pour former la couche externe de la capside du virus 

en interagissant avec les trimères de VP7. VP2, exprimée à partir du segment 2, est 

composée de 961 acides aminés pour un poids moléculaire de 111 kDa (kiloDalton). VP5, 

exprimée à partir du segment 6, est composée de 526 acides aminés pour un poids 

moléculaire de 59 kDa. La capside externe est formée de 60 trimères de VP2 [89] qui sont 

organisés sous forme de « triskelion » [84] et 120 trimères de VP5 [89] qui forment les 

motifs globulaires de la couche externe [90]. Un « triskelion » correspond à 3 molécules de 

VP2. Ce sont les interactions entre VP2 et VP5 qui permettent leur assemblage. VP2 est 

responsable de l’attachement du virus à la surface de la cellule par liaison aux glycoprotéines 

de surface [91] et de l’hémagglutination. La séquence de VP2 est très variable, entre 29 % et 

59 % de similarité, ce qui fait de cette protéine le principal déterminant de la distinction des 

différents sérotypes (induction d’anticorps neutralisants). Elle est également soumise à une 

grande pression de sélection antigénique imposée par la réponse immunitaire humorale de 

l’hôte [92]. Il a été démontré que VP5 est une protéine de perméabilisation membranaire 

qui permet la libération des particules virales des compartiments endosomaux dans le 

cytoplasme [73,93]. 
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• Les protéines majeures de la capside interne : VP3 et VP7 

 

Les protéines VP3 et VP7 s’assemblent pour former la capside interne icosaédrique du virus, 

appelée le core, d’un diamètre de 75 nm. VP7, exprimée à partir du segment 7, est 

composée de 349 acides aminés pour un poids moléculaire de 38 kDa. VP3, exprimée à 

partir du segment 3, est composée de 901 acides aminés pour un poids moléculaire de 103 

kDa. Le core se compose d’une couche superficielle de 260 trimères de VP7 disposés selon 

une symétrie icosaédrique (T = 13) qui est construite sur le subcore formé par auto-

assemblage de 120 copies de VP3 disposées selon une symétrie icosaédrique (T = 2) de 12 

décamères et interagit avec le complexe de transcription [94-97]. Le subcore détermine la 

taille globale de la capside et dicte l’organisation des autres composants structuraux de la 

particule qui sont attachés ou qui interagissent avec elle, à la fois interne et externe [97]. 

C’est pourquoi la protéine VP3 a une séquence très conservée. Les trimères de VP7 ont pour 

objectif d'obstruer les pores du subcore pour maintenir les ARN simple brin (sb) viraux 

incorporés et les protéger de toute dégradation par les RNases. Ces pores s’ouvrent 

uniquement lorsque le core devient transcriptionnellement actif en présence de nucléoside 

triphosphate (rNTP) [86,96].  

 

• Les protéines mineures de la capside interne : VP1, VP4 et VP6 

 

Le core renferme le génome viral ainsi que les protéines VP1, VP4 et VP6 formant le 

complexe de transcription [89]. Ces protéines interviennent dans la transcription et la 

réplication de l’ARN viral. Afin d’être associées au core, les protéines VP1, VP4 et VP6 

forment un complexe avec les décamères de VP3. 

 

Ø La protéine VP6 

 

La protéine VP6, exprimée à partir du segment 9, est composée de 329 acides aminés pour 

un poids moléculaire de 36 kDa. VP6 est une hélicase à ARN présente en 60 exemplaires par 

particule virale qui possède toutes les caractéristiques fonctionnelles et structurales d’autres 

hélicases virales et cellulaires (tel que l’hydrolyse de l’ATP et des sites de liaison aux acides 
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nucléiques) [89]. Elle catalyse le déroulement des ARNdb, possède des sites de liaison à 

l’ARN et à l’ATP et présente une fonction ATPase dépendante de l’ARN [98]. Il a été 

démontré que VP6 est capable de se lier à l’ARNsb et l’ARNdb synthétisé après la 

transcription [99,100].  

 

Ø La protéine VP1 

 

La protéine VP1, exprimée à partir du segment 1, est composée de 1302 acides aminés pour 

un poids moléculaire de 150 kDa. VP1 est une ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) 

présente en 12 exemplaires par particule virale [73,101-104]. Des expériences in vitro ont 

montré que VP1 peut synthétiser les dix ARNdb simultanément à partir des matrices ARNsb 

en absence de toute autre protéine virale [101,105]. De plus, la présence de dinucléotides 

(GpG), amorçant l’activité de la polymérase, et d’une structure en coiffe à l’extrémité 5’ de la 

matrice des ARNsb permet d’augmenter l’activité catalytique de VP1 et ainsi d’augmenter 

l’efficacité de la réplication [105]. VP1 possède également une activité transcriptionnelle au 

sein du core [106,107] où elle permet de transcrire plusieurs copies des 10 segments 

d’ARNdb qui rejoindront le cytoplasme où ils seront traduits. 

 

Ø La protéine VP4 

 

La protéine VP4, exprimée à partir du segment 4, est composée de 644 acides aminés pour 

un poids moléculaire de 76 kDa. VP4 est une méthyltransférase présente en 24 exemplaires 

par particule virale qui permet le coiffage des transcrits au sein du core. VP4 possède des 

activités de méthyltransférase, de guanylyltransférase et d’ARN triphosphatase en l’absence 

de toute autre protéine virale [14,108,109]. Pour les transcrits de BTV, l’ajout d’une 

méthylation sur le premier nucléotide de la coiffe par l’ARN nucléoside-2’-O-

méthyltransférase est nécessaire pour former une structure coiffe qui permet d’améliorer 

l’efficacité de la traduction des ARNm [92]. VP4 favorise également l’activité de transcription 

en retirant le pyrophosphate inorganique qui bloque la polymérase [108]. 
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Figure 7 : Organisation et fonctions des protéines structurales et du génome du BTV. 
(A) Les protéines VP2 et VP5 forment la capside externe, les protéines VP3 et VP7 forment la capside interne, 
ou core, qui renferme le génome viral et le complexe de transcription formé des protéines VP1, VP4 et VP6.   
(B) Microscopie électronique de la particule (gauche) et du core (droite) du BTV. Les photos sont extraites de 
Mertens, P.P.C. & al, Virology, 1987 [110]. (C) Profil de migration du génome du BTV obtenu par migration sur 
gel de polyacrylamide. 
 

 

b) Les protéines non structurales 

 

Le virus possède six voire sept protéines non-structurales exprimées au cours de l’infection : 

NS1, NS2, NS3, NS3A, NS4, NS5 et possiblement NS5A. Les caractéristiques ainsi que les 

fonctions de NS3 seront détaillées dans la partie I.F (page 54) de ce manuscrit.  
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•  VP6	:	ARN	hélicase	
•  VP1	:	ARN	polymérase	
•  VP4	:	Enzyme	de	coiffage	

VP5	:	Pénétra;on	

VP2	:		
•  A<achement	au	récepteur,	entrée	du	virus	
•  Neutralisa;on,	spécificité	de	type	
•  Hémagglu;nine	

VP7	:	Entrée	du	core	dans	
les	cellules	d’insecte	

VP3	:	
•  Assemblage	des	trimères	de	

VP7	
•  Interac;on	avec	le	

complexe	de	transcrip;on	

Génome	viral	:	
10	segments	d’ARNdb			

Segments	 Gènes	

1	

2	
3	

4	
5	
6	

7	
8	
9	

10	

VP1	

VP2	
VP3	

VP4	
NS1	
VP5	

VP7	
NS2	
VP6/NS4	

NS3/3A 
NS5/5A	

A	

B	

C	



INTRODUCTION	
	

	 	 43	

• La protéine NS1 

 

La protéine NS1, exprimée à partir du segment 5, est composée de 552 acides aminés pour 

un poids moléculaire de 64 kDa. Elle est exprimée dans le cytoplasme des cellules infectées à 

des stades très précoces du cycle viral [111]. Elle intervient dans la réplication comme 

régulateur positif de l’expression des gènes viraux en favorisant la traduction des transcrits 

de BTV [112]. Cette fonction s’exercerait par la liaison spécifique de NS1 à l’extrémité 3’ 

conservée (5’-ACUUAC-3’) des ARNm viraux [112]. Elle est donc capable de discriminer les 

ARNm cellulaires possédant une extrémité 3’ polyadénylée des ARNm viraux possédant 

l’extrémité 3’ conservée. De plus, en se polymérisant, NS1 forme des structures tubulaires 

dans le cytoplasme des cellules infectées en absence de toute autre protéine virale (Figure 8) 

[113-115]. La fonction de ces structures n’est pas encore déterminée, cependant il a été 

supposé que la formation de ces tubules permettrait de contrôler le niveau de NS1 soluble 

[92] et de conférer à NS1 un rôle dans la cytopathogénicité du virus [116]. L’utilisation de la 

microscopie électronique a permis de démontrer, que dans certaines conditions, il peut y 

avoir une association entre les structures tubulaires formées par NS1 et les corps 

d’inclusions viraux (VIBs) formés par NS2 [113]. Cette association pourrait être à l’origine du 

transport des virus matures des VIBs au cytosquelette des cellules infectées [113]. 

 

 

Figure 8 : Image des tubules de NS1 par cryoélectromicroscopie. 
On peut observer que les tubules de NS1 sont parallèles (barre d’échelle = 
100 nm). Extrait de Hewat, E. & al, journal of structural biology, 1992 [115]. 
 
 

 

 

• La protéine NS2 

 

La protéine NS2, exprimée à partir du segment 8, est composée de 354 acides aminés pour 

un poids moléculaire de 41 kDa. Après NS1, c’est la seconde protéine virale la plus 

abondante dans les cellules infectées [117]. NS2 est le constituant majeur des VIBs ou 

viroplasmes qui possèdent une localisation périnucléaire (Figure 9) et qui sont considérés 
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comme le site d’assemblage des cores viraux [118-121]. Ils contiennent les protéines de core 

ainsi que l’ARN viral [117,118,122]. Il a été démontré que NS2 est suffisante à elle seule pour 

produire les VIBs qui sont morphologiquement similaires à ceux produits lors de l’infection 

[117,121]. NS2 possède un site de liaison à l’ARN qui lie spécifiquement les ARNsb et une 

activité NTPase [117,123]. La liaison de NS2 aux ARNsb est nécessaire afin que ceux-ci soient 

empaquetés de manière optimale dans le core. Grâce à son activité phosphohydrolase, NS2 

sélectionne et condense les segments d’ARNsb lors de l’encapsidation du génome [123]. De 

plus, NS2 semblerait être la seule protéine virale à être phosphorylée pendant l’infection 

[117,122]. Celle-ci se phosphoryle par l’intermédiaire de la protéine caséine kinase 2 (CK2) 

sur les deux résidus sérine (S) en positions 249 et 259 [122]. La phosphorylation de NS2 est 

nécessaire au contrôle et à la formation des VIBs pour fournir la matrice pour l’assemblage 

viral [14,122].  

 

Figure 9 : Immunofluorescence permettant de visualiser les corps 
d’inclusion viraux (VIBs) formés par NS2. 
Les VIBs (en vert), qui possèdent une localisation périnucléaire, sont 
visualisés suite à l’infection de cellules BSR avec le BTV-10 (24 heures post-
infection) et immunomarqués avec un anticorps anti-NS2. Extrait de Kar, AK. 
& al, BMC Molecular Biology, 2007 [121]. 
 

 

• La protéine NS4 

 

En 2011, une nouvelle protéine non structurale de BTV a été découverte : la protéine NS4 

[78,83,124]. Elle est composée de 77 acides aminés pour un poids moléculaire de 9,5 kDa. 

NS4 est codée à partir d’un second cadre de lecture (+ 1) porté par le segment 9 qui code par 

ailleurs pour la protéine VP6. En fonction du cycle viral et/ou des conditions expérimentales, 

NS4 présente une distribution subcellulaire variable. Majoritairement cytoplasmique dans 

les étapes précoces de l’infection, elle serait localisée préférentiellement au sein des 

nucléoles 24 h post-infection (p.i.) grâce à un motif d’adressage nucléolaire présent à son 

extrémité N-terminale (N-ter) [78,83]. De plus, il a été montré que la présence de NS4 

confère un avantage pour la réplication du virus dans des cellules prétraitées aux interférons 

de type I (IFN-I) suggérant ainsi que NS4 est un antagoniste de la réponse IFN-I et un 

déterminant clé de la virulence du BTV [83,125]. De façon remarquable, la protéine NS4 
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semble bloquer d’autres promoteurs que ceux liés à la réponse IFN-I, suggérant ainsi un 

blocage de la transcription de façon globale dans les cellules [125]. Dans le cytoplasme, NS4 

est décrite pour s’associer aux gouttelettes lipidiques [78] qui sont des organelles 

interagissant avec différents compartiments cellulaires. Une observation similaire a été faite 

pour le Rotavirus où les protéines VP2, VP6 et NSP5 s’associent également aux gouttelettes 

lipidiques, par l’intermédiaire des viroplasmes, afin de former des corps d’inclusions viraux 

fonctionnels indispensables à la production de virions matures [126]. Ces résultats décrits 

chez le Rotavirus laissent supposer que ces gouttelettes lipidiques pourraient avoir un rôle 

tout aussi important au cours de la réplication du BTV. 

 

• La protéine NS5  

 

La protéine non-structurale NS5 a été découverte en 2015 par l’équipe de Dr. Massimo 

Palmarini à la suite d’études in silico [79]. Le nom attribué à cette protéine depuis sa 

découverte est « S10-ORF2 » car elle est exprimée à partir du segment 10 par l’intermédiaire 

d’un décalage du cadre de lecture (+ 1) par rapport à celui permettant l’expression de 

NS3/NS3A. Cependant, comme aucun anticorps spécifique de cette protéine n’a permis pour 

le moment de valider sa présence au cours du cycle viral, elle n’a pas pu être décrite comme 

étant la protéine NS5 de BTV. De plus, cette protéine pourrait être synthétisée sous deux 

isoformes « S10-ORF2 » et « S10-ORF2s » qui seront nommés par la suite NS5 et NS5A 

respectivement. NS5 fait 59 acides aminés pour un poids moléculaire de 7,5 kDa. NS5A est 

une forme plus courte de NS5, à laquelle il manque 9 acides aminés en N-ter [79]. Il a été 

démontré que NS5 n’est pas nécessaire à la réplication du BTV car des mutants de délétion 

de la protéine se répliquent aussi bien que le BTV WT (Wild Type ou sauvage) [79]. De plus, 

des études de localisation ont permis de révéler que NS5 se localise dans le nucléole des 

cellules transfectées, comme NS4 [83], par l’intermédiaire d’un signal de localisation 

nucléolaire (NoLs) [79]. Le fait que NS5 possède la même localisation subcellulaire que NS4 

suggère que les deux protéines pourraient avoir une fonction semblable et/ou synergique.  
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4. Cycle de réplication 

 

Le cycle de réplication du BTV dans les cellules de mammifère et dans les cellules d’insecte 

n’est pas le même.  

 

Dans les cellules de mammifère, 8 à 10 heures (h) p.i., le virus est détecté dans le surnageant 

de cellules Vero montrant ainsi que le cycle de réplication des orbivirus est très rapide [127].  

L’attachement du virus à la surface de la cellule s’effectue par l’intermédiaire de la protéine 

VP2 qui se lierait à des glycoprotéines présentes à la surface cellulaire (Figure 10) [20,91]. 

Cependant, le récepteur du BTV reste encore à identifier mais il pourrait faire intervenir une 

syaloglycoprotéine membranaire seule ou en association avec un corécepteur [128]. Cette 

première interaction déclenche l’internalisation du virus qui s’effectue par une endocytose 

clatherine-dépendante [128,129]. L’acidification de l’endosome entraîne un changement de 

conformation des protéines de la couche externe qui dissocie VP2 de la capside et induit la 

fusion de VP5 avec la membrane endosomale. 1 h après internalisation du virus dans la 

cellule hôte, les protéines de la capside externe sont hydrolysées permettant l’activation de 

la transcriptase virale [130] et ainsi la libération du core transcriptionnellement actif dans le 

cytoplasme [131,132]. 

Ainsi activé, le core réalise une transcription précoce à partir des brins d’ARN génomique 

bicaténaires à l’aide de l’activité enzymatique ARN polymérase ARN dépendante portée par 

VP1. VP1 transcrit alors plusieurs copies des 10 segments d’ARNdb en ARNsb positif [101] en 

association avec l’activité hélicase de VP6. Les ARNm sont ensuite coiffés et méthylés par 

l’activité guanylyltransférase et méthyltransférase de VP4 [108,109,133]. Ils sont alors 

libérés du core dans le cytoplasme de la cellule hôte par des pores situés au sommet des 5 

axes de symétrie de la capside icosaédrique où ils seront traduits.  

Dans le cytoplasme, les ARNm viraux servent également de matrice à la synthèse des ARN 

négatifs afin de générer les ARNdb génomiques [82,106,107]. Cette synthèse se produit 

simultanément à la morphogenèse des particules provirales. Ces étapes ont lieu dans les 

VIBs présents dans le cytoplasme de la cellule infectée formés par NS2 [118,121,122]. NS2 se 

fixe sur les ARNsb et intervient dans leurs réplications, impliquant VP1, afin de former les 

ARNdb au sein des cores néo-formés [121]. De plus, NS2 pourrait également intervenir dans 
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l’incorporation d’une seule copie de chaque segment d’ARN et contrôler le niveau de VIBs 

afin de fournir la matrice pour l’assemblage viral [14,134,135].  

L’assemblage du core s’effectue autour des ARNsb complexés à NS2 et associés à VP1 et VP4 

qui permettent de recruter VP6 et d’interagir avec les décamères de VP3 [90,136-138]. Cette 

interaction permet de former le subcore par auto-assemblage des protéines VP3 autour de 

ce complexe. La protéine VP7 n’ayant pas la capacité de s’auto-assembler, elle se dispose sur 

le subcore pour stabiliser le core [90]. Après cet assemblage, le core est libéré des VIBs afin 

d’être revêtu de la capside externe (VP2 + VP5) pour former des virions matures. Les 

trimères de VP2 interagissent avec les trimères de VP7 et les trimères de VP5 comblent les 

trous formés par les triskélions de VP2. VP5 fait peu d’interactions avec VP7 lui permettant 

ainsi de changer de conformation pour le processus d’entrée et de perméabilisation de la 

membrane endosomale [132]. Du fait de son interaction avec VP2 [139] et VP5 [140], il se 

pourrait que NS3 maintienne les deux protéines de la capside externe en position pour 

l’assemblage final des particules matures [140]. 

Après assemblage et formation des particules matures, l’interaction de NS3 avec VP2 et la 

calpactine favorise le trafic des virions et leur ciblage à la membrane plasmique [139,141]. 

De plus, l’association des structures tubulaires formées par NS1 et des VIBs pourrait 

favoriser le transport des virus matures vers le cytosquelette des cellules infectées [113]. 

La libération du virus implique la protéine NS3. Dans des temps précoces, NS3 favoriserait la 

libération des particules virales par bourgeonnement alors que dans des temps plus tardifs, 

lorsque NS3 est fortement exprimée, la lyse de la cellule infectée serait à l’origine de la 

libération des particules virales [142].  
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Figure 10 : Cycle de réplication du BTV. 

 

Dans les cellules d’insecte, le cycle de réplication du BTV est bien moins connu. 

L’attachement du virus à la surface de la cellule s’effectue par l’intermédiaire de la protéine 

VP7 qui se lie aux glycosaminoglycanes et à d’autres récepteurs cellulaires pour faciliter 

l’entrée du virus [53,96,143,144]. Dans les cellules d’insecte, les particules subvirales et les 

cores sont 100 à 500 fois plus infectieux que dans les cellules de mammifère [53] produisant, 

dans ce type cellulaire, une infection persistante [145]. Les mécanismes employés par le core 

pour se déplacer dans les cellules d’insecte restent inconnus. Après assemblage et formation 

des particules matures, la libération du virus se produit exclusivement par bourgeonnement, 

NS3/NS3A jouant un rôle prépondérant dans ce mécanisme [146].  

Étant donné le peu de connaissance sur le génome du culicoïde, une alternative possible à 

l’étude des mécanismes de réplication du BTV chez l’insecte peut être la drosophile 

(Drosophila melanogaster) dont le génome a été séquencé avec succès. En effet, il a été 

démontré que le BTV se réplique parfaitement in vivo chez Drosophila melanogaster [145]. 
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E. Réponse immune et vaccins 

1. Réponse immunitaire innée contre le BTV 

	

La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense suite à l’intrusion d’un 

agent pathogène dans l’organisme. Elle se caractérise de façon prédominante pour les virus, 

par la production d’IFN-I essentiellement α/β et de cytokines pro-inflammatoires, lesquels 

participent largement à la mise en place de la réponse adaptative humorale et cellulaire.  

	

a) La voie des interférons de type I (IFN-I) 

	

Après l'entrée d'un virus dans l'organisme, la réponse immunitaire innée se met en place 

suite à la reconnaissance de motifs moléculaires spécifiques aux pathogènes : les PAMPs 

(Pathogen Associated Molecular Patterns). Il en existe quatre principaux ciblant les virus : les 

ARNdb, les ARNsb, l’ADN CpG non méthylés et les glycoprotéines d’enveloppe. Ces PAMPs 

sont reconnus par des récepteurs spécialisés, les PRRs (Pattern Recognition Receptors) qui 

permettent de distinguer les molécules du soi et du non-soi et de promouvoir une réponse 

antimicrobienne contre de multiples pathogènes. Il existe deux familles de PRRs bien 

connues : les TLRs (Toll-Like Receptor) et les RLRs (RIG-I Like Receptor). Les TLRs sont 

retrouvés au niveau de la membrane plasmique ou associés aux membranes endosomales. 

Ils reconnaissent les ARNsb, les ADNsb et les protéines virales. Les RLRs (RIG-I pour Retinoic 

acid-Inductible Gene I, MDA5 pour Melanoma Differentiation-Associated protein 5 et LGP2 

pour Laboratory of Genetics and Physiology 2) sont activés par la présence d’ARN viraux 

cytoplasmiques. Après activation par leurs ligands respectifs, ces senseurs recrutent 

différentes protéines adaptatrices qui interagissent à leur tour avec des kinases qui sont 

responsables de l’activation des facteurs de transcription IRF-3/7 (Interferon Regulatory 

Factor) et NF-κB (Nuclear Factor Kappa B) qui sont impliqués dans l’expression des gènes 

codant les IFN-I. L’IFN-I produit est sécrété dans le milieu extracellulaire où il se fixe sur son 

récepteur IFNAR (IFN-Alpha Receptor) composé de deux sous-unités (IFNAR1 et IFNAR2). 

IFNAR1 est associé à la tyrosine kinase 2 (TYK2) et IFNAR2 est associé à JAK1 (Janus tyrosine 

Kinase 1) et STAT2 (Signal Transducer and Activator of Transcription protein 2). L’interaction 

de l’IFN-I avec une des sous unités du récepteur IFNAR conduit au recrutement de la 
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seconde sous-unité. Cette liaison déclenche l’activation de la voie de signalisation JAK-STAT 

(Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription) en induisant dans un 

premier temps la phosphorylation des kinases TYK2 et JAK1 et dans un second temps la 

phosphorylation de STAT2 et STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription protein 

1). Le dimère STAT1/STAT2 activé est dissocié d’IFNAR2 et s’associe dans le cytoplasme à 

IRF9 pour former le facteur de transcription ISGF3 (Interferon-Stimulated Gene Factor 3). Ce 

complexe migre dans le noyau où il se lie au promoteur ISRE (IFN-Stimulated Response 

Elements) pour activer l’expression de gènes appelés ISGs (Interferon-Stimulated Genes) 

dont les produits sont impliqués dans la réponse antivirale. 

	

b) Activation de la voie IFN-I dans le contexte BTV 

 

Depuis les années 1970, de nombreuses études in vitro et in vivo ont montré que le BTV 

(différents sérotypes et souches) est un fort inducteur de la réponse IFN-I et ce, chez 

différentes espèces modèles (ovine, bovine, souris, humaine) [147-151]. Cependant, les 

mécanismes impliqués dans ce phénomène sont restés longtemps inconnus. Dans des 

cellules infectées par le BTV, l’utilisation d’ARN interférants (siARNs) inhibant l’expression de 

multiples composants essentiels de la voie IFN, a permis à Émilie Chauveau (une étudiante 

en thèse encadrée par le Dr. Damien Vitour) de montrer le rôle des ARN hélicases RIG-I et 

MDA5 dans la production d’IFN-β et la réponse antivirale (Figure 11) [150]. 

Comme le BTV cible les cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) et plasmacytoïdes 

(pDCs) dans les phases précoces de l’infection, la production d’IFN-α/β a également été 

étudiée dans ces deux types cellulaires suite à l’infection par le BTV. Des forts niveaux d’IFN-

α/β ont été observés dans les pDCs, et non dans les cDCs, après exposition au BTV même en 

absence de toute réplication virale [152]. L’utilisation de différents inhibiteurs a ensuite 

permis de révéler le rôle clé des protéines MyD88 (Myeloid differentiation primary response 

88), PKR (Protein Kinase RNA-activated) et SAPK/JNK (Stress-Activated Protein Kinase/c-Jun 

NH2-terminal Kinase) dans la production d’IFN-α/β, indépendamment des TLR7/8 [152,153]. 
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c) Le BTV évolue pour échapper à la réponse innée 

• Blocage de la synthèse d’IFN-I 
 

Lors de recherches visant à étudier l’impact du BTV sur la voie IFN-I, une étude a démontré 

que la protéine NS3 possède la capacité de bloquer cette voie de signalisation [154]. Les 

mécanismes moléculaires responsables de ce phénomène seront décrits en détail dans la 

partie I.F.2 (page 56) de ce manuscrit de thèse. Comme mentionné précédemment, en plus 

de NS3, la protéine NS4 est également décrite pour bloquer la voie IFN-I (cf. partie D.3.b) 

page 44) [125].  

	

• Blocage de la réponse d’IFN-I  
	

Une étude a démontré que le BTV a également la capacité de bloquer la voie de signalisation 

JAK/STAT en bloquant la phosphorylation de STAT1 et en régulant négativement l’expression 

des kinases JAK1 et TYK2 (Figure 11) [155]. Cependant, les mécanismes moléculaires 

responsables de ce phénomène restent encore inconnus. 

 

Figure 11 : Impact du BTV et de sa protéine NS3 sur la voie des interférons de type I (IFN-I). 
La protéine NS3 bloque l’induction de la synthèse d’IFN-α/β en bloquant la cascade de signalisation en aval de 
RIG-I et MDA5 et en amont ou au niveau des IRF3 kinases. Le BTV a également la capacité de bloquer la voie de 
signalisation JAK/STAT en bloquant la phosphorylation de STAT1. 
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2. Réponse immunitaire humorale 

 

Lors d’une infection par le BTV, des anticorps neutralisants dirigés contre les protéines de la 

capside externe, VP2 et VP5, sont produits [156,157]. Comme VP2 détermine le sérotype, la 

production d’anticorps contre cette protéine prévient d’une réinfection par le même 

sérotype [158-161], et plus rarement une protection partielle contre d’autres sérotypes 

[162,163]. Au sein de VP2, deux domaines hydrophiles (acides aminés 199 à 213 et acides 

aminés 321 à 346) contiennent de multiples épitopes de neutralisation [164]. Des mutations 

dans ces domaines génèrent des souches de BTV qui présentent des caractéristiques de 

neutralisation distinctes [165].  

Expérimentalement, il a été démontré qu’une co-expression de VP2 avec VP5 améliore la 

réponse aux anticorps neutralisants par l’ovin et donc augmente la réponse immunitaire 

[156,157,166,167]. Ceci pourrait venir du fait que VP5 stabilise la conformation de VP2 

[161,168]. 

 

3. Réponse immunitaire cellulaire 

 

Chez le mouton, l’infection par le BTV conduit à une forte augmentation de la production de 

lymphocyte T CD8+ [169,170]. La production de ces cellules par l’organisme permet 

d’éliminer toutes cellules cibles infectées par lyse afin de limiter la diffusion du virus et donc 

la production virale. La réponse immunitaire liée aux lymphocytes T cytotoxiques (LTC) est 

fortement activée en réponse à la reconnaissance des protéines NS1 et VP2 [171]. Les LTC 

reconnaissent également les protéines VP3, VP5 et VP7 mais dans une moindre mesure 

[171].  

En parallèle, les protéines virales VP2 et VP7 induisent la synthèse de lymphocytes T 

auxiliaires (T CD4+) produisant des cytokines afin d’activer les LTC et les macrophages.  

 

4. Vaccinologie 

 

A l’heure actuelle, la vaccination des ruminants est l’une des méthodes permettant 

d’empêcher efficacement la propagation de la maladie. Du fait de la multiplicité des 
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sérotypes, autant de souches vaccinales doivent exister et ce en raison du rôle clé de la 

protéine VP2 dans l’immunité protectrice [73].  

 

Le premier vaccin contre le BTV provient d’un virus vivant atténué produit en Afrique du Sud 

par Sir Arnold Theiler en 1906 [9]. Ce type de vaccin a longtemps été utilisé pour lutter 

contre le BTV en Afrique australe mais également en Corse, aux Baléares et en Italie. Il est 

obtenu par des passages successifs de souche virulente sur des œufs embryonnés et/ou sur 

culture cellulaire (BHK-21 ou Vero) [8]. Même si les vaccins atténués offrent une protection 

solide en une seule injection et qu’ils sont peu coûteux à produire, ces vaccins ne sont pas 

toujours sûrs car leur atténuation peut être difficile à contrôler et peuvent parfois subir une 

réversion vers la virulence induisant une virémie et des légers signes cliniques après 

injection chez des espèces sensibles [73,172,173]. Ils peuvent alors être disséminés dans 

l’environnement par les vecteurs et subir des réassortiments avec des virus sauvages [172]. 

De ce fait, ces vaccins ne sont plus commercialisés en Europe depuis 2006.  

En Europe, seuls les vaccins inactivés contre le BTV sont autorisés. Mêmes si ces vaccins 

génèrent une immunité efficace et protectrice, celle-ci reste de plus courte durée par 

rapport aux vaccins vivants atténués [172]. Les particules virales sont inactivées par 

exposition à un agent physique (UVs, chaleur, irradiation gamma) ou chimique (formol, 

bétapropiolactone, éthylène-imine binaire) puis les particules sont purifiées [8]. Deux 

injections du vaccin sont nécessaires pour induire une immunité protectrice à long terme 

[172]. Malgré leur coût de production et leur mise en œuvre contraignante, leur utilisation 

est favorisée du fait de leur efficacité, de leur sûreté et de leur stabilité [73]. Depuis 2005, 

tous les pays européens utilisent ce type de vaccins commercialisés pour les sérotypes 1 et 8 

[8,172]. A l’heure actuelle, aucun vaccin inactivé ne permet toutefois de différencier un 

animal vacciné d’un animal infecté (non DIVA = Differentiation between Infected and 

Vaccinated Animals) [73].  

 

Malgré l’efficacité des vaccins inactivés, d’autres approches vaccinales sont en cours de 

développement pour respecter au mieux les trois critères requis pour élaborer un vaccin 

idéal contre la FCO : 1) tenir compte de la multiplicité des sérotypes, 2) tenir compte de la 

sécurité du vaccin et 3) respecter la propriété DIVA pour permettre de différencier les 

animaux vaccinés des animaux infectés pour faciliter les échanges [73]. 
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Des vaccins obtenus par génération de pseudo-particules virales (VLP pour Virus-Like 

Particles) par auto-assemblage des protéines structurales (VP2, VP5, VP3, VP7) 

recombinantes et synthétisées par un système baculovirus dans des cellules d’insectes, ont 

été produits [166]. En plus d’être naturellement inoffensives et de ne nécessiter aucun 

processus d’inactivation car elles ne contiennent aucune structure infectieuse, les VLP 

peuvent servir de vaccins multivalents car les VP2 provenant de plusieurs souches de BTV 

peuvent y être intégrées [167]. Elles se sont révélées immunogènes, efficaces, réduisant la 

virémie et évitant tout signe clinique [174,175]. 

Une autre alternative possible est représentée par les vecteurs recombinants exprimant les 

protéines immunogènes du BTV. Ils possèdent de nombreux avantages : ils sont peu 

coûteux, sûrs, offrent une immunité à long terme en une seule injection, permettent de 

différencier les animaux vaccinés des animaux infectés (DIVA) et sont flexibles pour inclure 

différents sérotypes [73].  

Depuis la mise en place de la génétique inverse, des stratégies vaccinales ont été élaborées 

visant à introduire des mutations ciblées dans le virus entraînant son atténuation. L’une de 

ces stratégies est les vaccins DISC (Disabled Infectious Single Cycle) qui sont basés sur la 

production de particules virales non réplicatives délétées d’un ou plusieurs gènes essentiels 

à la réplication [176]. Ces vaccins combinent plusieurs avantages : ils induisent une forte 

protection par l’intermédiaire de la production d’anticorps neutralisants, ne se répliquent 

pas et protègent contre les signes cliniques. 

Récemment des vaccins DISA (Disabled Infectious Single Animal) ont été élaborés reposant 

sur l’absence d’expression des protéines NS3/NS3A [177]. Contrairement à l’approche DISC, 

ces vaccins permettent de différencier les animaux vaccinés des animaux infectés (DIVA). 

Bien qu’ils se répliquent chez le mouton, ils ne provoquent aucun signe clinique ni virémie. 

Ils possèdent une sécurité accrue et sont protecteurs. Ces vaccins sont applicables à 

plusieurs sérotypes par échange du segment 2 (VP2). 

 

F. La protéine non structurale NS3 

	

La protéine NS3 est une protéine multifonctionnelle produite en moins grande quantité dans 

les cellules infectées que les protéines NS1 et NS2. Après formation des virions matures, NS3 
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possède un rôle primordial dans le transport et la libération des particules dans le milieu 

extracellulaire. Il a été démontré qu’afin d’établir une infection, elle possède un rôle 

essentiel dans le blocage de la réponse IFN-I.  

 

1. Caractéristiques générales et localisations  
 

La protéine non structurale codée par le segment 10 est synthétisée sous deux isoformes 

lors de l’infection : NS3 qui fait 229 acides aminés pour un poids moléculaire de 25 kDa et 

NS3A qui fait 216 acides aminés pour un poids moléculaire de 24 kDa. NS3A est une forme 

plus courte de NS3, à laquelle il manque 13 acides aminés à son extrémité N-ter [178,179]. 

Ce second isoforme résulte de l’initiation de la traduction via un second codon d’initiation 

présent sur le segment 10 en position 40-42. NS3 et NS3A sont synthétisées en plus grande 

quantité dans les cellules d’insecte que dans les cellules de mammifère [180,181]. Elles sont 

les seules protéines membranaires codées par le génome du BTV et se localisent à la 

membrane plasmique, au réticulum endoplasmique et à l’appareil de Golgi [141,142,182]. 

Comme le montre la Figure 12, la protéine NS3 est composée de deux domaines 

transmembranaires séparés par un domaine extracellulaire et encadrés par un long domaine 

N-ter et un court domaine carboxy-terminal (C-ter) cytoplasmique [181,183]. NS3 est une 

glycoprotéine possédant deux sites de glycosylation prédits au niveau des acides aminés 63 

et 150 de la protéine [141,183]. Cependant, seule la glycosylation en position 150 a été 

validée expérimentalement [183].  

Figure 12 : Représentation schématique de la protéine NS3 et ses interactions avec la calpactine, Tsg101, VP2 
et VP5. 
La protéine NS3 possède deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2, jaune), un domaine extracellulaire 
(EC, orange) et deux domaines cytoplasmiques (IC, gris). NS3 possède des interfaces de liaison à la calpactine 
(brun), à Tsg101 (rouge) et VP2 (bleu). Aucune interface de liaison n’a pour le moment été mise en évidence 
pour l’interaction NS3-VP5. NS3 possède également deux sites de glycosylation prédits en position 63 et 150. 
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Il a été démontré que le BTV est capable de se répliquer efficacement en l’absence de toute 

expression de ces deux protéines montrant que celles-ci ne sont pas nécessaires pour la 

réplication du virus [184]. En outre, seule NS3 est essentielle pour la propagation du BTV 

dans des cellules de mammifère alors que dans les cellules d’insecte les protéines NS3 et 

NS3A semblent nécessaires à la libération du virus [184]. 

 

2. Fonctions associées à la protéine NS3 

a) NS3 est impliquée dans le transport et la libération des particules 
virales 

 

Initialement décrite pour participer à la libération des particules virales par lyse cellulaire 

[182], la protéine NS3 semble également être impliquée dans un mécanisme de sortie par 

bourgeonnement [139-141,185]. Ci-dessous vont être expliqués plus en détail les 

mécanismes utilisés par NS3 pour permettre la libération des nouvelles particules virales 

(Figure 14). 

	

• Libération par lyse cellulaire  
 

Des études ont montré que NS3 est une protéine dite toxique lorsqu’elle est exprimée seule 

dans des cellules de mammifère ou d’insecte [178,186]. Suite à cette observation, il a été 

démontré que NS3, par l’intermédiaire de son association à de nombreuses membranes 

cellulaires, possède une fonction de viroporine qui lui permet de faciliter la sortie du virus en 

induisant une perméabilisation de la membrane plasmique entrainant ainsi la lyse des 

cellules infectées [182]. Des mutants de NS3 ont permis de révéler que c‘est le domaine 

transmembranaire 1 (TM1) de NS3 qui est impliqué dans cette activité et que l’activité 

viroporine est en corrélation avec la perte de localisation du mutant à l’appareil de Golgi et à 

la membrane plasmique [182]. En effet, des mutations en position 131-133 d’une alanine (A) 

et de deux leucines (L) en trois acides glutamiques (E), mutation nommée ALL131-133EEE 

(Figure 13), génère un mutant imperméable à l’hygromycine B (qui pénètre dans les cellules 

dont la membrane plasmique a été perméabilisée) révélant ainsi que les acides aminés 131-

133 sont cruciaux pour l’activité viroporine de NS3 [182].  
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Figure 13 : Mutation ALL131-133EEE dans le domaine transmembranaire1 (TM1) de NS3. 
Le mutant ALL131-133EEE possède des mutations en position 131-133 du domaine TM1 de NS3 remplaçant 
une alanine (A) et deux leucines (L) en trois acides glutamiques (E). Extrait de Han, Z. & Harty, R.N., The journal 
of biological chemistry, 2004 [182]. 
	

• Libération par bourgeonnement cellulaire 
	

Afin de permettre le transport et la libération des particules matures par bourgeonnement, 

NS3 possède des sites de liaisons aux protéines de la capside externe (VP2 et VP5), à la 

calpactine (résidu 1 à 13) et à Tsg101 (résidu 36 à 44 via le motif 5’-PPRYAPSAP-3’) qui est un 

composant du complexe protéine ESCRT-I. 

 

Ø Interaction de NS3 avec les protéines de la capside externe 

 

NS3 interagit avec les protéines de la capside externe : VP2 et VP5. Il est possible qu’elle 

forme un complexe avec ces deux protéines pour revêtir le core et finaliser l’assemblage du 

virus pour obtenir une particule mature (Figure 12). 

 

L’interaction entre VP2 et l’extrémité C-ter de NS3 a été mise en évidence par la technique 

double-hybride en levure [139,141,185]. Des mutations au sein de cette extrémité ont révélé 

une séquence minimum au sein de NS3 (acides aminés 193 à 217), comme site d’interaction 

avec VP2 et démontré que les résidus 196-202 sont essentiels pour cette interaction [139]. 

De plus, abolir l’interaction NS3-VP2 entraîne une perte de localisation de toute particule 

nouvellement synthétisée à la membrane plasmique, restant alors localisée dans le 

cytoplasme [139]. Il est donc suggéré que VP2 est le ligand viral interagissant avec NS3 pour 

faciliter l’engagement du virus dans la machinerie de trafic membranaire de la cellule hôte 

[14,139].  
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L’interaction entre VP5 et NS3 a été mise en évidence par des études de co-purification 

d’affinité (GST pull-down) associées à des observations par immunofluorescence [140]. 

Cependant, la partie au sein de NS3 interagissant avec VP5 n’est pas connue. Il est supposé 

que l’interaction de NS3 avec VP5, qui elle-même interagit avec les radeaux lipidiques, 

constitue un échafaudage nécessaire à l’assemblage des nouvelles particules virales [140].  

 

Ø Interaction de NS3 avec les protéines de transport 

	

Des cribles double-hybride en levure ont permis d’identifier une interaction entre la chaîne 

légère de la calpactine (S100A10/p11) et NS3 [141]. La calpactine est un complexe protéique 

impliqué dans le transport des protéines et leurs ciblages à la membrane plasmique 

[146,187]. Elle est formée de deux chaînes légères (p11) et de deux chaînes lourdes 

(annexine II/p36) interagissant pour former un tétramère fonctionnel important pour le 

trafic de protéines et l’exocytose dépendante de calcium (Ca2+) [188-191]. Il a été démontré 

que NS3 interagit avec la chaîne légère de la calpactine, en entre en compétition avec p36 

pour sa liaison à p11, et fournit ainsi au virus un mécanisme lui permettant d’utiliser la 

machinerie d’export cellulaire pour la libération des virions matures [141]. En effet, 

l’inhibition de l’interaction entre NS3 et p11 conduit à l’assemblage de core ou de particule 

incomplète. De plus, une cartographie réalisée au sein de la partie N-ter de NS3 a révélé que 

les 13 premiers acides aminés de NS3 sont essentiels pour l’interaction avec p11. Étant 

donné que la calpactine interagit avec les 13 premiers acides aminés de NS3 qui sont à 

l’origine de sa différence avec NS3A, celle-ci n’interagit donc pas avec NS3A. On peut donc 

supposer que la libération du virus par bourgeonnement dans les cellules d’insecte 

n’implique pas la calpactine. 

Du fait de son interaction avec la calpactine en sa partie N-ter et avec VP2 en sa partie C-ter, 

NS3 agit comme une molécule de pont facilitant l’engagement du virus dans la machinerie 

de trafic membranaire de la cellule hôte pour la libération des particules matures en 

transportant les virions à la membrane plasmique [139,146,192]. 

 

NS3 possède également au niveau des acides aminés 36 à 44 deux late-domain motifs : PPRY 

et PSAP.  

Il a été décrit que NS3 interagit avec Tsg101 (Tumor Susceptibility Gene 101), qui est un 
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composant de la protéine ESCRT-I (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) 

impliqué dans le trafic cellulaire et la libération de virus enveloppé, par l’intermédiaire de 

son motif PSAP [185,193]. Cette interaction est également conservée dans les cellules de 

drosophile où NS3 interagit avec l’orthologue de Tsg101 [185]. NS3A est également capable 

d’interagir avec Tsg101 [185]. PSAP est un motif de domaine tardif qui est similaire à ceux 

trouvés dans les virus enveloppés [139,185]. Une étude a démontré que la mutation des 

deux premiers acides aminés de ce motif (PSAP en GAAP) abolit l’interaction de NS3 avec 

Tsg101. Ce défaut d’interaction cause des défauts importants pour la libération des virions, 

les emprisonnant à la membrane plasmique. Néanmoins, aucune conséquence n’a été 

observée en amont sur le trafic des particules nouvellement synthétisées [139]. 

Réciproquement, l’extinction de Tsg101 par un ARN interférant spécifique inhibe la 

libération du BTV en n’ayant aucune incidence sur la réplication virale [185]. En résumé, NS3 

interagit avec Tsg101 pour l’utiliser afin de permettre la scission des particules virales lors de 

leurs bourgeonnements à la membrane plasmique. 	

Le motif PPRY est homologue au motif PPXY présent dans de nombreux virus permettant à 

ces derniers d’interagir avec des ubiquitines ligases de type NEDD4 [185], qui possèdent, 

elles aussi, un rôle important dans le processus de bourgeonnement. Le motif PPRY ne 

permet pas à NS3 d’interagir avec Tsg101. Il a été décrit que la présence de l’arginine (R) 

rend le motif PPRY moins efficace que le motif PPXY pour le bourgeonnement des particules 

virales car il favoriserait le recrutement d’un antagoniste qui interférerait avec la machinerie 

de bourgeonnement cellulaire [185]. De plus, il a été supposé que la présence de l’arginine 

dans ce motif soit corrélée au fait que les orbivirus se répliquent dans les cellules d’insecte 

[185]. L’hypothèse qui est donc émise est que le BTV, par l’intermédiaire de NS3, module 

son affinité pour la machinerie ESCRT-I afin de pouvoir moduler la libération des particules 

virales soit par bourgeonnement soit par lyse des cellules infectées. Cependant, les 

mécanismes par lesquels NS3 régule la dynamique entre la libération du virus par 

bourgeonnement ou par rupture de la membrane plasmique ne sont pas encore bien saisis. 

La connaissance de ce mécanisme permettrait peut-être de mieux comprendre la différence 

d’infection observée entre les cellules de mammifère et les cellules d’insecte.  
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Figure 14 : Schéma représentant les mécanismes utilisés par NS3 pour faciliter la libération des particules de 
BTV. 
NS3 est impliquée dans le trafic cellulaire des virions de BTV par l’intermédiaire de ses interactions avec p11 et 
VP2. NS3 permet ensuite l’engagement des virions dans la voie ESCRT-I grâce à son interaction avec Tsg101 
pour faciliter la libération du virus par formation de vésicules à la membrane cytoplasmique. L’activité 
viroporine portée par NS3 permet quant à elle la libération des virions par lyse des cellules infectées. 
 

b) La pathogénicité du BTV est liée à sa protéine NS3 

 

Plusieurs études montrent que la virulence du BTV peut être fortement associée à sa 

protéine non structurale NS3. En effet, une étude comparée chez la souris entre la souche 

de BTV-8 de 2006 et une souche atténuée a révélé que les segments 10 (codant NS3/3A), 1, 

2 et 6 sont importants pour la virulence associée au BTV [194]. Chez les ovins, ce sont de 

nouveaux les segments 2, 6 et 10 qui se sont montrés responsables du caractère virulent et 

de la pathogénicité du virus [195]. De plus, le remplacement d’une proline en position 24 par 

une leucine dans un système de génétique inverse a permis de démontrer que cette position 

est importante pour l’atténuation du virus chez la souris et qu’elle peut également 

influencer la vitesse de réplication dans les cellules ovines mais pas dans des cellules de 

culicoïde [196]. 
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c) Impact de NS3 sur la voie des interférons de type I 

 

Avant mon arrivée au laboratoire, l’équipe de Dr. Damien Vitour avait étudié le 

déclenchement de la réponse innée, notamment IFN-I, en réponse à l’infection par le BTV 

ainsi que les mécanismes d’échappement associés.  

 

L’infection par le BTV diminue fortement l’activité du promoteur IFN-β en réponse à la 

surexpression d’une forme constitutivement active de RIG-I (exprimant uniquement le 

domaine CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain) de RIG-I), démontrant que le 

BTV interfère avec la voie RLR [154]. Par la suite, l’ensemble des protéines virales codées par 

le BTV a été testé et il s’est avéré que la protéine NS3 est la plus efficace pour inhiber 

l’activation du promoteur IFN-β [154]. De plus, cette capacité conférée à NS3 est conservée 

entre différents sérotypes/souches de BTV [154].  

Afin d’identifier le lieu d’action de NS3 sur la cascade de signalisation, le promoteur IFN-β a 

été activé en surexprimant différents composant de la voie : MAVS (Mitochondrial Antiviral 

Signaling), TBK1 (TANK Binding Kinase 1), IKKε (Inductible IκB Kinase) et IRF3-5D (une forme 

constitutivement active d’IRF3). Par cette approche, l’équipe de Dr. Damien Vitour a montré 

que NS3 bloque l’induction de la synthèse d’IFN-α/β en bloquant la cascade de signalisation 

en aval de MAVS et en amont ou au niveau des IRF3 kinases (Figure 11) [154]. Plus 

récemment, il a été montré que NS3 interagit avec l’optineurine (OPTN), une protéine 

cellulaire associée à l’appareil de Golgi et qui régule le niveau de phosphorylation et donc 

d’activation de TBK1 [197]. Dans cette publication, il a été décrit que NS3 a la capacité de 

neutraliser l’activité d’OPTN en empêchant son interaction avec TBK1 conduisant ainsi au 

blocage de son activation. 
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Un des objectifs de ma thèse visait à d’étudier l’impact du BTV sur la voie MAPK/ERK, voie 

ciblée par de nombreux virus. C’est pourquoi, cette voie de signalisation cellulaire sera 

détaillée dans la partie suivante. 

 

II. Les voies de signalisation MAP-Kinases 

 

Les protéines MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) constituent une famille de 

sérine/thréonine kinases très conservée de la levure à l’homme. Elles activent des cascades 

de signalisation qui sont impliquées dans des processus cellulaires essentiels tels que la 

prolifération, la différenciation, la survie et l’apoptose. L’ensemble de ces voies est régulé 

par une série de phosphorylations se produisant suite à un stimulus extracellulaire, tels que 

des facteurs de croissance, des cytokines inflammatoires, un stress environnemental, des 

hormones et des infections microbiennes [198,199]. Le ligand va se lier à son récepteur 

tyrosine kinase et activer 3 niveaux de kinases. Les premières kinases activées sont les MAPK 

kinase kinases (MAPKKK ou MAP3K) qui activent les MAPK kinases (MAPKK ou MAP2K) qui 

pour finir activent à leur tour les MAPK. A ce jour, il existe 7 voies MAPK décrites chez les 

mammifères, 4 voies dites « classiques » et 3 voies dites « atypiques ».  

 

A. Généralité sur les voies 

1. Les voies de signalisation MAPK « classiques »  

	

Les voies de signalisation MAPK dites « classiques » possèdent toutes au niveau de leur 

boucle d’activation un motif thréonine (T)-X-tyrosine (Y) (où X peut être n’importe quel acide 

aminé) qui est responsable de l’activation de la voie en induisant une phosphorylation des 

résidus T et Y par les kinases MAP2K (Tableau 2). 

 

 

 



INTRODUCTION	
	

	 	 63	

• La voie ERK1/2 ou MAPK/ERK 

 

La voie ERK1/2 pour Extracellular signal-Regulate Kinases 1 and 2 plus communément 

nommée MAPK/ERK est actuellement la mieux caractérisée et la plus étudiée. Cette voie fait 

l’objet de nos études et sera développée plus en détail dans les parties suivantes (voir B 

page 66). 

 

• La voie p38 

	
La voie MAP kinase p38 est décrite sous 4 isoformes α, β, γ et δ codés par 4 gènes différents 

[200-202]. Les p38 sont impliquées dans l’apoptose, la prolifération, la différenciation, la 

survie, le développement, l’inflammation cellulaire et d’autres réponses au stress [203]. Les 

p38 sont activées par phosphorylation des résidus T180 et Y182 au sein d’un motif T-G-Y (G = 

glycine) [204]. L’activation des voies de signalisation p38 induit l’activation de nombreux 

substrats à la fois cytoplasmique et nucléaire [205]. Les p38 peuvent phosphoryler le 

récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) (ou EGFR pour Epidermal Growth Factor 

Receptor) pour induire son internalisation [205].  

 

• La voie JNK 

 

La voie JNK pour c-Jun N-terminal Kinase comprend 3 isoformes : JNK1 (MAPK8), JNK2 

(MAPK9) et JNK3 (MAPK10) [206]. Elle est impliquée dans de nombreux processus cellulaires 

tels que l’apoptose, l’inflammation, la migration, la prolifération et la différenciation 

cellulaire [207-209]. Les JNK sont activées par phosphorylation des résidus T183 et Y185 au 

sein d’un motif T-P-Y (P = proline) [209]. Les facteurs de transcription nucléaire (comme ATF-

2 pour Activating Transcription Factor 2) et les protéines JUN (c-Jun, JunB, JunD) sont activés 

par les JNK [210,211].  
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• La voie ERK5 

	

La voie ERK5 également appelée BMK1 pour Big MAP Kinase-1 existe sous 3 formes 

épissées : ERK5a, ERK5b et ERK5c [212]. Son nom provient du fait qu’elle a une masse 

moléculaire deux fois supérieure aux MAPKs « classiques ». Les ERK5 sont activées par la 

phosphorylation des résidus T et Y au sein d’un motif T-E-Y [213,214]. ERK5 régule la survie 

et la prolifération cellulaire en stimulant l’expression de la cycline D1 [215] et active la 

famille des protéines kinases RSK (Ribosomal S6 Kinase) [216]. 

 

Tableau 2 : Caractéristiques principales des 4 voies de signalisation MAPK dites « classiques ».	

 

2. Les voies de signalisation MAPK « atypiques » 

 

On dénombre trois voies de signalisation MAPK dites « atypiques » (Tableau 3). 

 

S"muli	 Facteur	de	croissance	 Stress	 Facteur	de	croissance,	
stress	Cytokines,	Stress	

MAPKKK	

MAPKK	

MAPK	

Substrats	

Réponses	

Ac"vateurs	
GTPases	

RAS	 Rac1	Rac1,	Cdc42	 RAS,	Src	

ARAF,	BRAF,	CRAF	 MLK1-3,	MEKK1-4	 MEKK2,	3	MEKK3/4,	TAK1,	ASK1	

MEK1,	MEK2	 MKK3,	4,	6	 MKK4,	MKK7	 MEK5	

ERK1,	ERK2	 JNK1,	JNK2,	JNK3	p38α,	p38β,	p38γ,	
p38δ	

ERK5	

Elk1,	MNK1/2,		
RSK,	MSK1/2	

C-Jun,	JunB,	Jun	D	
ATF2	

MK2-3,	ATF2,	
MSK1-2,	MNK1	

SGK,	SAP1a	
MEF2,	RSK1-4	

Proliféra"on,	survie,	
différencia"on	

Proliféra"on,	apoptose,	
développement	

Apoptose,	survie,	
proliféra"on	

Survie,		
cycle	cellulaire	
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• La voie ERK3/4 

 

La voie ERK3/4 (Extracellular signal-Regulate Kinases 3 and 4) est considérée comme une 

voie MAPK « atypique » parce que le motif T-X-Y normalement présent au niveau de la 

boucle d’activation est remplacé par un motif S-E-G [217]. Le rôle biologique de ERK4 reste 

pour le moment inconnu, contrairement à ERK3 qui semble être impliquée dans la 

prolifération, la différenciation cellulaire, la progression du cycle cellulaire et dans 

l’embryogenèse [218].  

 

• La voie ERK7/8 

 

La voie ERK7/8 (Extracellular signal-Regulate Kinases 7 and 8) est considérée comme une 

voie MAPK « atypique » parce que les kinases ERK7 et ERK8 contiennent une extrémité C-ter 

qui n’est pas présente dans les MAPK dites « classiques » [217]. Cette extrémité pourrait leur 

servir dans leur localisation subcellulaire [219]. Un motif T-E-Y est présent au niveau de la 

boucle d’activation suggérant qu’une MAP2K dite « classique » pourrait intervenir [217]. In 

vitro trois substrats des MAPK « classiques » ont été identifiés pour ERK7 (MBP (Myelin Basic 

Protein), c-Fos et c-Myc) et un substrat a été identifié pour ERK8 (MBP) [220,221]. Ces deux 

kinases possèdent des fonctions importantes dans la prolifération cellulaire [220] et dans la 

réponse aux œstrogènes [222] et aux glucocorticoïdes [223]. 

 

• La voie NLK 

 

La voie NLK pour Nemo-Like Kinase est considérée comme une voie MAPK « atypique » 

parce que la kinase NLK possède des extrémités N-ter et C-ter qui ne sont pas présentes chez 

les MAPK dites « classiques » [217]. La kinase NLK possède plusieurs substrats tels que les 

facteurs de transcription TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphoid Enhancer-binding Factor) [224] 

ainsi que STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription protein 3) [225]. Elle peut 

également réguler positivement ou négativement la voie de la ß-caténine [224,226].  
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Tableau 3 : Caractéristiques principales des 3 voies de signalisation MAPK dites « atypiques ». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. La voie de signalisation MAPK/ERK (ou ERK1/2)  

	

La voie de signalisation MAPK/ERK fut la première voie de signalisation MAPK caractérisée 

(Figure 15). Elle a été mise en évidence en 1990 par Boulton et ses collaborateurs qui 

s’intéressaient à la réponse cellulaire suite à la phosphorylation d’un récepteur tyrosine 

kinase qui entraîne l’activation de protéine kinase à sérine/thréonine [227]. La voie 

MAPK/ERK est hautement conservée et reflète son importance dans plusieurs processus 

cellulaires. Elle permet de réguler différents acteurs qui sont impliqués dans la 

différenciation, la prolifération, la survie, la migration, la sénescence et l’apoptose cellulaire.  

 

S"muli	 (?)	 (?)	 Cytokines,	s"muli	
de	la	voie	Wnt	

MAPKKK	

MAPKK	

MAPK	

Substrats	

Réponses	

Ac"vateurs	
GTPases	

(?)	 (?)	 (?)	

(?)	 (?)	 TAK1	

ERK3/4	 HIPK2	(?)	(?)	

ERK3,	ERK4	 ERK7/8	 NLK	

MK5	 MBP,	c-Fos,	c-Myc	 TCF/LEF,	STAT3,		
β-caténine	

Proliféra"on,	
différencia"on	

Proliféra"on	 Proliféra"on	
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1. Mécanisme d’activation de la voie 

• Le récepteur à l’EGF : l’EGFR  

 

La voie de signalisation MAPK/ERK est activée en réponse à des stimuli extracellulaires tels 

que le stress, des facteurs de croissance ou des cytokines. La liaison de facteurs de 

croissance, comme l’EGF, à son récepteur l’EGFR [228,229] active la voie en induisant une 

cascade de phosphorylations. L’EGFR appartient à une famille de récepteurs à protéines 

tyrosines kinases (PTKR pour Protein-Tyrosine Kinase Receptor) qui comprend le facteur de 

croissance de l’insuline (IGF pour Insulin Growth Factor) et le facteur de croissance dérivé 

des plaquettes (PDGF pour Platelet Derived Growth Factor) qui peuvent également activer la 

voie. Ce type de récepteur contient un domaine N-ter de liaison au ligand extracellulaire, un 

domaine transmembranaire et un domaine C-ter cytosolique avec une activité de protéine 

tyrosine kinase [230]. Lors de la liaison avec un facteur de croissance comme l‘EGF, le 

récepteur subit une dimérisation et se phosphoryle au niveau des résidus tyrosines présents 

dans le domaine cytosolique. Cette phosphorylation est catalysée par la kinase intrinsèque à 

ce domaine [231] et permet de créer des domaines pour la liaison à des protéines contenant 

des domaines SH2 (Src-Homology 2 domains). 

 

• GRB2 : la protéine adaptatrice de l’EGFR 

 

A l’état activé, le récepteur recrute la protéine GRB2 (Growth Factor Receptor Bound Protein 

2) qui est connue pour être l’adaptateur cytosolique du récepteur à l’EGF. GRB2 contient un 

domaine SH2 central flanqué par deux domaines SH3 (Src-Homology 3 domains). Les 

domaines SH (Src Homology) ont été initialement décrits pour les protéines tyrosines kinases 

de la famille SRC et se comptent au nombre de trois : SH1 contient l’activité catalytique des 

tyrosines kinases et les domaines SH2 et SH3 sont des motifs d’interaction protéine-

protéine. SH2 reconnaît les motifs tyrosines phosphorylés et SH3 reconnaît les régions riches 

en proline. L’association de GRB2 à l’EGFR permet à GRB2, par l’intermédiaire de ses 

domaines SH3 [229], d’interagir avec les régions riches en proline de la molécule SOS (Sun-

Of-Sevenless) [232].  
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• La protéine RAS 

 

Le recrutement de SOS au niveau de la membrane plasmique lui permet d’interagir avec la 

protéine RAS (HRAS, NRAS, KRAS 4A et 4B pour H : Harvey, N : Neuroblastoma et K : Kirsten 

respectivement) [228,229,232]. Les protéines RAS sont des petites GTPases qui font partie 

de la famille des protéines G monomériques. Elles sont activées par les récepteurs 

membranaires des facteurs de croissance et transmettent les signaux de la surface cellulaire 

à une variété d’effecteurs, par activation de kinases [233]. Les protéines RAS sont des 

commutateurs moléculaires qui varient entre des formes inactives, liées au GDP (Guanosine 

Diphosphate), et des formes actives, liées au GTP (Guanosine Triphosphate). La conversion 

de l’état inactif à l’état actif implique les facteurs d’échange guanidine (GEF pour Guanine 

nucleotide Exchange Factor) qui stimulent l’échange du GDP en GTP. SOS est un GEF qui 

régule le cycle du GTP/GDP de RAS et favorise la formation de RAS activée (RAS-GTP), tandis 

que la protéine qui active l’activité GTPasique de RAS (GAP pour GTPase-Activating Proteins) 

stimule l’hydrolyse du GTP, résultant dans la formation de la forme inactive de RAS (RAS-

GDP). C’est uniquement lorsque RAS est liée au GTP que le domaine effecteur active les 

molécules en aval [228,229].  

 

• Les protéines MAP3K : ARAF, BRAF, CRAF 

 

Suite à l’activation de RAS par SOS, RAS recrute l’une des protéines kinases RAF (ARAF, BRAF, 

CRAF/RAF-1) (= MAP3K), qui sont des sérine/thréonine kinases, au niveau de la membrane 

plasmique [228,229]. CRAF fut la première kinase de cette famille à être découverte dans 

des cellules humaines et dans des cellules de rongeurs [234-237]. De ce fait, elle fut la 

première à être étudiée pour son implication dans l’activation de la voie MAPK/ERK. Puis les 

kinases ARAF [238-241] et BRAF [242] ont été découvertes peu de temps après. Les kinases 

RAF possèdent trois régions conservées : CR1, CR2 et CR3. La région CR1 en N-ter possède 

deux domaines de liaison à RAS : le domaine de liaison à RAS (RBD pour RAS Binding 

Domain) et un domaine riche en cystéine qui permet de stabiliser l’interaction RAS-RAF à la 

membrane plasmique (CRD pour Cysteine-Rich Domain). Le domaine CR2 est une partie riche 

en résidus sérine et thréonine et le domaine CR3 en C-ter correspond au domaine kinase 



INTRODUCTION	
	

	 	 69	

[243]. Il a été démontré que BRAF est l’activateur principal des kinases MEK1/MEK2 

(Mitogen-activated protein kinase kinase 1/2) [244]. Les caractéristiques ainsi que les 

mécanismes d’activation de BRAF seront détaillés dans la partie II.C. (page 76) de ce 

manuscrit. 

 

• Les protéines MAP2K : MEK1, MEK2 

 

Une fois les protéines RAF phosphorylées, celles-ci activent les protéines kinases 

MEK1/MEK2 (= MAP2K) qui sont des tyrosines/thréonines kinases. Ce sont les seules MAP2K 

décrites actuellement pour l’activation de la voie. Elles possèdent en N-ter un domaine de 

liaison aux protéines ERK1/2 [245] ainsi qu’une séquence d’exclusion nucléaire (NES pour 

Nuclear Export Signal) [246]. Elles possèdent également toutes deux un domaine catalytique 

riche en proline qui est responsable de leur activation par RAF [247].  

 

• Les protéines MAPK : ERK1, ERK2 

 

Une fois les MAP2K phosphorylées, elles activent les protéines kinases ERK1/ERK2 (= MAPK) 

qui sont leurs seules cibles connues [228,229]. Dans les cellules non stimulées, l’interaction 

de MEK1/2 avec ERK1/2 permet la localisation cytoplasmique de ERK1/2. Lors de l’activation 

de la voie MAPK/ERK, la phosphorylation de ERK1/2 les dissocie de MEK1/2 et permet ainsi 

leur localisation nucléaire. MEK1/2 possèdent donc un double effet sur ERK1/2 : leur 

activation et leur séquestration dans le cytoplasme [245]. Les protéines ERK1/2 sont des 

sérines/thréonines kinases possédant des substrats nucléaires et cytoplasmiques [228,229]. 

Elles sont activées par phosphorylation des résidus T185 et Y187 au sein d’un motif T-E-Y. 

Les protéines ERK1/2 phosphorylées forment des dimères qui vont permettre l’activation 

des facteurs de traduction comme eIF4E (Eukaryotic translation Initiation Factor 4E) ou la 

petite sous-unité ribosomale S6 (Kinase de la sous-unité ribosomale 40S). Ces dimères de 

protéines ERK phosphorylées peuvent également migrer dans le noyau pour phosphoryler 

des facteurs de transcription comprenant Elk-1 [228,229], dont les produits sont 

majoritairement impliqués dans la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire. 
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ERK1/2 régulent également leur propre activité par l’intermédiaire d’une boucle de 

rétrocontrôle négatif sur MEK1. 

 

Figure 15 : La voie de signalisation MAPK/ERK. 

	

2. Compartimentation de la voie MAPK/ERK 

 

L’activation de la voie de signalisation MAPK/ERK n’implique pas uniquement la membrane 

plasmique et son récepteur EGFR mais peut également être régulée au niveau d’autres 

compartiments cellulaires (Figure 16). La spécificité d’activation de la voie au niveau de ces 

compartiments cellulaires est assurée par les protéines d’échafaudage ou ‘’scaffold protein’’ 

qui servent de plateformes sur lesquelles les complexes de signalisation s’assemblent et 

permettent de définir la compartimentation de la voie MAPK/ERK. Ces protéines 

d’échafaudage vont ainsi permettre de séparer les différentes cascades de signalisation en 

leur donnant une spécificité. 
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a) A la membrane plasmique : importance de la protéine KSR 

	

La cascade de signalisation ERK1/2 présente au niveau de la membrane plasmique implique 

la protéine KSR (Kinase Suppressor of Ras). Des cribles génétiques réalisés chez la Drosophile 

[248] et C. elegans [249,250] avaient permis pour la première fois de décrire KSR comme un 

régulateur positif de la voie MAPK/ERK. La kinase KSR est une protéine multidomaine qui lie 

les kinases RAF, MEK1/2 et ERK1/2. Dans les cellules au repos, KSR est séquestrée dans le 

cytosol par la protéine 14-3-3. En réponse à un signal mitogénique, comme un facteur de 

croissance, KSR est déphosphorylée (S392) et transloquée vers la membrane plasmique pour 

activer la voie en interagissant avec RAF, MEK1/2 et ERK1/2 [251,252].  

	

b) A l’appareil de Golgi : importance de la protéine Sef 

	

Des études sur l’activation de la protéine RAS au niveau des membranes internes ont permis 

de démontrer que lors de la stimulation avec un facteur de croissance, RAS devient actif à la 

fois à la membrane plasmique et à l’appareil de Golgi lorsqu’elle est palmitoylée (ajout d’un 

acide palmique sur certains résidus cystéines), révélant ainsi une signalisation ERK1/2 au 

niveau de ce compartiment cellulaire [253]. Cependant, la cinétique d’activation au niveau 

des deux compartiments est différente. L’activation au niveau de la membrane plasmique 

est rapide (entre 1 et 10 minutes (min)) et transitoire alors que l’activation au niveau de 

l’appareil de Golgi est retardée (supérieure à 20 min) et soutenue [229]. 

La cascade de signalisation ERK1/2 présente au niveau de l’appareil de Golgi implique la 

protéine d’échafaudage Sef qui lie uniquement les kinases MEK activées. Avant d’avoir été 

découverte comme une protéine impliquée dans la voie MAPK/ERK [254], Sef a été décrite 

comme un régulateur négatif de la signalisation du facteur de croissance des fibroblastes 

[255,256]. L’activation de la voie MAPK/ERK à l’appareil de Golgi implique la phospholipase 

gamma (PLCγ), activée par Src en aval de l’EGFR, produisant des diacylglycérols (DAG) et 

induisant un apport de calcium via IP3 (inositol trisphosphate). DAG ainsi que le calcium 

permettent l’activation de la protéine RasGRP1 (Ras Guanyl Releasing Protein 1) et sa 

migration vers l’appareil de Golgi pour activer RAS puis RAF [257,258]. Il va s’en suivre la 

même cascade de phosphorylation que celle présente au niveau de la membrane plasmique 
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(RAF, MEK1/2, ERK1/2). Cependant, Sef lie les protéines MEK1/2 phosphorylées et ce 

complexe emprisonne les kinases ERK1/2 phosphorylées au compartiment empêchant leur 

translocation dans le noyau et de ce fait leur interaction avec les facteurs de transcription 

nucléaire comme Elk-1 [228,229]. Il a été démontré que lorsque les kinases ERK1/2 

phosphorylées sont associées à Sef, elles peuvent phosphoryler RSK2 permettant l’activation 

des facteurs de traduction [254].  

 

c) Aux endosomes : importance de la protéine MP1 

 

Comme les endosomes sont des organites dérivant de la membrane plasmique, ceux-ci sont 

connus pour internaliser les PTKRs et de ce fait posséder une signalisation MAPK/ERK [228]. 

Des études de fractionnement subcellulaire ont permis de différencier GRB2, SOS, RAS et 

phospho-CRAF au niveau des endosomes après stimulation par l’EGF ou par l’insuline 

révélant ainsi une signalisation ERK au niveau de ce compartiment cellulaire [259,260]. De 

plus, il a été démontré que des cellules déficientes en endocytose ne sont pas capables 

d’activer la voie MAPK/ERK en aval des PTKRs laissant supposer que l’endocytose est 

importante pour stimuler la voie et que ceci ne passe pas par une simple régulation du 

récepteur [261,262]. 

La cascade de signalisation ERK1/2 présente au niveau des endosomes implique la protéine 

d’échafaudage MP1 (MEK Partner 1). MP1 a été identifiée pour la première fois dans des 

cribles double-hybride en levure en tant que partenaire de la protéine kinase MEK1 [263]. Il 

a été décrit que MP1 lie spécifiquement les kinases MEK1 et ERK1 permettant ainsi la 

phosphorylation de ERK1 par MEK1 [263]. De plus, MP1 est impliquée dans la voie 

MAPK/ERK uniquement lorsque celle-ci se lie à P14 présente au niveau de la face 

cytoplasmique des endosomes précoces [264]. L’utilisation de siARNs spécifiques de P14 a 

permis de mettre en évidence que le complexe P14/MP1 est nécessaire à l’activation de la 

voie au niveau des endosomes 10 à 30 min après stimulation à l’EGF [264]. De plus, 

l’activation de la voie au niveau de ce compartiment cellulaire est soutenue [265,266].  
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Figure 16 : Les trois principales protéines d’échafaudage impliquées dans la compartimentation de la voie 
MAPK/ERK : KSR, Sef et MP1. 
KSR fixe RAF, MEK1/2 et ERK1/2 pour l’activation de la voie au niveau de la membrane plasmique, Sef fixe 
MEK1/2 et ERK1/2 pour l’activation de la voie au niveau de l’appareil de Golgi et MP1 fixe MEK1 et ERK1 pour 
l’activation de la voie au niveau des endosomes. 
 

En plus de ces 3 principales protéines d’échafaudage, d’autres sont également décrites dans 

leur implication pour la compartimentation de la voie. La β-arrestine 2 fixe CRAF, MEK1 et 

ERK2 pour l’activation de la voie au niveau des endosomes, IQGAP1 (IQ motif-containing 

GTPase Activating Protein 1) fixe RAF, MEK1/2 et ERK1/2 afin de favoriser la polymérisation 

de l’actine et la migration cellulaire et la paxiline fixe RAF1 et ERK1/2 aux sites d’adhésions 

focales du cytosquelette [267]. 

 

3. Répercussion de l’activation de la voie MAPK/ERK sur la cellule 

 

Les kinases ERK1/2, lorsqu’elles sont activées, régulent de multiples processus tels que le 

cycle cellulaire et la traduction (Figure 17). 
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• Régulations du cycle cellulaire 

 

Au niveau du cycle cellulaire, les protéines kinases ERK1/2 sont impliquées dans le contrôle 

de la prolifération, la différenciation, la survie, l’apoptose et la sénescence.  

Les kinases ERK1/2 phosphorylées migrent dans le noyau pour activer un certain nombre de 

facteur de transcription. Cette étape est rendue possible par l’intermédiaire de la 

phosphorylation d’une séquence de translocation nucléaire (NTS) présente sur la séquence 

des kinases, qui leur permet d’interagir avec les protéines importatrices nucléaires et ainsi 

d’être transférées dans le noyau via les pores nucléaires [217]. Une fois dans le noyau, 

ERK1/2 induit la phosphorylation du facteur de transcription Elk-1 qui est impliqué dans 

l’expression de gènes précoces [217]. ERK1/2 activent également les protéines kinases 

MSK1/2 (pour Mitogen- and Stress-activated Kinase 1 and 2) qui elles-mêmes régulent les 

facteurs de transcription nucléaire CREB (cAMP Response Element-Binding protein), ATF1 

(Activating Transcription Factor 1) et STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 

3). Les MSK1/2 permettent également de remodeler la chromatine en jouant un rôle de 

médiateur de la réponse nucléosomale en phosphorylant l’histone H3 [217,268].  

Les kinases ERK1/2 sont également impliquées dans la prolifération cellulaire en 

interagissant directement avec les protéines c-Fos et c-Jun pour les maintenir sous leurs 

formes phosphorylées, leur permettant ainsi de former des complexes AP-1 (Activator 

protein 1) transcriptionnellement actifs [269]. Ces complexes sont nécessaires à l’expression 

de la cycline D1 [270] qui régule le cycle cellulaire en permettant la progression de la phase 

G1 à S en interagissant avec les kinases dépendantes de cyclines (CDK pour Cyclin Dependent 

Kinase) [217] et en inactivant les gènes antiprolifératifs [271]. 

Les protéines ERK1/2 sont également impliquées dans le contrôle de la croissance cellulaire 

[271] en stabilisant le facteur de transcription c-Myc afin d’augmenter son activité 

transcriptionnelle [272,273]. L’activation de la voie MAPK/ERK favorise aussi la survie 

cellulaire car elle possède des substrats permettant de réprimer l’expression ou l’activité des 

protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (pour B-cell lymphoma 2 (BAD et Bim-1)) et 

d’augmenter l’expression des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-KL et Mcl-1) pour 

empêcher la dépolarisation mitochondriale [217,244]. Elle entraine également la 

phosphorylation de la caspase 9 induisant son inactivation [244] et l’inhibition de l’apoptose 

par les récepteurs Fas, TNF (Tumor Necrosis Factor) et TRAIL (Tumor-necrosis-factor Related 
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Apoptosis Inducing Ligand) [274]. L’activation de la voie MAPK/ERK peut aussi participer à 

l’induction de la sénescence cellulaire.  

 

• Traduction des protéines cellulaires 

 

L’activation des MNK1/2 (Mitogen-activated protein kinases-interacting kinases 1 and 2) par 

ERK1/2 est impliquée dans l’activation des facteurs de traduction qui permettent de 

contrôler la croissance et la prolifération cellulaire [275]. Les MNK1/2 se fixent au facteur 

d’initiation de la traduction eIF4G et phosphorylent eIF4E [276,277]. Ce dernier appartient 

au complexe de préinitiation de la traduction permettant de recruter la petite sous-unité 

ribosomique 40S au niveau de la structure en coiffe à l’extrémité 5’ des ARNm. Les MNK1/2 

peuvent également contrôler des facteurs d’épissage et certaines protéines se liant à 

l’ARNm (hnRNPA1 pour Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A1 et PSF pour 

Polypyrimidine tract-binding protein-associated Splicing Factor) [217]. 

Les protéines ERK1/2 activent également les kinases RSK qui se composent de deux sous-

familles : p90RSK composée de 4 isoformes (RSK1 à 4) et p70RSK (kinase S6), qui toutes deux 

phosphorylent la protéine S6 présente dans la petite sous-unité 40S du ribosome impliquée 

dans la traduction cellulaire. La phosphorylation de S6 permet de favoriser la formation du 

complexe de préinitiation de la traduction et ainsi augmenter la traduction dépendante de la 

coiffe [217]. Les p90RSK phosphorylent également le facteur d’élongation de la traduction 

eEF2 (Eucaryotic Elongation Factor2) [278] et le facteur d’initiation de la traduction eIF4B 

(Eukaryotic translation Initiation Factor 4B) [279] permettant de favoriser la synthèse des 

protéines.  
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Figure 17 : Les différents substrats (cytoplasmiques et nucléaires) que les kinases ERK1/2 activent suite à 
l’induction de la voie de signalisation MAPK/ERK. 
Les facteurs de transcription (rouge), les kinases (gris) et les facteurs de traduction (kaki) activés par les 
protéines kinases ERK1/2 sont représentés. 
 

C. La protéine kinase BRAF 

• Structure de BRAF 

	

Comme il a été mentionné dans la partie II.B.1 (page 68) de ce manuscrit de thèse, la 

protéine kinase BRAF possède trois domaines conservés : un domaine CR1 regroupant deux 

domaines de liaison à RAS (RBD et CRD), un domaine CR2 étant une partie riche en résidus 

sérines et thréonines dont leurs phosphorylations sont nécessaires à l’activation de BRAF et 

un domaine CR3 contenant le domaine kinase. En plus de ces domaines, BRAF possède une 

longue région N-ter qui est chargée négativement en amont du domaine CR1 qui lui est 

spécifique. Au sein de cette partie N-ter, BRAF possède un domaine BRS (pour BRAF-Specific) 

(Figure 18).  
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Figure 18 : Représentation schématique de la protéine kinase BRAF. 
BRAF possède trois domaines qui sont conservés au sein de toutes les protéines RAF. Le domaine CR1 composé 
de deux domaines de liaison à la protéine RAS : RBD qui correspond au domaine de liaison à RAS et CRD qui est 
un domaine riche en résidu cystéine qui permet de favoriser la liaison de BRAF à RAS à la membrane 
plasmique. Le domaine CR2 qui est une partie riche en résidus sérines et thréonines et le domaine CR3 
correspondant au domaine kinase. BRAF possède également dans sa partie N-ter un domaine qui lui est 
spécifique : le domaine BRS. NTR pour N-terminal regulatory regions. 
	

• Cycle d’activation de BRAF 

 

BRAF sous forme inactive est séquestrée dans le cytosol par la protéine 14-3-3 qui se lie à la 

partie CR2 de BRAF au niveau des résidus sérine permettant sa phosphorylation. Lorsque 

RAS est activée, c’est-à-dire liée au GTP, BRAF va se relocaliser du cytosol à la membrane 

plasmique et va s’associer à RAS par sa région RBD au sein du domaine CR1 [280]. Cette 

association conduit à la déphosphorylation d’un résidu situé en N-ter du domaine kinase 

entraînant la libération de la protéine 14-3-3 qui séquestrait BRAF dans le cytoplasme et 

permet de libérer le domaine kinase. Puis, le domaine CRD stabilise l’interaction RAS-BRAF 

au niveau de la membrane plasmique [280]. Il s’en suit une phosphorylation de BRAF dans sa 

région N-ter par les kinases de la famille SRC et la caséine kinase 2 (CK2) conduisant à une 

activation « partielle » de BRAF [243]. L’activation « totale » de BRAF est dépendante de son 

homodimérisation ou de son hétérodimérisation avec d’autres protéines RAF (BRAF ou 

CRAF) [281-283]. La première évidence que RAF s’active par dimérisation vient de 

l’observation que l’oligomérisation artificielle de RAF stimule son activation [284,285]. Il a 

été démontré que RAS-GTP favorise la formation de complexe BRAF-CRAF [283,286]. Les 

homodimères respectifs sont également capables de se former mais leur activité est 

inférieure à celle des hétérodimères [286]. L’augmentation de la concentration de protéines 

RAF à la membrane plasmique par l’intermédiaire de leur association avec RAS ainsi que la 

présence des protéines 14-3-3 au niveau des extrémités C-ter de RAF favorisent la 
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dimérisation de deux protéines RAF, via leurs domaines kinases, lorsqu’ils se trouvent côte à 

côte, et ainsi leur transactivation [286,287]. Une fois dimérisée et ainsi activée, BRAF va 

phosphoryler les protéines kinases MEK1/2 qui vont activer à leur tour les kinases ERK1/2. 

Afin d’effectuer un retour à l’état basal, les résidus phosphorylés permettant l’activation de 

BRAF doivent être déphosphorylés [243]. Pour cela, les protéines ERK1/2 induisent une 

boucle de rétro-contrôle négatif permettant la phosphorylation de certains sites inhibiteurs 

au sein de BRAF [288,289]. Ceci va conduire en l’inhibition de l’interaction de BRAF avec RAS 

et rompre les hétérodimères BRAF-CRAF ou les homodimères BRAF-BRAF [286,289]. Les sites 

ciblés par ERK1/2 vont ensuite être déphosphorylés par la protéine phosphatase PP2A 

(Protein Phosphatase 2A) afin que les protéines BRAF soient recyclées pour être disponibles 

pour un nouveau cycle d’activation (Figure 19) [288].  
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Figure 19 : Cycle d’activation de BRAF. 
(1) L’auto-inhibition de BRAF stabilisée par la protéine 14-3-3 en N-ter. (2) La stimulation par un facteur de 
croissance permet à BRAF d’être recrutée à la membrane plasmique en interagissant avec RAS-GTP par 
l’intermédiaire de son domaine RBD. Cette interaction permet de lever l’auto-inhibition de BRAF en inhibant sa 
liaison avec la protéine 14-3-3 et libère ainsi le domaine kinase de BRAF. (3) Le domaine CRD de BRAF permet 
de stabiliser l’interaction BRAF-RAS à la membrane plasmique. Il s’en suit une activation partielle de BRAF par 
phosphorylation des résidus présents en N-ter par la famille de protéine kinase SRC (SFKs) et par la caséine 
kinase 2 (CK2). (4) L’augmentation de la concentration de protéines RAF (BRAF ou CRAF) à la membrane 
plasmique et la présence de la protéine 14-3-3 à l’extrémité C-ter des protéines RAF, contribuent à la 
dimérisation ou l’hétérodimérisation de BRAF. (5) La dimérisation de BRAF au niveau de son domaine kinase 
conduit à son activation permettant ainsi de recruter MEK1/2 et de les phosphoryler. Ces dernières pourront à 
leur tour activer les protéines kinases ERK1/2. (6) Il va s’en suivre une boucle de rétro-contrôle négatif exercée 
par les protéines ERK induisant la phosphorylation de plusieurs sites inhibiteurs au sein de BRAF. Ceci va 
conduire en la perte d’interaction avec la protéine RAS et la rupture des dimères de RAF. (7) Simultanément à 
la boucle de rétro-contrôle négatif, il se produit la déphosphorylation des sites permettant l’activation de BRAF, 
permettant de recycler les protéines BRAF pour un cycle ultérieur d’activation.  
Extrait de Lavoie, H & Therrien, M, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2015 [243]. 
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• Activation de BRAF par KSR 

	

Une autre protéine peut intervenir dans l’activation de BRAF : la protéine kinase KSR qui 

existe sous deux isoformes (KSR1 et KSR2). Une étude a révélé que la surexpression de KSR 

est suffisante pour induire l’activation de BRAF sans nécessiter l’activation de RAS [290]. 

L’hypothèse émise quant à l’activation de BRAF par KSR est que celle-ci serait dépendante de 

l’interaction KSR-MEK [290] car lorsque l’interaction KSR-MEK est abolie, l’activation de BRAF 

par KSR n’a plus lieu [291]. Le modèle qui prédomine quant à la liaison de MEK à KSR qui 

confère à KSR la capacité d’activer BRAF et in fine MEK est le suivant : MEK se lie au domaine 

kinase de KSR permettant à KSR de transactiver BRAF par dimérisation de leurs domaines 

kinases. Ainsi, BRAF a la capacité de phosphoryler une seconde protéine MEK. Dans ce 

modèle, deux protéines MEK sont requises : une qui fonctionne comme une « activatrice » 

de KSR et stimule sa dimérisation avec BRAF en libérant le domaine kinase de KSR et la 

seconde qui fonctionne comme un « substrat » de BRAF, qui une fois phosphorylée, induit 

l’activation des protéines kinases ERK1/2 (Figure 20) [291]. Les mêmes observations sont 

faites quant à l’activation de BRAF par KSR1 ou KSR2 [292,293]. De plus, MEK1 et MEK2 

agissent de la même façon pour induire la dimérisation de BRAF avec KSR.  

 

 

 

 

Figure 20 : Exemple du modèle d’activation de BRAF par 
KSR1 qui implique MEK1. 
L’association d’une première protéine MEK1 
« activatrice » au domaine kinase de KSR1, permet de 
libérer celui-ci qui était alors bloqué par la partie NTR de 
KSR1. L’activation de RAS permet de lever l’auto-inhibition 
de BRAF permettant ainsi la libération du domaine kinase 
de BRAF. C’est dans ces conditions que l’interaction 
MEK1-KSR1 confère à KSR1 la capacité de transactiver 
BRAF par hétérodimérisation de leurs domaines kinases. 
Une fois activée, BRAF a la capacité de phosphoryler une 
seconde protéine MEK1 « substrat ». 
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De plus, une étude a révélé une interaction entre la partie N-ter de BRAF et la partie N-ter de 

KSR qui permettrait de positionner côte à côte les domaines kinases des deux protéines pour 

permettre leur hétérodimérisation et donc la transactivation de BRAF par KSR [291]. 

 

D. La voie de signalisation MAPK/ERK et les virus 

 

La voie MAPK/ERK étant impliquée dans de nombreux processus essentiels au 

fonctionnement d’une cellule (régulation du cycle cellulaire et traduction), il n’est donc pas 

si surprenant que de nombreux virus soient déjà décrits pour détourner cette voie de 

signalisation dans le but de pirater des fonctions cellulaires qui peuvent avoir un impact 

positif sur leur réplication virale. 

 

1. Les virus oncogènes  

 

Depuis de nombreuses années, la voie de signalisation MAPK/ERK est connue pour être 

ciblée par les virus oncogènes. Ces virus comprennent les rétrovirus et les virus tumoraux à 

ADN. Ces deux classes de virus codent des protéines qui leurs confèrent la capacité de 

détourner cette voie de signalisation majoritairement au profit de leur réplication virale 

(annexe 1). L’activation soutenue de la voie MAPK/ERK par ces virus entraîne une 

prolifération accrue de la cellule infectée et provoque des transformations cellulaires qui ont 

pour conséquence la survenue de tumeurs à l’origine d’un certain nombre de cancers. 

Les rétrovirus codent des protéines qui correspondent à des versions oncogènes des 

protéines cellulaires présentes dans la cascade de signalisation et qui peuvent agir à tous les 

niveaux de la voie [294]. L’ensemble de ces protéines est activé en absence de tout signal 

extracellulaire et n’est soumis à aucun contrôle cellulaire [294].  

Les virus tumoraux à ADN codent quant à eux des protéines qui se lient et altèrent la 

fonction des protéines cellulaires impliquées dans la voie de signalisation. La dérégulation de 

la voie par ces virus peut se produire à tous les niveaux de la cascade de signalisation [294].  
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2. Les virus non oncogènes 

 

Des données récentes ont permis de révéler que des virus non oncogènes sont également 

capables d’activer la voie de signalisation MAPK/ERK. Ces virus induisent l’activation de la 

voie dans le but de s’approprier principalement les facteurs de traduction au profil de leur 

propre réplication virale. De plus, l’activation de la voie MAPK/ERK peut être impliquée dans 

le blocage de la voie des IFN-I [295]. De cette façon, les virus peuvent avoir élaboré une 

nouvelle stratégie pour contrecarrer la réponse immunitaire innée. Parmi eux, on compte 

des virus à ADN mais également un grand nombre de virus à ARN. Certains arbovirus tels 

que le virus du Nil occidental (WNV pour West Nile Virus) [296], le virus de la fièvre jaune 

(YFV pour Yellow Fever Virus) [297] et le virus de l'encéphalite japonaise (JEV pour Japanese 

encephalitis virus) [298] sont également décrits pour activer cette voie. L’ensemble de ces 

virus détournent la voie de signalisation MAPK/ERK à différents niveaux dans la cascade de 

signalisation ayant majoritairement pour objectif de détourner la voie dans le but 

d’augmenter/favoriser leur réplication virale (annexe 1). 

 

E. Les inhibiteurs de la voie MAPK/ERK 

 

Comme la voie MAPK/ERK est impliquée dans environ un tiers des cancers, un arsenal 

thérapeutique ciblant tous les niveaux de la cascade de signalisation a été élaboré afin de 

contrôler certains cancers (Figure 21). Ces mêmes inhibiteurs pourraient d’ailleurs être utilisés 

pour étudier les virus non oncogènes qui détournent cette voie. Cependant, la régulation 

efficace de la voie MAPK/ERK est difficile au vu des différents modes et niveaux d’activation 

mais également du fait qu’elle soit impliquée dans de nombreux mécanismes cellulaires 

importants pour le fonctionnement biologique d’une cellule.  
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Figure 21 : Les principaux inhibiteurs de la voie MAPK/ERK. 
Des inhibiteurs ciblant l’EGFR, les protéines RAS, RAF, MEK1/2 et ERK1/2 ont été élaborés afin de bloquer toute 
surexpression de la voie qui peut être impliquée dans un grand nombre de cas dans des cancers. La figure a été 
réalisée à partir de données issues des publications suivantes : [299-306]. Liste non exhaustive d’inhibiteurs. 
  

RAS	

RAF	

MEK	

ERK	

EGFR	

ARN	interférant	
Cysméthylnil	(ICMT)	
Deltarasin	(KRAS)	
Vaccin	an>-Ras	
Farnésyltransférase-i	(FTIs)	:	
-  FTI-L744832	
-  FTI-276	
-  R115777	(Tipifarnib)	
-  BMS-214662	
-  SCH-66336	(Lonafarnib)	
-  L-778123	

Afa>nib 	Géfi>nib 	Matuzumab 	Rocile>nib	
BMS-599626 	HKI-272 	Olmu>nib 	Sapi>nib	
Caner>nib 	Ibru>nib 	Osimer>nib 	Trastuzumab	
Cétuximab 	Lapa>nib 	Panitumumab 	Vandétanib	
Dacomi>nib 	Necitumumab 	Pertuzumab 	Varli>nib	
EKB-569 	Néra>nib 	PKI-166 	Zalutumumab	
Erlo>nib 	Nimotuzumab 	Pozio>nib	

AZ13767370 	FR180204 		
BVD-523	 	GDC-0994	
CC-90003 	KO-947	
Compound	20 	LTT462	
Compound	35 	LY3214996	
Compound	76 	MK-8353/SCH900353	
Compound	89 	SCH772984	
DEL-22379 	SF-3-030	
FR148083 	VTX-11e	

AZD8330 	Pimaser>b	
Binimé>nib 	RDEA119	
CH5126766 	Réfamé>nib	
CInQ-03 	RO4987655	
CI-1040	 	RO5068760	
Cobimé>nib 	RO5126766	
GDC-0623 	Sélumé>nib	(AZD6244)	
G-573 	SL327	
HL-085 	TAK-733	
MEK162 	Tramé>nib	
PD0325901	 	U0126	
PD184161 	WX-554	
PD318088 	XL-518	
PD98059	 		

AZ628 	PLK-7904	
Dabrafénib 	PLK-8394	
Doramapimod 	RAF265	
GDC-0879 	RAF709	
GW5074 	SB-590885	
L-779450 	Sorafénib	
MCP1 	Suni>nib	
PLX-4032 	Vémurafénib	
PLK-4720 	ZM-336372	



INTRODUCTION	
	

	 	 84	

 
 



OBJECTIFS	DU	TRAVAIL	DE	THESE	
	

	

	 	 85	

OBJECTIFS DU  
TRAVAIL DE THESE 



OBJECTIFS	DU	TRAVAIL	DE	THESE	
	

	

	 	 86	

  



OBJECTIFS	DU	TRAVAIL	DE	THESE	
	

	

	 	 87	

Afin d’identifier des facteurs de virulence et de pathogénicité des différents sérotypes de 

BTV et de déterminer des facteurs de franchissement de la barrière d'espèce (hôtes 

mammifère et vecteur), mon projet de thèse a consisté à étudier les mécanismes 

moléculaires par lesquels le BTV détourne la machinerie cellulaire au profit de sa survie et de 

sa réplication.  

 

La première partie de mon travail a consisté à identifier les interacteurs cellulaires 

(mammifère et vecteur) de l'ensemble des protéines codées par les sérotypes 8 et 27 

(variant v02) du BTV. Ces deux sérotypes ont été choisis car le premier est le seul des 

sérotypes à provoquer des signes cliniques chez le bovin et se transmet par les culicoïdes et 

le second infecte uniquement les caprins, par contact direct entre deux chèvres, chez 

lesquelles il est asymptomatique. La première étape a consisté à cloner l'ensemble des ORFs 

codés par ces deux sérotypes et ainsi créer un « ORFeome du BTV » puis de les utiliser 

comme appâts pour les cribler contre deux banques d’ADN complémentaires (ADNc) 

spécifiques de l’hôte mammifère et vecteur naturellement infectés par le BTV (bovin et 

culicoïde). A mon arrivée au laboratoire, j'ai participé à la mise en place d'une plateforme de 

criblage à haut-débit des interactions protéine-protéine basée sur le système double-hybride 

en levure. J'ai donc utilisé cet outil pour identifier les partenaires cellulaires des BTV-8 et -27 

(variant v02). Les interactions les plus pertinentes et les plus représentées ont ensuite été 

validées sur le plan biochimique par co-purification d'affinité à l’aide de la technique de GST 

pull-down. 

 

En plus de cette approche de protéomique, le second objectif de mon projet de thèse a 

consisté à étudier l'impact du virus de la bluetongue sur la voie de signalisation MAPK/ERK à 

l’aide de différents systèmes expérimentaux (essais luciférases, outils biochimiques, 

inhibiteurs, etc…). En effet, la modulation de cette voie cellulaire par le BTV reste 

controversée aujourd’hui, une étude montre que celle-ci est activée [307] tandis que deux 

autres ne démontrent aucun effet [308,309]. Cette voie de signalisation majeure, en 

contrôlant le cycle cellulaire et en régulant l’activité de certains facteurs de la traduction, 

pourrait directement être reliée au cycle viral du BTV, notamment au niveau de l’expression 

des protéines virales.	  
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 INTRODUCTION 

 

La recherche des partenaires cellulaires des protéines virales du BTV et la comparaison de 

ces interactions se sont faites à deux niveaux : au niveau de l’hôte, en comparant les 

interactions obtenues entre l’hôte mammifère (bovin) et l’hôte vecteur (culicoïde) et au 

niveau viral, en comparant deux sérotypes de BTV (-8 et -27). Pour ce faire, nous avons mis 

en place au laboratoire une approche de cartographie à haut-débit des interactions basée 

sur la technique du double-hybride en levure. La souche de BTV-8 utilisée est originaire d’un 

mouton infecté en Ardenne en 2006 et la souche de BTV-27 variant v02 qui, pour des 

simplifications de lecture sera nommé BTV-27, est originaire d’une chèvre infectée en Corse 

en 2014. 

 

 MATERIELS ET METHODES 

A. Le double-hybride en levure 

1. Principe 

 

Le double-hybride en levure ou ‘’yeast two-hybrid system’’ (Y2H) fut découvert en 1989 par 

Fields et Song [310]. Cette découverte fut possible à la suite d’études réalisées en 1985 sur 

les facteurs de transcription eucaryotes montrant que le domaine de liaison à l’ADN (DB) et 

le domaine activateur de la transcription (AD) étaient physiquement séparés [311]. Fields et 

Song démontrèrent alors qu’il était possible de réunir ces deux domaines lorsqu’ils sont 

fusionnés à deux protéines connues pour interagir.  

 

La stratégie de criblage par double-hybride en levure que nous avons mis en place au 

laboratoire utilise le facteur de transcription Gal4 et deux lignées de levure de type sexuel 

opposé : 

- La souche de levure Y2H Gold (Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System), qui a 

été transformée avec le vecteur pPC97, qui contient un ORF viral d'intérêt (l’appât) 

fusionné au domaine de liaison à l'ADN (DB) de Gal4, apportant le gène LEU2 qui 
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permet à la souche de pousser sur un milieu synthétique dépourvu de leucine (-L), 

- La souche de levure Y187 (Clontech), qui a été transformée avec le vecteur pDEST22, 

qui contient une banque d’ADNc (codant les proies) fusionnée au domaine 

d’activation (AD) de Gal4, apportant le gène TRP1 qui permet à la souche de pousser 

sur un milieu synthétique dépourvu de tryptophane (-W). 

 

La conjugaison des deux souches de levures permet de réunir les vecteurs. Le gène 

rapporteur de l’interaction est HIS3 (histidine 3) et est placé sous contrôle d'un promoteur 

qui contient des sites de liaison pour la partie DB de Gal4. Si les deux protéines interagissent, 

les domaines AD et DB de Gal4 seront physiquement rassemblés et reconstitueront le 

facteur de transcription Gal4 permettant l’expression du gène rapporteur HIS3. L'expression 

de ce gène est indispensable à la croissance de la levure en absence d’histidine (-H) dans le 

milieu de culture. Ce protocole est optimisé par l’ajout de 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT), un 

composé toxique pour la levure dégradé en présence de HIS3 qui permet de titrer 

l’expression basale du gène rapporteur [312]. Le principe de cette technique est présenté 

sur la Figure 22. 
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Figure 22 : Crible double-hybride en levure. 
La lignée de levure Y2H Gold a été transformée avec le vecteur pPC97 contenant l’ORF viral d’intérêt fusionné 
au domaine de liaison à l’ADN de Gal4 (Gal4-DB) et correspond à notre appât. La souche de levure Y187 a 
quant à elle été transformée avec le vecteur pDEST22 contenant l’ADNc fusionné au domaine d’activation de 
Gal4 (Gal4-AD) et correspond à notre proie. L’interaction entre les protéines virales et cellulaires conduit à la 
reconstitution du facteur de transcription Gal4 permettant l’expression du gène rapporteur HIS3 nécessaire à la 
croissance de la levure sur un milieu sélectif dépourvu en histidine (-H). L’ADNc de la proie interagissant avec 
l’appât a été amplifié puis séquencé. L’identification de la proie a été en partie automatisée (BLAST 
multiparallèle dirigé contre différentes banques ENSEMBL, GenBank, Uniprot) par l’unité de Génétique Virale 
et Biosécurité de l’ANSES de Ploufragan. -L : milieu synthétique complet dépourvu de leucine. -W : milieu 
synthétique complet dépourvu de tryptophane. -L, -W, -H + 3-AT : milieu synthétique complet dépourvu de 
leucine, de tryptophane, d’histidine et supplémenté en 3-amino-1,2,4-triazole (3 AT). 
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2. Clonage des ORFs viraux 

a) Stratégie de clonage Gateway® 

 

Afin d’obtenir une collection d’ORF, le système de clonage par recombinaison Gateway® 

(Invitrogen) a été utilisé. Cette technique est basée sur une recombinaison homologue in 

vitro à l’aide d’une clonase qui catalyse l’intégration d’un fragment d’ADN d’intérêt dans un 

vecteur en remplaçant un gène toxique pour E.coli (Escherichia coli). Cette technique est 

calquée sur la capacité des bactériophages à intégrer leur matériel génétique dans l’ADN 

bactérien. Pour cela, les ORFs (Open Reading Frame ou cadre de lecture ouvert) d’intérêt ont 

été amplifiés par RT-qPCR (polymérase Phusion, Finnzymes, Thermo Fisher Scientific) à partir 

d’ARN de cellules infectées. Les amorces utilisées pour les PCR sont spécifiques de l’ORF que 

l’on souhaite amplifier et possèdent aux extrémités 5’ et 3’ les sites de clonage attB1 et 

attB2 (att : site-specific attachment), indispensables pour la recombinaison homologue 

(répertoriés en annexe 2). Il s’en suit alors une première réaction de recombinaison 

homologue utilisant la BP clonase (Invitrogen) qui a lieu entre les produits de PCR (contenant 

les sites attB1 et attB2) et le vecteur « entrée » pDONR207 (Invitrogen) (contenant les sites 

attP1 et attP2) (Figure 23). Puis, une deuxième réaction de recombinaison entre les sites attL 

et attR, utilisant la LR clonase (Invitrogen) a permis de transférer les ORFs viraux du vecteur 

« entrée » vers différents vecteurs « destination » compatibles avec le système Gateway® : 

pPC97 (Invitrogen) pour être exprimés en fusion avec le domaine de liaison à l’ADN de Gal4 

(Gal4-DB), pDEST27 (Invitrogen, étiquette GST pour Gluthatione-S-Transferase) et pCiNeo-

3xFLAG (Promega, étiquette 3xFLAG).  
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Figure 23 : Clonage par recombinaison Gateway®. 
Une première réaction de recombinaison homologue de type BP vise à cloner les produits de PCR 
correspondant aux ORFs viraux dans un vecteur « entrée » (pDONR207). Une seconde réaction de 
recombinaison homologue de type LR vise à transférer les ORFs viraux du vecteur « entrée » vers n’importe 
quel vecteur « destination » compatible avec le système Gateway®. 
 

b) Constructions plasmidiques  

 

L’ensemble des ORFs (13 au total) codés par le BTV-8 et par le BTV-27 a été cloné par la 

technique du Gateway®. Les séquences codant pour des formes tronquées des protéines 

NS2 (1-130, 131-270 et 271-357) et NS3 (118-229 et 181-229) de BTV-8 et -27 ont été 

générées à partir des plasmides pDONR207 codant les formes entières de ces protéines en 

utilisant les oligonucléotides décrits dans l’annexe 2 et du Kit HotStarTaq Master Mix 

(Qiagen) en appliquant les recommandations du fabricant. Les PCR ont été réalisées en 

utilisant 50 ng de plasmide et un cycle de dénaturation de 15 min à 95 °C puis un cycle 

d’amplification de 30 sec à 94 °C, 30 sec à 56 °C puis 1 min à 72 °C répétés 34 fois et une 

étape d’élongation de 10 min à 72 °C. Les mêmes conditions de PCR ont été utilisées pour 

cloner certains interacteurs bovins ou culicoïdes en utilisant comme matrice 200 ng des 

banques d’ADNc de cellules MDBK ou KC avec les oligonucléotides décrits dans l’annexe 2. 

 

attL1 attL2 ORF 

attR1 attR2 gène toxique 

VECTEUR DESTINATION 

attB1 attB2 ORF 

PCR 

ORF 3�-UTR 5�-UTR 
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attB1 attB2 ORF VECTEUR ENTRÉE 
pDONR207 

attP1 attP2 gène toxique 

Réaction de LR 

Réaction de BP 
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Des mutagénèses dirigées ont été réalisées afin d’obtenir les fragments NS31-117 

(introduction d’un codon stop) des deux sérotypes de BTV et les fragments NS3Δ118-182 par 

insertion d’un site de restriction EcoRI en position 117 et 182 sur les plasmides pDONR207-

NS3 (BTV-8 et -27). Cette approche a également été utilisée pour cloner le mutant NS4L63Q-

BTV8. L’ensemble de ces mutagénèses ont été réalisées à l’aide du kit Quick Change II Site-

Directed Mutagenesis (Agilent) en utilisant un cycle de dénaturation de 30 sec à 95 °C puis 

un cycle d’amplification/d’élongation de 30 sec à 95 °C, 1 min à 55 °C puis 9 min à 68 °C 

répété 17 fois. 

 

3. Clonage des banques d’ADNc issues de cellules MDBK et KC 
 

Les deux banques d’ADNc (MDBK et KC) utilisées pour nos cribles double-hybride en levure 

ont été clonées dans le vecteur pDEST22 pour être fusionnées au domaine AD de Gal4 

(proies cellulaires). Ce clonage a été pris en charge par la société Life Technologies, à partir 

de culot cellulaire d’une lignée MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney, cellules rénales bovines) 

et d’une lignée KC (cellules d’origine Culicoïdes sonorensis). L’ARN total de ces cellules a été 

extrait afin d’isoler les ARNm puis la bibliothèque d’ADNc a été construite en trois étapes. La 

première étape a consisté à faire une transcriptase inverse pour convertir l’ARNm en ADNc 

en utilisant la SuperScript® III transcriptase. Puis à l’aide d’une ADN polymérase, l’ADNc 

obtenu a servi de matrice pour générer le brin complémentaire. La dernière étape a consisté 

à flanquer ces ADNc avec les extrémités attB1 et attB2. Les ADNc ainsi générés ont été 

transformés dans le vecteur « entrée » pDONRTM222 puis dans le vecteur « destination » 

pDEST22 par recombinaison Gateway®. 

 

4. Criblages des ORFs du BTV contre deux banques d’ADNc spécifiques par la 

technique du double-hybride en levure 

 

La recherche de partenaires cellulaires pour l’ensemble des protéines codées par le BTV-8 et 

-27 a été effectuée par l’intermédiaire de deux banques d’ADNc d’origine bovine et culicoïde 

en utilisant la technique du double-hybride en levure.  
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a) Transformation des levures avec les ORFs du BTV et les banques 

d’ADNc  

 

L’ensemble des protocoles en lien avec la partie double-hybride en levure a été réalisé en 

suivant les recommandations de Vidalain et al., 2015 [312]. Les ORFs du BTV d’une part et 

les banques d’ADNc issues de cellules MDBK et KC d’autre part ont été introduits 

respectivement dans la souche Y2H gold et dans la souche Y187. La transformation des 

levures a débuté par leur mise en culture liquide à 30 °C sur la nuit dans du milieu YPD (Yeast 

extract Peptone Dextrose) qui utilise le glucose comme principale source de carbone. Le 

lendemain, les levures ont été collectées lorsque la Densité Optique à 600 nm (DO600nm) était 

comprise entre 0,4-0,5 (transformation de la banque d’ADNc-Gal4-AD) ou 0,8-1 

(transformation individuelle des ORFs viraux) puis ont été lavées deux fois dans de l’eau et 

une fois dans une solution de TE/LiAC (Tris-HCl EDTA 1X pH 8, acétate de lithium 100 mM). 

Les levures ont ensuite été resuspendues dans du TE/LiAC et ont été mélangées avec 250 ng 

de plasmide Gal4-DB ou 150 μg de banque d’ADNc-Gal4-AD, à respectivement 2 μL ou 500 

μL d'ADN de sperme de saumon préalablement dénaturé pendant 10 min à 100 °C et à une 

solution de polyéthylène glycol (PEG) (PEG 35 %, acétate de lithium 100 mM, Tris-HCl EDTA 

1X pH 8). L’incubation de 45 min à 30 °C suivie d'un choc thermique à 42 °C pendant 15 min 

(plasmide) ou 20 min (banque), perméabilise les membranes de la levure permettant 

l’introduction des plasmides. La dernière étape consiste à centrifuger le mélange afin 

d’éliminer le PEG. Les levures transformées ont ensuite été resuspendues dans de l’eau et 

étalées sur milieu synthétique -L (construction plasmidique fusionnée à Gal4-DB) ou -W 

(banque d’ADNc-Gal4-AD).  

 

Après transformation et croissance des levures, l’appât seul a été testé pour voir s’il n’est 

pas capable d’auto-activer l’expression du gène HIS3 en absence de la proie. Ce test nous 

permet de déterminer la quantité de 3-AT à utiliser lors de nos cribles selon les appâts. Pour 

ce faire, les colonies de levures exprimant l’appât ont été resuspendues dans de l’eau puis 

chaque suspension a été déposée sur milieu sélectif -L-H en présence de quantité croissante 

de 3-AT (5 et 10 mM). Les levures ont ensuite été incubées pendant 5 jours à 30 °C.  
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b) Cribles double-hybride en levure 
 

Les cribles double-hybride en levure ont débuté par la mise en culture liquide de la souche 

de levure Y2H Gold contenant l’appât d’intérêt dans 50 mL de milieu riche YPD (conditions 

optimales de croissance) toute la nuit sous agitation à 30 °C. Le lendemain, la DO600nm a été 

mesurée et le volume de levure à additionner avec la levure Y187 contenant la proie a été 

calculé pour avoir une quantité d’appât égale à 1,2 fois celle de la proie, ce qui correspond à 

72 unités de DO600nm pour chaque appât. Avant conjugaison des deux souches de levures, la 

souche Y187 contenant la banque MDBK ou la banque KC a été incubée dans 10 mL de 

milieu YPD liquide pendant 10 min sous agitation. Après cette incubation, les deux souches 

de levures ont été mélangées puis centrifugées pendant 5 min à 2500 rpm. Le culot a été 

repris dans 1,5 mL de milieu YPD liquide puis étalé sur trois boites de gélose YPD et incubé 

pendant 4 h 30 min à 30 °C pour permettre la conjugaison des levures. Après récolte et 

lavage avec de l’eau milliQ, la suspension de levure a été étalée sur 12 boites -L-W-H 

additionnées de 3-AT (en général à 5 mM, dose déterminée lors du test d’auto-activation). 

Les milieux synthétiques (-L, -W, -H) ont été utilisés pour sélectionner les transformants et 

les interactions potentielles. La suspension de levure a également été ensemencée avec une 

dilution 1/10000ème sur une boite -L-W (en présence d’histidine) qui correspond à une boite 

contrôle évaluant le nombre de diploïdes reflétant ainsi le nombre d’interactions testées lors 

du crible. Cette étape est importante car elle permet de déterminer si la complexité de la 

banque d’ADNc est recouverte, c’est-à-dire que chaque produit d’ADNc issu de la banque est 

testé au moins une fois pour interagir avec la protéine appât d’intérêt. Après 5 jours 

d’incubation à 30 °C, les clones qui ont poussés sur -L-W-H+3AT ont été repiqués sur des 

géloses. Ces clones ont été repiqués sur -L-W-H+3AT pendant 3 semaines, deux fois par 

semaine, afin d’éliminer toute contamination avec des ADNc satellitaires. 
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c) Identification des proies cellulaires obtenues à la suite des cribles 

 

Afin d’identifier l’ADNc des proies cellulaires pêchées lors des cribles, la paroi des levures a 

été lysée par l’action d’une zymolyase (50 μL de zymolyase à 2,5 mg/mL) pendant 5 min à 

37 °C suivi de 5 min à 95 °C. 4 μL de ce mélange ont ensuite été utilisés pour réaliser une 

réaction de PCR (TerraTM PCR direct - Takara) afin d’amplifier l’ADNc des proies cellulaires. Le 

programme de PCR utilisé est le suivant : 98 °C pendant 2 min puis 35 cycles correspondant à 

10 sec à 98 °C, 15 sec à 62 °C et 5 min à 68 °C. Des amorces dessinées à partir du plasmide 

pPC86 ont été choisies pour amplifier n’importe quel ADNc codant une proie cellulaire. 

Avant envoi au séquençage (Eurofins), les produits de PCR ont été analysés par 

électrophorèse en gel d’agarose (1 %). 

Afin d’automatiser l’analyse des séquences pour les proies bovines, un BLAST multiparallèle 

dirigé contre différentes banques (ENSEMBL, GenBank, Uniprot) a été développé en 

collaboration avec l’unité de Génétique Virale et Biosécurité de l’ANSES de Ploufragan. Pour 

les interacteurs identifiés à partir de la banque KC, un BLAST automatique a également été 

construit à partir de données transcriptomiques issues d’une étude sur le développement de 

Culicoides sonorensis [313]. Les séquences des proies culicoïdes ont également été testées 

contre des banques de Drosophila melanogaster. Enfin, les réseaux d’interactions ont été 

représentés sous forme de carte à l’aide du logiciel Cytoscape [314]. 

 

B. Validations biochimiques des interactions 

1. Co-purification d’affinité par la technique de GST pull-down 

 

La technique de GST pull-down a été utilisée afin de valider les interactions obtenues par 

double-hybride en levure. Pour cette technique, les cellules HEK-293T (Human Embryonic 

Kidney), des cellules épithéliales humaines de rein transformées qui expriment de façon 

stable l'antigène T du Virus Simien 40 (SV40), ont été utilisées. Elles ont été cultivées dans du 

milieu DMEM + GlutaMAX (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) supplémenté avec 10 % 

de sérum de veau fœtal (SVF, Eurobio), 1 mM de pyruvate de sodium (Gibco) et 1 % de 
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pénicilline-streptomycine (pen-strep) (pénicilline : 50 unités/mL ; streptomycine : 50 μg/mL, 

Gibco) et cultivées à 37 °C dans une atmosphère humide à 5 % de CO2.  

Le GST pull-down débute par l’ensemencement des cellules HEK-293T dans des plaques de 

culture 6 puits à 2x106 cellules/puits. Après 24 h, les cellules ont été co-transfectées avec 

500 ng de chaque plasmide (appât + proie) pendant 48 h en utilisant le réactif jetPRIME 

(Polyplus transfection, Ozyme) en appliquant les recommandations du fabricant. Les 

plasmides codant l’ensemble des protéines virales (appâts) ont été fusionnés à la Glutathion 

S-Transferase (GST) et les interacteurs cellulaires (proies) ont été fusionnés à l’étiquette 

3xFLAG (Figure 24). Afin d’extraire les protéines totales, 48 h post-transfection (p.t.), les 

cellules ont été lysées dans un tampon contenant 20 mM MOPS, 120 mM KCL (pH = 7,4), 2 

mM β-mercaptoéthanol et 0,5 % NP40 supplémenté en anti-protéases (Complete, Roche). 

240 μL de lysats ont ensuite été incubés avec 35 μL de billes de sépharose 4B couplées au 

glutathion (GE Healthcare) dilués dans 500 μL de tampon de lyse pendant 2 h à 4 °C sous 

agitation rotative. Cette étape permet de récupérer les complexes protéiques liés aux billes 

grâce à l’interaction GST-glutathion. Les billes ont alors été lavées trois fois avec le tampon 

de lyse. Ces complexes ont ensuite été dénaturés à 95 °C pendant 5 min puis déposés sur un 

gel d’électrophorèse NuPAGE (4-12 % d’acrylamide, Life Technologies). La présence des 

protéines dans chaque échantillon a été évaluée par Western-Blot comme décrit ci-dessous, 

en utilisant des anticorps primaires GST et M2Flag couplés à la peroxydase de raifort 

(Horseradish Peroxidase ou HRP) (Sigma-Aldrich) et l’anticorps secondaire lapin (Invitrogen) 

spécifique de l’anti-GST couplé à la HRP (1/5000ème, Invitrogen).  

 

Figure 24 : Validation des interactions par co-purification 
d’affinité (GST pull-down). 
Les protéines virales ont été fusionnées à une étiquette GST et 
les protéines cellulaires ont été fusionnées à une étiquette 
3xFLAG. 500 ng du plasmide codant la proie cellulaire et 500 ng 
du plasmide codant l’appât viral d’intérêt ont été co-exprimés 
dans des cellules HEK-293T pendant 48 h. Des billes de 
Glutathion sépharose permettent la purification de la protéine 
virale entrainant l’éventuelle co-purification de la protéine 
cellulaire si celle-ci interagit avec la protéine virale. La présence 
de chaque protéine ainsi que l’éventuelle interaction ont été 
détectées par Western-Blot en utilisant un anticorps anti-
M2Flag pour détecter la protéine cellulaire et un anticorps anti-
GST pour détecter la protéine virale. PD : Pull-Down, WB : 
Western-Blot. 
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2. Préparation des échantillons protéiques (lysats totaux) et Western-Blot 

 

L’expression des protéines d’intérêt a été analysée par Western-blot. Brièvement, les cellules 

ont été lysées avec un tampon contenant 120 mM NaCl, 0,5 % NP40, 1 mM EDTA et 20 mM 

Tris HCL à pH = 7 supplémenté en anti-protéases (Complete Roche) et anti-phosphatases 

(Phosstop Roche). La concentration des protéines a été déterminée par dosage à l’aide d’un 

kit BCA en suivant les recommandations du fabricant (PierceTM BCA Protein Assay Kit, 

ThermoFisher Scientific). Les échantillons ont été dénaturés pendant 5 min à 95 °C puis ils 

ont été déposés sur un gel d’électrophorèse NuPAGE en quantité équivalente. Les protéines 

ont ensuite été transférées sur membrane de nitrocellulose en condition de transfert liquide 

à 30 Volt pendant 1 h. La membrane a été bloquée pendant 1 h à température ambiante 

dans du PBS (Phosphate-Buffered Saline) contenant 5 % de lait et 0,1 % de Tween-20 ou dans 

du TBS (Tris-Buffered Saline) contenant 5 % de BSA (Bovine Serum Albumine) et 0,1 % de 

Tween-20. La membrane a ensuite été incubée toute la nuit à 4 °C en présence d’un 

anticorps primaire spécifique dilué dans du tampon de blocage. Après lavages au PBS-

Tween20 ou TBS-Tween20, la membrane a été incubée pendant 1 h à température ambiante 

avec un anticorps secondaire couplé à la HRP dilué au 1/5000ème. La détection des protéines 

a été réalisée par ajout de la solution Clarity TM Western ECL Substrate (Bio-Rad) puis lues 

grâce à l’imageur Fusion Fx7 (Vilber Lourmat ; Marne-la-Vallée ; France). Les membranes ont 

ensuite été incubées pendant 1 h avec de l’azide afin d’éliminer la peroxydase puis une 

deuxième série d’anticorps primaire et secondaire a pu être appliquée sur la membrane.  

 

3. Anticorps 

 

Les anticorps utilisés dans l’ensemble du manuscrit de thèse ainsi que leur application sont 

listés dans le tableau ci-dessous (Tableau 4).  
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Tableau 4 : Anticorps primaires utilisés pour les Western-Blot.	

 

C. Validation fonctionnelle : exemple de l’autophagie 

1. Infections virales 

 

La principale souche virale utilisée lors des expériences est une souche de terrain de BTV-8 

isolée dans les Ardennes françaises en 2006. Celle-ci provient de la collection du laboratoire 

national de référence (Laboratoire de santé animale, ANSES, Maisons-Alfort). L’isolement de 

ce virus a été réalisé sur œufs embryonnés à partir de sang d’un mouton infecté. Le stock de 

virus a été obtenu par infection de cellules BSR incubées à 37 °C avec 5 % de CO2 jusqu’à 

l’apparition d’un effet cytopathique (3-4 jours p.i.). Le surnageant ainsi que le tapis cellulaire 

ont été collectés. La TCID50 a été évaluée sur BSR par titrage. Le virus inactivé a été obtenu 

après traitement aux ultraviolets (UVs) pendant 20 min. La souche virale de BTV-1 WT et la 

souche délétée de l’ORF codant la protéine NS4 (BTV1ΔNS4), toutes deux construites par 

génétique inverse (comme décrit dans les publications [315,316]), nous ont été fournies par 

le Dr. Houssam Attoui.  

Les infections par le BTV ont été réalisées dans des cellules BSR-T7 (cellules dérivées des 

cellules BHK (Baby Hamster Kedneys Cells)), des cellules rénales d’embryons de hamster qui 

expriment de façon stable l’ARN polymérase T7 et la pression de sélection est maintenue par 

ajout de généticine (1 μg/mL) dans le milieu de culture tous les cinq passages. Ces cellules 

ont été cultivées de la même façon que les cellules HEK-293T (cf. partie B.1 page 101). Afin 

de réaliser les infections virales, les cellules BSR-T7 ont été ensemencées la veille dans des 

Anticorps Espèce Fournisseur Dilution Blocage 
Actine Souris Sigma-Aldrich (clone AC-40, A3853) 1/10 000 ème PBS-Lait 
BECN1  Souris Santa Cruz Biotechnology (G-11, sc-48381) 1/1 000 ème PBS-Lait 
BRAF  Lapin Cell Signaling (D9T6S, 14814) 1/1 000 ème TBS-BSA 
eIF4E Lapin Cell Signaling (9742) 1/1 000 ème TBS-BSA 
GST Lapin Sigma-Aldrich (G7781) 1/5 000 ème PBS-Lait 
LC3A/B Lapin Cell Signaling (D3U4C, 12741) 1/10 000 ème TBS-BSA 
LC3B Lapin Cell Signaling (2775) 1/10 000 ème TBS-BSA 
NS3 Lapin Don de Dr. Frédérick Arnaud (Lyon) 1/5 000 ème PBS-Lait 
Phospho-eIF4E (Ser209) Lapin Cell Signaling (9741) 1/1 000 ème TBS-BSA 
Phospho-p44/42 MAPK 
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Souris Cell Signaling (E10, 9106) 1/2 000 ème TBS-BSA 

p44/42 MAPK (Erk1/2)  Lapin Cell Signaling (9102) 1/2 500 ème TBS-BSA 
p62 Lapin Sigma-Aldrich (P0067) 1/10 000 ème PBS-Lait 
3xFLAG Couplé HRP Sigma-Aldrich (clone M2, A8592) 1/10 000 ème PBS-Lait 
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plaques de culture de 24 puits (100 000 cellules/puits). Ces infections ont été réalisées dans 

200 μL de milieu DMEM + GlutaMAX non supplémenté, pendant 2 h à différentes 

multiplicités d’infection (MOI) comprises entre 0,05 et 1. Des cellules non infectées ont été 

utilisées comme contrôle négatif. Les cellules ont été récoltées à différents temps p.i. pour 

réaliser des Western-Blot. 

 

2. Transfections 

 

Les transfections de plasmides et de siARN ont été réalisées en utilisant le réactif jetPRIME 

(Polyplus transfection, Ozyme) en appliquant les recommandations du fabricant. 

Les séquences du siARN utilisées pour cibler la bécline sont les suivantes : 5’-

GAUGGUGUCUCUCGAAGAUTT-3’ (sens) et 5’-AUCUUCGAGAGACACCAUCTT-3’ (antisens) 

obtenues de la publication de Lv, S. & al, Viruses, 2015 [317]. Pour le traitement des cellules 

en culture, le siARN a été dilué à 50 pmol dans le milieu de culture. 

 

III.  RESULTATS 

A. Recherche de nouveaux partenaires pour les ORFs du BTV-8 et -27 par 

la technique du double-hybride en levure 

1. Transformation des levures Y187 avec les banques d’ADNc (MDBK et KC)  

	

Afin d’identifier de nouveaux partenaires cellulaires (bovins et culicoïdes) pour l’ensemble 

des protéines codées par les deux sérotypes de BTV, la première étape a consisté à 

introduire les banques contenues dans le vecteur pDEST22 dans la souche de levure Y187. 

Brièvement, la souche de levure Y187 a été transformée avec le plasmide pDEST22 

contenant les banques d’ADNc de cellules MDBK ou KC, puis les levures ont été 

sélectionnées sur 127 boîtes de milieu synthétique -W. Après 3 jours, le nombre de 

transformants a été estimé. Il a été évalué à 2 179 320 clones pour la banque KC (culicoïde) 

et à 4 360 000 clones pour la banque MDBK (bovine) (Figure 25A). 
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Figure 25 : Transformation des levures avec des banques codant les proies et des appâts viraux. 
(A) Le plasmide pDEST22 contenant la banque d’ADNc (ici la banque KC) a été introduit (150 μg) dans la souche 
Y187 et l’ensemble a été étalé sur 127 boîtes de milieu synthétique dépourvu de tryptophane (panel gauche). 
Après 3 jours, le nombre total de colonies a été estimé à partir d’une énumération réalisée sur 5 cm2 (panel 
droit, carré rouge). (B) Dans un premier temps, la souche Y2H Gold a été transformée avec les plasmides pPC97 
contenant les ORFs viraux (ici NS1 et NS3, 250 ng) puis sélectionnés sur milieu synthétique dépourvu de leucine 
(-L) (panel gauche). A partir des levures sélectionnées sur -L, elles ont été resuspendues dans de l’eau puis 
déposées sur milieux dépourvus de leucine et d’histidine (-L -H) en présence de 5 mM (panel du milieu) ou de 
10 mM de 3-AT (panel droit) afin d’évaluer leur auto-activation potentielle vis-à-vis du gène rapporteur HIS3.  
 

2. Transformation des levures Y2H Gold avec les appâts viraux et test d’auto-

activation  

 

L’ensemble des ORFs viraux du BTV-8 et -27 présent dans le vecteur pPC97 ont été introduits 

dans la souche de levure Y2H Gold et sélectionnés sur milieu synthétique -L. Après 3 jours 

d’incubation à 30 °C, chaque appât a été testé pour son éventuel capacité à induire à lui seul 

la synthèse du gène rapporteur HIS3 (test d’auto-activation). Pour ce faire, les colonies de 

levures exprimant l’appât ont été cultivées pendant 5 jours à 30 °C sur milieu sélectif -L-H en 

présence de quantité croissante de 3-AT (5 et 10 mM). Aucune croissance de levure n’a été 

observée en présence de 5 mM de drogue 3-AT, à l’exception des levures transformées avec 

VP7, suggérant ainsi que la concentration 5 mM de 3-AT était suffisante pour titrer 

efficacement l’activité transcriptionnelle résiduelle de nos protéines virales. Ainsi, tous les 

-L	

pPC97	-	NS3	

pPC97	-	NS1	

pPC97	vide	

-L,	-H,		
5	mM	3-AT	

-L,	-H,		
10	mM	3-AT	

A"

B"
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cribles Y2H ont été réalisés en utilisant des boîtes -L-H + 5 mM 3-AT à l’exception de VP7 où 

une concentration de 10 mM de 3-AT a été utilisée (Figure 25B). 

 

3. Résultats des cribles double-hybride pour le BTV-8 et -27 et ses hôtes 

 

Au total, 70 cribles double-hybride en levure ont été réalisés avec un nombre de diploïdes 

(pour rappel, correspondant aux nombres d’interactions testées) estimé entre 8 et 66 

millions en fonction des ORFs testés. En tenant compte de la complexité de nos banques 

estimée à environ 2 millions d’ADNc différents, nous pouvons ainsi conclure que nos cribles 

ont recouvert entre 4 et 33 fois la complexité de nos banques. Ainsi, chaque proie cellulaire 

a été testée au minimum 4 fois pour interagir avec notre appât viral. 

 

Après 5 jours d’incubation à 30 °C, 1104 et 906 clones ont été repiqués pour le BTV-8 et le 

BTV-27 respectivement, sur des boîtes -L-W-H + 5 ou 10 mM de 3-AT en fonction de l’appât 

viral. Pour  les  cribles  utilisant  la  banque MDBK, 825 clones impliquant 11 protéines virales 

(VP2, VP3, VP6, VP7, NS1, NS2, NS3, NS3A, NS4, NS5, NS5A) ont été repiqués pour le BTV-8 

et 590 clones impliquant 6 protéines virales (VP6, VP7, NS1, NS3, NS4, NS5) ont été repiqués 

pour le BTV-27. Concernant la banque KC, 279 clones impliquant 7 protéines virales (VP2, 

VP4, VP7, NS1, NS3, NS4, NS5) ont été repiqués pour le BTV-8 et 316 clones impliquant 5 

protéines virales (VP6, NS1, NS3, NS4, NS5) ont été repiqués pour le BTV-27. Aucun clone n’a 

été obtenu pour les protéines VP1 et VP5 des deux sérotypes et les protéines VP2, VP3 et 

VP4 de BTV-27. Comme le montre les résultats (Tableau 5), des clones ont majoritairement 

été obtenus pour les protéines non structurales NS1, NS2, NS3, NS4 et NS5. Initialement, les 

cribles ont été réalisés avec les formes entières des protéines NS2 et NS3, cependant comme 

les résultats n’ont pas été fructueux, nous avons décidé de cribler, en plus de leur forme 

entière, des fragments de celles-ci :  

- Pour NS2 : les fragments 1-130, 131-270 et 271-357 

- Pour NS3 : les fragments 1-117 et 181-229 ainsi qu’un fragment délété des deux 

domaines transmembranaires et de la partie extracellulaire (Δ118-182) 

A l’heure actuelle, pour le BTV-27, seule les fragments de NS3 ont été criblés. A la suite de ce 

découpage, les cribles de ces fragments nous ont permis d’obtenir 148 clones pour NS2 et 
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638 clones pour NS3. 

 

Ces clones contenant les potentiels interacteurs ont été repiqués pendant 3 semaines, à 

raison de deux repiquages par semaine. Des PCRs ont ensuite été réalisées pour amplifier 

l’ADNc correspondant aux proies pêchées et les produits d’amplification ont été envoyés 

pour séquençage auprès d’Eurofins. 

 

Tableau 5 : Nombre de clones repiqués pour chaque appâts par banque. 
Les initiales ND (non déterminée) ont été indiquées pour les protéines virales ou fragments de protéines qui 
n’ont pas encore été criblés. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Identification des interacteurs pour le BTV-8 et -27 

 

L’identification des interacteurs bovins et culicoïdes pour le BTV-8 et le BTV-27 a été 

obtenue à partir d’analyses comparatives des traces de séquences des proies vis à vis de 

séquences de référence spécifiques du bovin (Bos Taurus) et du culicoïde (Culicoides 

sonorensis). Grâce à ces analyses, nous avons pu identifier 76,43 % des partenaires 

cellulaires péchés lors des cribles double-hybride. Cependant, un certain nombre 

d’interacteurs (< 25 % des cas) ne sont pas identifiés. Trois explications peuvent être émises 

BTV-8 BTV-27 BTV-8 BTV-27
VP1 0 0 0 0
VP2 3 0 33 0
VP3 46 0 0 0
VP4 0 0 2 0
VP5 0 0 0 0
VP6 14 5 0 6
VP7 55 43 27 0
NS1 37 214 48 57
NS2 2 0 0 0

NS2(1-130) 148 ND 0 ND
NS2(131-270) 0 ND 0 ND
NS2(271-357) 0 ND 0 ND

NS3 2 0 1 0
NS3A 4 ND 0 ND

NS3(1-117) 0 7 0 0
NS3(181-229) 10 3 17 110
NS3(Δ118-182) 265 192 5 29

NS4 206 82 27 6
NS5 20 44 119 108

NS5(10-59) 13 0 ND ND
Total 825 590 279 316

MDBK KC
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quant à cette non identification : 1) des défauts d’amplification de l’ADN lors de la PCR sur 

levure, 2) les séquences obtenues à la suite du séquençage ne sont pas suffisamment de 

bonne qualité pour une identification de la proie par BLAST et 3) aucune identité ne peut 

être donnée à la proie à cause d’un manque d’annotation dans certaines parties du génome 

référent. Après identification des interacteurs, un filtre statistique est appliqué consistant à 

ne garder que les interactions identifiées deux fois ou plus. Ce filtre a pour objectif 

d’augmenter la robustesse du test et d’éliminer les faux positifs. En effet, il a été démontré 

que des interactions identifiées deux fois ou plus lors des cribles sont validées dans plus de 

60 % des cas par des techniques de co-purifications d’affinités classiques [318]. 

 

5. Cartes d’interactions pour le BTV-8 et -27 

 

Après identification des proies cellulaires et application du filtre statistique, des réseaux 

d’interactions ont été construits à l’aide du logiciel Cytoscape. Ainsi, nous avons réalisé deux 

cartes d’interaction, une pour les interacteurs bovins et l’autre pour les interacteurs 

culicoïdes.  

 

La majorité des interacteurs identifiés, soit 67, est issue de la banque MDBK (Figure 26). 

L’analyse préliminaire de ces données révèle que les interacteurs semblent spécifiques à 

chaque sérotype comme par exemple pour les protéines NS1 et NS4 où peu d’interacteurs 

ont l’air d’être partagés entre le BTV-8 et le BTV-27. Les protéines virales NS1, VP3 et VP7 

semblent partager deux interacteurs cellulaires (UBE2I et EXOSC9) laissant supposer une 

action synergique de ces trois protéines.  
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Figure 26 : Cartographie des interactions entre les protéines virales du BTV-8 et du BTV-27 et les protéines 
cellulaires bovines. 
Cette carte d’interaction a été réalisée à l’aide du logiciel Cytoscape et représente les 67 interacteurs cellulaires 
bovins des protéines virales codées par le BTV-8 et le BTV-27 identifiés 2 fois ou plus. Sur cette carte, les 
protéines virales codées par le BTV-8 ont été représentées par un cercle bleu, les protéines virales codées par 
le BTV-27 ont été représentées par un cercle vert et les protéines cellulaires ont été représentées par un cercle 
rose. L’épaisseur des traits reliant les protéines virales et les protéines cellulaires est directement corrélée au 
nombre de fois où l’interaction a été identifiée. Une recherche des termes GO (Gene Ontology) à l’aide de la 
base de données amigo2, nous a révélé quatre modules fonctionnels statistiquement enrichis (P<0,05) sur 
cette carte : l’épissage des ARNm (cercle orange), les ribosomes (cercle rouge), la SUMOylation (cercle bleu) et 
l’apoptose (cercle vert).  
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Un nombre plus faible d’interacteurs, soit 16, a été identifé à partir de la banque KC et ceux-

ci ont été inscrits de deux façons sur la carte : avec une référence de gène Culicoides 

sonorensis (par exemple : GAWM01004552.1) et avec leur orthologue connu chez Drosophila 

melanogaster indiqué entre parenthèse (par exemple : Atg6) (Figure 27). Comme observé 

pour la carte bovine, une grande partie des interacteurs semblent spécifiques à chacun des 

sérotypes.  

 

A l’exception de Tsg101, la majorité des interacteurs obtenus à partir de nos deux banques 

(MDBK et KC) est inédite. De plus, la comparaison de nos résultats révèlent que les 

interacteurs semblent spécifiques soit de l’hôte mammifère soit de l’hôte vecteur, à 

l’exception de quatre qui semblent partagés par les deux hôtes : UBE2I (= IWR), C1QBP (= 

p32), O18787 (= Ef1alpha100E) et HIPK2 (= hipk).  

 

6. Les principaux processus biologiques ciblés par le BTV  

 

Afin de préciser les voies cellulaires préférentiellement ciblés par le BTV, une analyse à l’aide 

du logiciel amigo2, à partir des résultats obtenus pour la banque MDBK, montre un 

enrichissement pour 4 processus cellulaires qui semblent être détournés majoritairement 

par les protéines non structurales du BTV (Figure 26) :  

- l’épissage des ARNm (cercle orange) : par les protéines WTAP, C1QBP et HNRNPK qui 

interagissent avec les protéines NS4 et NS5, 

- les ribosomes (cercle rouge) : par les protéines RPL31, RPS3A, RPS23, RPL8 et RPS5 

qui interagissent avec les protéines NS1, NS3 et VP7, 

- la SUMOylation (cercle bleu) : par les protéines PIAS1, PIAS2, PIAS3 et UBE2I qui 

interagissent avec les protéines NS1, VP3 et VP7, 

- l’apoptose (cercle vert) : par les protéines HIPK2, CASP8AP2, AATF, PAWR, CREB3, 

KRT18 et HNRNPK qui interagissent avec les protéines NS1, NS3, NS4, NS5 et VP3. 
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Figure 27 : Cartographie des interactions entre les protéines virales du BTV-8 et du BTV-27 et les protéines 
cellulaires culicoïdes. 
Cette carte d’interaction a été réalisée à l’aide du logiciel Cytoscape et représente les 16 interacteurs cellulaires 
culicoïdes des protéines virales codées par le BTV-8 et le BTV-27 identifiés 2 fois ou plus. Sur cette carte, les 
protéines virales codées par le BTV-8 ont été représentées par un cercle bleu, les protéines virales codées par 
le BTV-27 ont été représentées par un cercle vert et les protéines cellulaires ont été représentées par un cercle 
rose. L’orthologue connu chez Drosophila melanogaster a été indiqué entre parenthèse L’épaisseur des traits 
reliant les protéines virales et les protéines cellulaires est directement corrélée au nombre de fois où 
l’interaction a été identifiée.  
 

 

 

 

 

Interaction identifée entre 2 et 4 fois 

Interaction identifée entre 5 et 9 fois 

Interaction identifée ≥ 10 fois 
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B. Validations biochimiques des interactions 

 

Sur l’ensemble des résultats obtenus, nous avons sélectionné 25 interacteurs bovins et 2 

interacteurs culicoïdes afin de valider les interactions par co-purification d’affinité (GST pull-

down). Cette sélection a été réalisée sur la base de la fonction biologique de l’interacteur 

mise en évidence dans la littérature, du nombre de fois où l’interacteur a été identifié et en 

respectant une parité d’interacteurs par appât viraux. Afin que les validations soient faites 

systématiquement dans les mêmes conditions, l’ensemble des protéines virales entières a 

été fusionné à l’étiquette GST du côté N-ter et l’ensemble des protéines cellulaires entières a 

été fusionné à l’étiquette 3xFLAG du côté N-ter. Pour réaliser ces validations, des cellules 

HEK-293T ont été co-transfectées avec la proie cellulaire et l’appât viral d’intérêt pendant 48 

h. Les cellules ont ensuite été lysées pour extraire les protéines totales puis à l’aide de billes 

de Glutathion sépharose, la protéine virale d’intérêt a été purifiée entrainant la co-

purification de la protéine cellulaire si celle-ci interagit avec la protéine virale. Ces protéines 

potentiellement complexées à leurs interacteurs ont été dénaturées puis la présence de 

chaque protéine a été detectée par Western-Blot en utilisant un anticorps anti M2Flag pour 

détecter la protéine cellulaire et un anticorps anti GST pour détecter la protéine virale. A 

l’heure actuelle, ce système nous a déjà permis de valider 9 interacteurs bovins (Tsg101, 

IMMT, CREB3, AATF, SIKE1, KIF12, CCHCR1, WTAP, C1QBP) et 2 interacteurs culicoïdes 

(GAWM01004552.1 et GAWM01008096.1 ou Atg6 et p32 respectivement chez Drosophila 

melanogaster). 

 

• Analyse biochimique des interacteurs de NS3 

 

L’utilisation de cette technique nous a permis de confirmer trois interacteurs de la protéine 

NS3 de BTV-8 et de BTV-27 :  

- Tsg101 identifié avec la protéine NS3 de BTV-8 et -27, qui est un composant du 

complexe ESCRT-I qui joue un rôle important dans le trafic endosomal (cf. 

introduction page 58), 

- IMMT identifié avec la protéine NS3 de BTV-8 et -27, qui est un composant du 

complexe MICOS, qui est un complexe organisateur essentiel de l’architecture 
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mitochondriale localisé dans la membrane interne de la mitochondrie. La fonction de 

IMMT est pour le moment inconnue. Étant donné que l’inhibition de la réponse 

immunitaire innée par la protéine NS3 de BTV a lieu en aval de MAVS [154] (cf. 

introduction page 61), qui est également une protéine encrée dans la membrane 

mitochondriale, on pourrait supposer que IMMT puisse avoir un rôle potentiel dans 

ce blocage du fait qu’elle possède une localisation semblable à celle de MAVS, 

- CREB3 identifié avec la protéine NS3 de BTV-8, qui est un facteur de transcription 

impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire. CREB3 avait également été 

identifié comme interacteur de NS3 lors de précédents cribles réalisés contre une 

banque d’ADNc humaine faisant ainsi de lui un candidat intéressant pour le BTV. 

 

Les résultats présentés Figure 28A montre que IMMT interagit spécifiquement avec NS3-BTV8 

et NS3-BTV27. L’interacteur Tsg101 s’est révélé interagir plus fortement avec NS3-BTV8 et 

plus faiblement avec NS3-BTV27 (Figure 28B), tandis que l’inverse a été observé pour CREB3 

(Figure 28C). Cette différence observée pour CREB3 peut s’expliquer par le fait que NS3-BTV27 

s’exprime bien mieux que NS3-BTV8. De plus, les résultats montrent que IMMT interagit 

également avec NS3Δ118-182-BTV8 (Figure 28A), ce même fragment étant à l’origine de 

l’identification par Y2H de l’ensemble des interacteurs de NS3. En revanche, les interactions 

pour Tsg101 et CREB3 avec NS3Δ118-182-BTV8 n’ont pu être pour le moment confirmées dans 

ce système (Figure 28B/C). 
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Figure 28 : Validation biochimique des interacteurs de la protéine NS3 : IMMT, Tsg101 et CREB3. 
Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) aux 
protéines NS3-BTV8, NS3Δ118-182-BTV8 et NS3-BTV27 (500 ng) ainsi qu’avec un des vecteurs exprimant 
l’interacteur fusionné à l’étiquette 3xFLAG (500 ng). 48 h après transfection, les lysats ont été récupérés et 
purifiés à l’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées à l’étiquette GST ont été détectées 
à l’aide d’un anticorps anti-GST et celles fusionnées à l’étiquette 3xFLAG ont été détectées à l’aide d’un 
anticorps anti-M2Flag par Western-Blot. PD : Pull-Down, WB : Western-Blot. 
 

• Analyse biochimique des interacteurs de NS4 

 

La protéine NS4 s’est révélée être celle avec laquelle la confirmation des interactions par 

GST pull-down fonctionne le mieux. Six interacteurs, tous identifiés avec la protéine NS4 de 

BTV-8, ont été confirmés :  

- AATF est une protéine de liaison à l’ARN polymérase II impliquée dans la régulation 

de plusieurs processus tels que l’apoptose, la prolifération et le contrôle du cycle 

cellulaire, 

- SIKE1 est un suppresseur physiologique de IKKε et de TBK1 jouant ainsi un rôle 

inhibiteur dans l’activation d’IRF3 déclenchée en aval du récepteur TLR3, 

- KIF12 est impliqué dans le mouvement des microtubules, 

- CCHCR1 est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire mais semble 

également associé aux ‘’processing bodies’’ (P-bodies) où elle pourrait donc jouer un 

rôle dans le renouvellement des ARNm cellulaires, 

- WTAP est associé au complexe WMM qui intervient dans la méthylation des ARN par 
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la N6-méthyladénosine, une modification qui joue un rôle dans l’efficacité de 

l’épissage des ARNm, 

- BECN1 est acteur majeur de l’autophagie. 

L’ensemble de ces interacteurs a été testé, en plus de NS4-WT, avec un mutant de NS4-BTV8 

que l’on nomme NS4L63Q-BTV8 qui est décrit pour abolir la fonction de répresseur 

transcriptionnel de NS4 (donnée personnelle communiquée par Dr. Maxime Ratinier). Ce 

mutant a donc été utilisé, en parallèle de la version WT, afin d’obtenir une meilleure 

expression de NS4 pour favoriser sa détection par Western-Blot. 

 

Les résultats présentés Figure 29 montrent que KIF12, AATF, SIKE1 et CCHCR1 interagissent 

spécifiquement avec NS4-BTV8 et NS4-BTV27 à des niveaux quasi identiques. De plus, KIF12 

se lie de manière équivalente au mutant NS4L63Q-BTV8 et à la forme WT de NS4-BTV8 (Figure 

29A) et AATF interagit davantage avec le mutant NS4L63Q-BTV8 qu’avec NS4-BTV8-WT 

probablement parce que celui-ci s’exprime mieux (Figure 29B). De façon inattendue, les 

interactions avec SIKE1 et CCHCR1 sont drastiquement diminuées voir quasiment absentes 

dans le cas du mutant NS4L63Q-BTV8 laissant supposer que la région de la mutation semble 

importante pour la liaison à ces deux partenaires cellulaires (Figure 29C/D). 
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Figure 29 : Validation biochimique des interacteurs de la protéine NS4 : KIF12, AATF, SIKE1 et CCHCR1. 
Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) aux 
protéines NS4-BTV8, NS4L63Q-BTV8 et NS4-BTV27 (500 ng) ainsi qu’avec un des vecteurs exprimant 
l’interacteurs fusionnés à l’étiquette 3xFLAG (500 ng). 48 h après transfection, les lysats ont été récupérés et 
purifiés à l’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées à l’étiquette GST ont été détectées 
à l’aide d’un anticorps anti-GST et celles fusionnées à l’étiquette 3xFLAG ont été détectées à l’aide d’un 
anticorps anti-M2Flag par Western-Blot. PD : Pull-Down, WB : Western-Blot. 
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De façon intéressante, l’interacteur WTAP s’est révélé interagir plus fortement avec NS4-

BTV8 et au mutant NS4L63Q-BTV8 par rapport à NS4-BTV27 (Figure 30A). De plus lors des 

cribles, nous avions identifié deux fragments de WTAP (45-396 et 263-396) interagissant 

avec NS4. Aucune interaction n’est détectée avec le fragment 263-396 de WTAP, malgré 

l’expression des trois partenaires (Figure 30C). L’utilisation du fragment 45-396 de WTAP nous 

a permis de confirmer la différence observée entre le BTV-8 et le BTV-27 pour la capacité de 

leur protéine NS4 à interagir avec WTAP (Figure 30B). Ce dernier résultat démontre également 

que les 44 premiers acides aminés au sein de WTAP ne sont pas essentiels pour la liaison 

avec NS4.  

 

Figure 30 : Validation biochimique de l’interacteur WTAP de la protéine NS4. 
Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) aux 
protéines NS4-BTV8, NS4L63Q-BTV8 et NS4-BTV27 (500 ng) ainsi qu’avec un des vecteurs exprimant l’interacteur 
WTAP ou ses deux fragments fusionnés à l’étiquette 3xFLAG (500 ng). 48 h après transfection, les lysats ont été 
récupérés et purifiés à l’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées à l’étiquette GST ont 
été détectées à l’aide d’un anticorps anti-GST et celles fusionnées à l’étiquette 3xFLAG ont été détectées à 
l’aide d’un anticorps anti-M2Flag par Western-Blot. PD : Pull-Down, WB : Western-Blot. 
 

L’interacteur culicoïde GAWM01004552.1 dont l’orthologue chez Drosophila melanogaster 

est Atg6, protéine équivalente à la bécline (BECN1) chez l’Homo sapiens, a également fait 

l’objet d’une validation par GST pull-down. Cet interacteur sera donc nommé BECN1 par 

convenance. Étant donné que cet interacteur a été identifié à partir de la banque KC, nous 

avons souhaité confirmer cette interaction à la fois avec la forme culicoïde mais aussi avec la 

forme bovine de la protéine. Les formes bovine et culicoïde de BECN1 se sont révélées 
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interagir avec la protéine NS4 de BTV-8 et de BTV-27 (Figure 31A/B). Cependant, vu le faible 

niveau d’expression de l’interaction BECN1-NS4 avec les deux sérotypes, le mutant NS4L63Q-

BTV8 a été testé et a permis de détecter une interaction légèrement plus forte. Cette 

interaction est donc conservée entre les deux sérotypes et les deux hôtes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Validation biochimique de l’interacteur BECN1 de la protéine NS4. 
Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) aux 
protéines NS4-BTV8, NS4L63Q-BTV8 et NS4-BTV27 (500 ng) ainsi qu’avec un des vecteurs exprimant BECN1 bovin 
ou BECN1 culicoïde fusionnés à l’étiquette 3xFLAG (500 ng). 48 h après transfection, les lysats ont été 
récupérés et purifiés à l’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées à l’étiquette GST ont 
été détectées à l’aide d’un anticorps anti-GST et celles fusionnées à l’étiquette 3xFLAG ont été détectées à 
l’aide d’un anticorps anti-M2Flag par Western-Blot. PD : Pull-Down, WB : Western-Blot. 
 

• Analyse biochimique d’un interacteur de NS4 et NS5 

 

Comme pour BECN1, du fait que C1QBP a été identifié à partir de la banque KC, nous avons 

décidé de valider cet interacteur versions bovin et culicoïde. De plus, C1QBP a été identifié 

comme interacteur de NS5 dans nos cribles mais avait aussi été identifié comme interacteur 
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d’ADNc humaine. C’est pourquoi, l’interacteur C1QBP a été testé avec les protéines NS4 et 

NS5 des deux sérotypes. C1QBP est une protéine multifonctionnelle impliquée dans 

l'épissage des ARNm, l’autophagie, la régulation de l'apoptose et les processus 

d'inflammation. Les résultats présentés Figure 32A/B montrent que les deux formes de C1QBP 
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interagissent avec les protéines NS4 et NS5 de BTV-8 et de BTV-27 à des niveaux quasi 

similaires. Nous avons également observé qu’il y a interaction entre NS5A-BTV8 et C1QBP 

bovine. L’ensemble de ces résultats nous a permis de conclure que l’interaction est 

conservée d’une part entre les sérotypes 8 et 27 et d’autre part entre les formes culicoïde et 

bovine de C1QBP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Validation biochimique de l’interacteur C1QBP des protéines NS4 et NS5. 
Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) aux 
protéines NS4-BTV8, NS5-BTV8, NS5A-BTV8, NS4-BTV27 et NS5-BTV27 (500 ng) ainsi qu’avec un des vecteurs 
exprimant C1QBP bovin ou C1QBP culicoïde fusionnés à l’étiquette 3xFLAG (500 ng). 48 h après transfection, 
les lysats ont été récupérés et purifiés à l’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées à 
l’étiquette GST ont été détectées à l’aide d’un anticorps anti-GST et celles fusionnées à l’étiquette 3xFLAG ont 
été détectées à l’aide d’un anticorps anti-M2FLAG par Western-Blot. PD : Pull-Down, WB : Western-Blot. 
 

C. Validation fonctionnelle d’un interacteur : exemple de l’autophagie  

 

Les résultats des cribles double-hybride en levure, nous ont révélé trois interacteurs 

impliqués dans l’autophagie : GABARAPL2 et BECN1 qui interagissent avec NS4 et C1QBP (ou 

p32) qui interagit avec NS4 et NS5. Comme le BTV a déjà été décrit dans la littérature pour 

induire l’autophagie [317] et que nous avons validé deux interacteurs (BECN1 et C1QBP) 

impliqués dans l’autophagie, nous avons débuté une étude fonctionnelle sur le rôle potentiel 

de la protéine NS4 et de son interacteur BECN1 dans l’activation de cette cascade de 

signalisation. 
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1. L’autophagie 

 

L’autophagie est un processus de dégradation très conservé de la levure à l’homme, par 

lequel les cellules recyclent leurs constituants et permet de maintenir l’homéostasie 

cellulaire. Lorsque ce mécanisme est activé il contribue à la survie et à la prolifération 

cellulaire. La principale forme d‘autophagie dans les cellules de mammifère est la 

macroautophagie. Celle-ci consiste en la séquestration de la cargaison autophagique ciblée 

spécifiquement par p62 (ou séquestosome-1) dans une vésicule à double-membrane 

présente dans le cytosol appelé autophagosome. La formation de l’autophagosome implique 

environ 30 molécules appelées ATG (Autophagy-related Gene) et des complexes protéiques 

[319] dont BECN1 qui joue le rôle de plateforme d’assemblage et les protéines LC3A/B/C 

(microtubule-associated protein 1 light chain 3) et GABARAPL1/L2 (γ-Aminobutyric Acid 

Receptor-Associated Protein) qui sont nécessaire à l’élongation de la membrane de 

l’autophagosome [320]. Une fois formé, l’autophagosome va fusionner avec le lysosome 

formant ainsi l’autolysosome et le matériel cytosolique va être dégradé par les hydrolases 

lysosomales [319].  

 

2. Impact du BTV sur la voie de l’autophagie 

 

La régulation du processus d’autophagie peut être détectée et suivie au cours du temps à 

l’aide d’anticorps spécifiques anti p62 et LC3. En effet, son induction est à la fois corrélée à 

une dégradation de p62 et à une conversion de la forme I soluble à la forme II membranaire 

de LC3. Afin d’étudier l’impact du BTV sur la voie de l’autophagie, des cellules BSR ont été 

infectées avec du BTV-8 à MOI = 0,1 pendant 48 h, puis le niveau d’expression des 

marqueurs LC3 et p62 a été étudié par Western-Blot. Les résultats présentés Figure 33A (panel 

gauche) montrent une dégradation de p62 et la forme II de LC3 dans les cellules infectées par 

le BTV. Pour étudier si l’induction de l’autophagie par le BTV est dépendante de la 

réplication virale, des cellules BSR ont été infectées avec du BTV WT et du BTV traité aux UVs 

à trois MOI différentes (0,05 ; 0,1 et 0,25) pendant 48 h. Les résultats montrent que 

l’induction de l’autophagie par le BTV-8 WT est directement corrélée à la MOI testée et que 

ce phénomène est dépendant de la réplication virale car le BTV-UVs n’induit aucune 
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dégradation de p62 ou conversion de LC3 (Figure 33B).  

Étant donné que trois interacteurs impliqués dans l’autophagie ont été identifiés avec NS4, 

nous avons émis l’hypothèse que la protéine NS4 pourrait être à l’origine de l’induction de 

l’autophagie par le BTV. Pour confirmer cette hypothèse, des cellules BSR ont été infectées 

avec un BTV-1 WT et un BTV-1 n’exprimant plus NS4 (BTV-1∆NS4) à une MOI de 1 pendant 

30 h. Lorsque l’on compare les résultats obtenus avec ces deux virus, tous deux induisent la 

dégradation de p62 et la conversion de la forme I à la forme II de LC3 de façon similaire 

(Figure 33B - panel droit). De ce fait, dans nos conditions expérimentales, les résultats 

permettent de conclure que NS4 n’est pas la protéine capable d’induire l’autophagie par le 

BTV. Suite à cette observation, l’ensemble des plasmides permettant l’expression des 

différentes protéines structurales et non structurales du BTV-8 contenant une étiquette 

3xFLAG fusionnée en 5’ ont été transfectées pendant 24 h dans des cellules BSR afin 

d’identifier quelle(s) protéine(s) pourrai(en)t être responsable(s) de l'effet observé. Les 

résultats présentés Figure 33C montrent qu’aucune protéine n’induit la conversion de LC3 ou 

la dégradation de p62. Ces résultats laissent donc supposer la nécessité du contexte 

infectieux ou de l’association de plusieurs protéines pour l’induction de l’autophagie par le 

BTV.  

 

Par la suite, nous avons souhaité identifier l’impact de l’interacteur BECN1 et du rôle de 

l’autophagie dans le cycle de réplication du BTV en ciblant spécifiquement BECN1 à l’aide 

d’un siARN spécifique de l’ARNm de BECN1 dans des cellules BSR. Les cellules BSR ont tout 

d’abord été transfectées avec les siARNs contrôle ou BECN1 et infectées 24 h p.t. avec du 

BTV-8 à MOI = 0,25. L’utilisation d’un anticorps spécifique de BECN1 a permis de vérifier 

l’inhibition de son expression et l’anticorps anti NS3 a permis de montrer qu’il y avait moins 

de NS3 dans les cellules traitées aux siARNs BECN1 par rapport aux cellules contrôles (Figure 

33D). Ces résultats suggèrent donc que BECN1 aurait un effet proviral sur la réplication du 

BTV laissant supposer que l’induction de l’autophagie serait nécessaire pour une réplication 

optimale du virus. 
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Figure 33 : Induction de la voie de l’autophagie dans des cellules infectées par le BTV. 
(A) Des cellules BSR ont été infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,1) pendant 48 h (panel droit) ou avec du BTV-1 et 
du BTV-1∆NS4 (MOI = 1) pendant 30 h (panel gauche), puis l’expression des protéines p62, LC3B, NS3 et de 
l’actine a été déterminée à l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. (B) Des cellules BSR ont été 
infectées avec du BTV-8 WT ou du BTV-8 préalablement traités aux UVs à trois MOIs différentes pendant 48 h, 
puis l’expression des protéines p62, LC3A/B et NS3 a été déterminée à l’aide d’anticorps spécifiques par 
Western-Blot. (C) Les cellules BSR ont été transfectées avec l’ensemble des plasmides pCiNeo-3xFLAG codant 
les différents ORFs du BTV-8 (300 ng) pendant 24 h, puis l’expression des protéines p62, LC3B, NS3 et de 
l’actine a été déterminée à l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. (D) Des cellules BSR ont été 
transfectées avec des siARNs contrôle ou spécifique à la bécline (50 pmol) pendant 24 h, puis les cellules ont 
été infectées avec du BTV-8 à MOI = 0,25 pendant 24 h. L’expression de la bécline, de NS3 et de l’actine a été 
déterminée à l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. 
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IV. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

L’objectif de cette première partie de ma thèse a été de cribler par la technique du double-

hybride en levure l’ensemble des protéines codées par le BTV-8 et -27 contre leurs hôtes 

mammifère et vecteur. L’utilisation de cette technique est très avantageuse car elle permet 

son utilisation à grande échelle et donne des résultats de bonne qualité lorsque l’on tient 

compte du niveau d’auto-activation de chaque appât et de l’élimination des plasmides 

contaminants hébergés par la levure. Par cette technique, nous avons ainsi réalisé 70 cribles 

double-hybride en levure contre nos deux banques et repiqué 2010 clones. Après 

séquençage, 76,43 % des partenaires cellulaires ont été identifiés. L’application d’un filtre 

statistique, consistant à ne garder que les interacteurs identifiés deux fois ou plus, nous a 

permis de sélectionner 67 interacteurs bovins, 16 interacteurs culicoïdes et 4 interacteurs 

communs aux deux banques. 

 

Les cribles ont identifié un grand nombre d’interacteurs pour les protéines non structurales 

NS1, NS3, NS4 et NS5. Du fait de leurs multiples rôles dans la régulation du cycle viral, les 

protéines non structurales sont probablement celles qui interagissent le plus avec les 

protéines cellulaires afin de cibler les fonctions cellulaires et/ou échapper à la réponse 

immunitaire de l’hôte. De plus, certains appâts nous ont donné des résultats insatisfaisants, 

comme NS2 et NS3 avec lesquelles 3 proies (pour chaque appât) ont été identifiées. Des 

sous-domaines de ces protéines ont ainsi été clonés et nous ont permis d’identifier un 

nombre important d’interactions candidates (124 pour NS2 et 499 pour NS3) révélant ainsi 

que la conformation des protéines NS2 et NS3 dans leur état natif pouvait certainement être 

un frein à l’identification de partenaires par double-hybride en levure.  

 

L’analyse des données a indiqué que la majorité des interacteurs étaient plus spécifiques de 

l’un ou l’autre des sérotypes plutôt que partagés. Cependant, il se pourrait que le nombre 

d’interacteurs communs aux deux sérotypes soit sous-estimé par rapport à la réalité. En 

effet, lors des validations biochimiques des interacteurs, nous avons observé que l’ensemble 

des interacteurs testés est finalement partagé par les deux sérotypes même s’il semble 

exister des différences d’affinité de liaison pour certains comme Tsg101, CREB3 et WTAP. 
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Pour WTAP par exemple, l’interaction plus faible avec la protéine NS4 de BTV-27 par rapport 

au BTV-8 pourrait provenir du fait que cet interacteur soit spécifique de l’hôte. En effet, le 

BTV-27 est connu à ce jour pour n’infecter que les caprins. Étant donné que nos cribles ont 

été réalisés avec une banque bovine, il serait pertinent de tester l’orthologue de WTAP chez 

le caprin contre NS4-BTV27. En outre, réaliser des cribles pour l’ensemble des protéines 

codées par ce sérotype contre une banque caprine serait également intéressant pour 

comparer les résultats à ceux obtenus avec la banque bovine. Parallèlement, nous pouvons 

voir que très peu d’interacteurs sont obtenus pour le BTV-27 à partir de la banque KC, cela 

peut s’expliquer par le fait que ce sérotype ne se transmet pas par les culicoïdes mais par 

contact direct entre animaux.  

 

Les données révèlent également que nous avons identifié un plus grand nombre 

d’interacteurs à partir de la banque MDBK qu’à partir de la banque KC. Est-ce dû à une 

raison technique lié à l’approche Y2H ou est-ce le reflet d’une réalité biologique ? En effet, 

peut-on imaginer que le BTV ait évolué pour développer moins d’interface de liaison pour 

des protéines culicoïdes que bovines ? Ceci n’est d’ailleurs pas le cas pour le virus de la 

Dengue où un nombre plus élevé d’interacteurs a été identifié à partir de la banque de 

moustique Aedes aegypti qu’à partir de la banque humaine [321]. 

De plus, lorsque l’on compare les orthologues des interacteurs obtenus avec la banque 

MDBK et avec la banque KC, entre Drosophila melanogaster (pour les interacteurs 

culicoïdes) et Bos Taurus, nous identifions quatre interacteurs conservés entre les deux 

hôtes : UBE2I (= lwr chez la drosophile), C1QBP (= p32 chez la drosophile), O18787 (= 

Ef1alpha100E chez la drosophile) et HIPK2 (= hipk chez la drosophile) suggérant ainsi des 

fonctions communes ciblées par le BTV au sein de ses deux hôtes. De plus, lorsque l’on 

compare l’interactome du BTV avec ceux réalisés pour l’HCV [322] et l’EBV [323], C1QBP 

ressort comme interacteur commun aux trois interactomes, laissant supposer que c’est une 

protéine cellulaire préférentiellement ciblées par les infections virales. Cette observation 

illustre ainsi le fait que les virus (même issus de familles virales différentes) partagent des 

interacteurs et donc des mécanismes pour interférer avec la cellule hôte et son organisation. 

Pour aller plus loin, pour tous les interacteurs qui ne possèdent pas des fonctions connues 

(tel que METTL26), il serait intéressant de les utiliser comme appât pour les cribler au niveau 
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n+1, ce qui permettrait d’identifier les fonctions associées à l’interacteur.  

 

Une analyse préliminaire de l’ensemble des interacteurs bovins a permis d’identifier quatre 

processus cellulaires enrichis : l’apoptose, la SUMOylation, la voie des ribosomes et 

l’épissage des ARNm.  

L’apoptose est un processus cellulaire décrit pour être activé dans des cellules de 

mammifère suite à l’infection par le BTV et pas dans des cellules de culicoïde. Cette 

activation passerait par la voie de signalisation NF-κB [324]. Même si la régulation de 

l’apoptose par le BTV est connue pour impliquer les protéines VP2 et VP5, nos résultats 

suggèrent que les protéines NS1, NS3 et NS4 pourraient également avoir un rôle. En effet, 

des résultats préliminaires sur la voie NF-κB, nous ont permis d’identifier NS1 comme 

capable d’inhiber d’environ 50 % le promoteur NF-κB (données non montrées). Le rôle de 

ces deux protéines virales, de leurs interacteurs et du lien avec la voie NF-κB dans la 

régulation de l’apoptose reste donc à déterminer.  

La SUMOylation est une modification post-traductionnelle essentielle chez les eucaryotes 

visant à une liaison covalente d’une protéine SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) sur un 

résidu lysine de la protéine substrat. La cascade enzymatique est proche de celle de 

l’ubiquitination. La SUMOylation est étroitement liée à l’immunité innée [325]. Il est décrit 

que les agents pathogènes (virus, bactérie) détournent le processus de SUMOylation afin 

d’inhiber la réponse antimicrobienne et de promouvoir leur survie [326]. La SUMOylation 

des protéines virales affecte leur localisation intracellulaire et peut avoir des effets positifs 

ou négatifs sur leur fonction [325]. Des approches de double-hybride en levure ont permis 

d’identifier un grand nombre de virus capable d’interagir avec les protéines SUMO ou avec 

les enzymes E2 et les E3-SUMO ligases auxquels appartiennent les protéines de la famille 

PIAS [325]. Parmi ces virus, les virus Ebola, Hantaan, Séoul et de la leucémie murine sont 

décrits pour interagir avec les protéines PIAS1 et PIAS2 comme le BTV [325]. Les protéines 

PIAS sont décrites pour assister la liaison de UBE2I, qui est la seule E2-SUMO enzyme 

humaine connue à ce jour, pour catalyser la réaction de SUMOylation [327]. Il reste donc à 

déterminer si le BTV détourne le système de SUMOylation pour sa propre survie et/ou 

réplication ou si au contraire il régule négativement ce processus.  



CHAPITRE	1	
	

	

	 	 127	

En plus d’interagir avec des protéines impliquées dans la SUMOylation, NS1 cible des 

protéines impliquées dans la structure du ribosome. Comme NS1 est impliquée dans la 

régulation de l’expression des gènes du BTV [112] cela ne semble pas si surprenant que 

celle-ci interagisse avec de telles protéines afin de pirater les ribosomes pour favoriser la 

synthèse des protéines du BTV. Cependant, une telle fonction n’est pas décrite pour NS1. Il 

serait donc intéressant, dans un premier temps, de confirmer ces interactions par GST pull-

down. 

De plus, NS4 et NS5 interagissent avec des protéines impliquées dans l’épissage des ARNm 

laissant supposer que le BTV détourne des protéines impliquées dans ce processus au profit 

de sa propre réplication virale. En outre, HNRNPK, identifié avec NS5-BTV8 lors des cribles 

double-hybride mais non validé par GST pull-down, possède une localisation nucléaire 

appuyant ainsi l’hypothèse que NS5 se localise au nucléole du fait de cette interaction. De 

plus, une étude a démontré que l’extinction de HNRNPK par siARN diminue le cycle de 

réplication du CHIKV [328]. Il serait donc intéressant de réaliser la même expérience afin 

d’étudier l’impact de l’extinction de HNRNPK sur la réplication du BTV. 

 

Une étape importante de cette partie de mon projet de thèse a consisté à confirmer 

l’interaction sur le plan biochimique par co-purification d’affinité (GST pull-down).  

Dans un premier temps, les 25 interacteurs bovins et les 2 interacteurs culicoïdes, choisies 

sur la base de leur relevance biologique et du nombre de fois où ils ont été identifiés, ont été 

validés biochimiquement par GST pull-down. 11 interactions impliquant 9 interacteurs 

bovins (Tsg101, IMMT, CREB3, AATF, SIKE1, KIF12, CCHCR1, WTAP et C1QBP) et 2 

interacteurs culicoïdes (BECN1 et C1QBP) ont d’ores et déjà été validées. Deux raisons 

peuvent être apportées pour expliquer le fait que 16 interacteurs bovins n’ont pas encore 

été confirmés :  

- dans la majorité des cas, seuls des fragments des proies cellulaires ont été identifiés 

par double-hybride. Or, nous avons comme objectif de valider l’interaction entre les 

formes entières des protéines à la fois côté viral et cellulaire. Ces formes entières 

peuvent avoir, dans certains cas, des conformations tridimensionnelles pouvant 

gêner la confirmation de l’interaction, 

- le niveau d’expression très faible de certaines protéines (virales ou cellulaires) et/ou 
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leur instabilité/dégradation est un frein important à la validation biochimique. Par 

exemple, aucun interacteur de la protéine NS1 n’a pu être validé par co-purification 

probablement en raison d’une quantité trop faible de NS1. 

 

Nous sommes à présent en train de cloner les fragments des protéines cellulaires (les 

mêmes que ceux identifiées lors du crible double-hybride) dans le but de valider d’autres 

interacteurs de NS3, NS4 et NS5. En ce qui concerne NS1 et son défaut d’expression et/ou 

stabilité, d’autres systèmes de validation sont envisagés, comme l’étiquette « One-STREP-

tag » qui permet une validation par billes de sépharose couplées à la streptavidine. On peut 

aussi imaginer déplacer l’étiquette GST ou 3xFLAG du côté C-ter de la protéine pour 

augmenter la stabilité/dégradation de l’un et/ou l’autre partenaire ou même favoriser 

directement l’interaction. De plus, d’autres techniques peuvent être utilisées pour confirmer 

des interactions protéines-protéines permettant ainsi de fournir des preuves 

supplémentaires pour la validation des interactions : 

- la GPCA, élaboré par Yves Jacob [3], qui permet d'étudier la dynamique des 

interactions protéines-protéines dans des cellules de mammifère lorsque que les 

partenaires sont fusionnés à des fragments complémentaires d'une protéine 

rapportrice, la Gaussia luciférase. Cette approche a l’avantage d’être non seulement 

qualitative mais également quantitative car la luminescence est directement 

proportionnelle à la robustesse de l’interaction testée. Elle permet également de 

tester les interactions à haut-débit puisqu’elle se fait en plaque 96 puits, 

- nous pouvons une nouvelle fois utiliser le double-hybride en levure mais cette fois-ci 

en connaissant à l’avance les deux protéines testées pour interagir. Pour cette 

approche, nous utiliserons la capacité des levures à faire des recombinaisons 

homologues en présence du produit de PCR de la proie identifiée lors des cribles et 

du plasmide pPC86 linéarisé (gap repair). Son avantage est que l’interacteur est 

directement validé avec les produits de PCR obtenus lors des cribles, sans aucune 

nécessité de le cloner. De plus, celui-ci peut également être testé face à différents 

appâts. 

 

En parallèle des validations biochimiques, il est intéressant d’étudier la conséquence 
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fonctionnelle des interacteurs validés sur la réplication du BTV. Pour ce faire, des 

expériences visant à surexprimer ou éteindre l’expression des interacteurs peuvent être 

réalisées permettant ainsi de savoir si l’interacteur possède plutôt un effet pro- ou anti-viral 

sur la réplication du virus. Par exemple, nous avons déjà pu observer que l’extinction de 

BECN1 induit une diminution de l’expression de NS3 laissant supposer un effet proviral de 

cette protéine sur la réplication du BTV. Par ailleurs, nous avons confirmé l’induction de 

l’autophagie dans des cellules infectées par le BTV, phénomène déjà mis en évidence par Lv 

et ses collaborateurs en 2015 [317]. Suite à ces observations, nous avons voulu identifier 

quelle(s) protéines(s) serai(en)t responsable(s) de l’induction de l’autophagie par le BTV. 

L’ensemble des résultats obtenus nous laisse supposer la nécessité d’une association d’un 

ensemble de protéines ou du contexte infectieux pour l’induction de l’autophagie par le BTV. 

En effet, NS3 (interacteur OPTN [197]) et NS4 (interacteurs BECN1 et C1QBP) interagissent 

avec des protéines impliquées dans la voie de l’autophagie suggérant une association 

synergique de ces protéines dans ce phénomène. Cependant, il se pourrait que l’induction 

de l’autophagie par le BTV ait lieu lors d’une accumulation accrue du virus dans la cellule.  

Comme les cribles nous ont permis d’identifier BECN1 à partir de la banque KC, ce résultat 

suggère que l’impact de l’autophagie sur la réplication du BTV pourrait être plus spécifique 

au culicoïde. Il a été décrit que l’insecte peut utiliser l’autophagie soit comme mécanisme de 

défense antivirale soit pour augmenter la transmission virale. Dans l’étude de Chen et al., 

2017 [329], il a été démontré que le Reovirus de plante RGDV (Rice Gall Dwarf Virus) induit 

l’autophagie chez son insecte vecteur (Recilia dorsalis) pour favoriser une transmission virale 

efficace. On pourrait donc supposer que le BTV a évolué pour induire l’autophagie chez son 

hôte vecteur pour favoriser sa transmission et donc sa propagation à l’hôte mammifère. 

Étant donné que le BTV se réplique bien chez la drosophile, il serait intéressant d’observer 

l’impact de l’infection par le BTV WT et BTV∆NS4 chez la drosophile présentant un défaut 

d’expression du gène Atg6 (l’orthologue de BECN1 chez la drosophile). Cette approche 

permettrait d’évaluer l’importance de l’interaction NS4-BECN1 sur la régulation de 

l’autophagie dans les cellules d’insecte infectées par le BTV. 
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CHAPITRE 2 : IMPACT DU BTV 
SUR LA VOIE DE 

SIGNALISATION MAPK/ERK 
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 INTRODUCTION 

 

Depuis de nombreuses années, les virus oncogènes sont connus et décrits pour pirater la 

voie de signalisation MAPK/ERK afin de mettre en place un processus cancéreux mais 

également pour détourner des fonctions cellulaires au profit de leur propre réplication. Ces 

dernières années, plusieurs études ont révélé que des virus à ADN et à ARN non oncogènes 

sont également capables de détourner la voie MAPK/ERK afin de pirater les facteurs de 

traduction et de transcription pour leur propre intérêt, notamment pour favoriser la 

réplication de leur génome. A l’heure actuelle, peu d’études ont été réalisées concernant 

l’interaction du BTV avec cette voie de signalisation. Les résultats publiés restent 

notamment controversés, démontrant dans un cas l’activation de la voie par le BTV et dans 

d’autres, l’absence d’impact. C’est pourquoi, l’objectif de cette partie de mon projet de 

thèse a été de déterminer l’effet du BTV sur la voie de signalisation MAPK/ERK en étudiant 

les différents mécanismes moléculaires qui peuvent être mis en jeu. Ce travail fait l’objet 

d’un article en cours de rédaction dans lequel je suis premier auteur. 

 

 MATERIELS ET METHODES 

A. Clonage et plasmides 

 

La même stratégie de clonage que celle décrite dans le chapitre 1 (page 96) a été utilisée. 

Les différents ORFs viraux du BTV-8 ont été clonés dans le vecteur pCiNeo-3xFLAG (Promega) 

pour étudier leur impact sur des voies de signalisation cellulaire (MAPK/ERK et IFN-I) et dans 

le vecteur peGFP-C1 (Clontech) pour étudier leur localisation subcellulaire. L’ORF codant NS3 

de BTV-1, BTV-27, EHDV, AHSV et EEV ont été clonés dans le vecteur pCiNeo-3xFLAG en 

suivant la même stratégie que dans le chapitre 1 (page 97). Les différents fragments de NS3-

BTV8 ont été obtenus de la même façon que ceux générés dans le chapitre 1 (page 97) et le 

mutant ALL-EEE de NS3-BTV8 a été obtenu par mutagenèse dirigée comme décrit dans le 

chapitre 1 (page 97). L’ensemble des oligonucléotides sens et anti-sens utilisés pour les 

différents clonages est listé en annexe 2. 
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B. Cellules 

 

Les cellules qui ont été utilisées dans l’ensemble de cette partie sont les suivantes :  

- HEK-293T, décrites dans le chapitre 1 (page 101) 

- HeLa (Henrietta Lacks), des cellules épithéliales humaines provenant d’une patiente 

Afro Américaine (Henrietta Lacks) atteinte d’un cancer du col de l’utérus.  

- MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney), des cellules épithéliales bovines de rein.  

 

Ces trois lignées cellulaires ont été cultivées dans du milieu DMEM + GlutaMAX supplémenté 

(SVF, sodium-pyruvate et pen-strep) à 37 °C dans une atmosphère humide à 5 % de CO2. 

 

C. Infections virales 

 

Les conditions d’infection ont été décrites dans le chapitre 1 (page 104). La souche virale 

utilisée dans cette étude est la souche de BTV-8 décrite précédemment. Pour réaliser les 

infections avec le BTV, des cellules HEK-293T, HeLa ou MDBK ont été ensemencées dans des 

plaques de culture de 24 puits (500 000 cellules/puits pour les HEK-293T et 100 000 

cellules/puits pour les HeLa et les MDBK). Après 24 h, les cellules ont été infectées avec la 

souche de BTV-8. Le virus a été utilisé à des MOI comprises entre 0,002 et 0,1 pour les HEK-

293T (déposés goutte à goutte sur le milieu de culture) et 0,01 pour les HeLa et les MDBK 

(dans 200 μL de DMEM non supplémenté pendant 2 h). En fonction des expériences, les 

surnageants ainsi que les tapis cellulaires ont été récoltés à différents temps p.i. pour 

réaliser des titrages, des Western-Blot et des RT-qPCR. 

 

D. Transfections 

 

Les transfections des constructions plasmidiques et des siARNs dans les cellules HEK-293T et 

HeLa ont été réalisées en utilisant le réactif jetPRIME (Polyplus transfection, Ozyme) en 

appliquant les recommandations du fabricant. Les siARNs spécifiques de GRB2, KSR, 

RASGRP1, Sef et MP1 proviennent de chez Sigma-Aldrich tandis que le siARN de BRAF 
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provient de chez Dharmacon (SMARTpool : ON-TARGETplus Human BRAF siRNA) et contient 

4 couples de siARNs différents. Les siARNs ont été utilisés à 25 nM ou 50 nM. 

 

E. Tests rapporteurs 

 

Pour évaluer et quantifier l’activation de la voie MAPK/ERK, les plasmides utilisés ont été les 

suivants : pFA2-Elk1-DB (Stratagene) qui permet l’expression du facteur de transcription Elk-

1 fusionné au domaine de liaison à l’ADN de Gal4, pGal4-UAS-Luc qui contient une séquence 

promotrice du gène rapporteur Gal4-luciférase (fourni par le Dr. Yves Jacob ; Institut Pasteur 

de Paris). Pour la voie d’induction de la réponse IFN-I : pIFN-β-Luc (Stratagene) composé du 

gène codant pour la luciférase firefly sous le contrôle du promoteur IFN-β et le plasmide 

pΔRIG-I comprenant les domaines CARD de la protéine RIG-I (activateurs constitutifs de la 

voie IFN-β a été fourni par le Dr. Eliane Meurs (Institut Pasteur de Paris). Afin de normaliser 

les résultats des tests luciférases le plasmide rapporteur pRL-CMV (Promega) codant pour le 

gène de la luciférase Renilla placé sous le contrôle du promoteur du cytomégalovirus (CMV) 

a été utilisé.  

Pour les essais sur la voie MAPK/ERK, un jour après mise en plaque des cellules (plaques de 

culture de 24 puits ; 500 000 cellules/puits), elles ont été transfectées avec 1 μL de jetPRIME, 

10 ng de pRL-CMV, 100 ng du plasmide pGal4-UAS-Luc et 100 ng du vecteur pFA2-Elk1-DB 

permettant de quantifier l’activation du facteur de transcription Elk-1. Les cellules ont été 

co-transfectées simultanément avec les vecteurs pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle négatif) ou 

recombinés avec les ORFs viraux d’intérêt (300 ng), ou bien infectées 18 h p.t. du système 

rapporteur, avec différentes MOIs (0,002 ; 0,01 ; 0,05) de BTV-8. 18 h p.t. ou au moment de 

l’infection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis stimulées avec 400 ng/mL 

d’EGF (Sigma-Aldrich) entrainant l’activation de Elk-1 conduisant ainsi en l’induction de 

l’expression du gène rapporteur codant la luciférase. 18 h après stimulation, les cellules ont 

été lysées puis les activités de la firefly luciférase et de la Renilla luciférase ont été 

déterminées au luminomètre Alpha-LISA (PerkinElmer) par ajout des substrats 

correspondants (Bright-Glo et Renilla-Glo Luciferase Assay System, Promega). Les valeurs de 

Renilla luciférase servent à normaliser celles de la firefly luciférase et permettent d’évaluer 

l’efficacité de transfection ainsi que la viabilité cellulaire. Lorsque cela est indiqué, les 
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cellules ont été traitées avec les inhibiteurs U0126 (Promega) et GDC-0879 (Clinisciences) 

dont leurs modes d’action seront détaillés ultérieurement. Les données représentées 

correspondent à la moyenne des triplicatas d’une expérience reproduite au moins trois fois. 

Pour les essais sur la voie des IFN-α/β, un jour après leur mise en plaque (plaques de culture 

de 24 puits ; 500 000 cellules/puits), les cellules ont été transfectées avec 1 μL de jetPRIME, 

10 ng de pRL-CMV, 100 ng d’un plasmide pIFN-β-Luc, 100 ng d’un plasmide pΔRIG-I et 300 ng 

des vecteurs pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle négatif) ou recombinés avec les ORFs viraux 

d’intérêt. Lorsque cela est indiqué, les cellules ont été traitées avec l’inhibiteur U0126 24 h 

p.t.. Après 24 h, les cellules ont été lysées et les activités de la firefly luciférase et de la 

Renilla luciférase ont été déterminées comme décrit ci-dessus.  

 

F. Préparation des échantillons protéiques (lysats totaux) et Western-

Blot 

 

Le protocole utilisé est identique à celui décrit dans le chapitre 1 (page 103). 

 

G. Co-purification d’affinité par GST pull-down 

 

Le protocole utilisé est identique à celui décrit dans le chapitre 1 (page 101). 

 

H. Spectrométrie de masse 

 

La spectrométrie de masse a été utilisée afin d’identifier des nouveaux partenaires 

cellulaires de la protéine NS3 de BTV-8. Pour ce faire, des cellules HEK-293T ont été 

ensemencées dans des plaques de culture de 6 puits (2.106 cellules/puits). Après 24 h, les 

cellules ont été transfectées avec 1 μg de vecteur pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle négatif) ou 

recombiné avec l’ORF codant NS3 de BTV-8 ou infectées avec du BTV-8 à MOI = 0,1. 24 h p.t. 

ou 18 h p.i. les cellules ont été lysées dans du tampon de lyse contenant 135 mM NaCl, 0,5 % 

NP40, 1 mM EDTA et 20 mM Tris HCL à pH = 7 supplémenté en anti-protéases et anti-

phosphatases. Après centrifugation pendant 10 min, une pré-adsorption des lysats sur billes 
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en absence d’anticorps a été réalisée pendant 45 min sur agitation rotative à 4 °C afin 

d’éliminer les interactions non spécifiques de protéines du lysat avec les billes. Puis 

l’immunoprécipitation a eu lieu avec 40 μL de billes de protéine G-sépharose (Roche) 

additionnés de 2,5 μg d’anticorps anti-NS3 pendant 3 h à 4 °C. Trois lavages de 5 min sur 

agitation rotative avec du tampon de lyse ont ensuite été effectués avant de dénaturer les 

complexes protéiques à 95 °C pendant 10 min et de les analyser par électrophorèse en gel 

NuPAGE. L’analyse par spectrométrie de masse a été réalisée en prestation de service par la 

plateforme de protéomique/spectrométrie de masse de l’Institut Jacques-Monod. 

Brièvement, les échantillons protéiques ont été digérés à la trypsine à partir du gel NuPAGE, 

puis les produits peptidiques ont été extraits séquentiellement du gel avec 30 % 

d’acétonitrile, 0,1 % d’acide formique et 70 % d’acétonitrile. Les peptides ont été analysés 

par Q-Exactive Plus couplé à un Nano-LC Proxeon 1000 (Thermo Scientific) avant d’être 

séparés par chromatographie et analysés par Orbitrap. Pour l’étape d’identification des 

peptides, toutes les données MS et MS/MS ont été analysées avec le logiciel Proteome 

Discoverer (Thermo Scientific, version 2.2) et le moteur de recherche Mascot (Matrix 

Science, version 5.1) utilisant la base taxonomique d’Homo sapiens à partir de SwissProt 

(02/17). Les identifications de peptides ont été validées à partir d’un seuil FDR fixé à 1 % 

calculé avec l’algorithme Percolator. Seules les protéines identifiées à partir de deux 

peptides ou plus ont été considérées. Les protéines identifiées ont été considérées comme 

partenaires potentielles de NS3 uniquement lorsque ces identifications ont été absentes du 

contrôle. 

 

I. Microscopie à fluorescence 

 

Deux approches ont été utilisées pour étudier la localisation subcellulaire des protéines : de 

la fluorescence directe avec les protéines fusionnées à la GFP et de l’immunomarquage. 

Pour la fluorescence directe, les cellules HeLa ont été ensemencées dans des plaques de 

culture de 24 puits (Ibidi, BioValley) (100 000 cellules/puits). Un jour après, les cellules ont 

été transfectées avec les plasmides codant la protéine virale d’intérêt fusionnée à l’étiquette 

GFP pendant 24 h. Les cellules ont ensuite été fixées avec 250 μL de paraformaldéhyde (PFA) 

à 4 % (Electron microscopy sciences) pendant 30 min à température ambiante, lavées au PBS, 
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puis incubées dans 500 μL de PBS contenant de la glycine (PBS-glycine) pendant 5 min afin 

de limiter l’autofluorescence des aldéhydes libres. Les noyaux ont ensuite été marqués par 

incubation des cellules pendant 30 min dans du PBS contenant 0,5 % de BSA et du Hoechst 

(dilution 1/10000ème) (Life Technologies). Pour finir, les cellules ont été lavées trois fois avec 

500 μL de PBS puis elles ont été visualisées au microscope à fluorescence (Zeiss) à l’objectif 

x63 sous immersion.  

Pour l’immunomarquage, les cellules HeLa et MDBK ont été ensemencées dans des plaques 

Ibidi (100 000 cellules/puits) et infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,01) pendant 24 h. Les 

cellules ont été fixées avec de la PFA 4 % pendant 30 min, lavées au PBS, incubées pendant 5 

min avec une solution de PBS-glycine puis perméabilisées dans une solution de PBS-Triton 

pendant 5 min. Après 1 h de saturation dans du PBS + 1 % BSA, les cellules ont été incubées 

pendant 2 h avec les anticorps primaires appropriés (Tableau 6). Après 2 lavages au PBS, les 

cellules ont été mises en contact pendant 1 h avec les anticorps secondaires couplés à un 

fluorochrome ainsi que du Hoechst pour marquer les noyaux. Après lavages au PBS, les 

cellules ont été observées au microscope à fluorescence comme décrit ci-dessus. 

Tableau 6 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les expériences d’immunofluorescences. 

	

J. Titrages 

 

Les titrages ont été réalisés à partir des surnageants de cellules HEK-293T infectées avec le 

BTV-8 (MOI = 0,01) et traitées à l’U0126 et effectués dans des plaques de culture de 96 

puits. Tout d’abord, chaque suspension de virus à titrer a été diluée en cascade de 10 en 10 

puis, 100 μL de chaque dilution ont été déposés dans 6 cupules. Parallèlement, 100 μL de 

milieu DMEM + GlutaMAX supplémenté ont été déposés dans une série de 6 cupules 

permettant de réaliser le témoin cellule de l’expérience. La suspension de cellules BSR (125 

000 cellules/mL) a été préparée dans du milieu DMEM + GlutaMAX supplémenté, puis 100 

μL ont été déposés dans tous les puits en commençant par le témoin cellule, puis de la plus 

Anticorps Espèce Fournisseur Dilution Blocage 
AlexaFluor 546 Lapin Thermo-Fisher (A11035) 1/1 000 ème PBS-BSA 
AlexaFluor 488 Souris Thermo-Fisher (A11029) 1/1 000 ème PBS-BSA 
BRAF  Souris Cell Signaling (D9T6S, 14814) 1/50 ème PBS-BSA 
NS3 Lapin Don de Dr. Frédérick Arnaud (Lyon) 1/1 000 ème PBS-BSA 
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faible dilution virale à la plus forte. Les plaques de culture ont été incubées à 37 °C dans une 

atmosphère humide à 5 % de CO2 pendant 4 jours. Ensuite, les cellules ont été fixées à l’aide 

d’une solution de cristal violet contenant 4 % de PFA puis incubées à température ambiante 

pendant 6 h. Après coloration, les cellules adhérentes apparaissent en violet et les cellules 

mortes, lysées par le virus, ont été éliminées lors de la fixation. Dans ce cas-là, un effet 

cytopathique (ECP) a été visualisé, caractérisé par l’absence d’un tapis cellulaire dans tout ou 

une partie du puits. Le titre viral a été calculé selon la méthode Reed et Muench [330] qui 

consiste à considérer un puits comme infecté si un ECP est observé dans 50 % au moins de la 

surface du tapis cellulaire. Les données représentées correspondent à la moyenne d’une 

expérience reproduite trois fois. 

 

K. Extraction d’ARN et RT-qPCR 

 

L’ARN total a été extrait des culots cellulaires, obtenus à la suite d’infection de cellules HEK-

293T avec le BTV-8 (MOI = 0,01) et traitées à l’U0126, en utilisant le kit RNeasy (Qiagen) 

selon les recommandations du fabricant. La transcription inverse (RT) a ensuite été réalisée 

avec 1 μg d’ARN en utilisant le kit Reverse Transcription system (Promega) selon les 

instructions du fabricant. La PCR en temps réel (qPCR) a été réalisée avec 2 μL d’ADNc en 

utilisant le kit SYBR Green Master Mix (Roche) avec des oligonucléotides spécifiques décrits 

en annexe 2. Les échantillons d’ADNc ont été dénaturés pendant 15 min à 95 °C, puis les 

séquences ciblées ont été amplifiées pendant 40 cycles de 15 sec à 95 °C, 30 sec à 55 °C et 

30 sec à 72 °C suivi d’une étape de refroidissement à 40 °C pendant 30 sec en utilisant 

l’appareil LightCycler 480 (Roche). L’ARNm de la GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase) a été utilisé pour normaliser les résultats. 

 

L. Réactifs 

 Anticorps 
 

Les anticorps utilisés dans l’ensemble de cette partie sont décrits dans le Tableau 4 du 

chapitre 1 (page 104). 
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 Inhibiteurs 
 

L’inhibiteur U0126 (Promega) inhibe spécifiquement l’activité des protéines kinases MEK1/2 

prévenant ainsi l’activation (phosphorylation) des protéines ERK1/2. Il a été resuspendu dans 

du DMSO selon les conditions du fournisseur. L’inhibiteur a été utilisé à 20 μM pour le 

traitement des cellules en culture. En contexte infection, les cellules ont été traitées au 

moment de l’infection. En surexpression de NS3, les cellules ont été traitées à l’inhibiteur 6h 

après avoir été privées de sérum. Parallèlement, les mêmes conditions ont été réalisées avec 

du DMSO servant de contrôle négatif aux expériences. 

L’inhibiteur GDC-0879 (Clinisciences) spécifique de la protéine kinase BRAF a été resuspendu 

dans du DMSO selon les conditions du fournisseur. Il a été utilisé à deux concentrations 

différentes (10 μM et 20 μM) pour le traitement des cellules en culture. En contexte 

infection et en surexpression de NS3, les mêmes conditions expérimentales ont été utilisées 

que celle appliquées pour l’U0126. Parallèlement, les mêmes conditions ont été réalisées 

avec du DMSO servant de contrôle négatif aux expériences. 

 

 RESULTATS 

A. Effet du BTV sur la voie de signalisation MAPK/ERK 

 

Pour déterminer si le BTV est capable de moduler la voie MAPK/ERK, nous avons évalué 

l’activation du facteur de transcription Elk-1 en utilisant le test luciférase rapporteur de 

l’activation de Elk-1 (Figure 34A). Pour ce faire, des cellules HEK-293T ont été co-transfectées 

avec les plasmides pFA2-Elk1-DB, pGal4-UAS-Luc et pRL-CMV. 18 h p.t., les cellules ont été 

incubées avec du milieu DMEM + GlutaMAX non supplémenté afin de priver les cellules de 

facteur de croissance et infectées ou non soit avec une souche de BTV-8 WT à plusieurs 

MOIs (0,002 ; 0,01 ; 0,05) soit avec une souche de BTV-8 préalablement inactivée aux UVs 

(MOI = 0,05). Au bout de 6 h, les cellules ont été stimulées ou non avec 400 ng/mL d’EGF. 

Dans des cellules non infectées, l’ajout d‘EGF induit l’activation de Elk-1 et donc une 

augmentation de l’activité de la luciférase d’un facteur d’environ 5. Les cellules infectées 

avec le BTV WT montrent une augmentation de l’activité de la luciférase d’un facteur 11 
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(pour une MOI = 0,002), 31 (MOI = 0,01) et 66 (MOI = 0,05) par rapport à la condition non 

infectée sans EGF démontrant ainsi une corrélation directe entre la MOI et l’activation de la 

voie (Figure 34B). Fait intéressant, en l’absence d’EGF, le virus est également capable d’activer 

la synthèse du gène rapporteur d’environ 27 fois (MOI = 0,05) par rapport aux cellules non 

infectées. En revanche, les cellules infectées avec le BTV-UVs montrent des niveaux de 

luciférase comparables à ceux observés dans les cellules non infectées. Ces résultats 

permettent de conclure que le virus sous sa forme réplicative est capable d’activer la voie 

MAPK/ERK en absence d’EGF et que la présence de l’EGF ‘’boost’’ l’activation de la voie. 

 

 

Figure 34 : Le BTV active la voie de signalisation MAPK/ERK. 
(A) Représentation schématique du système de gène rapporteur luciférase permettant de quantifier 
l’activation de la voie MAPK/ERK. Dans ce système, un premier plasmide (Elk1-Gal4-DB) permet l’expression du 
facteur de transcription Elk-1 fusionné au domaine de liaison à l’ADN de Gal4 et un second plasmide contient 
une séquence promotrice du gène rapporteur luciférase (pGal4-UAS-Luc). La stimulation avec un facteur de 
croissance comme l’EGF induit l’activation de l’Elk-1 conduisant en l’induction de l’expression du gène 
rapporteur codant la luciférase. (B) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 
(100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 ng) et pRL-CMV (10 ng). Au bout de 18 h, le milieu a été retiré pour être remplacé 
par du milieu sans sérum et les cellules ont été infectées ou non à différentes MOIs. Comme contrôle, les 
cellules ont également été infectées avec du BTV-8 préalablement inactivé aux UVs (MOI = 0,05). Au bout de 6 
h, les cellules ont été stimulées ou non avec 400 ng/mL d’EGF. 18 h post-stimulation, les activités relatives de la 
firefly et de la Renilla luciférase ont été déterminées. Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-
types ont été représentés. ND : non déterminé et NI : non infecté. (C) Des cellules MDBK ont été privées de 
sérum et simultanément infectées avec différentes MOIs de BTV-8 pendant 24 h, puis le niveau de 
phosphorylation des protéines ERK1/2, leur expression ainsi que celle de la protéine NS3 ont été déterminés à 
l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. NI : non infecté. 
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Comme le BTV est capable d’activer la voie MAPK/ERK dans des cellules humaines, nous 

avons vérifié s’il était également capable d’activer cette voie dans des cellules d’un de ses 

hôtes naturels. Pour ce faire, les cellules MDBK ont été privées de sérum et infectées ou non 

pendant 24 h avec du BTV WT aux mêmes MOIs que précédemment (0,002, 0,01 et 0,05) 

puis, la phosphorylation des protéines ERK1/2 a été mesurée par Western-Blot à l’aide d’un 

anticorps spécifique. Dans ces conditions (Figure 34C), le BTV induit la phosphorylation des 

protéines ERK1/2 de façon dose dépendante, démontrant ainsi que le BTV active également 

la voie MAPK/ERK dans des cellules bovines. 

 

B. Impact des protéines virales sur la voie de signalisation MAPK/ERK 

 

Comme le BTV active la voie de signalisation MAPK/ERK, nous avons souhaité identifier 

quelle(s) protéine(s) serai(en)t responsable(s) de l'effet observé. Pour ce faire, des cellules 

HEK-293T ont été co-transfectées avec le même système de gène rapporteur luciférase que 

celui utilisé pour la Figure 34A/B avec addition du plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle 

négatif) ou recombiné individuellement avec l’ensemble des ORFs du BTV-8. 18 h p.t., les 

cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis stimulées ou non avec 400 ng/mL d’EGF. 

Seules les protéines NS3 et NS3A sont capables d’induire, respectivement, l’expression de la 

luciférase d’un facteur 140 et 100 en absence d’EGF et d’un facteur 270 et 170 lors de l’ajout 

d’EGF en comparaison au contrôle pCiNeo-3xFLAG vide sans EGF (Figure 35). Ces résultats 

nous démontrent que les deux isoformes de la protéine NS3 activent la voie MAPK/ERK et, 

comme observé en contexte infectieux, la présence de l’EGF n’est pas indispensable pour 

l’activation de la voie par NS3.  
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Figure 35 : Les protéines NS3/NS3A activent la voie de signalisation MAPK/ERK. 
Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 ng), 
pRL-CMV (10 ng) et pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec les différents ORF du BTV-8 (300 
ng). 18 h après transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis stimulées ou non avec 400 
ng/mL d’EGF. Après 18 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla luciférase ont été déterminées. Les 
conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été représentés. 
 

C. Etude de la phosphorylation des protéines ERK1/2 et eIF4E en 

contexte infectieux et NS3  

	

Afin de confirmer l’effet de NS3 sur la voie MAPK/ERK au niveau endogène, nous avons 

étudié la phosphorylation des protéines ERK1/2. Pour cela, des cellules HEK-293T ont été 

transfectées avec le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle négatif) ou recombiné avec 

l’ORF NS3 de BTV-8. Au bout de 18 h, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis 

la phosphorylation de ERK1/2 a été détectée 10 min, 30 min, 2 h, 6 h et 24 h après 

stimulation à l’EGF par Western-Blot. Les résultats présentés Figure 36A montrent que la 

phosphorylation des protéines ERK1/2 est induite par l’EGF dans les cellules contrôles 

(pCiNeo-3xFLAG vide) avec un pic de phosphorylation à 10 min après stimulation puis le 

niveau de phosphorylation des protéines ERK1/2 diminue progressivement. Cette 

phosphorylation est augmentée en présence de NS3 par rapport au contrôle pCiNeo-3xFLAG 

vide même en absence d’EGF. Les mêmes résultats sont observés en contexte infectieux 

(Figure 36B).  

Nous avons également étudié la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction 

eIF4E, qui contrôle la traduction des ARNm, en utilisant un anticorps spécifique, afin 

d’étudier si la potentialisation de la voie MAPK/ERK par le BTV induit son activation. La 

0	

50	

100	

150	

200	

250	

300	

pC
iN
eo

		

N
S1
		

N
S2
		

N
S3
		

N
S3
A	
	

N
S4
		

N
S5
	

N
S5
A	
	

VP
1	

VP
2	
	

VP
3	
	

VP
4	
	

VP
5	
	

VP
6	
	

VP
7	
	

50	

100	

150	

200	

250	

300	

0	

El
k1
-lu

c	
(R
LU

)	

-	EGF	

+	EGF	



CHAPITRE	2	
	

	

	 	 144	

phosphorylation d’eIF4E est induite dans les cellules contrôles avec un pic observé entre 10 

et 30 min après stimulation à l’EGF. La phosphorylation est également augmentée en 

présence de NS3 par rapport au contrôle pCiNeo-3xFLAG vide et ce niveau reste identique 

au cours du temps, au moins jusqu’à 24 h post-stimulation à l’EGF. Les mêmes observations 

peuvent être faites en contexte infectieux même si le niveau d’eIF4E phosphorylée est plus 

élevé dans le contexte où NS3 est surexprimée seule. L’ensemble de ces résultats confirme 

donc ceux obtenus par les tests luciférases démontrant l’implication de NS3 dans l’activation 

de la voie MAPK/ERK. 

Figure 36 : Niveaux de phosphorylation des protéines ERK1/2 et eIF4E en contexte NS3 et infectieux.  
(A) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou 
recombiné avec l’ORF codant NS3 (300 ng) pendant 18 h. Les cellules ont ensuite été privées de sérum pendant 
6 h puis stimulées ou non avec 400 ng/mL d’EGF. La phosphorylation des protéines ERK1/2 et du facteur de 
traduction eIF4E, leur expression ainsi que celle de NS3 ont été détectées 0 min, 10 min, 30 min, 2 h, 6 h et 24 
h après stimulation. (B) Mêmes conditions expérimentales qu’en A mais cette fois-ci les cellules ont été privées 
de sérum et simultanément infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,01). NI : non infecté. 
 

D. Comparaison entre les sérotypes de BTV 

 

Comme le BTV se compose de 27 sérotypes décrits, nous avons cherché à savoir si 

l’activation de la voie MAPK/ERK pouvait être différente en fonction du sérotype testé. En 

utilisant le même système rapporteur luciférase que précédemment, nous avons comparé la 

protéine NS3 de trois sérotypes de BTV : -8, -1 et -27. Les résultats présentés Figure 37A 

montrent qu’en absence d’EGF, les protéines NS3 de BTV-8, -1 et -27 induisent, 

respectivement, une augmentation de l’expression de la luciférase d’un facteur 66, 12 et 30 

par rapport au contrôle pCiNeo-3xFLAG vide et l’ajout d’EGF induit la synthèse du gène 
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rapporteur d’un facteur 174 (NS3-BTV8), 89 (NS3-BTV1) et 177 (NS3-BTV27). Ces résultats 

permettent de démontrer qu’en plus du BTV-8, les protéines NS3 de deux autres sérotypes 

sont également capables d’activer la voie MAPK/ERK mais à des niveaux plus faibles, 

notamment pour NS3-BTV1. En effet, en absence d’EGF on observe que la protéine NS3 de 

BTV-1 et de BTV-27 active cinq et deux fois moins la voie MAPK/ERK par rapport à celle de 

BTV-8 et l’ajout d’EGF induit des niveaux d’activation identiques pour NS3-BTV27 mais pas 

pour NS3-BTV1 (deux fois moins d’activation) par rapport à NS3-BTV8. 

	

Figure 37 : Activation de la voie MAPK/ERK par la protéine NS3 : comparaison entre sérotypes de BTV et 
entre différents orbivirus. 
(A) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 
ng), pRL-CMV (10 ng) et pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec les ORFs codant NS3 de 
différents sérotypes de BTV (300 ng). 18 h après transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h 
puis stimulées ou non avec 400 ng/mL d’EGF. Après 18 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla 
luciférase ont été déterminées. Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été 
représentés. (B) Mêmes conditions expérimentales qu’en A mais cette fois-ci les cellules ont été co-
transfectées avec le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec les ORFs codant la 
protéine NS3 de quatre orbivirus : BTV, EHDV, AHSV et EEV (300ng). 
	

E. Comparaison entre orbivirus  

 

De la même façon, nous avons comparé la protéine NS3 de BTV à celles codées par l’EHDV 

(Epizootic Hemorrhagic Disease Virus), l’AHSV (African Horse Sickness Virus) et l’EEV (Equine 

Encephalosis Virus) dans leur capacité à induire la voie MAPK/ERK pour discriminer si cette 

fonction est partagée entre l’ensemble des membres du genre Orbivirus. En absence d’EGF, 

les protéines NS3 des trois orbivirus testées n’induisent pas d’augmentation de la luciférase 

par rapport aux cellules non infectées (Figure 37B). Lors de l’ajout d’EGF la même observation 

peut être faite cependant, une légère synthèse du gène rapporteur a lieu en présence de 
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NS3 de l’EHDV d’un facteur 6,5 par rapport au contrôle pCiNeo-3xFLAG vide sans EGF. Ces 

résultats indiquent donc que seule la protéine NS3 de BTV est capable d’activer fortement la 

voie MAPK/ERK en comparaison avec les autres protéines NS3 d’orbivirus testées. 

 

F. Impact de différents fragments et mutant de NS3 sur la voie 

MAPK/ERK 

 

Afin de cartographier la région au sein de NS3 responsable de l’activation de la voie 

MAPK/ERK, des fragments de NS3-BTV8 ont été générés : les fragments 1-117, 118-229 et 

Δ118-182 (Figure 38A). Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec le même système 

rapporteur luciférase que précédemment additionnées du plasmide pCiNeo-3xFLAG vide 

(contrôle négatif) ou recombiné avec l’ORF codant la protéine NS3-BTV8 entière (FL ou full 

length) ou trois de ces domaines. Comme déjà observé, NS3FL est capable d’activer la 

synthèse du gène rapporteur luciférase d’un facteur 74 en absence d’EGF et 154 lors de 

l’ajout d’EGF. Les valeurs obtenues pour les trois fragments de NS3 restent par contre 

identiques à celle du contrôle pCiNeo-3xFLAG vide (Figure 38B), suggérant que la forme 

entière de la protéine serait requise pour activer la voie. 

 

Afin d’étudier si la localisation de NS3 à la membrane plasmique et à l’appareil de Golgi est 

essentielle pour l’activation de la voie MAPK/ERK, nous avons testé le mutant ALL-EEE en 

position 131-133 de NS3-BTV8 (décrit dans l’introduction) qui est connu pour perdre ces 

deux localisations. Dans un premier temps, nous avons étudié la localisation cellulaire de ce 

mutant fusionné à une étiquette GFP dans des cellules HeLa par microscopie et, 

contrairement à NS3FL, le mutant NS3ALL-EEE présente une localisation diffuse dans toute la 

cellule (Figure 38C). Ce même mutant perd également sa capacité à activer la voie MAPK/ERK 

en absence d’EGF (Figure 38D). Ce résultat nous révèle que la présence de NS3 au niveau de la 

membrane plasmique et/ou de l’appareil de Golgi est probablement essentielle pour 

l’activation de la voie MAPK/ERK.  
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Figure 38 : Effet de différents fragments et mutant de NS3 sur la voie MAPK/ERK. 
(A) Représentation schématique de la protéine NS3-BTV8 entière (FL) et trois de ses fragments contenants ou 
non les deux domaines transmembranaires (T) et le domaine extracellulaire (E). (B) Les cellules HEK-293T ont 
été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 ng), pRL-CMV (10 ng) et 
pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec la protéine NS3-BTV8 entière (FL) ou ses trois fragments 
(300 ng). 18 h après transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis stimulées ou non avec 
400 ng/mL d’EGF. Après 18 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla luciférase ont été déterminées. 
Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été représentés. (C) Les cellules HeLa ont été 
transfectées avec le plasmide pEGFP-vide (-) ou recombiné avec NS3FL-BTV8 et NS3ALL-EEE-BTV8 puis observées 
au microscope à fluorescence 24 h après transfection. Le Hoechst marque les noyaux en bleu et la barre 
d’échelle représente 20 μm (grossisement 63x). (D) Mêmes conditions expérimentales que B mais en y 
intégrant le mutant NS3ALL-EEE-BTV8 (300 ng). 
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G. Niveau d’action de NS3 sur la voie MAPK/ERK 

 

Pour identifier les mécanismes moléculaires expliquant l’activation de la voie MAPK/ERK par 

le BTV, l’inhibiteur U0126 qui bloque l’activité des protéines MEK1/2 a été testé à la fois en 

contexte infectieux et en surexpression de NS3. Pour cela, des cellules HEK-293T ont été co-

transfectées avec l’ensemble des plasmides permettant de quantifier l’activation du facteur 

de transcription Elk-1 par essai luciférase additionnée, pour les conditions de surexpression, 

du plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle négatif) ou recombiné avec l’ORF codant NS3. Le 

lendemain, les cellules ont été privées de sérum et traitées à l’U0126. Pour les conditions 

d’infection, les cellules ont été infectées ou non avec le BTV-8 (MOI = 0,05) pendant 24 h et 

traitées simultanément à l’U0126 au moment où elles ont été privées de sérum. En parallèle, 

les mêmes conditions ont été réalisées en présence de DMSO servant de contrôle négatif à 

l’expérience. L’ajout de l’inhibiteur sur les cellules infectées bloque totalement l’expression 

de la luciférase par rapport au contrôle (DMSO) (Figure 39A). Les mêmes observations ont été 

faites en contexte NS3 (Figure 39B). Ces résultats ont pu être confirmés par Western-Blot 

révélant une perte totale de l’hyper-phosphorylation des protéines ERK1/2 en contexte 

infectieux et en surexpression de NS3 lors de la présence d’U0126 (Figure 39C/D). L’ensemble 

de ces données nous permet d’affirmer que le BTV, par l’intermédiaire de NS3, agit en aval 

du récepteur à l’EGF et en amont ou directement sur les protéines MEK1/2 pour activer la 

voie MAPK/ERK. 

De plus, en étudiant l’expression de NS3 en contexte infectieux, nous observons que celle-ci 

est réduite en présence d’U0126 suggérant ainsi un impact de l’inhibiteur sur la réplication 

du BTV. Pour étayer cette hypothèse, les ARNs totaux des cellules HEK-293T infectées avec 

du BTV-8 à MOI = 0,01 ont été extraits pour quantifier l’ARNm de NS3 et de NS4 par RT-qPCR 

et les surnageants ont été récupérés pour réaliser des titrages du virus en cellules BSR. Les 

résultats révèlent huit fois moins de virus en présence de l’inhibiteur (Figure 39E) et une 

diminution de plus de 90 % de l’expression de l’ARNm de NS3 et de NS4 en présence de 

l’U0126 par rapport aux cellules infectées contrôles (DMSO) (Figure 39F). L’ensemble de ces 

résultats nous permet de conclure d’une part que NS3 agit au niveau ou en amont des 

kinases MEK1/2, et d’autre part que la fonctionalité de la voie MAPK/ERK est requise pour la 

réplication virale. 
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Figure 39 : L’U0126 empêche l’activation de la voie MAPK/ERK par la protéine NS3 et inhibe la réplication 
virale. 
(A) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 
ng) et pRL-CMV (10 ng). 18 h après, les cellules ont été privées de sérum, infectées avec le BTV-8 (MOI = 0,05) 
et traitées avec l’U0126 (20 μM). 18 h post-infection, les activités relatives de la firefly et de la Renilla luciférase 
ont été déterminées. Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été représentés. NI : 
non infecté. (B) Mêmes conditions expérimentales qu’en A mais cette fois-ci les cellules ont été co-transfectées 
avec le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-BTV8 (300 ng). 18 h 
post-transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h et traitées avec l’U0126 (20 μM). (C) Le 
milieu de culture des cellules HEK-293T a été remplacé par du milieu sans sérum et simultanément prétraitées 
avec l’U0126 (20 μM). Au bout de 2 h, les cellules ont été infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,01) et traitées avec 
l’U0126 (20 μM). 24 h post-infection, le niveau de phosphorylation des protéines ERK1/2, leur expression ainsi 
que celle de la protéine NS3 ont été déterminés à l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. NI : non 
infecté. (D) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec le pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL) ou recombiné avec 
l’ORF codant NS3-BTV8. 18 h post-transfection, les cellules ont été privées de sérum puis traitées au bout de 6 
h avec l’U0126 (20 μM). Le lendemain, le niveau de phosphorylation des protéines ERK1/2, leur expression 
ainsi que celle de la protéine NS3 ont été déterminés à l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. (E) 
Titrages des surnageants de (C) réaliser dans des cellules BSR. Ils ont été réalisés en triplicata et les écart-types 
ont été représentés. (F) Des culots cellulaires de (C) ont été utilisés afin d’extraire l’ARN et d’effectuer des RT-
qPCR pour quantifier le niveau des transcrits d’ARNm codant NS3 et NS4 à l’aide d’amorces spécifiques.  
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H. Identification du compartiment cellulaire à l’origine de l’activation de 

la voie MAPK/ERK par NS3-BTV 

 

Comme mentionné dans l’introduction (partie II.B.2 page 70), la voie MAPK/ERK peut-être 

activée au niveau de trois compartiments cellulaires principaux : la membrane plasmique, 

l’appareil de Golgi et les endosomes. Cette compartimentation s’effectue par l’intermédiaire 

de protéines d’échafaudage : KSR pour la membrane plasmique, Sef pour l’appareil de Golgi 

et MP1 pour les endosomes. Pour essayer d’identifier le compartiment cellulaire à l’origine 

de l’activation de la voie par NS3, nous avons utilisé différents siARNs ciblant l’expression de 

GRB2, KSR, MP1, Sef et RasGRP1. Ces siARNs ont été transfectés séparément dans des 

cellules HEK-293T, 24 h avant d’être co-transfectées avec l’ensemble des plasmides 

permettant le test MAPK/ERK luciférase ainsi que le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle 

négatif) ou recombiné avec l’ORF codant NS3. Le lendemain, les cellules ont été privées de 

sérum pendant 24 h. Seule l’extinction de la protéine RasGRP1 diminue d’environ 70 % 

l’expression de la luciférase comparée au siARN contrôle, suggérant une activation 

majoritaire au niveau de l’appareil de Golgi (Figure 40A). Parallèlement, nous avons confirmé 

l’efficacité du siARN RasGRP1 par RT-qPCR et avons observé une diminution de 50 % de 

l’expression de l’ARNm de RasGRP1 en présence du siARN par rapport aux cellules contrôles 

(siARN contrôle) (données non montrées).  

 

Afin de confirmer les résultats obtenus par essai luciférase, nous avons étudié le niveau de 

phosphorylation des protéines ERK1/2 par Western-Blot en contexte infectieux (BTV-8) et en 

surexpression de NS3-BTV8 après extinction de RasGRP1. Pour ce faire, des cellules HEK-

293T ont été transfectées avec le siARN RasGRP1 ou contrôle pendant 24 h, puis infectées 

avec le BTV-8 WT (MOI = 0,05) ou transfectées avec le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide 

(contrôle négatif) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-BTV8 et, ce pendant 24 h. En 

contexte infectieux, on observe une légère diminution de la phosphorylation des protéines 

ERK1/2 lors de l’extinction de la protéine RasGRP1 comparée aux cellules contrôles (siARN 

contrôle) tandis que cette diminution est bien plus marquée dans le contexte NS3-BTV8 

(Figure 40B). Ces résultats confirment donc ceux obtenus précédemment en test luciférase et 

suggèrent une activation de la voie MAPK/ERK par NS3 prédominante au niveau de l’appareil 
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de Golgi.  

 

Figure 40 : Lien entre compartimentation cellulaire et activation de la voie MAPK/ERK par NS3. 
(A) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec des siARNs contrôle, GRB2, KSR, RasGRP1, Sef et MP1 (50 
nM) pendant 24 h. Les cellules ont ensuite été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-
UAS-Luc (100 ng), pRL-CMV (10 ng) et pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-
BTV8 (300 ng). 18 h après transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis stimulées ou non 
avec 400 ng/mL d’EGF. Après 18 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla luciférase ont été 
déterminées. Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été représentés. (B) Les 
cellules HEK-293T ont été transfectées avec des siARNs contrôle ou RasGRP1 (50 nM) pendant 24 h. Elles ont 
ensuite été infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,05) (panel de gauche) ou transfectées avec le plasmide pCiNeo-
3xFLAG vide (CTRL) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-BTV8 (panel de droite) pendant 24 h. Le niveau de 
phosphorylation des protéines ERK1/2, leur expression ainsi que celle de la protéine NS3 ont été déterminés à 
l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot. NI : non infecté. 
 

I. Identification de BRAF comme interacteur de NS3-BTV  

	

Une approche de spectrométrie de masse en contexte infectieux et en surexpression de NS3 

a été réalisée afin d’identifier des nouveaux partenaires cellulaires de NS3. Pour cela, des 

cellules HEK-293T ont été transfectées avec le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (contrôle 

négatif) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-BTV8 pendant 24 h ou infectées avec du BTV-8 

à MOI = 0,1 pendant 18 h. Les complexes protéiques associées à NS3 ont été purifiés par co-
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immunoprécipitation et déposés sur gel d’électrophorèse NuPAGE pour être analysés par 

spectrométrie de masse par la plateforme de protéomique/spectrométrie de masse de 

l’Institut Jacques-Monod. Parmi les protéines cellulaires identifiées, la protéine kinase BRAF, 

qui est la MAP3K principale impliquée dans l'activation de la voie MAPK/ERK, présentait un 

score Mascot de 104 (contexte NS3 seule) et 64 (contexte infectieux), suggérant une 

probable interaction entre NS3 et BRAF. Le détail de la séquence des peptides identifiés pour 

BRAF est présenté en annexe 7. 

 
Cette interaction a ensuite été validée par GST pull-down avec la protéine BRAF endogène. 

Pour cela, des cellules HEK-293T ont été transfectées avec l’ORF codant NS3 fusionnée à 

l’étiquette GST pendant 48 h, puis les complexes protéiques associés à NS3 ont été purifiés 

par GST pull-down et analysés par Western-blot à l’aide d’un anticorps spécifique dirigé 

contre BRAF. La Figure 41A montre que BRAF interagit avec NS3-BTV8 et ne se lie pas à la GST 

seule révélant ainsi une interaction spécifique entre NS3 et BRAF. De plus, NS3-BTV27 s’est 

également révélée interagir avec BRAF démontrant ainsi que cette interaction est conservée 

entre les deux sérotypes de BTV (Figure 41A). De plus, les trois mêmes fragments de NS3 que 

ceux utilisés précédemment (Figure 38A) ont également été testés et ils n’interagissent pas 

avec BRAF (Figure 41B). Les résultats générés avec les fragments de NS3 suggèrent qu’il 

pourrait exister une corrélation entre la capacité ou non d’interagir avec BRAF et l’activation 

de la voie MAPK/ERK par la protéine NS3. 

 

Nous avons ensuite étudié si l’interaction NS3-BRAF était conservée entre les différents 

orbivirus. Pour cela, les protéines NS3 de l’EHDV, de l’AHSV et de l’EEV ont été testées de la 

même façon que décrite ci-dessus. L’interaction de BRAF avec la protéine NS3 de BTV-8 est 

bien confirmée cependant, aucune interaction n’est détectée entre BRAF et la protéine NS3 

des trois orbivirus testés (Figure 41C). Ces résultats permettent donc de conclure que 

l’interaction NS3-BRAF est spécifique au BTV et pourrait expliquer pourquoi aucune 

activation de la voie MAPK/ERK n’a été observée lors des essais luciférases réalisés avec NS3 

de ces trois orbivirus (Figure 37B). 
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Figure 41 : Interaction de la protéine cellulaire BRAF avec NS3. 
(A) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec 1 μg des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) aux 
protéines NS3-BTV8 et NS3-BTV27 pendant 48 h. Les lysats ont été récupérés 48 h après transfection et purifiés 
à l’aide de billes de glutathion sépharose. Les protéines fusionnées à l’étiquette GST ont été détectées à l’aide 
d’un anticorps anti-GST et l’expression de la protéine BRAF a été déterminée à l’aide d’un anticorps spécifique 
par Western-Blot. (B) Mêmes conditions expérimentales qu’en A mais cette fois-ci les cellules ont été 
transfectées avec 500 ng des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) à NS3-BTV8 entière (FL) ou ses 
trois fragments. (C) Mêmes conditions expérimentales qu’en A mais cette fois-ci les cellules ont été 
transfectées avec 500 ng des vecteurs exprimant la GST fusionnée ou non (-) à NS3-BTV8, NS3-EHDV, NS3-AHSV 
ou NS3-EEV. PD : Pull-Down, WB : Western-Blot. 
 

Comme BRAF interagit avec NS3, nous avons étudié leur localisation subcellulaire respective 

dans des cellules HeLa et MDBK. Pour ce faire, les cellules ont été infectées pendant 24 h 

avec du BTV-8 (MOI = 0,01), fixées et les protéines NS3 et BRAF ont été immunomarquées 

par l’intermédiaire d’anticorps spécifiques. Dans les cellules HeLa et MDBK, BRAF possède 

une localisation ponctiforme dans le cytoplasme des cellules (Figure 42). En contexte 

infectieux, la localisation de BRAF est modifiée marquant davantage l’appareil de Golgi 

(cellules HeLa et MDBK) mais également la membrane plasmique (majoritairement les 

cellules MDBK), correspondant aussi à la localisation subcellulaire de NS3. Ces observations 

suggèrent que BRAF serait relocalisée en présence de NS3 confirmant ainsi l’interaction NS3-

BRAF. 

 

N
S3
-B
TV

8	

N
S3
-A
HS

V	

(-)
	

N
S3
-E
HD

V	

N
S3
-E
EV

	

PD	:	GST	
(WB	:	BRAF)	

Lysat		
(WB	:	BRAF)	

PD	:	GST	
(WB	:	GST)	

PD	:	GST	
(WB	:	BRAF)	

Lysat	
(WB	:	BRAF)	

PD	:	GST	
(WB	:	GST)	

(-)
	

N
S3
FL
	

N
S3

1-
11
7	

N
S3

11
8-
22
9	

N
S3

Δ1
18
-1
82
	

A" B" C"
(-)
	

N
S3
-B
TV

8	

N
S3
-B
TV

27
	

PD	:	GST	
(WB	:	BRAF)	

Lysat		
(WB	:	BRAF)	

PD	:	GST		
(WB	:	GST)	

BRAF	 BRAF	BRAF	

GST	:	 GST	:	 GST	:	



CHAPITRE	2	
	

	

	 	 154	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	

	
Figure 42 : Etude de la localisation de la protéine BRAF et NS3. 
Des cellules HeLa (panel haut) et MDBK (panel bas) ont été infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,01) pendant 24 h. 
Les protéines BRAF et NS3 peuvent être visualisées par immunofluoresence (BRAF en vert et NS3 en rouge) à 
l’aide d’anticorps spécifiques. Le noyau a été marqué au Hoechst (bleu) et la barre d’échelle représente 20 μm 
(grossissement 63x). NI : non infecté. 
 

J. L’interaction NS3-BRAF est responsable de l’activation de la voie 

MAPK/ERK 

 

Afin de confirmer que l’activation de la voie MAPK/ERK par la protéine NS3 passe par son 

interaction avec la protéine kinase BRAF, nous avons testé l’impact d’un inhibiteur 

spécifique de BRAF, le GDC-0879. En utilisant les mêmes conditions expérimentales que 

celles utilisées précédemment pour l’U0126, nous avons pu montrer que l’expression de la 

luciférase est fortement diminuée dans les cellules traitées au GDC-0879 par rapport aux 

cellules contrôles DMSO (Figure 43A). En effet, l’expression de la luciférase en contexte NS3 

passe d’un facteur 61 dans les conditions contrôles (DMSO) à un facteur 25 (10 μM de GDC-

0879) et 14 (20 μM de GDC-0879) en présence de GDC-0879. 

Par la suite, les résultats de ces tests luciférases ont été confirmés par Western-Blot. En 

effet, la phosphorylation des protéines ERK1/2 est diminuée en présence du GDC-0879 et 

ceci est corrélé à la quantité d’inhibiteur utilisée même si cette réduction n’est pas aussi 

forte que celle observée dans le cas de l’U0126 (Figure 43B). De plus, la phosphorylation 
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d’eIF4E est davantage diminuée en présence de l’U0126 qu’en présence du GDC-0879. Enfin, 

à l’inverse de l’U0126, le GDC-0879 ne semble avoir aucun effet sur la réplication du BTV car 

l’expression de NS3 est identique à la condition contrôle en présence de DMSO. 

 

Pour confirmer d’une seconde façon que l’activation de la voie MAPK/ERK par NS3 passe par 

BRAF, nous avons mesuré l’activation de la voie à la fois en contexte infectieux et NS3 après 

extinction du gène codant BRAF à l’aide d’un siARN spécifique. Tout d’abord, l’efficacité du 

siARN BRAF a été étudiée par Western-Blot en utilisant un anticorps spécifique de BRAF, 72 h 

p.t. de celui-ci dans des cellules HEK-293T. Une forte diminution de BRAF a été observée 

dans les cellules déplétées confirmant ainsi l’efficacité du siARN (données non montrées). 

Suite à cette validation, des cellules HEK-293T ont été traitées pendant 24 h avec le siARN 

BRAF ou contrôle, puis co-transfectées avec l’ensemble des plasmides permettant le test 

rapporteur luciférase ainsi que, pour les conditions de surexpression, le plasmide pCiNeo-

3xFLAG vide (contrôle négatif) ou recombiné avec l’ORF codant NS3. Le lendemain, les 

cellules ont été privées de sérum et, pour les conditions d’infection, infectées avec le BTV-8 

à MOI = 0,01 pendant 24 h. En contexte infectieux nous constatons que l’extinction de BRAF 

diminue de 70 % l’expression de la luciférase comparée au contrôle négatif (siARN contrôle) 

(Figure 43C). En contexte NS3, nous observons une diminution de plus de 80 % de l’expression 

de la luciférase en présence du siARN BRAF par rapport au contrôle (Figure 43D). De plus, les 

résultats obtenus par essai luciférase ont été confirmés par Western-Blot révélant une nette 

diminution de la phosphorylation des protéines ERK1/2 en présence du siARN BRAF en 

contexte infectieux et en surexpression de NS3, ainsi qu’une nette diminution de 

l’expression de BRAF (Figure 43E/F). L’ensemble des résultats démontre que BRAF joue un rôle 

essentiel dans l’activation de la voie MAPK/ERK médiée par NS3.  
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Figure 43 : Impact de l’inhibiteur GDC-0879 et de l’absence de BRAF sur l’activation de la voie MAPK/ERK en 
contexte infectieux et NS3. 
(A) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 
ng), pRL-CMV (10 ng) et pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-BTV8 (300 
ng). 18 h post-transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 6 h puis traitées au GDC-0879 (10 ou 
20 μM). Au bout de 18 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla luciférase ont été déterminées. Les 
conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été représentés. (B) Les cellules HEK-293T ont 
été privées de sérum simultanément à leur infection avec du BTV-8 (MOI = 0,01) et leur traitement au GDC-
0879 (10 et 20 μM) et à l’U0126 (20 μM). 24 h post-infection, le niveau de phosphorylation des protéines 
ERK1/2, leur expression ainsi que celle de la protéine NS3 ont été déterminés à l’aide d’anticorps spécifiques 
par Western-Blot. NI : non infecté. (C-D) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec des siARNs contrôle ou 
BRAF (50 nM) pendant 24 h, puis co-transfectées avec les plasmides pFA2-Elk-1 (100 ng), pGal4-UAS-Luc (100 
ng), pRL-CMV (10 ng) (C-D) et additionné du plasmide pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec 
l’ORF codant NS3-BTV8 (300 ng) (D). 18h post-transfection, les cellules ont été privées de sérum (C-D) et 
infectées avec du BTV-8 (MOI = 0,01) (C). Au bout de 18 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla 
luciférase ont été déterminées. Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été 
représentés. Parallèlement, le niveau de phosphorylation des protéines ERK1/2, leur expression ainsi que celle 
de la protéine NS3 et de BRAF ont été déterminés à l’aide d’anticorps spécifiques par Western-Blot (E-F). 
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K. Lien entre l’activation de la voie MAPK/ERK et l’inhibition de la 

réponse IFN-α/β ?  

	

Comme mentionné dans l’introduction, avant mon arrivée au laboratoire, l’équipe du Dr. 

Damien Vitour a démontré que la protéine NS3 bloque la voie de signalisation des IFN-α/β. 

Certaines études démontrent que l’activation de la voie MAPK/ERK peut induire le blocage 

de la voie des IFN-α/β [295]. C’est pourquoi, nous avons cherché à savoir si la modulation de 

ces deux voies de signalisation par la protéine NS3 de BTV avait un quelconque lien. Pour 

cela, nous avons testé l’impact sur le promoteur IFN-β des trois fragments de NS3 (1-117, 

118-229 et Δ118-182 décrit Figure 38A) pour lesquels il n’a pas été observé d’effet sur la voie 

MAPK/ERK. Dans cette optique, des cellules HEK-293T ont été transfectées avec le plasmide 

pIFN-β-Luc codant le promoteur IFN-β-luciférase, le plasmide pΔRIG-I codant la forme active 

de RIG-I (NΔ-RIG-I), le plasmide pRL-CMV-renilla ainsi que le plasmide pCiNeo-3xFLAG vide 

(contrôle négatif) ou recombiné avec l’ORF codant NS3FL ou ses fragments. Ces résultats ont 

été comparés à ceux obtenus Figure 38B montrant l’impact de NS3FL sur la voie MAPK/ERK. La 

protéine NS3FL induit d’une part l’augmentation de la luciférase révélant l’activation du 

facteur de transcription Elk-1 et d’autre part bloque l’expression du gène codant la luciférase 

démontrant l’inhibition du promoteur IFN-β (Figure 44A). Le fragment 1-117 n’active pas la 

voie MAPK/ERK et ne bloque pas la voie des IFN-α/β et les fragments 118-229 et Δ118-182 

n’activent pas la voie MAPK/ERK et inhibent partiellement la voie des IFN-α/β. Comme les 

fragments 118-229 et Δ118-182 de NS3 n’activent pas la voie MAPK/ERK et induisent un 

blocage partiel de la voie des IFN-α/β, on peut supposer qu’il n’existe pas de lien entre les 

deux voies.  

Pour confirmer cette hypothèse, nous avons testé l’impact de l’inhibiteur U0126 spécifique 

des protéines MEK1/2 et de l’inhibiteur GDC-0879 spécifique de BRAF sur l’inhibition de la 

voie des IFN-α/β par NS3. Pour cela, des cellules HEK-293T ont été transfectées avec 

l’ensemble des plasmides permettant de quantifier l’activation du promoteur IFN-β comme 

décrit ci-dessus puis traitées avec 20 μM d’inhibiteur U0126 ou GDC-0879 pendant 24 h. 

Comme le montre les résultats (Figure 44B/C), la présence de l’un ou l’autre des inhibiteurs ne 

restaure pas l’activation de la voie des IFN-α/β suite à son blocage par NS3. Ces résultats 

sont donc en accord avec les précédents révélant ainsi que les deux fonctions portées par 
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NS3 ne sont probablement pas liées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Etude du potentiel lien entre activation de la voie MAPK/ERK et inhibition de la voie des IFN-α/β. 
(A) Les cellules HEK-293T ont été co-tranfectées avec les plasmides pIFN-β-Luc (100 ng), pΔRIG-I (100 ng), pRL-
CMV (10 ng) et pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-BTV8 entière (FL) ou 
des fragments (300 ng) présentés en Figure 38A. 24 h après transfection, les activités relatives de la firefly et de 
la Renilla luciférase ont été déterminées. Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été 
représentés. (B-C) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les plasmides pIFN-β-Luc (100 ng), pΔRIG-
I (100 ng), pRL-CMV (10 ng) et pCiNeo-3xFLAG vide (CTRL, 300 ng) ou recombiné avec l’ORF codant NS3-FL-
BTV8 (300 ng). 24 h post-transfection, les cellules ont été traitées avec 20 μM d’inhibiteur U0126 (B) ou GDC-
0879 (C) puis au bout de 24 h, les activités relatives de la firefly et de la Renilla luciférase ont été déterminées. 
Les conditions ont été réalisées en triplicata et les écart-types ont été représentés. ND : non déterminé. 
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 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Nous avons montré que le BTV est capable d’activer la voie MAPK/ERK, phénomène déjà 

observé dans une étude [307] mais non confirmé dans deux autres [308,309]. Ces 

différences de résultats peuvent provenir des conditions expérimentales distinctes. En effet, 

les cellules (HEK-293T, HeLa et BSR) et les cinétiques d’infection (3 h, 24 h et 36h p.i.) 

utilisées ne sont pas les mêmes. De plus, nos résultats ont été obtenus en privant les cellules 

de facteur de croissance. Or, dans les deux études ne démontrant aucun impact du BTV sur 

la voie, ces conditions n’ont pas été appliquées, masquant probablement, ou du moins 

partiellement, l’impact du BTV sur la voie MAPK/ERK. De plus, les sérotypes utilisés (BTV-1 et 

-10) diffèrent du BTV-8 employé dans notre étude. Aucune activation de la voie n’a été 

révélée en présence du BTV-1, qui dans nos expériences, a induit des niveaux d’activation de 

la cascade de signalisation moins importants comparés à ceux du BTV-8. L’étude de la 

phosphorylation des protéines ERK1/2 par le BTV-1 et le BTV-8 semblerait révéler que le 

BTV-1 induit moins de phosphorylation des protéines ERK1/2 en absence d’EGF par rapport 

au BTV-8 et l’effet semblerait similaire lors de l’ajout d’EGF.  

 

Nous avons démontré pour la première fois que le BTV, par l’intermédiaire de NS3, est 

capable d’activer la voie MAPK/ERK en absence de toute stimulation à l’EGF. Ce mécanisme 

est différent d’autres protéines virales telles que la protéine C du virus parainfluenza de type 

3 (HPIV-3) qui nécessite la présence de l’EGF pour une activation forte de la cascade de 

signalisation [331]. De plus, nous avons révélé que l’effet de NS3 ne semble pas dépendre du 

sérotype car la protéine NS3 des sérotypes 1 et 27 est également capable de potentialiser la 

voie même si le niveau d’activation semble moins fort pour NS3-BTV1. En outre, nous avons 

observé que des fragments ou mutation de la protéine n’induisent aucune activation. Ces 

résultats démontrent que : 

- la protéine NS3 entière semble être requise pour réguler efficacement l’activation de 

cette voie. Cependant, pour confirmer cette hypothèse, il serait probablement 

nécessaire de tester d’autres fragments de NS3 (plus grand) qui ne seraient délétés 

que de quelques acides aminés, 

- la localisation ou l’ancrage de NS3 à la membrane d’un compartiment cellulaire 
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(membrane plasmique ou appareil de Golgi) paraît essentielle pour l’activation. 

 

Pour caractériser les mécanismes moléculaires expliquant l’activation de la voie MAPK/ERK 

par le BTV, l’inhibiteur U1026 a été utilisé. Celui-ci s’est révélé capable d’induire un blocage 

total de l’activation de la voie suite à sa potentialisation par le BTV ou par la protéine NS3 

démontrant ainsi que NS3 agit en aval du récepteur à l’EGF et en amont ou directement sur 

les protéines MEK1/2. Étant donné qu’une partie au sein de la cascade de signalisation a pu 

être déterminée comme domaine minimum d’interaction, nous avons souhaité identifier 

le(les) partenaire(s) cellulaire(s) de NS3 responsable(nt) de l’activation de la voie MAPK/ERK. 

Les résultats de nos cribles double-hybride en levure n’ont identifié aucun partenaire de NS3 

impliqué dans cette cascade de signalisation. Cependant, une recherche des partenaires de 

NS3 par co-immunoprécipitation couplée à la spectrométrie de masse nous a permis 

d’identifier la protéine kinase BRAF comme interacteur de NS3. L’interrogation qui peut 

donc se poser est pourquoi nous n’avons pas identifié BRAF ou toute autre protéine de la 

voie comme partenaire de NS3 lors de nos cribles double-hybride en levure mais 

uniquement par des études de spectrométrie de masse ? Deux explications peuvent être 

formulées : 

1) nous avons démontré par GST pull-down qu’il semblerait que seule la protéine NS3 

entière soit capable de lier BRAF. Or, les cribles double-hybride n’ont révélé aucun 

interacteur lorsque la protéine NS3 entière avait été utilisée comme appât. En effet, 

la majorité des interactions identifiées par Y2H ont été obtenus avec le domaine 

Δ118-182 de NS3 qui lors de nos validations biochimiques par GST pull-down, ne 

montre pas d’interaction avec BRAF,  

2) une seconde possibilité serait que BRAF ne soit tout simplement pas ou peu présent 

dans notre banque MDBK expliquant pourquoi nous ne l’avons pas identifié lors de 

nos cribles. De plus, les étiquettes utilisées pour le double-hybride peuvent peut-être 

gêner pour identifier cette interaction. 

 

L’interaction de BRAF avec la protéine NS3 de BTV-8 a pu être confirmée par co-purification 

d’affinité en utilisant la technique de GST pull-down et s’est également révélée conservée 

avec la protéine NS3 de BTV-27. Parallèlement, les mutants de délétion de NS3 utilisés n’ont 
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pas montré d’interaction avec BRAF laissant supposer une corrélation entre la capacité 

d’interagir avec BRAF et l’activation de la voie MAPK/ERK. 

De plus, les protéines NS3 des trois orbivirus testées (EHDV, AHSV et EEV) n’interagissent pas 

avec BRAF et ne sont pas capables d’activer la voie MAPK/ERK démontrant à nouveau 

qu’une absence d’activation de la voie semble être liée à une absence de liaison avec BRAF. 

Ces résultats nous laissent donc supposer que le BTV pourrait être le seul membre du genre 

Orbivirus à induire l’activation de la voie MAPK/ERK lui conférant ainsi une spécificité.  

 

L’utilisation de l’inhibiteur GDC-0879 a confirmé l’importance de BRAF dans l’activation de la 

voie MAPK/ERK par NS3. En revanche et à l’inverse de l’U0126, l’inhibition de la 

phosphorylation des protéines ERK1/2 et eIF4E n’était pas totale dans les cellules traitées au 

GDC-0879 et exprimant NS3. De plus, des titrages réalisés en présence du GDC-0879 

(données non montrées) n’ont révélé aucun impact de cet inhibiteur sur la réplication du 

virus contrairement à l’U0126. L’ensemble de ces résultats sont autant d’arguments en 

faveur du rôle important de NS3 au cours du cycle viral qui, au travers du détournement de 

la voie MAPK/ERK, pourrait augmenter la survie cellulaire et la traduction au profit de la 

réplication virale. Des faits similaires ont été observés pour un grand nombre de virus (cf. 

annexe 1, liste non exhaustive) démontrant, par l’intermédiaire d’inhibiteurs spécifiques de 

cette voie, le « piratage » de la voie MAPK/ERK par les virus en faveur de leur réplication et 

leur propagation dans l’organisme. 

 

L’utilisation du siARN BRAF nous permet de confirmer l’implication de l’interaction NS3-BRAF 

pour l’activation de la voie en observant une nette diminution de la phosphorylation des 

protéines ERK1/2, démontrant pour la première fois que BRAF est une cible directe d’un 

virus pour l’activation de la voie MAPK/ERK. Cependant, comme l’inhibition ne semble pas 

totale en présence du siARN cela laisse supposer que NS3 pourrait interagir avec d’autres 

protéines de la voie pour induire l’activation. Cependant, cette hypothétique interaction ne 

peut avoir lieu qu’avec des protéines présentes en amont des protéines MEK1/2 car 

l’inhibiteur U0126 bloque totalement l’activation de la voie par NS3. Une de ces protéines 

pourrait être RasGRP1 car en présence du siARN RasGRP1, nous observons une nette 

diminution de la phosphorylation des protéines ERK1/2 en surexpression de NS3 laissant 
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supposer l’implication de cette protéine dans l’activation de la cascade. De plus, du fait de la 

localisation spécifique de cette protéine à l’appareil de Golgi, il se pourrait que l’activation 

de la voie MAPK/ERK se produise majoritairement au niveau de ce compartiment cellulaire. 

Pour étayer cette hypothèse, il serait intéressant de tester des drogues ciblant l’appareil de 

Golgi ou bloquant le transport des protéines vers l’appareil de Golgi. Parallèlement, pour 

étudier si BRAF et RasGRP1 agissent de façon synergique ou non dans l’activation de la voie 

MAPK/ERK par NS3, il serait intéressant d’éteindre simultanément l’expression de ces deux 

gènes et d’étudier l’activation de la voie en contexte infectieux et en surexpression de NS3.  

 

Il a été décrit qu’un autre membre de la famille des Reoviridae, le Rotavirus induit, par 

l’action de sa protéine VP6, la phosphorylation des protéines ERK1/2 par l’intermédiaire d’un 

apport de calcium [332]. Or, deux protéines sont décrites au sein de la voie MAPK/ERK pour 

être sensible au calcium : BRAF et RasGRP1. Une publication sortie en 2016 laisse entrevoir 

que l’infection par le BTV pourrait entraîner une modulation calcique [309]. Par ailleurs, il a 

été montré qu’une augmentation de calcium intracellulaire peut induire une dimérisation de 

BRAF [333]. Il serait donc envisageable que l’activation de la voie MAPK/ERK par le BTV 

implique l’augmentation de calcium intracellulaire pouvant entraîner soit la dimérisation de 

BRAF soit la translocation de RasGRP1, nécessaire à l’activation de RAS à l’appareil de Golgi, 

qui est décrite pour être sensible au calcium et au DAG [257,258]. Ces données nous 

suggèrent qu’il pourrait y avoir un lien entre l’activation de la voie MAPK/ERK et l’activation 

de BRAF par l’intermédiaire d’une modulation de calcium intracellulaire. 

 

Comme décrit dans l’introduction page 77, l’activation de BRAF nécessite la libération de son 

domaine kinase (CR3) qui est à l’état inactif, bloqué par son domaine CR1. Pour lever cette 

inhibition, il est essentiel qu’une molécule interagisse avec la partie CR1 de BRAF. Dans la 

littérature, il est décrit que ce phénomène se produit par l’association de BRAF, via son 

domaine CR1, à la protéine RAS sous sa forme active (RAS-GTP) permettant ainsi de libérer le 

domaine kinase de BRAF [243]. Dans notre étude, une hypothèse que nous émettons serait 

que NS3 interagit avec la partie N-ter de BRAF, permettant ainsi de libérer son domaine 

kinase nécessaire à son homo- ou hétérodimérisation (BRAF-CRAF). De plus, étant donné 

que NS3 induit la relocalisation de BRAF au compartiment cellulaire où elle se localise, ceci 
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permettrait d’accumuler des molécules de BRAF disposant alors leur domaine kinase côte à 

côte favorisant ainsi leur homodimérisation et donc l’activation de la voie MAPK/ERK. Pour 

étayer cette hypothèse, il serait intéressant de réaliser des expériences complémentaires de 

co-purification d’affinité visant à évaluer l’éventuelle capacité de NS3 à favoriser l’homo- ou 

l’hétérodimérisation de BRAF (BRAF-BRAF ou BRAF-CRAF) (Figure 45).  

 

Figure 45 : Représentation schématique hypothétique du mode d’activation de BRAF par NS3 responsable de 
l’activation de la voie MAPK/ERK. 
A l’état basal, le domaine kinase de BRAF (KD) se trouve séquestré par les deux domaines de liaison à RAS (RBD 
et CRD) et par sa partie BRS qui lui est spécifique. NS3 pourrait possiblement interagir avec ses domaines 
permettant alors la libération du domaine kinase de BRAF nécessaire à son activation. Étant donné que NS3 
relocalise BRAF, elle pourrait possiblement disposer deux molécules de BRAF côte à côte permettant alors 
l’homodimérisation de leur domaine kinase indispensable à l’activation des protéines MEK1/2.  
 

Une autre possibilité serait que NS3 se lie directement au domaine kinase de BRAF 

permettant l’activation de la voie. Cependant, cette hypothèse semble moins envisageable 

au vu des données présentes dans la littérature pour deux raisons : 1) l’activation du 

domaine kinase de BRAF nécessite sa dimérisation avec un domaine kinase apparenté, or 

NS3 n’est pas décrite pour posséder un tel domaine, 2) pour que le domaine kinase de BRAF 

soit accessible, BRAF doit subir une première activation permettant la libération de celui-ci.  

 

Comme l’extinction de la protéine RasGRP1 diminue fortement l’activation de la voie par 

NS3-BTV, il se pourrait que l’activation de la voie MAPK/ERK par l’interaction NS3-BRAF soit 

dépendante de RasGRP1. Il est possible d’envisager que l’activation passe par un complexe 

NS3-BRAF-RasGRP1. Il serait donc intéressant de réaliser des tests de co-purification 

d’affinité afin d’évaluer l’impact de RasGRP1 sur l’interaction NS3-BRAF. Nous avons testé la 
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possibilité que NS3 puisse également interagir avec RasGRP1 mais il semblerait que cela ne 

soit pas le cas. Il se pourrait donc que le mécanisme d’activation de la voie soit bien plus 

complexe. 

En outre, l’étude de la localisation de BRAF dans les cellules HeLa et MDBK laisse supposer 

que l’activation de la voie MAPK/ERK par NS3 se produirait dans des compartiments 

cellulaires différents en fonction du type cellulaire et dépendrait de la localisation de NS3. En 

effet, dans les cellules HeLa nous observons une relocalisation de BRAF majoritairement à 

l’appareil de Golgi où se localise NS3 alors que dans les cellules MDBK la relocalisation de 

BRAF a lieu principalement à la membrane plasmique où se situe également NS3. Ces 

résultats suggèrent donc que BRAF se relocalise en fonction de la localisation subcellulaire 

de NS3 mais indépendamment du compartiment cellulaire. Étant donné que NS3 transite de 

l’appareil de Golgi à la membrane plasmique, l’hypothèse qui peut être envisagée serait que 

l’activation de la voie se produirait dans les deux compartiments cellulaires (membrane 

plasmique et appareil de Golgi) et que l’activation de la voie à chacun de ces compartiments 

est possible tant que NS3 est présente. Pour appuyer cette hypothèse, il serait intéressant 

de réaliser des cinétiques d’infection pour observer le mouvement de NS3 de l’appareil de 

Golgi à la membrane plasmique en fonction du temps p.i. et d’étudier si BRAF suit la 

relocalisation de NS3. De plus, des expériences de fractionnement cellulaire pourraient 

également être réalisées afin d’observer si BRAF suit la localisation de NS3 dans le cytosol. 

 

L’activation de la voie MAPK/ERK par les virus a de multiples conséquences sur la biologie de 

la cellule hôte. Elle permet notamment d’augmenter la synthèse de cytokines et de 

chimiokines inflammatoires participant à la mise en place de la réponse immunitaire. De 

plus, son activation permet de réguler négativement la production d’IFN-α/β permettant 

ainsi d’altérer la réponse immunitaire innée conférant un avantage considérable à la 

réplication virale [295]. Nous avons réussi à mettre en évidence qu’il n’existe aucun lien dans 

la capacité de la protéine NS3 à, d’une part inhiber la réponse IFN-α/β et, d’autre part à 

potentialiser la voie MAPK/ERK, démontrant ainsi que ce n’est pas l’activation de l’une qui 

entraine l’inhibition de l’autre. De ce fait, nous pouvons dire que le BTV a évolué pour 

développer des stratégies lui permettant de moduler ces deux voies de signalisation 

indépendamment du lien qu’elles peuvent avoir entre elles. De façon intéressante, des 
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résultats similaires ont été démontrés pour la protéine C du HPIV-3 qui est capable à la fois 

d’inhiber le signal des interférons de type I (interaction avec STAT1) et d’activer la voie de 

signalisation MAPK/ERK (interaction avec GRB2) en utilisant deux stratégies totalement 

indépendantes [331]. 

 

De plus, l’activation de la voie MAPK/ERK peut conduire à une production importante de 

cytokines pro-inflammatoire pouvant être à l’origine de l’hyper-inflammation des tissus 

infectés par le BTV. Afin de révéler une telle hyper-inflammation, il serait intéressant de 

réaliser des expériences in vivo consistant à infecter des souris avec le BTV et à les traiter 

avec l’U0126 pour étudier l’impact de l’inhibiteur sur la production de cytokines pro-

inflammatoires (IL-1 et IL-6). Étant donné que nous observons un impact de l’U0126 sur 

l’expression de NS3, celui-ci pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique 

intéressante contre le BTV. 
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Ce travail de thèse a permis de réaliser le premier interactome complet virus-hôtes 

(mammifère et vecteur) pour un virus strictement animal et révèle la diversité des 

interactions protéiques qu’établit le BTV avec ses hôtes. Nous avons ainsi pu identifier 83 

nouveaux interacteurs du BTV-8 et du BTV-27. L’identification de ces interacteurs permet de 

mettre en évidence les voies de signalisation ainsi que les modules fonctionnels ciblés par le 

BTV. De plus, les cartes générées révèlent toutes les connexions potentielles que le BTV 

pourrait établir avec ses hôtes pour se répliquer et échapper à la défense de l’hôte. Des 

expériences de validation biochimiques et fonctionnelles de ces interactions sont en cours 

pour identifier les conséquences qu’elles peuvent avoir aussi bien sur le virus que sur la 

cellule. L’analyse des résultats nous révèle un plus grand nombre d’interacteurs pour l’hôte 

bovin que pour l’hôte vecteur et la validation biochimique de certains d’entre eux révèle que 

la majorité des interacteurs semblent être partagés entre le BTV-8 et le BTV-27. En effet, les 

cartes que nous avons construites à partir des données brutes Y2H comporte probablement 

un nombre significatif d’interactions manquantes (ou faux négatifs) et le nombre 

d’interacteurs cellulaires partagés entre les deux sérotypes serait par conséquent sous-

estimé. L’objectif à présent est donc de comparer ces interactions entre ces deux sérotypes 

afin d’identifier des interactions cellulaires communes et spécifiques de chacun de ces virus, 

ce qui suppose de tirer des conclusions aussi bien sur la présence que sur l’absence 

d’interaction entre une paire de protéines virale et cellulaire donnée. 

 

En parallèle de cette approche de protéomique, nous avons mis en évidence une nouvelle 

fonction portée par la protéine non structurale NS3 de BTV sur la voie MAPK/ERK qui joue un 

rôle essentiel dans de nombreux processus cellulaires importants au bon fonctionnement de 

la cellule. En effet, en plus de son rôle antagoniste sur la voie des IFN-α/β, NS3 induit 

l’activation de la voie MAPK/ERK. Ce phénomène permet probablement au BTV en fonction 

de son cycle de réplication d’augmenter la survie cellulaire par contrôle du cycle cellulaire. Il 

pourrait également lui permettre de cibler l’activité de facteurs de traduction à son propre 

profit. L’ensemble de nos données illustre parfaitement bien, sur le plan moléculaire, le rôle 

de la protéine NS3 dans la virulence et la pathogénicité associées à l’infection par le BTV.  

L’identification des interactions que possèdent les protéines virales avec les protéines 

cellulaires ainsi que les acteurs orchestrant la survie du virus chez l’hôte s’avère essentielle 
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pour comprendre le cycle de vie du virus et identifier des mécanismes généraux de 

régulation de l’infection virale. Ces mécanismes, qui pourraient être aussi conservés chez 

d’autres virus, faciliteraient l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques pouvant 

prévenir certaines interactions qui entrainent une pathogenèse virale.  
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Annexe 1 : Exemples de mécanismes de modulations viro-induites de la voie MAPK/ERK 
(liste non exhaustive). 
En rouge ont été indiqués les virus oncogènes, en vert les virus à ADN et en bleu les virus à 
ARN. NC : information non connue. Le tableau a été réalisé à partir de données issues des 
publications suivantes : [294,296-298,331,332,334-355].	
 
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Virus Protéine virale Niveau de la modulation de la 
cascade/partenaire

Conséquence pour le virus Conséquence pour la cellule Références

adénovirus (ADNV) phase tardive du 
cycle viral

c-myc favorise la réplication virale NC 334

herpèsvirus humain 8 
(sarcome de Kaposi)

ORF45 FOS permet la sortie de l'état de latence,
favorise la réplication virale

modification du cytosquelette d'actine 335, 336

papillomavirus 
(HPV et BPV)

E5 PDGFR responsable de la pathogénicité HPV module l'activité de l'EGFR 294

rétrovirus érythroblastose
aviaire (AEV) 

v-ErbB GRB2 NC NC 294

virus d'Epstein-Barr 
(EBV) 

LMP1 induit l'expression de l'EGFR NC NC 294

virus d'Epstein-Barr 
(EBV) 

LMP2A ERK1/RAS NC NC 338, 339

virus de la forêt de smliki 
(SFV)

SFGF entre en compétition avec l'EGF 
pour la liaison au récepteur ErbB

favorise la réplication des nouvelles 
particules virales

stimule la mitose,
stimule la croissance cellulaire

340

virus de l'hépatite B 
(VHB)

X module positivement FoxM1 
(Forkhead box M1)

NC induit des carcinomes hépatocellulaires 294, 337

virus de l’hépatite C 
(VHC) 

protéines du core (E2)
NS5A

Raf
AP-1

favorise la réplication virale : le 
traitement aux inhibiteurs diminuent 

l'infectiosité virale

augmentation de l'activité de NF-κB 
dépendant de l'expression de TGFα,
diminue la prolifération des cellules T 
résultant en l'inhibition de l'expression 

des gènes IL-2 et IL-2Rα

341

virus du myxome 
(MYXV)

MGF
entre en compétition avec l'EGF 

pour la liaison au récepteur
 ErbB-2/3

favorise la réplication des nouvelles 
particules virales

stimule la mitose,
stimule la croissance cellulaire

340

cytomégalovirus 
(HCMV)

NC MSK permet la sortie de l'état de latence,
favorise la réplication virale

phosphorylation de l'histone H3 pour le 
remodelage de la chromatine 

342

herpès simplex de type 1 
(HSV-1) protéine d'enveloppe RTK

permet l'entrée dans la cellule hôte
favorise la réplication virale : le 

traitement aux inhibiteurs diminuent le 
titre viral

réorganisation du cytosquelette,
inactivation de la cofiline et favorise la 
polymérisation des filaments d'actine 

343

rhadinovirus du singe 
rhésus 

ORF45 ERK2 favorise l’expression des gènes lytiques 
et la production virale 

NC 344, 345

virus de la vaccine (VACV) VGF entre en compétition avec l'EGF 
pour la liaison au récepteur ErbB-1

favorise la virulence du virus stimule la mitose,
stimule la croissance cellulaire

340

virus du molluscum 
contagiosum (MCV)

NC entre en compétition avec l'EGF 
pour la liaison au récepteur ErbB-1

favorise la réplication des nouvelles 
particules virales

stimule la mitose,
stimule la croissance cellulaire

340

virus Visna
(VMV) 

Rev NC

contribue à la pathogénicité 
neurodégénérative virale,

favorise la réplication virale : le 
traitement aux inhibiteurs abolit la 

réplication virale

NC 346
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Rotavirus Rhesus (RRV) VP6
un import de calcium induit la 
phosphorylation des protéines 

ERK1/2

favorise la réplication virale,
responsable de la pathogenèse du virus

NC 332

SARS-CoV S PKCα
permet l'activation du promoteur COX-

2 induit par la protéine S ainsi que la 
production de la protéine COX-2

production de cytokines 347

virus Coxsachie B3 
(CVB3)

VP1-3 RAS
favorise la réplication virale : le 

traitement aux inhibiteurs la production 
des protéines virales

induction caspace 3 348

virus de la dengue 
(DENV)

NC NC
favorise la réplication virale : le 

traitement aux inhibiteurs diminuent la 
réplication virale virale

NC 349

virus du nil occidental 
(VNO)

NC import de calcium favorise la réplication virale augmentation du clivage de la caspace 3 296

virus de la fièvre jaune 
(YFV)

NC NC

augmenter la production de nouvelle 
particule virale, 

favorise la réplication virale : le 
traitement aux inhibiteurs abolit la 

réplication virale

NC 297

virus de la maladie de 
Borna (BDV)

NC NC la voie est essentielle pour la 
propagation du virus

NC 350

virus de l’encéphalite de 
Saint-Louis (VESL)

NC NC augmente la production de nouvelle 
particule virale 

NC 297

virus de l'encéphalite 
japonaises (JEV)

NC NC
permet au virus d'induire des 

cytokines pro-inflammatoire et de la 
neurotoxicité

induit l'activation de la caspase 3 pour 
permettre l'apoptose

298, 351

virus de l'hépatite murine 
(MHV)

NC NC favorise la synthèse des ARN NC 352

virus Ebola 
(EBOV)

GP/VP40 ERK2 ? responsable de la cytotoxicité 
du virus

production de cytokines 353

virus influenza A et B
(FLUAV et FLUBV)

hémagglutinine (HA) PKCα

favorise la réplication virale, permettant 
une croissance virale efficace,

contrôle l'export nucléaire des RNPs en 
interférant avec l'activité d'export 

nucléaire de la protéine NEP

production de cytokines 354, 355

virus parainfluenza de type 
3 (hPIV3)

C GRB2 activation des facteurs de traduction 
pour la réplication virale

NC 331

virus respiratoire syncytial 
(RSV)

NC PKC 
nécessaire pour une infection efficace, 
régulation de la production du gène 

RANTES
NC 347

virus de 
l'immunodéficience 
humaine de type 1

(VIH-1)

gp120 
Tat
Nef

ERK2/Raf

favorise l'assemblage, la libération et la 
transmission des particules virales, 

permet la translocation nucléaire pour 
favoriser son intégration,

activation des facteurs de transcription

réorganisation du cytosquelette d'actine 
entraînant une réponse chimiotactique,
activation des facteurs de transcription 

AP1 et NF-κB

347
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Annexe 2 : Oligonucléotides utilisés pour réaliser les clonages, mutagénèses et qPCRs. 
Le premier tableau décrit les oligonucléotides qui ont été utilisés pour les mutagénèses et 
les qPCRs. Les trois tableaux suivants décrivent les oligonucléotides qui ont été utilisés pour 
le clonage par recombinaison Gateway®. Une séquence contenant des sites de 
recombinaisons attB précède les oligonucléotides utilisés pour le clonage par recombinaison 
Gateway®. 
 en sens : ggggacaactttgtacaaaaaagttggc, en anti-sens : ggggacaactttgtacaagaaagttgg. 
 
 

 
 

Mutations/Gène
Oligonucléotide sens

(Sqc 5' -> 3')
Oligonucléotide anti-sens

(Sqc 5' -> 3')
Utilisation

NS3_ALL-EEE
BTV-8 WT

CTATTAGTAGCGGCTGT
GGTTGAGGAGGAGACAT

CAGTTTGTACC

GGTACAAACTGATGTCTCC
TCCTCAACCACAGCCGCTA

CTAATAG
Mutagénèse 

NS3_1-117
BTV-8 WT

GATTGAAGAAGAAAGAT
ATCATCATACACACTAC

GTAGTGTGTATGATGATAT
CTTTCTTCTTCAATC

Mutagénèse 

NS3_Δ118-182
(aa117)

BTV-8 WT

TGATGGTTTGATTTAAA
TGTGAAAGAG

CTCTTTCACATTTAAATCA
AACCATCA

Mutagénèse 

NS3_Δ118-182
(aa183)

BTV-8 WT

TGATGGTTTGATTTAAA
TGTGAAAGAG

CTCTTTCACATTTAAATCA
AACCATCA

Mutagénèse 

NS3_1-117
BTV-27Y WT

GAAGAAGAAACGATGA
ATCATACATATAAC

GTTATATGTATGATTCA
TCGTTTCTTCTTC

Mutagénèse 

NS3_Δ118-182 
(aa117)

BTV-27Y WT

CGATTTAGGTGGAATGA
AGAAGAAACGAATTCTC

ATACATATAACGATG
CTG

CAGCATCGTTATATGTATG
AGAATTCGTTTCTTCTTCA

TTCCACCTAAATCG
Mutagénèse 

NS3_Δ118-182 
(aa182)

BTV-27Y WT

GTGCTACATTTTTGATG
ATGGTTTGCGAATTCAG
TGAAAGAGGCTTGAATC

AGCAAATT

AATTTGCTGATTCAAGCCT
CTTTCACTGAATTCGCAAA
CCATCATCAAAATGTAGC

AC

Mutagénèse 

NS4_L63Q
BTV-8 WT

CCAACTCCCGCATTTGC
ATCTCCACCTCC

GGAGGTGGAGATGCAAAT
GCGGGAGTTGG

Mutagénèse 

GAPDH
ATGCTATCCGGGCTGAT

CCAAA
ACTCCACGACGTACTCAG

CG
q-PCR

NS3
BTV-8 WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

AAACTCATCCTCACCGCATC q-PCR

NS4
BTV-8 WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TACCCATCTTCCTCCATTCG q-PCR

RasGRP1
ATGCTATCCGGGCTGAT

CCAAA
CCGTTGCACAGAGCAATA

GA
q-PCR
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Gène
Oligonucléotide sens

(Sqc 5' -> 3')
Oligonucléotide anti-sens

(Sqc 5' -> 3')
Utilisation

VP1
BTV-8 WT

ATGGTCGCAATCACCGT
GCAA

TTAAACGAACTGGTTTTCA
AGATTTCTA

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP2
BTV-8 WT

ATGGAGGAGCTAGCGAT
TCCGATT

TTATACATTGAGCAGCTTA
GTTAACAT

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP3
BTV-8 WT

ATGGCTGCTCAGAATGA
GCAGCGT

TTACACAGTTGGCGCAGCC
AGCTT

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP4
BTV-8 WT

ATGCCTGAGCCACACGC
AGTA

TTATAAGTGACGCAGTAAT
TCTAGCC

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP5
BTV-8 WT

ATGGGGAAAATCATAAA
GTCCCTAAGCCG

TTAGGCATTTCTTAAGAAG
AGTGGGATA

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP6
BTV-8 WT

ATGTCACTAGCGATACT
TCTTGCACCC

TTAGAGGTGATCGATCAA
ATGCAGGAA

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP7
BTV-8 WT

ATGGACACTATCGCTGC
AAGA

TTACACATAGGCGGCGCG
TGCAA

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS1
BTV-8 WT

ATGGAGCGCTTTTTGAG
AAAATACAAC

TTAATACTCCATCCACATC
TGAGAC

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS2
BTV-8 WT

ATGGAGCAAAAGCAACG
TAGATTTACT

TTAAACGCCGACCGGCAAT
ATGA

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS2_1-130
BTV-8 WT

ATGGAGCAAAAGCAA
CGTAG

TTACGGTTGCACGATTCCC
ATTC

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS2_131-270
BTV-8 WT

ATGTATATGCGGAATGA
TTTTGA

TTACTTAGTTATATGAGTT
CTTG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS2_271-357
BTV-8 WT

ATGGAATACATCGAGAA
GGTCGC

TTAAACGCCGACCGGCA
ATATGA

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3
BTV-8 WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAA

TTAGGTTAATGGCATTTCG
AAACCATC

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3_118-229
BTV-8 WT

ATGGCAATCATACACAC
TACTCTAT

TTAGGTTAATGGCATTTCG
AAACCA

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3_181-229
BTV-8 WT

ATGTGCGCAAAGAGTGA
AAGAGC

TTAGGTTAATGGCATTTCG
AAACCA

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3A
BTV-8 WT

ATGAAACATAATCAAGA
CAGAGTTGAAG

TTAGGTTAATGGCATTTCG
AAACCATCCAG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS4
BTV-8 WT

ATGATGGTGAGGGGG
CG

TTAGAACTACCCATCTTCC
TCCATTC 

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS5
BTV-8 WT

ATGACACCATCTCTCAA
CCACC

TTACATCATCACGAAACGC
TTCCGCG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS5A
BTV-8 WT

ATGCTCCGAGTGCACCG
ATGCC

TTACATCATCACGAAACGC
TTCCGCG

Clonage Gateway®
 des ORFs
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Gène
Oligonucléotide sens

(Sqc 5' -> 3')
Oligonucléotide anti-sens

(Sqc 5' -> 3')
Utilisation

VP1
BTV-27Y WT

ATGATCGCAATTACCGT
GCGAG

TTATCAAACGAATTGGTTT
TCCAAA

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP2
BTV-27Y WT

ATGGATGAGCTGGTTAT
ACCAAT

TTACTACACGTTAAGTAAT
TTAGTC

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP3
BTV-27Y WT

ATGGCTGCTCAGAATGA
GCAGAAAAC

TTATTACGCAGTCGGCGC
GGCTA

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP4
BTV-27Y WT

ATGCCTGGGCCACACGC
AGTGTTGTT

TTATCATAGGTGACGCAGC
AGTTCCA

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP5
BTV-27Y WT

ATGGGGAAGATCATTAA
ATCGCTTAG

TTATCATAAGAGGAGGGG
AATGTCT

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP6
BTV-27Y WT

ATGTCGGCTGCGATACT
TCTTGCAC

TTATTAGAGGTGATCGATT
AAATGCAGG

Clonage Gateway®
 des ORFs

VP7
BTV-27Y WT

ATGGACACTATTGCAGC
GAGGG

TTACTACACATAAGCGGCA
CGAG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS1
BTV-27Y WT

ATGGAGCGCTTTTTGAG
GAAGTAC

TTAACGTTCAGCCCACATC
TGC

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS2
BTV-27Y WT

ATGGGAGGGGTTAAAAA
ATCCTTG

TTAGACACCGATCGGCAAT
GTG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3
BTV-27Y WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TTAGGTTAATGGTATTTCG
AAACCAT

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3_181-229
BTV-27Y WT

ATGCGCAAGGAGTGAAA
GAGGC

TTAGGTTAATGGTATTTCG
AAACCAT

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS4
BTV-27Y WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TTACCCATCCTCTACTGCT
CG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS5
BTV-27Y WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TTACATCATCACGAAACGC
TTCTG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3
BTV-1 WT

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAA

TTAGGTTAATGGTAATTCG
AAACCATCT

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3
EHDV WT

ATGCCAACTTTGTACAA
AAAA

TTATCTGGTGAGTTCCGG
TGG

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3
AHSV WT

ATGAATCTAGCTACAAT
CGCC

CTAGCTCTCGCCATACTT
AAT

Clonage Gateway®
 des ORFs

NS3
EEV WT

ATGTATCCGGTACTATC
AAGA

CTAATGGGCCGCATCTCC
GAA

Clonage Gateway®
 des ORFs
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Gène
Oligonucléotide sens

(Sqc 5' -> 3')
Oligonucléotide anti-sens

(Sqc 5' -> 3')
Utilisation

AATF
bovin

ATGGCGGGACCGCAGTC
CCTGGC

TTAGGCCCCGTGGCTGTCA
TCACG

Clonage Gateway®
 des ORFs

BECN1
bovin

ATGGAGGGGTCTAAGAC
ATCC

TTATTTGTTATAAAACTGT
GAGG

Clonage Gateway®
 des ORFs

BECN1
culicoïde

ATGGCTTGGAGTTCAAA
ATCAGTGG

TTAGGAATTAACATCTTGA
GATGACG

Clonage Gateway®
 des ORFs

CCHCR1
bovin

ATGTTTCGACCTTCAGG
TTCCAC

TTAGAGGCAGACTGAAGA
GGAGG

Clonage Gateway®
 des ORFs

CREB3
bovin

ATGGAGCTGGAATTGGA
TGCT

TTAGCCTGAGTATCTGTCC
TG

Clonage Gateway®
 des ORFs

C1QBP
bovin

ATGTTCCAGCTGCTGCG
CTGCGTGC

TTACTTGCTTTTGACAAAA
CCTTTG

Clonage Gateway®
 des ORFs

C1QBP
culicoïde

ATGTTCAGATTAGTCCG
TACTGC

TTATTTCTTAGCAGTAAAT
TTTG

Clonage Gateway®
 des ORFs

IMMT
bovin

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TTACGGGACTCTTCCTAGG
CCTTC

Clonage Gateway®
 des ORFs

KIF12
bovin

ATGGAGGAACGCGGGTC
GCCCGACGGGGACCCC

TTAACAGGCACGGAGGGC
CTGGCTAGGGCTCCG

Clonage Gateway®
 des ORFs

SIKE1
bovin

ATGAGCTGCACCATCGA
AAGATTC

TTATTTGATGCCTTGGGAA
GCAGTG

Clonage Gateway®
 des ORFs

TACC1
bovin

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TTAGTCCGTCTTTCCCAGC
TTGG

Clonage Gateway®
 des ORFs

TSG101
bovin

ATGCTATCCGGGCTGAT
CCAAA

TTAGTAGAGGTCACTGAG
ACCGC

Clonage Gateway®
 des ORFs

WTAP
bovin

ATGACCAACGAAGAACC
TCTT

TTACCTATCAGGCGTAAAC
TT

Clonage Gateway®
 des ORFs

WTAP_45-369
bovin

ATGACAGATCTCAACTC
TAATGA

TTACCTATCAGGCGTAAAC
TT

Clonage Gateway®
 des ORFs

WTAP_263-396
bovin

ATGGCAGAGGCCACAGG
TAAAG

TTACCTATCAGGCGTAAAC
TT

Clonage Gateway®
 des ORFs
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Annexe 3 : Liste des interacteurs identifiés par double-hybride à partir de la banque MDBK 
pour les protéines codées par le BTV-8. 
Cette liste a été obtenue à partir d’analyses comparatives des séquences des interacteurs 
cellulaires à des séquences de référence spécifiques du bovin (Bos Taurus). Les chiffres 
correspondent au nombre de fois où l’interaction a été identifiée. L’ensemble des protéines 
orthologues chez l’Homo sapiens a été indiqué. En vert ont été indiquées les interactions 
identifiées deux fois ou plus sélectionnés à la suite de l’application du filtre statistique. Les 
initiales NA (Non Assigné) ont été marquées pour l’ensemble des interacteurs non identifiés.  
	

	
	

Homo sapiens Bos Taurus NS1 NS2 NS2(1-130) NS3 NS3(181-229) NS3(Δ118-182) NS3A NS4 NS5 NS5(10-59) VP2 VP3 VP6 VP7 Total
UBA7 UBA7 6 11 17
METTL26 METTL26 4 4
UBE2I UBE2I 3 2 2 7
RPL19 RPL19 1 1 1 3
NA LOC539472 1 1 2
NA GBF1 1 1

GRIN2C GRIN2C 1 1
GSTA2 GSTA1 1 1
RPL10 RPL10 1 1
RPS4X RPS4X 1 1
PAICS PAICS 119 119
NA F1MY51 2 1 3
NA LOC512486 1 1
RPLP1 RPLP1 1 1
NA TMEM236 1 1
CREB3 CREB3 2 2
CCDC85C CCDC85C 4 38 42
RPS5 RPS5 2 6 8
GOLGA2 GOLGA2 31 31
TXNDC11 TXNDC11 30 30
TSG101 TSG101 27 27
PDE4DIP PDE4DIP 14 14
TACC1 TACC1 11 11
NA ARFGEF3 5 5
NA CECR2 4 4
COG8 COG8 4 4
IMMT IMMT 4 4
ACTN1 ACTN1 3 3
NA caV2.1 3 3
BSPRY BSPRY 2 2
KRT18 KRT18 2 2
MT-ATP6 ATP6 1 1 2
BTBD6 BTBD6 1 1
NA F1N107 1 1
NA FBXL19 1 1

HSD3B1 HSD3B1 1 1
PNMA1 PNMA1 1 1
SPEF1 SPEF1 1 1
NA STT3B 1 1

SUCLG1 SUCLG1 1 1
FNDC3B FNDC3B 3 1 4
LMNB1 LMNB1 1 1
WTAP WTAP 34 34
AATF AATF 23 23
KANSL2 KANSL2 18 18
KIF12 KIF12 18 18
PAWR PAWR 17 17
BRD2 BRD2 7 7
LUC7L LUC7L 6 6
CCHCR1 CCHCR1 7 7

GABARAPL2 GABARAPL2 2 2
KXD1 KXD1 2 2
MED21 MED21 2 2
PPP1R12A PPP1R12A 2 2
PSMD14 PSMD14 2 2
SIKE1 SIKE1 2 2

Identifiant des interacteurs Appâts viraux
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RPL24 RPL24 1 1 2
ATP5G2 ATP5G2 1 1
C14orf2 C21H14orf2 1 1
CDCA7L CDCA7L 1 1
NA CDH20 1 1

MT-CO3 COIII 1 1
NA EFTUD2 1 1
NA FAM96B 1 1
NA G3N0F2 1 1

MORC2 MORC2 1 1
NA MYO5C 1 1

NDUFB8 NDUFB8 1 1
NA NWD1 1 1
RPL26 RPL26 1 1
RPS23 RPS23 1 1
NA RRP1B 1 1
NA Tmcc3 1 1

TMEM11 TMEM11 1 1
USMG5 USMG5 1 1
HNRNPK HNRNPK 5 8 13
GRN GRN 3 3
MATN2 MATN2 2 1 3
NA B5TM87 1 1
DCTN3 DCTN3 1 1
FBN2 FBN2 1 1
NA MEGF6 1 1

MT-ND1 ND1 1 1
INO80C T2R65A 1 1
UFD1L UFD1L 1 1
C1QBP C1QBP 2 2
ANAPC15 ANAPC15 1 1
FDPS FDPS 1 1
NA IQSEC1 1 1

EXOSC9 EXOSC9 1 7 5 13
CASP8AP2 CASP8AP2 6 1 7
PIAS2 PIAS2 1 1

TMEM208 TMEM208 1 1
VIM VIM 1 1
MT-CO1 COX1 2 1 3
CTH CTH 1 1
EWSR1 EWSR1 1 1
NDUFB10 NDUFB10 1 1
PLBD2 PLBD2 1 1
RPSA RPSA 1 1
TAGLN2 TAGLN2 1 1
TRAPPC1 TRAPPC1 1 1
NA RPL8 2 2
NA C4BPA 1 1
RPL5 G3MYE2 1 1
MRPL52 MRPL52 1 1
NA ODF3L2 1 1
RPL23 RPL23 1 1
RPL5 RPL5 1 1
S100A11 S100A11 1 1

Total 37 2 148 2 10 265 4 206 20 13 3 46 14 55 825
NA 17 1 24 0 4 71 0 44 3 2 0 16 4 34 220
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Annexe 4 : Liste des interacteurs identifiés par double-hybride à partir de la banque MDBK 
pour les protéines codées par le BTV-27. 
Cette liste a été obtenue à partir d’analyses comparatives des séquences des interacteurs 
cellulaires à des séquences de référence spécifiques du bovin (Bos Taurus). Les chiffres 
correspondent au nombre de fois où l’interaction a été identifiée. L’ensemble des protéines 
orthologues chez l’Homo sapiens a été indiqué. En vert ont été indiquées les interactions 
identifiées deux fois ou plus sélectionnés à la suite de l’application du filtre statistique. Les 
initiales NA (Non Assigné) ont été marquées pour l’ensemble des interacteurs non identifiés.  
	

	
	
	

Homo sapiens Bos Taurus NS1 NS3(Δ118-182) NS3(1-117) NS3(181-229) NS4 NS5 VP6 VP7 Total
SH3GLB1 SH3GLB1 29 29
UBE2I UBE2I 26 5 31
EXOSC9 EXOSC9 17 17
HIPK2 HIPK2 16 16
SSX2IP SSX2IP 12 12
RCBTB2 RCBTB2 11 11
CASP8AP2 CASP8AP2 4 4
PIAS3 PIAS3 3 1 4
TRAF4 TRAF4 3 3
PIAS1 PIAS1 2 2
PIAS2 PIAS2 2 2
RACK1 RACK1 2 2
RPL31 RPL31 2 2
RPS23 RPS23 2 2
UBA7 UBA7 2 2
RPS3A RPS3A 2 2
ACTG1 ACTG1 1 1
NA ATP7B 1 1
NA C4BPA 1 1
CD151 CD151 1 1
NA IQSEC1 1 1

MFHAS1 MFHAS1 1 1
MYL12A MYL12A 1 1
NA PAOX 1 1
RPSA Q862H8 1 1
RPL18A Q862R3 1 1
RPL3 RPL3 1 1
RPL7 RPL7 1 1
NA SNRPC 1 1
NA TSHZ2 1 1

GOLGA2 GOLGA2 30 30
CCDC85C CCDC85C 28 28
KRT18 KRT18 20 20
IMMT IMMT 16 16
PDE4DIP PDE4DIP 10 10
TRAF2 TRAF2 9 9
TXNDC11 TXNDC11 7 2 9
BTBD6 BTBD6 7 7
TSG101 TSG101 7 7
TACC1 TACC1 5 5
DISC1 DISC1 4 4
RINT1 RINT1 4 4
ACTN1 ACTN1 3 3

Identifiant des interacteurs Appâts viraux
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NAP1L1 NAP1L1 2 2
BSPRY BSPRY 1 1 2
NA F1MY51 1 1 2
NA TMEM236 1 1 2
NA ANGPT2 1 1
AP2B1 AP2B1 1 1
NA ARFGEF3 1 1
NA caV2.1 1 1
NA F1MK96 1 1
GCC1 GCC1 1 1
MRPL45 MRPL45 1 1
RBM39 RBM39 1 1
SLC39A8 SLC39A8 1 1
RPS11 RPS11 1 1
EEF1B2 EEF1B2 1 1
NOP53 GLTSCR2 1 1
PAWR PAWR 22 22
MAPK7 MAPK7 14 14
KANSL2 KANSL2 8 8
PPP1R12A PPP1R12A 3 3
JRKL JRKL 2 2
TUSC1 TUSC1 2 2
EEF1A1 O18787 1 1
PDCD7 PDCD7 1 1
NA SNX18 1 1
NA TENM1 1 1
C1QBP C1QBP 1 25 26
MEGF6 MEGF6 13 13
FBN2 FBN2 1 1
MATN2 MATN2 1 1
NA OGT 1 1
GMCL1 GMCL1 3 3
FAM214A FAM214A 1 1
SLCO3A1 SLCO3A1 1 1
BICDL2 BICDL2 9 9
NA CECR2 1 2 3
ANXA1 ANXA1 1 1
NA F1N107 1 1

HIST1H2BH HIST2H2BE 1 1
RPS15A LOC619131 1 1
UBC UBB 1 1

ZDHHC13 ZDHHC13 1 1

Total 214 192 7 3 82 44 5 43 590
NA 63 28 4 0 27 3 0 18 143
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Annexe 5 : Liste des interacteurs identifiés par double-hybride à partir de la banque KC 
pour les protéines codées par le BTV-8. 
Cette liste a été obtenue à partir d’analyses comparatives des séquences des interacteurs 
cellulaires à des séquences de référence spécifiques du culicoïde (Culicoides sonorensis). Les 
chiffres correspondent au nombre de fois où l’interaction a été identifiée. Les noms des 
protéines orthologues chez l’Homo sapiens et chez Drosophila melanogaster ont été 
mentionnés. En vert ont été indiquées les interactions identifiées deux fois ou plus 
sélectionnés à la suite de l’application du filtre statistique. Les initiales NA (Non Assigné) ont 
été marquées pour l’ensemble des interacteurs non identifiés.	
 
 
	

	
	
	
	
	
	 	

Homo sapiens Drosophila melanogaster Culicoides sonorensis NS1 NS3 NS3(181-229) NS3(Δ118-182) NS4 NS5 VP2 VP4 VP7 Total
UBE2I lwr GAWM01014534.1 28 21 49
NA Tsc1 GAWM01004995.1 7 7
ALDOA Ald GAWM01011305.1 2 2
RPL6 RpL6 GAWM01000973.1 1 1
RPS9 RpS9 GAWM01007698.1 1 1
CREG1 CREG GAWM01009157.1 1 1
CLTA Clc GAWM01015031.1 1 1
ANXA7 AnxB9 GAWM01015946.1 1 1
RPLP1 RpLP1 GAWM01008359.1 1 1
EEF1G Ef1gamma GAWM01011978.1 11 11
NA CG17068 GAWM01001761.1 3 3
BECN1 Atg6 GAWM01004552.1 8 8
DCTN1 Gl GAWM01016124.1 8 8
MYH10 zip GAWM01006540.1 1 1
NA NA GAWM01008543.1 1 1
PFDN1 CG13993 GAWM01018068.1 1 1
C1QBP P32 GAWM01008096.1 101 101
EEF1A1 Ef1alpha100E GAWM01006579.1 4 1 5
PUDP Gs1l GAWM01003147.1 2 2
PPP4C Pp4-19C GAWM01002462.1 2 2
HPGDS GstS1 GAWM01002203.1 1 1
CKB Argk GAWM01006044.1 1 1
COL9A1 NA GAWM01003225.1 1 1
SET Set GAWM01006781.1 1 1
PPP2CA mts GAWM01006785.1 1 1
NA NA GAWM01007223.1 1 1
RAB1A Rab1 GAWM01007808.1 1 1
LRRC3B CG16974 GAWM01008420.1 1 1
NA NA GAWM01018190.1 1 1
NA NA GAWM01018666.1 1 1

DHRS11 antdh GAWM01019032.1 1 1
RPSA sta GAWM01017517.1 1 1
NA CG2931 GAWM01003505.1 1 1
RPL13 RpL13 GAWM01015387.1 1 1
NME2 awd GAWM01015843.1 1 1
RPL27 RpL27 GAWM01005177.1 1 1

Total 48 1 17 5 27 119 33 2 27 279
NA 6 0 3 5 8 18 12 1 3 56

Identifiant des interacteurs cellulaires Appâts viraux
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Annexe 6 : Liste des interacteurs identifiés par double-hybride à partir de la banque KC 
pour les protéines codées par le BTV-27. 
Cette liste a été obtenue à partir d’analyses comparatives des séquences des interacteurs 
cellulaires à des séquences de référence spécifiques du culicoïde (Culicoides sonorensis). Les 
chiffres correspondent au nombre de fois où l’interaction a été identifiée. Les noms des 
protéines orthologues chez l’Homo sapiens et chez Drosophila melanogaster ont été 
mentionnés. En vert ont été indiquées les interactions identifiées deux fois ou plus 
sélectionnés à la suite de l’application du filtre statistique. Les initiales NA (Non Assigné) ont 
été marquées pour l’ensemble des interacteurs non identifiés.	
 

	
	
	 	

Homo sapiens Drosophila melanogaster Culicoides sonorensis NS1 NS3(181-229) NS3(Δ118-182) NS4 NS5 VP6 Total
UBE2I lwr GAWM01014534.1 33 33
HIPK2 hipk GAWM01010880.1 6 6
GAPDH Gapdh2 GAWM01011279.1 1 1
EEF1G Ef1gamma GAWM01011978.1 88 7 95
NA NA GAWM01001761.1 9 1 10
ASH2L ash2 GAWM01011984.1 6 6
NA NA GAWM01011906.1 2 2
HSPA8 Hsc70-4 GAWM01007276.1 1 1
HM13 Spp GAWM01008890.1 1 1
DCTN1 Gl GAWM01016124.1 5 5
CKB Argk GAWM01006044.1 1 1
C1QBP P32 GAWM01008096.1 93 93
CYP24A1 dib GAWM01014015.1 3 3
EIF5 eIF5 GAWM01008010.1 1 1

Total 57 110 29 6 108 6 316
NA 17 3 21 0 15 2 58

Identifiant des interacteurs cellulaires Appâts viraux
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Annexe 7 : Séquences peptidiques identifiées pour BRAF par spectrométrie de masse. 
Ces séquences peptidiques ont été obtenues à la suite d’une approche de spectrométrie de 
masse en contexte infectieux et en surexpression de NS3 qui a permis d’identifier BRAF 
comme partenaire de NS3. Dans le tableau est mentionné la position de la séquence 
identifiée dans BRAF ainsi que le degré de confiance. 
	

	
	
	
	
	 	

Séquence dans BRAF Position dans BRAF
Degré de confiance : 

NS3 étiquette 3X FLAG
Degré de confiance : 

infection BTV
QTAQGMDYLHAK [559-570] haute haute

LLFQGFR [254-260] haute haute
IGDFGLATVK [592-601] haute haute

SSSAPNVHINTIEPVNIDDLIR [363-384] haute non déterminé
DQIIFMVGR [663-671] haute non déterminé

LDALQQR [89-95] haute non déterminé
GYLSPDLSK [672-680] haute non déterminé
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Annexe 8 : Publication à laquelle j’ai été associée durant mon doctorat. 

Pendant ma thèse, j’ai également eu l’occasion de participer à un autre projet, qui a été 
valorisé par une publication scientifique. Le manuscrit de cette publication est intégré dans 
la suite de l’annexe. 
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Nonstructural Protein NSs of
Schmallenberg Virus Is Targeted to the
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ABSTRACT Schmallenberg virus (SBV) was discovered in Germany in late 2011 and
then spread rapidly to many European countries. SBV is an orthobunyavirus that
causes abortion and congenital abnormalities in ruminants. A virus-encoded non-
structural protein, termed NSs, is a major virulence factor of SBV, and it is known to
promote the degradation of Rpb1, a subunit of the RNA polymerase II (Pol II) com-
plex, and therefore hampers global cellular transcription. In this study, we found
that NSs is mainly localized in the nucleus of infected cells and specifically appears
to target the nucleolus through a nucleolar localization signal (NoLS) localized be-
tween residues 33 and 51 of the protein. NSs colocalizes with nucleolar markers
such as B23 (nucleophosmin) and fibrillarin. We observed that in SBV-infected cells,
B23 undergoes a nucleolus-to-nucleoplasm redistribution, evocative of virus-induced
nucleolar disruption. In contrast, the nucleolar pattern of B23 was unchanged upon
infection with an SBV recombinant mutant with NSs lacking the NoLS motif
(SBV∆NoLS). Interestingly, unlike wild-type SBV, the inhibitory activity of SBV∆NoLS
toward RNA Pol II transcription is impaired. Overall, our results suggest that a puta-
tive link exists between NSs-induced nucleolar disruption and its inhibitory function
on cellular transcription, which consequently precludes the cellular antiviral response
and/or induces cell death.

IMPORTANCE Schmallenberg virus (SBV) is an emerging arbovirus of ruminants that
spread in Europe between 2011 and 2013. SBV induces fetal abnormalities during
gestation, with the central nervous system being one of the most affected organs.
The virus-encoded NSs protein acts as a virulence factor by impairing host cell tran-
scription. Here, we show that NSs contains a nucleolar localization signal (NoLS) and
induces disorganization of the nucleolus. The NoLS motif in the SBV NSs is abso-
lutely necessary for virus-induced inhibition of cellular transcription. To our knowl-
edge, this is the first report of nucleolar functions for NSs within the Bunyaviridae
family.

KEYWORDS Cellular shutoff, NSs, Schmallenberg virus, bunyavirus, nucleolus

In 2011, a febrile syndrome was reported in adult dairy cows in Germany and the
Netherlands and a novel virus, Schmallenberg virus (SBV), was discovered and found

to be pathogenic for ruminants (1). This newly identified virus belongs to the Orthobu-
nyavirus genus within the Bunyaviridae family. After its first emergence in Northern
Europe, SBV rapidly spread across many European countries, causing a large epidemic
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(2). SBV predominantly affects domestic and wild ruminants and is transmitted by
multiple species of Culicoides biting midges (3–6). In pregnant females, transplacental
infection can lead to stillbirths and abortions or cause severe congenital malformations
in calves, lambs, and goat kids (1, 7, 8).

It is well established that the bunyavirus-encoded NSs protein contributes to viral
pathogenesis by inhibiting host cell transcription and consequently the innate antiviral
response (9–13). The role of SBV NSs as a virulence factor has been investigated using
an NSs deletion mutant (SBV∆NSs) produced by reverse genetics. In NIH-Swiss mice
inoculated by intracerebral route, SBV∆NSs showed an attenuated phenotype charac-
terized by a delay in the time of death in comparison to wild-type (WT) SBV (7). This
shows that SBV NSs plays a major role in viral pathogenesis. SBV∆NSs, in contrast to its
wild-type counterpart, is able to induce the synthesis of interferon (IFN) in several cell
lines, demonstrating that SBV NSs inhibits the host IFN response (7, 14). Interestingly,
SBV NSs is also able to trigger the proteasomal degradation of the Rpb1 subunit of RNA
polymerase II (Pol II) in vitro and subsequently to inhibit cellular transcription and
protein synthesis. The blockade of the IFN response by NSs may be a consequence of
this global inhibition of transcription (15). Besides, a transcriptomic study has shown in
vitro that SBV NSs causes a shutdown in the expression of genes involved in innate
immunity. Nevertheless, this shutdown is incomplete since a few antiviral genes are still
expressed following SBV infection (16). In addition, Barry et al. showed that SBV NSs
could enhance the rate of apoptotic cell death (15).

In the present study, we identified a nucleolar localization signal (NoLS) between
amino acids 33 and 51 (designated “aa 33–51” here) of SBV NSs that allows its
colocalization with naturally resident nucleolar proteins, such as B23 (nucleophosmin)
and fibrillarin. Most importantly, wild-type SBV induces nucleolus-to-nucleoplasm re-
localization of B23 in several cell systems, including primary human neural progenitor
cells (hNPCs). In contrast, the distribution of this protein was unmodified in cells
infected with a mutant virus expressing an NSs variant lacking NoLS (SBV∆NoLS). We
also show that an NSs∆NoLS mutant protein could not inhibit a cytomegalovirus
(CMV)-driven promoter activity in comparison to its wild-type counterpart. To our
knowledge, this is the first characterization of nucleolar targeting of a NSs protein from
bunyaviruses.

RESULTS
SBV NSs subcellular localization. The S segment of SBV encodes the nucleoprotein

N and the nonstructural protein NSs (Fig. 1A). NSs is encoded by an open reading frame
(ORF) between nucleotides 48 and 323 of the antigenomic RNA in position !1 with
respect to the ORF encoding the nucleoprotein N. NSs is poorly detected in SBV-
infected cells or in cells transiently transfected with NSs expression plasmids (15; this
work). This lack of expression might be partially attributed to an intrinsically unstable
nature of the protein, which often relies on the presence of disordered domains.
Indeed, in silico analyses performed with the PONDR-FIT software predict several
natively disordered regions along the primary amino acid sequence (Fig. 1B). Especially,
the N- and C-terminal ends of the protein as well as a central domain encompassing aa
33–51 appeared highly disordered, suggesting that NSs is an intrinsically unstructured
protein. In order to assess the respective contribution of the ordered/disordered
predicted regions in NSs expression and function, we generated expression plasmids
for NSs and NSs deletion mutants containing or not the disordered sequence from aa
33 to aa 51 (Fig. 1C). We also cloned the full-length nucleoprotein (N) ORF as a control.
All of these constructs were expressed as enhanced green fluorescent protein (EGFP)
fusion proteins, and their expression was assessed by Western blotting (WB) upon
transfection of HEK 293T cells using an anti-EGFP antibody (Fig. 1D). Full-length
EGFP-NSs was mostly undetectable, although a very faint band could be inconstantly
observed in some experiments, while all other NSs mutants and the N protein were
detected in variable amounts. Then we assessed the intracellular distribution of these
constructs in HeLa cells (Fig. 1E). As expected, EGFP alone displayed a diffuse pattern

Gouzil et al. Journal of Virology
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throughout the cell, whereas EGFP-N mainly localized in the cytoplasm, as previously
described (15). All NSs constructs, including the previously poorly detected full-length
EGFP-NSs, were mostly present in the nucleus of transfected cells. Among those,
EGFP-NSs(1–51) and EGFP-NSs(33–51) proteins were observed in specific dense punc-
tate structures that were evocative of a nucleolar distribution. On the contrary, EGFP-
NSs(1–33) and EGFP-NSs(52–91) constructs which do not contain the aa 33–51 disor-
dered sequence are excluded from these subnuclear structures. Similar distribution
patterns were found when an ovine cell line and a bovine cell line were analyzed (data
not shown).

NSs contains a nucleolar localization signal (NoLS) and induces nucleolar
disorganization. The atypical subnuclear localization of EGFP-NSs(33–51) prompted us
to determine whether this chimeric protein was localized in nucleolar compartments.
Thus, we carried out fluorescence microscopy in HeLa cells using the EGFP-NSs(33–51)
construct and the nucleolus-resident proteins B23 and fibrillarin (Fig. 2A). EGFP-NSs(33–
51) strongly colocalizes with both B23 and fibrillarin in transfected cells, indicating that
this domain acts as a nucleolar targeting sequence. A similar distribution pattern was
observed in ovine CPT-Tert cells and primary hNPCs (Fig. 2B). Then we searched for the
presence of a nucleolar localization signal (NoLS) in the NSs protein using the web
server NoD (http://www.compbio.dundee.ac.uk/nod) (17). Although no NoLS was rec-
ognized within NSs sequence, the graphical output of the NoLS score revealed a peak
(a value of 0.75) corresponding to a central region of the protein that almost reached

FIG 1 Expression and localization of SBV NSs mutants. (A) Schematic representation of SBV segment S (antigenomic
sense). The 5= and 3= noncoding regions are indicated in white. The open reading frame (ORF) of the N protein is
located between nucleotides 23 and 724. The NSs sequence is encoded by a !1 ORF between nucleotides 48 and
323. (B) Prediction of intrinsically disordered residues in SBV NSs using PONDR-FIT. The horizontal line at 0.5 of the
y axis represents the threshold for disordered/structured residues. Residues with a score above this line are
predicted to be disordered, and residues with a score below 0.5 are predicted to be ordered. (C) Schematic
representation of NSs constructs used in panels D and E. (D) HEK 293T cells were transfected with 500 ng pEGFP-C1,
pEGFP-N, or different pEGFP-NSs mutants as indicated. At 24 h posttransfection, cells were lysed, and lysates were
used for detection of EGFP constructs by Western blot analysis. !-Actin was used as an internal control. (E) HeLa
cells were transfected as in panel D. Twenty-four hours posttransfection, cells were fixed with 4% PFA and labeled
with DAPI (blue) to stain nuclei. Intracellular localization of EGFP constructs (green) was visualized by fluorescence
microscopy ("63 magnification). Scale bars represent 20 "m.

SBV NSs Triggers Nucleolar Reorganization Journal of Virology
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the positive predictive value (i.e., values of !0.80 considered positive) (Fig. 2C).
Interestingly, this region encompasses the aa 33–51 sequence that was seen in Fig. 1E
and 2A and -B to display nucleolar localization. These data demonstrate that the aa
33–51 domain of SBV NSs contains a functional NoLS.

In order to assess whether the full-length NSs is also present in the nucleolus,
fluorescence microscopy was performed in HeLa and CPT-Tert cells and primary hNPCs
transfected with the pEGFP-NSs(1–91) plasmid (Fig. 3). The full-length EGFP-NSs was
predominantly observed in the nucleus of all cell types as described in the legend to
Fig. 1, but nucleolar localization was only partly recognized. Interestingly, B23 was
largely redistributed from the nucleolus to the nucleoplasm in cells expressing EGFP-
NSs. Altogether these results suggest that, once targeted to the nucleolus through an
internal NoLS motif, full-length NSs protein provokes nucleolar disorganization.

SBV triggers nucleolar disruption at an early stage during infection. To better
understand whether SBV perturbs nucleolus organization during infection, CPT-Tert
cells, hNPCs, and HeLa cells were infected with SBV (multiplicity of infection [MOI] of
0.01). Then the viral N protein and the nucleolus-resident protein B23 were detected at
20 h postinfection (p.i.) by fluorescence microscopy (Fig. 4A). In all SBV-infected cell
types, B23 was fully redistributed throughout the nucleoplasm, while in mock-infected
and neighbor-uninfected cells, B23 displayed its typical nucleolar pattern. An alteration
of B23 localization was also induced by Shamonda virus (SHAV), while B23 distribution
pattern was unmodified in bluetongue virus (BTV)-infected cells, despite the fact the
NS4 protein of this virus localizes in the nucleolus (Fig. 4B). This suggests a putative
conserved mechanism between bunyavirus members of the Simbu serogroup.

FIG 2 NSs contains a nucleolar targeting domain. (A and B) HeLa and CPT-Tert cells and hNPCs were transfected with 500 ng
of pEGFP-NSs(33–51). At 24 h posttransfection, cells were fixed with 4% PFA and labeled with DAPI to stain nuclei and with
specific antibodies for B23 and fibrillarin (Fib). Intracellular localization of DAPI-stained nuclei (blue), EGFP-NSs(33–51) (green),
B23 and fibrillarin (red) was visualized by fluorescence microscopy (!63 magnification). One cell per picture was enlarged on
the right side (yellow insets). Scale bars represent 20 "m. (C) Graphic representation showing the average NoLS prediction
score in the SBV NSs protein using NoD, a nucleolar localization sequence detector. The horizontal red line at value 0.8 of the y
axis represents the threshold for NoLS prediction. Amino acid sequences with a score above this line are NoLS candidate
segment regions and represent the range of scores within which a 20-residue segment is predicted to be an NoLS. The blue
dotted line represents the score reached by SBV NSs, and the blue double-headed arrow indicates the aa 33–51 peptide
localization.
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To determine the timing of B23 redistribution during SBV infection, CPT-Tert cells
were mock infected or infected with SBV (MOI of 0.1) and fixed at different times p.i.
(Fig. 5). As soon as 4 h p.i., nucleolar distribution of B23 was already moderately
altered and was completely redistributed in the nucleoplasm of SBV-infected cells
at 12 h p.i. Similar results were found when an MOI of 0.5 was used (data not
shown). These data strongly suggest that reorganization of the nucleolus occurs
early during SBV infection.

SBV-induced nucleolar disorganization precedes Rpb1 degradation. It has been
shown recently that transcription inhibition observed during SBV infection results from
the proteasomal degradation of the Rpb1 subunit of RNA Pol II, which started from 6
h p.i. and was maximal at 15 h p.i. (15). As nucleolar disorganization occurs early during
SBV infection, we wondered if this event can precede Rpb1 degradation. To address this
hypothesis, the expression of Rpb1 as well as the nucleolar protein B23 was first
measured by Western blot analysis at different times p.i. as described in the legend to
Fig. 5. In SBV-infected CPT-Tert cells, the Rpb1 expression level started to decrease from
8 h to 12 h p.i. in comparison with that in mock-infected cells (Fig. 6A), which is in
accordance with previously published data (15). In contrast, the steady-state protein
level of B23 was unmodified at all considered time points p.i., suggesting that SBV
infection alters localization of B23 but not its expression.

Then we studied Rpb1 localization in SBV-infected cells at similar times p.i. (Fig.
6B). As expected, Rpb1 was found in the nucleus of mock-infected cells. In SBV-
infected cells, Rpb1 labeling started to decrease at 6 h p.i. and was poorly detected
or not detected at the subsequent time points p.i. The low proportion of SBV-
infected cells at 6 h p.i. could explain the lack of Rpb1 decrease at this time point
as measured by Western blotting. Altogether these results indicate that nucleolar
reorganization probably occurs a few hours before Rpb1 degradation during SBV
infection.

Mutations in NoLS sequence impair NSs nucleolar localization. We next sought
to identify the critical residues of the NSs(33–51) domain involved in nucleolar target-
ing. NoLS motifs are often enriched in basic residues (18). Interestingly, the NSs(33–51)
domain contains two close stretches of basic residues: RRR(39 – 41) and RRH(48 –50)
(Fig. 7A). Thus, we aimed to assess the role of these positively charged residues in
nucleolar targeting by replacing them by alanine residues. Either the first (NoLS 1), the
second (NoLS 2), or both (NoLS 1!2) basic stretches were modified within the pEGFP-

FIG 3 NSs triggers nucleolar reorganization. (A) HeLa and CPT-Tert cells and hNPCs were transfected with
500 ng of pEGFP-NSs(1–91). At 24 h posttransfection, cells were fixed with 4% PFA and labeled with DAPI
to stain nuclei or stained with specific antibody for B23. Intracellular localization of DAPI-stained nuclei
(blue), EGFP constructs (green), and B23 (red) was visualized by fluorescence microscopy ("63 magni-
fication). Transfected cells are indicated using white arrows. Scale bars represent 20 !m.
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NSs(1–91) plasmid construct. Cells transfected with either NoLS 1 or NoLS 2 mutants
showed a predominant nuclear distribution with no or poor nucleolar localization,
while the distribution of B23 appeared unaffected (Fig. 7B). Interestingly, the double
NoLS 1!2 mutant displayed nuclear distribution, but nucleolar localization was com-
pletely abolished, suggesting that both positively charged sites are important for
nucleolar targeting. These observations correlate with in silico analyses in which
mutations of both basic stretches appeared to be required to fully impair NoLS
prediction ("0.15) (Fig. 7B, right).

In order to specifically address the importance of NSs-induced nucleolar disorgani-
zation in virus replication cycle, we aimed to produce a recombinant virus expressing
an NSs protein unable to reach the cell nucleolus. As N and NSs ORFs overlap on the
S segment, nucleotide changes introduced in the NSs ORF could have a detrimental
impact on N function and consequently on SBV replication. Computational predictions
suggested that the last two residues of NoLS 1 and the first two residues of NoLS 2 were
the most critical residues for nucleolar targeting. Based on this assumption, we de-
signed an NSs mutant with predicted impaired nucleolar localization and low impact on
N ORF (Fig. 7C). We replaced RR residues in positions 41 and 42 (NoLS 1) with GG
residues and the RR residues in positions 48 and 49 (NoLS 2) with SL residues. While
these substitutions created three nonsynonymous mutations in the N ORF (R48K, R49K,

FIG 4 SBV and a Simbu-related virus trigger nucleolar reorganization during infection. (A) HeLa and CPT-Tert cells
and hNPCs were mock infected or infected with the SBV WT (MOI of 0.01). After overnight incubation, cells were
fixed with 4% PFA and labeled with DAPI to stain nuclei or stained with specific antibodies for B23 and SBV N.
Intracellular localization of DAPI-stained nuclei (blue), B23 (red), and SBV N (green) was visualized by fluorescence
microscopy (#63 magnification). Scale bars represent 20 !m. (B) HeLa cells were mock infected or infected with
either Shamonda virus (SHAV [left panel]) or bluetongue virus (BTV [right panel]). After overnight incubation, cells
were fixed with 4% PFA and labeled with DAPI to stain nuclei or stained with specific antibodies for B23, N SHAV,
or NS3 BTV-8. Intracellular localization of DAPI-stained nuclei (blue), B23 (red), and SHAV N or BTV NS3 (green) was
visualized by fluorescence microscopy (#63 magnification). Scale bars represent 20 !m.

Gouzil et al. Journal of Virology

January 2017 Volume 91 Issue 1 e01263-16 jvi.asm.org 6



ANNEXES	
	

	

	 	 215	

	

and T57S), the global charges and properties of the modified residues were preserved.
Site-directed mutagenesis was used to introduce these mutations within pEGFP-NSs(1–
91) to generate an EGFP-NSs(∆NoLS) mutant. Fluorescence microscopy was then used
to study the subcellular localization of EGFP-NSs(∆NoLS) (Fig. 7B, lower panel). As
predicted, EGFP-NSs(∆NoLS) was found in the nucleus but not in the nucleolus, hence
validating the suppression of NSs NoLS function.

An SBV mutant lacking NoLS is impaired in nucleolar disruption. We then
generated a mutant virus, rSBV∆NoLS, harboring these mutations by reverse genetics.
We also rescued a wild-type SBV (rSBV WT) and rSBV∆NSs, an SBV recombinant mutant
virus lacking the entire NSs protein. rSBV∆NoLS displayed the same replication kinetics

FIG 5 SBV-induced nucleolar reorganization occurs early during infection. CPT-Tert cells were infected with SBV WT
(MOI of 0.1). At different time points p.i. (from 2 h to 12 h), cells were fixed with 4% PFA to study the subcellular
localization of B23 and SBV N by fluorescence microscopy. After fixation, cells were labeled with DAPI to stain nuclei
and stained with specific antibodies for B23 and SBV N. Intracellular localization of DAPI-stained nuclei (blue), B23
(red), and SBV N (green) was visualized by fluorescence microscopy (!63 magnification). One cell per picture was
enlarged (yellow insets) to better assess gradual B23 relocalization. Scale bars represent 20 !m.

FIG 6 SBV-induced nucleolar reorganization occurs earlier than Rpb1 degradation. (A and B) CPT-Tert
cells were infected with the SBV WT (MOI of 0.1). At different time points p.i. (from 2 h to 12 h), cells were
either lysed for B23, Rpb1, SBV N and "-actin detection by Western blot analysis (A) or fixed with 4% PFA
and subsequently labeled with DAPI to stain nuclei (blue) and stained with specific antibodies for Rbp1
(red) and SBV N (green). Scale bars represent 20 !m (B).
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and reached the same titers as rSBV WT and rSBV∆NSs in IFN-deficient CPT-Tert cells
(Fig. 8A).

Then the rSBV∆NoLS mutant was used to assess the impact of NSs localization on
nucleolar organization during SBV infection. HeLa and CPT-Tert cells and hNPCs were
mock infected or infected with rSBV WT, rSBV∆NSs, or rSBV∆NoLS (MOI of 0.01) (Fig. 8B
to D). Cells were fixed at 18 h p.i., and B23 was detected by fluorescence microscopy.
In mock-infected cells, B23 displayed a typical nucleolar pattern. In all cell types
infected with rSBV WT, B23 was strongly redistributed throughout the nucleoplasm,
while it was unchanged in neighbor-uninfected cells. However, we did not observe any
redistribution of B23 in both rSBV∆NSs- and rSBV∆NoLS-infected-cells. Thus these data
demonstrate that NSs impairs the B23 natural distribution during SBV infection and NSs
nucleolar localization is necessary for this event.

NSs-induced transcriptional shutoff activity is hampered with !NoLS mutants.
It has recently been shown that SBV NSs inhibits IFN synthesis, and as a consequence,
an SBV recombinant virus lacking NSs is attenuated in vivo (7, 19). Moreover, Barry et
al. found that NSs is able to block global cellular synthesis, including the antiviral
response (15). To assess the role of nucleolar localization in the ability of SBV NSs to
interfere with gene expression, HEK 293T cells were mock infected or infected with
rSBV, rSBV∆NSs, or rSBV∆NoLS (MOI of 0.1) and transfected with a plasmid expressing
firefly luciferase under the control of the CMV promoter, pCMV-Luc(Firefly). Luciferase
activity was measured 24 h later (Fig. 9A). As expected, luciferase activity was strongly

FIG 7 Mutation of a putative nucleolar localization signal impairs NSs nucleolar localization. (A) Amino acid
sequence of the aa 33–51 region of SBV NSs. Bipartite triplet of basic residues corresponding to putative NoLS are
depicted in bold type and termed NoLS 1 and NoLS 2. (B) HeLa cells were transfected with pEGFP-NSs(1–91)
constructs mutated in NoLS 1, NoLS 2, both NoLS 1 and 2, and ∆NoLS as indicated. At 24 h posttransfection, cells
were fixed with 4% PFA and labeled with DAPI to stain nuclei or stained with specific antibody for B23. Intracellular
localizations of EGFP constructs (green), DAPI-stained nuclei (blue), and B23 (red) were visualized by fluorescence
microscopy (!63 magnification). Scale bars represent 20 !m. Each corresponding NoD graphic (right) shows the
average NoLS prediction score in the mutated SBV NSs protein. The horizontal red line at value 0.8 of the y axis
represents the threshold for NoLS prediction, and the blue dotted line represents the score reached by mutated
SBV NSs. (C) Amino acid sequence of the aa 37–51 region of NSs and aa 46 – 60 region of N. Minimal NoLS mutations
designed to be introduced in a recombinant virus were termed ∆NoLS and are depicted in bold type under the NSs
sequence. Modified amino acids in NSs sequence appear in bold type, and consecutive changes in N sequence are
represented in italic above the NSs sequence.
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inhibited in rSBV-infected cells (!90% inhibition) compared to mock-infected cells. In
contrast, luciferase activity was partly restored in cells infected with rSBV∆NoLS (49%
inhibition) and to a lesser extent with rSBV∆NSs (74% inhibition). This suggests that the
NSs nucleolar localization is also needed to counteract RNA Pol II-driven cellular

FIG 8 A SBV∆NoLS mutant virus does not induce nucleolar reorganization. (A) Replication kinetics of rSBV WT, rSBV∆NSs, and
rSBV∆NoLS was assessed in CPT-Tert cells (MOI of 0.1). After infection, cell supernatants were collected from 8 h to 48 h p.i.
and the viral titers were obtained by limiting dilution assays in CPT-Tert cells. Each experiment was performed in triplicate, and
bars indicate the standard errors. (B to D) CPT-Tert cells (B), HeLa cells (C), and hNPCs (D) were mock infected or infected with
rSBV WT, rSBV∆NSs, and rSBV∆NoLS (MOI of 0.01). After 24 h of infection, cells were fixed with 4% PFA and labeled with DAPI
to stain nuclei or stained with specific antibody for B23. Intracellular localization of DAPI-stained nuclei (blue), B23 (red), and
SBV N (green) was visualized by fluorescence microscopy ("63 magnification). Scale bars represent 20 !m.

FIG 9 Involvement of the NoLS motif in NSs-induced cellular shutoff. (A) HEK 293T cells were not transfected (N.T.) or were
transfected with 100 ng of pCMV-Luc(Firefly) reporter plasmid. After overnight incubation, cells were mock infected or infected
with rSBV, rSBV∆NSs, or rSBV∆NoLS. Cell lysates were harvested 24 h p.i. and used to determine luciferase activities. Mean
ratios of activities of triplicate samples were calculated and are presented as percentages of the mock control (#standard
deviations). (B) HEK 293T cells were transfected with 250 ng of empty plasmid ($) or a plasmid encoding the 3"FLAG-NSs WT
or NoLS 1%2 mutant together with 100 ng of the luciferase reporter plasmid pCMV-Luc(Firefly). Cell lysates were harvested 24
h after transfection and used to determine luciferase activities. Mean ratios of activities of triplicate samples were calculated
and are presented as percentages of the control (#standard deviations). Results are representative of one experiment and
were reproduced in three independent experiments. Statistically significant differences are indicated: *, P & 0.05; **, P & 0.01,
and ***, P & 0.001, by Student’s t test. N.S., not significant.
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transcription. Moreover, Rpb1 as well as cellular RNA levels were unmodified in
rSBV∆NoLS-infected cells (data not shown). Then a similar experimental approach was
used to assess the effect of an NSs NoLS mutant on gene expression. We transfected
HEK 293T cells with pCMV-Luc(Firefly) and plasmids encoding WT NSs or mutant NoLS
1!2 (Fig. 9B). As expected, the NSs(1–91) WT drastically repressed the activation of the
firefly luciferase gene expression driven by the CMV promoter. In contrast, luciferase
activity was fully restored in cells transfected with the NSs NoLS 1!2 mutant. Collec-
tively, these results suggest that gene expression shutoff exerted by SBV NSs might
require its proper localization to the nucleolus.

DISCUSSION
The NSs protein is a well-documented virulence factor within the Bunyaviridae that

interferes with the cellular antiviral responses at the transcriptional level to facilitate
viral replication and propagation. In particular, the Rpb1 subunit of RNA Pol II poly-
merase is targeted by several orthobunyaviruses, including the recently emerged SBV
(9, 15, 20–22). In this study, we found that the NSs protein of SBV contains a nucleolar
localization signal (NoLS) that is important for NSs function and disturbs the normal
distribution of nucleolus-resident proteins. While it is well known that the majority of
NSs proteins of bunyaviruses are nuclear proteins, to our knowledge, this is the first
report of the presence of an NoLS within an NSs protein.

Until recently, the nucleolus was considered a subnuclear structure responsible for
rRNA synthesis and nascent ribosome assembly. Several proteomic studies have shown
that more than 6,000 resident or transitory proteins traffic through the nucleolus. The
nucleolus is highly dynamic and plays fundamental roles in cellular stress responses,
innate immune responses, or cell cycle regulation (reviewed in reference 23). Given the
variety of key functions ensured by the nucleolus, many viruses that replicate in the
nucleus (DNA viruses, retroviruses, and some negative-stranded RNA viruses) have
usurped the nucleolus to favor their own replication (24–27). There are now many
examples of viral proteins targeting the nucleolus, but the molecular function behind
this localization is often uncertain or unresolved.

Most of the nucleolar proteins contain basic residue-rich sequences that act as
nucleolar localization signals (NoLSs), although a consensus NoLS motif(s) has not been
clearly defined. This is possibly due to the huge range of interactors involved in
nucleolar localization. In this study, we found that the NSs region between amino acid
residues 33 and 51 of NSs specifically targets this protein to the nucleolus and therefore
acts as an NoLS. Fine dissection of this NoLS sequence allowed us to show that two
stretches of basic residues are crucial for nucleolar targeting. Nucleolar localization of
a protein is often governed by its association with another nucleolus-resident protein.
Alternatively, the protein can traffic to the nucleolus on its own, where it associates
with protein(s) and/or ribosomal DNA (rDNA)/rRNA to be retained in this compartment.
NoLSs are often intimately associated with nuclear localization signals (NLSs) that are
also enriched in basic residues and mediate active transport of proteins through the
nuclear pore complex (28). We now aim to decipher the sequences involved in the
nuclear import of NSs. We believe that NSs could traffic actively between the cytoplasm
and the nucleus, while the NoLS functions more as a retention signal (unpublished
data).

In our study, we found that SBV infection or NSs overexpression triggered the
redistribution of B23 throughout the nucleoplasm. On the other hand, NoLS mutation
in SBV NSs impaired NSs-induced transcription shutdown. These results raise the
question about the link between nucleolar localization of NSs and transcription inhi-
bition. Among the multiple strategies evolved by viruses to interfere with the host
transcription machinery (29), nucleolar targeting is a common mechanism shared by
several picornaviruses (24, 30). Indeed, the 3Cpro protease of poliovirus blocks RNA Pol
I synthesis through modification and inactivation of factors essential for rRNA tran-
scription, upstream binding factor (UBF) and selectivity factor 1 (SL1) possibly involving
its proteolytic activity (31). The encephalomyocarditis virus encodes several proteins
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(2A, 3BVPg, 3Cpro, and 3Dpol) that also localize to the nucleolus at an early stage during
infection (32). Although elucidation of the precise molecular mechanisms of the
shutdown of cellular transcription by picornaviruses awaits further research, the nucle-
olus is clearly a primary interface in this process. In parallel, several studies showed that
transcription inhibition can induce nucleolar disruption (reviewed in reference 33).
Here, we found that nucleolar reorganization observed during SBV infection might
occur slightly before Rpb1 degradation. However, we cannot rule out the possibility
that RNA polymerase II activity might be block at an earlier time point. Thus, although
the data presented in this article clearly show the requirement of an intact NoLS motif
on NSs to ensure its intact subcellular localization and inhibitory function on RNA
synthesis, further experiments are needed to decipher the exact molecular mechanisms
involved in these events.

To date, only two other viral proteins have been reported to trigger Rpb1 degra-
dation during infection: the NSs protein of the SBV-related orthobunyavirus La Crosse
virus (LACV) (9) and the NSP2 protein of alphaviruses (34). This degradation seems to
be linked to the blockade of cellular antiviral responses described for these proteins (9,
12, 35). Strikingly, the NSP2 protein encoded by the alphavirus Semliki Forest virus (SFV)
is targeted to the nucleolus (36). Although the NoLS of SBV NSs is not fully conserved
with LACV NSs, it would be interesting to assess whether the latter could also be
addressed to the nucleolus through a specific sequence.

In an attempt to identify determinants of SBV virulence, Varela et al. serially
performed extensive passage and plaque purification of SBV in CPT-Tert cells. They
unexpectedly obtained an SBV mutant (SBVp32) with increased pathogenicity upon
inoculation to newborn NIH-Swiss mice intracerebrally (7). SBVp32 accumulated 17
nucleotide changes among the three genome segments, with most of mutations
identified within the M and S segments. By in vivo assays, they recently found that the
M segment contains the determinants of virulence of SBVp32. In contrast, a reassortant
containing the S segment of SBVp32 and the remaining genome segments from the
SBV wild type is attenuated in vivo. Importantly, this naturally attenuated mutant
harbors a nonsynonymous change at nucleotide 167, which induces a mutation in the
first basic stretch of the NoLS motif, which is critical for nucleolar localization of NSs
(37). The role of this natural in vitro-occurring mutation in SBV virulence has not
specifically been addressed, but it underlines the importance of the NSs NoLS sequence
in the SBV life cycle. Preliminary data suggest that the replication of the rSBV∆NoLS
recombinant virus is impaired in IFN-competent cells, as previously observed with an
SBV∆NSs mutant (7, 15), especially at late time points (data not shown). Thus, further
work will be required to precise role of the NSs NoLS motif in the cellular antiviral
response and in SBV attenuation.

Among the wide range of lesions that have been reported in SBV-infected fetuses
and newborns, the central nervous system (CNS) constitutes a privileged target (7,
38–41). Indeed, loss of neural cells, and especially progenitor cells that give rise to
precursors of neuronal and glial cell populations, is suspected to play a major role in
SBV pathogenesis in domestic ruminants (E. Laloy, unpublished data). Whether cell loss
either results from a direct SBV-driven cytopathic effect or is the consequence of an
ischemic/inflammatory response requires further investigations. However, the presence
of SBV antigens in neurons of associated lesions is in favor of the former hypothesis (7,
38, 39). Similarly Akabane virus is able to infect neuronal and astroglial cells, which led
to degenerative death (42). In this study, we were able to demonstrate that SBV
replicates efficiently in a model of primary human neural progenitor cells (hNPCs) and
that NSs is highly efficient in these cells to relocate nucleolar proteins. It is interesting
to note that recent findings point toward novel functions of the nucleolus in neuronal
disorders (43, 44). This strengthens the putative link between NSs-triggered nucleolar
alteration and SBV pathogenesis.

In conclusion, the present article clearly shows that the NSs protein of SBV is
targeted to the nucleolus by an NoLS identified in the central region of the protein. The
presence of NSs in the nucleolar compartment causes a nucleolar stress pointed out by
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the relocalization of nucleolar proteins. We cannot rule out that NSs possesses other
biological functions outside the nucleolus, but we think that nucleolar stress is the main
driver for NSs to prompt transcriptional shutoff and, therefore, provide the molecular
basis explaining the role of SBV NSs as a virulence factor.

MATERIALS AND METHODS
Cells. HeLa cells (kindly provided by Damien Arnoult, Inserm U1014, Hôpital Paul Brousse, Villejuif,

France), HEK 293T cells, Vero cells (kindly provided by Pierre-Olivier Vidalain, UMR8601, CNRS-Université
Paris-Descartes, Paris, France), and BSR-T7/5 cells (kindly provided by Jean-François Eleouët, INRA VIM,
Jouy-en-Josas, France) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM [Gibco]) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS [Eurobio]), and 1% sodium pyruvate with 100
IU/ml penicillin plus 100 !g/ml streptomycin (P-S [Gibco]). BSR T7/5 cells stably expressing the T7
polymerase were cultured in the presence of G418 (final concentration of 50 !g/ml) every five passages
to maintain T7 expression. BHK-21 cells (kindly provided by the National Reference Laboratory for
Orbiviruses, Laboratory for Animal Health, ANSES, Maisons-Alfort, France) were grown in Glasgow MEM
(GMEM [Sigma-Aldrich]) supplemented with tryptose phosphate broth, 10% FCS, and P-S. The ovine
CPT-Tert cell line (kindly provided by David Griffiths, Moredun Research Institute, Penicuik, UK) derives
from choroid plexus cells (45) and was grown in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM [Sigma-
Aldrich]) supplemented with 10% FCS, 1% sodium pyruvate, 1 mM nonessential amino acids, and P-S.
Human neural progenitor cell cultures (hNPCs) were prepared from human fetal brains (first trimester
stage [see references 46 and 47 for details]). hNPCs were maintained in advanced DMEM–F-12 (Invitrogen
Life Technologies) supplemented with L-glutamine (2 mM [Gibco]), apotransferrin (0.1 mg/ml [Sigma-
Aldrich]), insulin (25 !g/ml [Sigma-Aldrich]), and progesterone (6.3 ng/ml [Sigma-Aldrich]). Medium was
changed 3 times a week, and epidermal growth factor and basic fibroblast growth factor (both at 20
ng/ml [Abcys]) were added to maintain undifferentiated cells. All cells were cultured at 37°C in 95%
air–5% CO2.

Viruses and infections. The wild-type SBV viral strain was isolated from the brain of a stillborn
malformed lamb in the department of Moselle in France in 2012 (UMR1161 Virology Collection, ANSES,
Maisons-Alfort, France). Virus titers were determined by standard plaque assays or endpoint dilution in
CPT-Tert cells and expressed as PFU per milliliter or 50% tissue culture infective dose (TCID50) per
milliliter. Shamonda virus (SHAV) was kindly provided by Philippe Despres (Institut Pasteur, France). The
wild-type field strain of bluetongue virus serotype 8 (BTV-8) was isolated in the department of Ardennes
in 2006 (48). Infections were performed with subconfluent HeLa and CPT-Tert cells or hNPCs. Cells were
washed in serum-free medium and then inoculated with the viral inoculum at a multiplicity of infection
(MOI) of 0.01 or 0.1/cell diluted in serum-free medium. Serum-free medium was used as an inoculum for
mock-infected cells. After 1 h of incubation at 37°C while stirring, the inoculum was discarded, and fresh
medium supplemented with 10% FCS was added to cell cultures. After infection, cells were analyzed at
the indicated time points by fluorescence microscopy or Western blotting.

Plasmids. DNA sequences containing full-length open reading frames (ORFs) of SBV N, NSs(1–91), or
NSs deletion mutants corresponding to aa 1 to 33, 1 to 51, 52 to 91, or 33 to 51 were amplified by PCR
and cloned by in vitro recombination into pDONR207 (Gateway system; Invitrogen) as described in
references 49 and 50). These SBV coding sequences were subsequently recombined into the pEGFP-C1
or pCINeo-3!FLAG modified vectors using the Gateway cloning procedure to generate fusion proteins
downstream of EGFP (pEGFP-N/NSs constructs) or 3!FLAG (pF-NSs constructs), respectively (50). NoLS
mutants on NSs full-length plasmid constructs were generated by site-directed mutagenesis following
the manufacturer’s instructions (QuikChange II site-directed mutagenesis [Agilent]). The pCMV-
Luc(Firefly) luciferase reporter plasmid was kindly provided by Frédérick Arnaud (UMR754 INRA-UCBL-
EPHE). The pUCSBVST7, pUCSBVMT7, pUCSBVLT7, and pUCSBV∆NSsT7 plasmids encoding antigenomic
viral S, M, L, and S∆NSs segments, respectively, were used to generate recombinant wild-type (rSBV) and
∆NSs (rSBV∆NSs) viruses as described in reference 7. pUCSBV∆NoLST7 was obtained by introducing 4
codon changes in pUCSBVST7 by site-directed mutagenesis to abolish the NSs nucleolar localization
signal (Fig. 7).

Transfections. All transfections were performed with JetPRIME (Polyplus) according to the manu-
facturer’s instructions.

Reverse genetics. The recombinant rSBV WT, rSBV∆NSs, and rSBV∆NoLS viruses were generated
using the SBV reverse-genetics protocols described in reference 7. Briefly, BSR-T7/5 cells were transfected
with 750 !g of each plasmid carrying the antigenome. Supernatants were collected 5 days posttrans-
fection, and the titers of the rescued viruses were determined by plaque assays in CPT-Tert cells.

Virus replication kinetics. To assess the replication kinetics of recombinant SBV viruses, 24-well
plates were seeded with 1 ! 105 CPT-Tert cells/well, and the cells were infected at an MOI of 0.01. Cell
supernatants were collected at several time points postinfection (p.i.) and used to estimate the presence
of infectious viral particles by endpoint dilution performed in CPT-Tert cells.

Computational analyses. PONDR-FIT, a meta-predictor of intrinsically disordered residues, was used
to predict the disordered region(s) in the NSs amino acid sequence (available at www.disprot.org) (51).
Prediction of nucleolar localization sequences was performed using the web server NoD (available at:
http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-nod/) (17).

Antibodies. SBV infection was detected using a rabbit polyclonal antiserum raised against the SBV
N protein expressed as a His-tagged recombinant protein from baculovirus in insect cell line Sf9 (Western
blotting [WB], 1:1,000; immunofluorescence [IF], 1:500) (UMR1161 Virology, ANSES, Maisons-Alfort,
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France). N and NSs proteins expressed in fusion downstream of EGFP were detected using mouse
monoclonal anti-GFP antibody (Roche Life Science; reference no. 11814460001 [WB, 1:2,000]). Monoclo-
nal anti-B23 (reference no. B0556 [WB, 1:10,000; IF, 1:1,000]) and antiactin (clone AC-40; reference no.
A3853 [WB 1:2,500]) antibodies were purchased from Sigma-Aldrich. Mouse monoclonal antibody against
fibrillarin used in this study was from Abcam (IF, 1:250). Mouse anti-Rpb1 monoclonal antibody was
purchased from Ozyme (clone 8WG16; reference no. BLE92010 [WB, 1:500; IF, 1:250]).

Luciferase reporter assays. The effect of NoLS mutations on NSs-driven inhibition of gene expres-
sion was assessed using luciferase reporter assays. Briefly, 7 ! 105 HEK 293T cells were transfected with
250 ng of empty plasmid (") or plasmids encoding 3!FLAG-NSs WT or the NoLS 1#2 mutant together
with 100 ng of the luciferase reporter plasmid pCMV-Luc(Firefly). Cells were incubated for 24 h and then
lysed in luciferase lysis buffer (25 mM Tris [pH 7.8], 0.8 mM MgCl2, 0.1% Triton X-100, 15% glycerol). Firefly
luciferase activity was determined using the Bright-Glo luciferase assay system (Promega). Each exper-
iment was performed in triplicate at least three times independently. Mean ratios of activities of triplicate
samples were calculated and presented as percentages of the control ($standard deviations). To assess
the effect of SBV mutant viruses on the CMV promoter, 24-well plates were seeded with 7 ! 105 HEK
293T cells, and the cells were mock infected or infected with rSBV WT, SBV∆NSs, and SBV∆NoLS (MOI of
0.1). Immediately after infection, cells were transfected with 100 ng of pCMV-Luc(Firefly) and analyzed as
described above.

Immunofluorescence assays. Twelve-millimeter-diameter coverslips in 24-well plates were seeded
with CPT-Tert (2 ! 105) or HeLa (1 ! 105) cells. Twenty-four-well glass plates (Ibidi !-plates, BioValley)
precoated with Matrigel (1:1,000 [Corning, France]) were directly seeded with hNPCs (1 ! 105). After
transfection and/or infection, cells were washed 3 times in phosphate-buffered saline (PBS) and fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA [Electron Microscopy Sciences]) in PBS for 20 min at room temperature.
Cells were permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS and incubated in blocking buffer (1% bovine
serum albumin in PBS). The appropriate dilution of primary antibodies was then added for 1 h at room
temperature. Cells were then washed three times in PBS, and Alexa Fluor 488 anti-mouse and Alexa Fluor
555 anti-rabbit secondary antibodies (Molecular Probes) were used to detect bound primary antibodies.
Samples were mounted in Mowiol containing DAPI (4,6=-diamidino-2-phenylindole) for staining of nuclei
(Sigma-Aldrich). Microscopy studies were carried out with an Axio observer Z1 fluorescence inverted
microscope (Zeiss), and images were acquired using the Zen 2012 software and analyzed with ImageJ.
Each experiment was reproduced at least 3 times.

Western blot analysis. Cells were harvested in lysis buffer (20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl,
1% Triton X-100, and 10% glycerol supplemented with a cocktail of protease inhibitors according to the
manufacturer’s instructions (Complete EDTA-free [Roche Life Science]). Insoluble material was centri-
fuged at 10,000 ! g for 15 min at 4°C, and the supernatant was kept as the soluble fraction. The total
protein concentration of the soluble fraction was determined by a micro-bicinchoninic acid (micro-BCA)
assay (Thermo Fisher). Protein extracts were reduced by being heated at 95°C for 5 min in the presence
of denaturing agent, and an equal amount of proteins was resolved by 10% to 15% sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), followed by transfer to nitrocellulose membrane
(Hybond-ECL; Amersham Biosciences). Membranes were blocked with phosphate-buffered saline (PBS)
containing 5% dry milk and 0.1% Tween 20 and incubated with the required dilution of specific
antibodies. Bound primary antibodies were detected using horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit or anti-mouse secondary antibodies (Dako [diluted 1:5,000]) and an enhanced luminol-based
chemiluminescent detection system (ECL clarity; Bio-Rad).

Statistical analyses. Statistical analyses were conducted with the Student t test. Differences were
considered to be significant if the P value was %0.05.
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RESUME 
 
Le virus de la fièvre catarrhale ovine (Bluetongue virus, BTV) est l’agent étiologique de la maladie du même nom, une 
arbovirose non contagieuse transmise aux ruminants domestiques et sauvages par l’intermédiaire de morsures de 
moucherons hématophages du genre Culicoides. Il existe actuellement 27 sérotypes décrits de BTV à travers le monde 
qui se distinguent par les pathologies qu’ils induisent et leur capacité à infecter et se propager chez leur(s) hôte(s) 
mammifère(s). Le premier objectif de mon projet de thèse visait à identifier les interactions cellulaires spécifiques des 
sérotypes 8 et 27 pour identifier des facteurs de pathogénicité/virulence et/ou de franchissement de barrière 
d’espèces. Pour atteindre cet objectif, l’ensemble des protéines virales du BTV a été criblé par la méthode du double-
hybride en levure contre deux banques d’ADN complémentaires, l’une d’origine bovine et l’autre d’origine culicoïde. A 
l’issue de 70 cribles, une centaine de nouvelles interactions virus-hôtes a été mise en évidence et révèle un 
enrichissement pour quatre processus cellulaires : l’épissage des ARNm, les ribosomes, la SUMOylation et l’apoptose. 
Cette étude nous a ainsi permis de réaliser le premier interactome pour le BTV qui se poursuit au travers de multiples 
validations biochimiques et fonctionnelles des interactions identifiées. En parallèle de ce travail de protéomique, le 
second objectif de mon projet de thèse a été de déterminer l’impact du BTV sur la voie MAPK/ERK, une voie cellulaire 
essentielle à la prolifération et différenciation cellulaire et classiquement modulée lors d’infections virales. En plus de 
son rôle antagoniste sur la voie des interférons de type I, nous avons démontré la capacité de la protéine NS3 de BTV 
à activer la voie MAPK/ERK. En effet, nous avons démontré que NS3 a la capacité d’augmenter le niveau de 
phosphorylation des protéines kinases ERK1/2 mais également du facteur de traduction eIF4E. Cette fonction, qui 
semble être spécifique au BTV par rapport aux autres orbivirus, implique l’interaction de NS3 avec la protéine 
cellulaire BRAF, une protéine MAP3 kinase jouant un rôle majeur dans l’activation de la voie MAPK/ERK. L’activation 
de cette voie par NS3 pourrait être un mécanisme de détournement de la traduction cellulaire au profit de celle du 
virus mais aussi constituer un élément de réponse pour expliquer l’hyper-inflammation observée dans le cas d’une 
infection par ce virus. 
MOTS CLES : virus de la fièvre catarrhale ovine, interactions virus-hôtes, protéine NS3, voie MAPK/ERK 
	
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Bluetongue virus (BTV) is the etiological agent of the bluetongue (BT) disease, a non-contagious arbovirus that affects 
a wide range of wild and domestic ruminants. It is transmitted by blood-feeding midges of the genus Culicoides. There 
are currently 27 serotypes described of BTV in the world that are distinguished by their differences in term of 
pathology/virulence and their capacity to infect and disseminate in their mammalian host(s). The first objective of my 
thesis project was to identify specific cellular interactions of serotype 8 and 27 to reveal new factors of 
pathogenicity/virulence and/or cross species barrier. To reach this goal, all the proteins encoded by BTV were used as 
baits to screen, by a high-throughput yeast two-hybrid (Y2H) approach, two complementary DNA libraries originating 
from hosts naturally infected by BTV : Culicoides and cattle. Therefore, 70 screens were performed to identify a 
hundred of new virus-host interactions and reveal an enrichment for four cellular processes : mRNA splicing, 
ribosomes, SUMOylation and apoptosis. This study allowed us to build the first interactome of BTV which continues 
through multiple biochemical and functional validations of the identified interactions. In parallel to this proteomics 
work, my second objective was to determine the impact of BTV on the MAPK/ERK pathway, a cellular pathway 
essential for cell proliferation and differentiation usually modulated during viral infections. In addition to its 
antagonist role on the type I interferon pathway, we have demonstrated the ability of BTV-NS3 to activate the 
MAPK/ERK pathway. Indeed, we have demonstrated that NS3 has the ability to increase the level of phosphorylation 
of ERK1/2 protein and the eIF4E translation factor. This function, which seems to be specific to BTV compared to other 
orbiviruses, involves the interaction of NS3 with BRAF cellular protein, a MAP3 kinase protein that plays a major role 
in the regulation of the MAPK/ERK pathway. These results could provide a better understanding of the molecular basis 
underlying the hijacking of the translation machinery to support virus replication but also constitute a hypothesis to 
explain the hyperinflammation observed in the BTV infection context. 
KEYWORDS : bluetongue virus, virus-host interactions, NS3 protein, MAPK/ERK signaling pathway 
 


