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DENV Dengue Virus 
DHX9 DExH-Box Helicase 9 
Dia2 Diaphanous Related Formin 2 
Dlg Discs large  
DMSO Diméthylsulfoxyde 
DMV Double membrane vesicle 
DNAJA1 DnaJ Heat Shock Protein Family Member A1 
DOCK Dedicator of cytokinesis (famille) 
EBOV Ebola virus 
ECSA East/Central/South African (CHIKV lineage) 
EEEV Eastern Equine Encephalitis Virus 
eIF4E Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E 
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EILV  Eilat Virus 
Ena Drosophila Enabled 
Eps15 Epidermal Growth Factor Receptor Pathway Substrate 15 
ESCRT endosomal sorting complexes required for transport 
FH2 Formin-like protein 2 
FHL1 Four And A Half LIM Domains 1 
FHV Flock house virus  
FLP Finger like protrusions 
GAG Glycosaminoglycane 
GAP GTPase Activating proteins  
GDI Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitors  
GEF Guanine nucleotide exhange factors  
GIT G-protein-coupled receptor (GPCR)-kinase-interacting proteins 

(famille) 
Gtase Guanylil transferase 
HAX1  HCLS1 Associated Protein X-1 
HEK293T Human embryonic kidney 293 cells expressing the SV40 large T 

antigen. 
HeLa Henrietta Lacks cell line 
HIV human immunodeficiency viruses 
hnRNP Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 
HPV Human papilloma virus 
HS Heparan sulfate 
HSPC300  Haematopoietic stem/progenitor cell protein 300 
HSV Herpes simplex virus 
HTLV Virus T-lymphotrope humain  
HTS High-throughput screening 
HVD Hypervariable domain (nsP3) 
IFIT1 Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats 1 
IFN Interferon 
InV Influenza virus 
IOL Indian Ocean (CHIKV lineage) 
IPO4  Importin 4 
IQGAP Ras GTPase-activating-like protein 
IRS4  Insulin Receptor Substrate 4 
IRSP53 Insulin receptor substrate of 53 kDa 
JAK Janus Kinases 
KSHV Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus 
LC-MS/MS Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry 
LDLRAD3  low density lipoprotein receptor class A domain containing 3 
LFQ label-free quantification 
Lgl Lethal giant larvae 
LIMK LIM Motif-Containing Protein Kinase 
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LPA Lisophophatidic Acid 
LRR  Leucine-rich repeat (domain) 
MARV Marburg virus 
MAYV Mayaro Virus  
MD N-terminal Macrodomain (nsP3) 
MIDV Middelburg Virus 
MLV Murine Leukemia Virus 
MMTV Mouse Mammary Tumour Virus 
MNKS MAP kinase-activated protein kinase 
Mtase Méthyl-transferase 
mTOR Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase 
Mxra8 Matrix Remodeling Associated 8 
Nap1 Nucleosome assembly protein 1 
NES Nuclear export signal 
NHP Primate non humain 
NK-1R Neurokinin Receptor 1 
NLS Nuclear localization signal 
NRAMP2  Natural resistance-associated macrophage protein 2  
nsPs Non structural proteins 
NW New World (Alphavirus) 
OMS Organisation Mondiale de la santé 
ONNV O'nyong-nyong Virus  
ORF Open reading frame 
OW Old World (Alphavirus) 
PA Phosphatidic Acid 
PAK1  Serine/threonine-protein kinase 1 
PDZ  PSD95-Dlg1-Zo1 (Domain) 
PE Phosphatidylethanolamin 
PFU Plaque forming unit 
PHB Prohibitin 1 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 
PRV Pseudorabies virus 
PS Packaging signal 
PSTPIP2  Proline-Serine-Threonine Phosphatase Interacting Protein 2 
Rab5  Ras-related protein Rab-5 
Rab7 Ras-related protein Rab-7 
Rac1 Ras homologous member 
RCN2  Reticulocalbin 2 
RdRp ARN polymérase ARN-dépendante 
RE Reticulum endoplasmique 
RhoA Ras homologous member 
RIOK3 Serine/threonine-protein kinase RIO3 
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ROCK Rho-associated protein kinase 
RRV Ross River Virus 
RTPase RNA triphosphatase 
SAV Salmonid Alphavirus 
SCAR Suppressor of cAR 
SCRIB Scribble Planar Cell Polarity Protein 
SFV Semliki Forest Virus 
SG Stress Granule 
SINV Sindbis Virus 
SMV Single membrane vesicle 
sPs Structural Proteins 
Sra-1 Steroid Receptor RNA Activator 1 
STAT Signal transducer and activator of transcription proteins  
STING Stimulator of interferon genes 
TBSV Tomato bushy stunt virus  
Tiam1 T-Lymphoma Invasion And Metastasis-Inducing Protein 1 
TIMM50  Translocase Of Inner Mitochondrial Membrane 50 
TMEM-192 Transmembrane protein 192 
TNT Tunelling nanotube 
UTR Untranslated region (mRNA) 
VACV  Vaccinia virus 
VASP Vasodilator-stimulated phosphoprotein 
VEEV Venezuelan equine encephalitis virus 
VLDR Very low-density lipoprotein receptor 
VSV Vesicular stomatitis Indiana virus 
WAf West African (CHIKV lineage) 
WASP Wiskott–Aldrich syndrome protein 
WAVE WASP-family verprolin-homologous protein (famille) 
WEEV Western Equine Encephalitis Virus 
WRC WAVE regulatory complex 
ZDHHC2  Zinc Finger DHHC-Type Palmitoyltransferase 2 
ZDHHC9 Zinc Finger DHHC-Type Palmitoyltransferase 9 
ZIKV Zika virus 
β-PIX P21-activated protein kinase exchange factor beta 
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Chapitre 1. Introduction 

1. CHIKV une menace ré-émergente 

 

 

La fièvre Chikungunya (CHIKF) est une pathologie qui est identifiée comme une 

maladie fébrile aiguë généralement accompagnée d'une éruption cutanée et d'une 

arthralgie grave, débilitante et souvent chronique. Elle est due à l’infection par le virus 

chikungunya (CHIKV) transmis par la piqûre d’un moustique infecté. 

Cette pathologie a été décrite dans la période moderne pour la première fois lorsque 

son agent étiologique le virus chikungunya (CHIKV) a été isolé de patients infectés en 

1953 dans la région du plateau Makondé (ou plateau de Newala) au sud-est de 

Zanzibar, qui correspond à la Tanzanie actuelle (Lumsden 1955, Robinson 1955). 

L’identification aurait été facilitée par la faible incidence du paludisme dans la région 

(Ross 1956). La région ayant un sol très perméable, les habitants stockent au sein de 

leurs villages de grandes quantités d’eau, entrainant la forte présence de moustiques 

Aedes aegypti (Ae. aegypti) (Lumsden 1955). Les chercheurs observent qu’en 

moyenne 40 à 50% des habitants sont touchés par l’infection dans chaque village. De 

plus, ils font la démonstration qu’après un repas sanguin infecté, ces moustiques 

induisent une infection létale sur des modèles murins (Ross 1956). 

Les chercheurs décident de nommer ce virus « chikungunya », qui dans la langue 

Makonde des populations infectées signifie « le mal qui plie en deux » en référence 

aux fortes douleurs articulaires chez les individus touchés. Le virus est toutefois 

identifié comme une souche particulière du virus de la Dengue (DENV), il faudra 1988 

pour que le séquençage de son génome le place comme étant un virus à part entière 

au sein de son génus (Calisher and Karabatsos 1988). Des épidémies dues à CHIKV 

ont probablement eu lieu à des dates antérieures à 1952, mais auraient été associées 

par erreur à DENV (Carey 1971, Halstead 2015). 
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Ainsi, il est probable que CHIKV circulait de manière importante bien avant 1950. En 

effet, certains de ses symptômes sont communs à d’autres infections médiées par les 

moustiques comme la Dengue et il est fort possible que ces deux pathologies aient été 

pendant des décennies considérées comme une seule et même maladie (Carey 1971, 

Halstead 2015).  Par exemple en 1827, Henry Dickson, Professeur de Médecine au 

Medical College of South Carolina décrit l’apparition d’une fièvre arthritique avec des 

exanthèmes cutanés, sur les îles vierges des États unis puis à la Havane et à la 

nouvelle Orléans (Dickson 1859). La maladie avait été alors considérée comme un cas 

de Dengue même si l’arthralgie et l’invalidité post-maladie (caractéristique de CHIKF) 

avaient été remarquées à l’époque  (Dumaresq 1828). De même en 1870 James 

Christie médecin à la cour du sultan de Zanzibar témoigne de l’apparition d’une 

épidémie présentant les symptômes de CHIKF. Il indique également que de vieux 

patients rapportent l’existence d’une épidémie similaire 48 ans plus tôt qu’ils nomment 

« kidinga pepo » (Christie 1872). Christie émet l’hypothèse que l’épidémie est liée à 

celle de la Nouvelle Orléans de 1828 mais également à d’autres épidémies similaires 

comme celle de Calcutta et de Rangoon en 1827. Selon lui la maladie aurait été 

disséminée depuis l’Afrique par la traite négrière à travers ces territoires  (Christie 

1881). Le médecin découvre également des écrits évoquant des épidémies 

comparables au kidinga pepo entre 1770 et 1772 en Egypte, en Inde, en Afrique 

subsaharienne et dans le sud-est asiatique. 

Plus tard en 1901 une épidémie de Dengue à forte arthralgie est décrite à Hong Kong, 

puis en 1902 en Birmanie et à Madras en Inde (Carey 1971). Il est intéressant de noter 

que certains Birmans se disaient familiers avec la maladie, et qu’elle les frapperait à 

peu près tous les trente ans. Entre 1963 et 1964, une épidémie de grande échelle a 

touché le sud de l’Inde et le Sri Lanka. Cet événement a permis de pointer avec plus 

de précision les différences symptomatologiques et sérologiques entre le Chikungunya 

et  la Dengue, et ainsi leurs phylogénies distinctes (Rao et al. 1965, Sarkar et al. 1965). 

Après cette vague épidémique, la circulation du virus à très fortement diminuée, le 

dernier prélèvement datant de 1972 (Pavri 1986, Arankalle et al. 2007). En 2004, une 

nouvelle épidémie ayant commencé avec pour origine le Kenya a touché l’île de la 

Réunion mais aussi l’île Maurice, Madagascar, Mayotte et les Seychelles (Chretien et 
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al. 2007, Renault et al. 2007). L’épidémie s’est ensuite propagée en Inde, en Malaisie, 

en Thaïlande et au Sri Lanka faisant plusieurs millions de cas (Lahariya and Pradhan 

2006, Pulmanausahakul et al. 2011). Il est à noter que, durant cette période, plusieurs 

petits phénomènes épidémiques en Italie et en France ont eu pour origine des cas 

importés depuis ces régions (Rezza et al. 2007, Grandadam et al. 2011). 

 

 

Entre 2011 et 2014 des évènements épidémiques ont été observés dans les territoires 

du Pacifique comme la Nouvelle Calédonie, la Micronésie, les îles Tonga et les îles 

Samoa (Zeller et al. 2016).  En parallèle en 2013, plusieurs épidémies ont été 

enregistrées dans les Caraïbes, en particulier en République Dominicaine, en 

Martinique, en Guadeloupe, à Haïti et à St Martin (Fischer and Staples 2014). Enfin en 

parallèle de cette situation, plusieurs épidémies on touchés les pays continentaux de 

l’Amérique du Sud, avec plus de 100 000 cas autochtones confirmés entre 2013 et 

2017 principalement au Brésil, au Venezuela et en Guyane Française (PAHO/WHO 

 

Fig. 1 Répartition mondiale des cas de Chikungunya 

Pays et Territoires ou des cas de Chikungunya autochtones ont été enregistrés (Mars 2022). Source 
(https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html) 
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2022).En 2022 on considère que le virus circule désormais dans une grande partie de 

l’hémisphère sud, principalement en Afrique, Amérique centrale et du Sud et en Asie 

du Sud (CDC 2023) (Fig. 1). 

 

 

Comme mentionné précédemment CHIKV est principalement transmis par la piqure 

de moustiques infectés. On le classe donc dans la catégorie des arbovirus (Arthropod-

borne-virus) qui désigne les virus transmis par des arthropodes. Ce mode de 

transmission a été découvert pour la première fois dans le cadre d’une commission 

d’étude de l’US Army en 1900 à Camp Colombia. A l’époque la transmission de la 

fièvre jaune était totalement inconnue, mais en 1881 Carlos Finlay, émettait 

l’hypothèse que la piqure d’un moustique en était responsable. C’est dans le cadre de 

cette commission que Jesse William Lazear, se fit piquer volontairement par un 

moustique ayant précédemment été en contact avec un individu infecté. Il contracta la 

fièvre jaune et décéda peu après. Par la suite d’autres travaux ont permis à l’OMS en 

1985 d’arriver à la définition suivante des arbovirus: « virus qui partagent la 

caractéristique d'être naturellement maintenus par la transmission biologique entre 

des hôtes vertébrés sensibles par des arthropodes hématophages ou par la 

transmission transovarienne d'arthropodes femelles infectées à leur progéniture » 

(Vasilakis et al. 2019). Depuis, plus de 500 arbovirus ont été identifiés, et plus d’une 

centaine sont responsables de pathologies chez l’homme  (Artsob et al. 2017). 

 

Il existe plus de 3000 espèces de moustiques à travers le monde répartis dans 111 

genres différents, et leurs capacités à transmettre par leur piqure des arbovirus 

dépendent de facteurs extrinsèques et intrinsèques, en particulier la génétique du 

moustique et du virus, les conditions de température et hygrométriques, la densité 

géographique, la régularité des repas sanguins, l’espérance de vie du moustique 

(Weaver et al. 2020). 
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Un des indicateurs modélisés pour prendre en compte cette diversité est le facteur R0 

issus du modèle Ross-McDonald (Macdonald 1957). Cet indicateur mathématique se 

calcule comme suit : 

𝑅𝑅0 =
𝑚𝑚𝑚𝑚²𝑏𝑏𝑏𝑏𝑝𝑝𝑛𝑛

(−𝑙𝑙𝑙𝑙 (𝑝𝑝))𝑟𝑟
  

Dans cette équation, m est le ratio moustiques/humains, a est la fréquence de piqure 

(sur l’humain), b et c l’efficacité de transmission du pathogène, p l’espérance de vie du 

moustique, r le taux de récupération chez l’Homme et n la durée d’incubation. 

Dans ce modèle, plus la fréquence de piqûre sur l’homme est élevée, plus le R0 est 

élevé. Ainsi les espèces de moustiques préfèrent piquer l’homme plutôt que les 

animaux (anthropophiliques) ont un indice R0 associé élevé. A l’inverse, les espèces 

de moustiques ayant une affinité supérieure pour les animaux par rapports à l’Homme 

(zoophiliques), ont un indice R0 plus faible pour le même pathogène. Le modèle Ross-

McDonald a servi de base à l’établissement de dizaines de modèles essayant de 

prendre en compte des complexités supplémentaires. Cependant des facteurs comme 

les piqures par différentes espèces de moustiques en simultané, l’hétérogénéité 

spatiale et les variations saisonnières sont peu considérés. 

 

Lors de la prise d’un repas sanguin infecté,  CHIKV infecte d’abord l’intestin moyen du 

vecteur moustique avant d’atteindre l’hémolymphe et enfin de coloniser les glandes 

salivaires  (Dong et al. 2017) Il a été également montré qu’il existait une transmission 

verticale, de la femelle vers ses œufs via l’infection des ovaires (Agarwal et al. 2014). 

Le déroulement rapide de ces étapes est absolument nécessaire au virus pour infecter 

un autre individu vertébré avant la mort de son vecteur. 

La circulation de CHIKV se déroule en deux cycles :  

Le premier est un cycle enzootique, c’est-à-dire une situation où le virus est transmis 

de mammifères à moustiques sans présence humaine. Dans cette situation, les 

primates non humains sont considérés comme le réservoir principal. En Afrique, des 

isolats ont été prélevés chez des chimpanzés (Pan troglodytes), des babouins (Papio 

dogueri) ou des vervets (Cercopithecus miti) (Paul and Singh 1968, Inoue et al. 2003, 
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Diallo et al. 2012, Broeckel et al. 2015). Cependant des isolats ont également été 

identifiés dans plusieurs espèces de chauves-souris, de rongeurs, d’oiseaux et de 

reptiles. Dans ce contexte, les vecteurs associés à ce cycle enzootique sont Ae. 

aegypti, Aedes africanus, Aedes furcifer, Aedes luteocephalus, Aedes opok, Aedes 

vittatus, Aedes argenteopunctatus, Anopheles funestus, Mansonia africana, et 

Mansonia uniformis (Chevillon et al. 2008, Weaver et al. 2020). Beaucoup de ces 

espèces ont un comportement zoophilique. 

Le second cycle est un cycle urbain épidémique, ou des humains infectés sont les 

réservoirs principaux avec une circulation via des espèces de moustiques 

domestiqués. Dans ce cadre les espèces de moustiques incriminées sont Ae. aegypti 

et Ae. albopictus deux espèces ayant de grandes aires de répartitions mondiales et au 

comportement anthropophilique (Ryan et al. 2019). 

Les deux cycles enzootique et épidémique sont connectés par des phénomènes de 

déversement enzootique. En effet, au Sénégal, il a été observé que plusieurs espèces 

enzootiques sont capables d’une plasticité écologique, étant présentes aux abords de 

villages et dans les zones forestières (Ae. vittatus, Ae. dalzieli, Ae. furcifer) (Diallo et 

al. 2012). Néanmoins, il a été montré que les cas d’infections rurales n’étaient pas 

répartis de manière égale entre les âges et les genres. Ainsi les infections touchaient 

significativement plus les individus qui se rendent dans les zones forestières (les 

hommes adultes) en comparaison de ceux qui restent dans les zones domestiques 

(femmes, enfants et personnes âgées). 

 

L’espèce Ae. aegypti est présente dans les zones tropicales et subtropicales à l’échelle 

du monde (Kraemer et al. 2015) (Fig. 2). Elle contient deux sous espèces : Une 

population ancestrale, Ae. aegypti formosus originaire des zones boisées d’Afrique et 

au comportement zoophilique. La sous espèce Ae. aegypti aegypti est, quant à elle, 

considérée comme domestiquée et anthropophilique. Ces deux sous espèces ont des 

aires de répartitions géographiques bien distinctes, Ae. ae. aegypti étant présent à 

l’échelle mondiale dans toutes les zones tropicales et subtropicales à l’exception de 

l’Afrique et Ae. ae. formosus étant présent uniquement en Afrique  (Brown et al. 2014). 

Une hypothèse qui expliquerait la séparation de ces deux sous populations serait 
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qu’une population d’Ae. aegypti au nord de l’Afrique aurait été isolée suite à une 

grande sècheresse ayant eu lieu il y a 4000 ans (Tabachnick 1991). 

 

Ae. albopictus est originaire des régions forestières d’Asie du sud-est, mais est présent 

sur les cinq continents (Fig. 3). En effet cette espèce peut se développer à des 

températures plus froides, lui permettant de coloniser des niches écologiques 

inaccessibles à Ae. aegypti comme en Europe ou en Amérique du Nord qu’elle a 

colonisée depuis les années 1980 (Medlock et al. 2012, Garcia-Rejon et al. 2021). 

Cette espèce a pendant longtemps été considérée comme un vecteur secondaire, car, 

ayant un comportement opportuniste, elle préfère se nourrir sur d’autres mammifères 

avant l’homme. Cependant le cas de l’épidémie de l’Île de la Réunion, a illustré le cas 

d’un profil clairement anthropophilique, suggérant un bouleversement de ces 

comportements  (Delatte et al. 2010). 

 

Fig. 2 Carte mondiale de la distribution estimée d'Ae. aegypti. 

Carte représentant la probabilité d'occurrence (de 0 bleu à 1 rouge) à une résolution spatiale de 5 km × 5 km. D’après 
(Kraemer et al. 2015). 
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CHIKV étant présent à l’échelle du globe, des distinctions génétiques sont 

discernables entre les différentes populations virales disséminées sur la planète 

résultant dans l’identification de trois génotypes distincts mais remarquablement 

conservés (Volk et al. 2010) :  les lignages d’Afrique de l’Ouest (WAf), d’Afrique de 

l’Est/Centrale/du Sud (ECSA) et Asiatique (As)  (Powers et al. 2000) (Fig. 4). 

Les lignages Africains sont considérés comme ancestraux, principalement 

enzootiques, circulant dans les forêts d’Afrique sub-saharienne (Fig. 5). Le lignage 

WAf semble contraint dans sa répartition géographique et touche peu l’homme. A 

l’inverse le lignage ECSA est responsable de plusieurs épidémies de faible ampleur 

en Afrique centrale  (Fourié et al. 2021, Nyamwaya et al. 2021). De plus le lignage 

ECSA a été importé au Brésil en 2013 où il co-circule avec le lignage As (Nunes et al. 

2015, de Oliveira et al. 2021). A l’inverse des deux premiers lignages, le lignage As 

est associé majoritairement avec des cycles épidémiques urbains. Celui-ci aurait 

divergé du lignage ECSA il y a environ 150 ans et colonisé l’Inde et l’Asie du sud-Est 

(Volk et al. 2010). On pense que la souche Indienne aurait disparu à l’heure actuelle 

et que la souche du Sud-Est Asiatique serait encore en circulation (Arankalle et al. 

2007). C’est cette souche qui se serait propagée dans les îles indopacifiques avant 

 

Fig. 3 Carte mondiale de la distribution estimée d'Ae. albopictus. 
Carte représentant la probabilité d'occurrence (de 0 bleu à 1 rouge) à une résolution spatiale de 5 km × 5 km. 
D’après (Kraemer et al. 2015). 
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d’être introduite dans les Caraïbes en 2013 (Lanciotti and Valadere 2014). Elle a par 

la suite atteint l’Amérique continentale et s’est depuis répandue en Amérique centrale, 

en Amérique du Sud et en Amérique du nord (Sahadeo et al. 2017). Un quatrième 

lignage, le lignage de l’Océan Indien (IOL) a émergé en 2004 depuis les zones côtières 

du Kenya vers les îles de l’Océan Indien (La Réunion, Madagascar, Comorres etc.) 

puis le continent Asiatique (Powers and Logue 2007, Kariuki Njenga et al. 2008). 

Depuis 2005, il  est la source de la majorité des cas des épidémies en Asie du Sud 

(Wimalasiri-Yapa et al. 2019). 

 

 

Fig. 4 Arbre phylogénétique de différents lignages et isolats de CHIKV 

Arbre phylogénétique issu de séquences génomiques complètes du CHIKV disponibles dans la bibliothèque 
GenBank. D’après (Tsetsarkin et al. 2011b). 
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Les différences de pathogénèse entre ces différents lignages n’ont pas été étudiées 

extensivement. Les quelques études qui ont tenté de comparer la pathogénèse des 

différents lignages in vivo sont pour l’instant parcellaires et contradictoires. 

 En 2015, une étude comparant la neuro-virulence de deux lignées (As et IOL) 

prélevées en Malaisie a révélé que lors d’injections dans un modèle murin, la souche 

asiatique, induisait une mortalité plus élevée et une up-régulation de gènes pro-

apoptotiques. A l’inverse la souche IOL induisait une mortalité plus faible associée à 

une up-régulation de gènes anti-apoptotiques, anti-viraux et de protection du système 

nerveux central (Wei Chiam et al. 2015). Cependant, ces résultats sont contradictoires 

avec les travaux de (Teo et al. 2015) comparant la souche IOL de la Réunion et une 

souche Caribéenne (issue du lignage As). Cette étude montre que la souris, la souche 

IOL était plus inflammatoire et causait plus de dommages physiologiques articulaires. 

Dans le modèle simien (Macaques Rhésus), une étude similaire mesurant les 

différences de virulences entres les souches WAf et ECSA n’a toutefois montré aucune 

 

Fig. 5  Répartition et apparition des lignages majeurs de CHIKV 

Carte montrant la distribution temporelle et géographique des lignages majeurs de CHIKV. D’après (Weaver et 
al. 2020) 
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différence majeure que ce soit au niveau de la virémie, du gonflement articulaire ou 

des observations histologiques  (Chen et al. 2010). 

Enfin une étude publiée en 2018 par Langsjoen et ses collaborateurs a eu pour objectif 

de comparer les virulences de l’ensemble des lignages connus  (Langsjoen et al. 

2018). Dans des modèles murins immuno-compromis de souris, l’infection de souris 

A129 mutées pour le récepteur de l’interféron de type I par les souches As, IOL, ECSA, 

WAf et Américaine de CHIKV a montré que la souche WAf était la plus létale, avec la 

virémie la plus haute au début de l’infection. A l’opposé la souche IOL était associé à 

une létalité et une virémie moindre mais engendrait un gonflement articulaire bien 

supérieur. 

 

Comme nous l’avons décrit précédemment, la transmission d’un pathogène par un 

moustique dépend de nombreux facteurs. La question de l’adaptation vectorielle des 

différents lignages de CHIKV a été posée lors des épidémies de 2005. Ainsi le cas de 

l’adaptation du lignage IOL à Ae. albopictus représente un cas d’école.  

Jusqu’à l’épidémie de l’Océan indien de 2005, le principal vecteur épidémique de 

CHIKV était considéré comme étant Ae. Aegypti. Cependant, dans certains territoires 

touchés par cette épidémie les populations sauvages d’Ae. Aegypti étaient en déclin, 

comme par exemple à la Réunion ou leur population a diminué de manière significative 

dans les environnements urbanisés (Bagny et al. 2009). Dans cette région, c’est 

l’espèce Ae. albopictus qui a vectorisé une part majeure des infections (Vazeille et al. 

2007).  

De façon intéressante, le séquençage de la souche circulante à la Réunion a 

déterminé que celle-ci avait acquis une mutation sur sa protéine d’enveloppe E1, la 

substitution E1-A226V (Schuffenecker et al. 2006). Il a été montré par la suite que 

cette mutation ponctuelle était associée à une propagation plus rapide du virus dans 

les organes secondaires du moustique Ae. Albopictus et ainsi est associé à une 

meilleure dissémination au cours du repas sanguin. Cette mutation est sans effet chez 

Ae. aegypti (Tsetsarkin et al. 2007). Cette même mutation était apparue en Asie, dans 

deux isolats indiens, de manière indépendante, suggérant une convergence évolutive 

(de Lamballerie et al. 2008). A l’inverse il a été montré que cette mutation était absente 
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dans les régions touchées par l’épidémie IOL où Ae. aegypti est dominant (Agarwal et 

al. 2016). Une question cependant s’est posée : Pourquoi la mutation E1-A226V n’est-

elle pas apparue plus tôt dans les lignages As de CHIKV déjà en contact avec Ae. 

albopictus ? Il semblerait qu’une autre mutation E1-98A présente uniquement dans les 

lignages africains et IOL soit nécessaire à l’efficacité de E1-A226V  (Tsetsarkin et al. 

2011a). On peut donc supposer que l’absence de cette mutation E1-98A chez les 

lignages As est due à l’absence de pression évolutive. Néanmoins aucune réponse 

claire n’a été apportée à l’heure actuelle.  

L’adaptation vectorielle de la souche As ne s’arrête pas à cette seule mutation 

ponctuelle. Ainsi, l’acquisition de la mutation L210Q sur la protéine d’enveloppe E2 

(E2-L210Q), détectée dans des isolats circulant en 2009 dans la région de Kerala en 

Inde facilite l’infection de cellules intestinales chez Ae. albopictus, permettant à 

nouveau une dissémination plus efficace du CHIKV dans l’organisme du vecteur et 

une dissémination accrue à l’hôte vertébré (Niyas et al. 2010, Tsetsarkin and Weaver 

2011). À nouveau cette mutation favorable pour l’infection d’Ae. albopictus, n’a pas 

d’effet sur l’infection de cellules humaines ou d’Ae. Aegypti.  

Ces mutations déjà observées, permettent de supposer l’apparitions de nouvelles 

mutations au niveau du dimère E1-E2 qui pourraient renforcer d’avantage l’infectiosité 

des vecteurs. C’est la démonstration qu’on fait en 2014 Tsetsarkin et al en réalisant 

des mutations artificielles de ces deux protéines (Tsetsarkin et al. 2014). 

 

 

Le virus est inoculé dans le compartiment cutané de l’hôte vertébré au cours du repas 

sanguin du vecteur moustique infecté. Délivré en même temps que le contenu des 

glandes salivaires, le virus se réplique tout d’abord sur le site d’inoculation avant de se 

répandre dans le système circulatoire (Fig. 6). Le tropisme de CHIKV est très large. In 

vitro, il est capable d’infecter une grande variété de lignées cellulaires ou de cellules 

primaires (Wikan et al. 2012, Roberts et al. 2017). Toutefois, il est apparu dans un 

premier temps que CHIKV ne se fixe et n’infecte pas ou peu les cellules  
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 hématopoïétiques comme les lymphocytes primaires, les monocytes et les cellules 

dendritiques dérivées de monocytes primaires, ainsi que les lignées tumorales 

dérivées (Sourisseau et al. 2007). Néanmoins des données ont indiqué que les 

macrophages seraient susceptibles à l’infection (Sourisseau et al. 2007, Solignat et al. 

2009). Ainsi dans le modèle actuel, les macrophages sont infectés dans les premières 

phases de l’infection, puis ces cellules agissent comme transporteurs en migrant vers 

les tissus périphériques. Cette fonction pourrait s’avérer clé dans la persistance 

chronique de la maladie au niveau articulaire (Her et al. 2010, Srivastava et al. 2020). 

Une prépublication récente a également montré que CHIKV, est capable d’infecter les 

 

Fig. 6 Dissémination du virus du chikungunya chez les vertébrés 

La transmission de CHIKV se produit à la suite d'une piqûre de moustique. Le CHIKV se réplique ensuite dans la 
peau, dans les fibroblastes, et se dissémine dans le foie, les muscles, les articulations, les tissus lymphoïdes 
(ganglions lymphatiques et rate) et le cerveau. Les cellules cibles sont indiquées pour chaque tissu. D’après 
(Schwartz and Albert 2010). 
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macrophages de manière plus efficace que d’autres alphavirus arthritogéniques. De 

plus les protéines d’enveloppe E1 et E2 y joueraient un rôle clé en contrecarrant les 

facteurs antiviraux des macrophages infectés (Yao et al. 2023b). Les modèles actuels 

supposent que la réplication de CHIKV se déroule initialement dans les fibroblastes et 

macrophages cutanés, conduisant à une virémie importante, permettant au CHIKV de 

se disséminer vers différents organes tels que le foie, les muscles, les articulations, la 

rate et le cerveau (Couderc et al. 2008). 

 

L’infection par CHIKV chez l’homme évolue en deux phases, une phase aigüe 

survenant entre 2 et 10 jours post infection, et chez certains individus, une phase 

chronique au-delà de 14 jours pouvant durer jusqu’à plusieurs années (Zaid et al. 

2021) (Fig. 7). 

Les symptômes cliniques de l’infection par CHIKV dans sa phase aigüe sont pour la 

plupart similaires à d’autres infections par des Alphavirus (comme le virus de la Rivière 

de Ross (RRV), ou le Virus de Sindbis (SINV)): douleurs musculaires et articulaires, 

fièvre, fatigue et nausées  (Zaid et al. 2021). Cependant, le CHIKV induit ces 

symptômes avec une incidence plus importante chez les patients infectés. Ainsi, en 

zone épidémique, le CHIKV infecte entre 10 et 70% des individus et induit des 

symptômes cliniques dans 50 à 97% des cas (Yactayo et al. 2016). Dans de rares cas, 

des complications sont observées, telles qu’un syndrome de Guillain-Barré (Balavoine 

et al. 2017). Ces symptômes sont plus sévères sur des patients fragiles comme les 

nourrissons ou les personnes de plus de 65 ans. Il a également été montré que 

l’infection de nouveaux nés est associée avec le développement d’encéphalopathies 

et que la transmission peut avoir lieu de la mère à l’enfant (Gérardin et al. 2008). Ces 

cas infections semblent toutefois assez rares et sont associés à une infection 

périnatale dans la période intrapartum (Contopoulos-Ioannidis et al. 2018). Le CHIKV 

conduit rarement au décès. La majorité des cas de mortalités est répertoriée chez les 

plus de 65 ans, présentant des commorbidités cardiaques, neurologiques ou 

pulmonaires (Chua et al. 2010, Hoz et al. 2015). Dans cette population, la mortalité est 

cinq fois supérieure pour les individus de plus de 65 ans en comparaison avec les 

personnes de moins de 45 ans (Neto et al. 2019). 



30 
 

 

Lors de la phase aigüe, dans la plupart des cas, la clairance du virus a lieu une 

semaine post infection, principalement par l’action du système immunitaire inné. Celle-

ci est organisée par l’action de différentes cytokines et chimiokines qui activent et 

recrutent les cellules immunitaires comme les macrophages, les neutrophiles, les 

lymphocytes natural killers, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui contrôlent  l’infection 

virale (Tanabe et al. 2018). On observe en particulier une activation des lymphocytes 

T CD8+ au début de la phase aigüe, et un basculement vers les lymphocytes T CD4+ 

à 4 jours après l’apparition des symptômes (Wauquier et al. 2011). Le rôle de 

l’interféron de type 1 en particulier est prépondérant. Il a été montré que sur des souris 

déficientes dans cette réponse immunitaires développaient des formes graves, voire 

léthales de l‘infection associée à une virémie incontrôlée  (Couderc et al. 2008, Schilte 

et al. 2010). 

 

Fig. 7 Evaluation des différentes phases de l’infection par CHIKV et méthodes de 
diagnostics. 

Dans la phase aiguë, la virémie peut persister jusqu'aux jours 5-7 post infection et l'ARN génomique du CHIKV peut 
être détecté par RT-PCR de manière fiable jusqu'au jour 7 post infection. Les anticorps IgM et IgG contre le CHIKV 
commencent à être produits respectivement aux jours 2 et 4 post infection. Des titres stables d'IgM peuvent être 
observés dans le sérum à partir du jour 6 jusqu'à environ 4 mois post infection, tandis que des niveaux soutenus 
d'IgG peuvent être présents pendant plus d'un an. Les anticorps contre le CHIKV peuvent être détectés par des tests 
immunologiques après le développement d'une réponse immunitaire humorale. D’après (Tanabe et al. 2018)  
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Chez certains individus, l’infection CHIKV conduit à une maladie articulaire chronique 

et invalidante qui distingue particulièrement le CHIKV des autres Alphavirus. Cette 

phase chronique peut s’étendre de plusieurs mois à plusieurs années. Elle est 

associée à plusieurs symptômes, comme la fatigue, des douleurs musculaires et 

articulaires et dans certains cas, au gonflement des articulations, des polyarthrites 

rhumatoïde et des spondylarthrites ankylosantes (Dupuis-Maguiraga et al. 2012). 

Cette persistance peut atteindre jusqu’à 75% des personnes infectées (Gérardin et al. 

2011). Le modèle actuel de compréhension de ces symptômes repose sur une 

réponse excessive du système immunitaire inné. En effet il a été observé à partir de 

modèles murins qu’une infiltration de macrophages dans les tissus musculaires ou 

synoviaux induit une inflammation locale (Gardner et al. 2010).  De plus, il a été montré 

que l’infection de synoviocytes par CHIKV induisait la sécrétion de facteurs tels que 

RANKL, IL-6, IL-8 and MCP-1 permettant l’attraction articulaire et la différenciation de 

macrophages en ostéoclastes (Phuklia et al. 2013). Le rôle pivot des ostéoclastes 

dans les arthrites chroniques ayant été démontré on peut supposer que l’interaction 

entre synoviocytes et macrophages est importante dans le développement chronique 

des atteintes articulaires dans l’infection CHIKV (Hirayama et al. 2002). Certaines 

interrogations demeurent cependant. Si les macrophages semblent au cœur de la 

pathogenèse chronique du CHIKV, le rôle de la réplication active du virus dans ces 

cellules ou d’une immunopathologie différente induite en amont par l’infection reste 

mal compris. En effet, les macrophages humains prélevés sur les sites d’inflammation 

articulaire pendant les phases chroniques de l’infection contiennent de l’ARN viral 

(Labadie et al. 2010). Ces ARNs viraux persistant sont également détectés dans les 

tissus musculaires ou les infiltrations articulaires, malgré une virémie globale très faible 

et sans que l’on détecte aucune particule virale infectieuse  (Hoarau et al. 2010, Young 

et al. 2019).  

 

L’expansion rapide de CHIKV à travers le monde entre 2004 et 2013 a représenté un 

défi considérable pour tous les systèmes de santé confrontés à ces épidémies, 

notamment en raison du caractère fortement invalidant de la pathologie associée et 
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de la nécessité de prise en charge des malades. De plus le nombre important de cas 

chroniques implique des conséquences économiques sur le moyen et long terme, bien 

après le pic épidémique. Ces phénomènes n’ont pas les mêmes impacts suivant le 

contexte économique et les populations. C’est pour cela que des efforts internationaux 

sont effectués pour quantifier le pouvoir de nuisance à large échelle de CHIKF 

notamment dans le sud global. 

Les effets à long terme du CHIKV sur les populations ont été évalués par l’Organisation 

Mondiale de la Santé à l’aide de l’indicateur DALY, ou « Disability-Adjusted Life Year » 

(espérance de vie corrigée de l'incapacité (EVCI)) (Murray 1994). Cet indicateur, 

permet à l’échelle d’une population, de prendre en compte non seulement les années 

de vies perdues à cause d’un décès prématuré, mais également l’équivalent en année 

en pleine santé perdue à cause d’une maladie afin de prioriser les décisions des 

systèmes de santé. Entre 2006 et 2007 lors de l’épidémie causée par le lignage IOL 

sur le sous-continent Indien ayant conduit à l’infection de 1.4 millions d’indiens, l’impact 

sur la santé des personnes infectées dans cette province a été estimé entre 1300 et 

1397 DALYs  pour 2006 uniquement (Kumar et al. 2008, PAHO/WHO 2011) 

(Krishnamoorthy et al. 2009, Mavalankar et al. 2010).  En Amérique du sud, où le 

CHIKV s’est propagé dans 33 pays, entre 2013 et 2015, causant 1,7 millions de cas 

identifiés et 252 décès  (Cibrelus et al. 2015). la Colombie est un des pays les plus 

touchés du continent (49% des cas d’infection) (PAHO/WHO 2022). Dans cet état, la 

perte d’espérance de vie en bonne santé a été estimée à 40,44 DALYs pour 100 000 

habitants soit 18 966 DALYs au total. Les cas Indiens et Sud-Américains illustrent les 

problématiques de gestion globale de CHIKV où les biais socioéconomiques, comme 

l’accès à l’eau et le traitement des déchets qui agissent comme facteur de risque 

supplémentaires (Oviedo-Pastrana et al. 2018). 

A l’inverse, le cas de l’île de la Réunion est particulièrement intéressant, étant un 

territoire rattaché à un pays du nord, confronté à l’épidémie tropicale dans un contexte 

insulaire. En 2005, entre avril et juin, 12 400 cas sont identifiés par la Direction 

régionale des Affaires sanitaires et sociales (DRASS) dans une population totale de 

784 000 habitants soit 1,5 % de la population. Un deuxième pic à lieu entre décembre 

2005 et février 2006, avec une multiplication par dix du nombre de cas passant à 

186 000, soit 23,7% de la population. En Mars 2006, 236 000 personnes était infectées 

soit 30% de la population  (Devaux 2012). L’ampleur de cette épidémie a pris de court 
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les systèmes de santé, avec une multiplication des besoins d’hospitalisation et de 

visites médicales. Le caractère invalidant de la maladie a eu un impact majeur sur 

l’organisation des systèmes de santé, touchant une partie du personnel de santé et 

augmentant d’autant plus la charge du reste du personnel (Peton Klein 2006). Le coût 

total de l’épidémie a été estimé à 43,9 millions d’euros dont 60% sont attribuables aux 

dépenses médicales directes (consultations, traitement, hospitalisation) (Soumahoro 

et al. 2011). Sur le moyen terme il a été montré que 58,3% des patients présentaient 

encore des symptômes 1 an après l’infection. La perte en espérance de vie a été 

évaluée de 55 000 DALYs pendant les 5 ans qui ont suivi l’infection. Cette perte a 

touché la population active à 55,5% (20-60 ans) et elle est associée à 86% aux 

symptômes de la phase chronique (Yaseen et al. 2012). Ces exemples illustrent le fait 

que la lutte contre CHIKV et les autres arbovirus a tout intérêt à prendre en compte le 

développement des infrastructures sanitaires et civiles pour être efficace dans ces 

objectifs. La coopération internationale vers des objectifs communs semble en être le 

principal moyen. 

 

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’infection par CHIKV est un fardeau 

considérable pour les individus et les communautés touchées. Cependant à l’heure 

actuelle, le traitement de cette infection se limite à celui des symptômes avec la prise 

d’antalgiques pour diminuer fièvres et douleurs. Nous allons donc aborder les 

perspectives de développement de traitements et vaccins, qui pourraient voir le jour 

dans un avenir que nous souhaitons proche. 

 

L’étude de la pathogénèse et le développement de traitements efficaces est dépendant 

de la mise en place de modèles animaux adaptés. Le cas de CHIKV ne fait pas 

exception à la règle et depuis plusieurs années, le développement de ces modèles a 

été au cœur des efforts de la recherche appliquée. 

Les premiers modèles développés ont été des modèles murins. Les souris juvéniles, 

ont été rapidement utilisées car leur absence de système immunitaire développé induit 

une infection rapide et létale (Ross 1956). Par conséquent, les souris de moins de 6 
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jours peuvent développer une paralysie flasque mortelle là où des souris de plus de 9 

jours se remettent de l’infection  (Couderc et al. 2008). L’utilisation de souris adultes 

C57BL/6 a permis la mise en place d’un modèle adapté à l’étude des symptômes 

arthritiques chez l’homme. En effet l’injection du virus au niveau des pattes induit une 

infiltration, de l’inflammation et des gonflements (Couderc et al. 2008). Enfin l’infection 

de souris déficientes pour la voie de l’interféron de type I (IFN I), provoque une infection 

sévère et létale, similaire à l’infection de souris juvéniles (Couderc et al. 2008). Les 

souris A129 IFNAR-/-, déficientes pour le récepteur à l’interféron de type I sont 

particulièrement utiles car elles reproduisent de manière efficace les symptômes les 

plus graves (polyarthralgie et encéphalites) que l’on peut observer chez l’homme 

(Gardner et al. 2012). De plus, ce modèle étant capable de mettre en place une 

réponse immunitaire via les lymphocytes B et T, il est adapté aux tests nécessaires 

pour mesurer l’efficacité d’un vaccin ou d’anticorps neutralisants  (Partidos et al. 2011). 

L’alternative à ces modèles murins sont les modèles de primates non humains (NHPs) 

qui sont à certains égards plus pertinents. D’une part ces modèles ont l’avantage d’être 

plus proches immunologiquement parlant de l’homme, ce qui a été illustré dans le cas 

d’autres infections  (Verrier et al. 2002, Vierboom et al. 2007). D’autre part nos modèles 

actuels tendent à montrer que les primates constituent le réservoir naturel de CHIKV 

en Afrique et en Asie  (Broeckel et al. 2015). Les macaques Rhésus sont en particulier 

utilisés pour étudier la pathogénèse virale. En 2010, Karine Labadie et al. ont montré 

que les symptômes développés sont directement corrélés avec la dose d’infection 

initiale. Ainsi il a été observé qu’à faible dose (101 PFU) l’infection était 

asymptomatique, à dose intermédiaire (102–106 PFU) les animaux développaient de 

la fièvre et des éruptions cutanées, et enfin à forte dose (>107 PFU) l’infection étais 

parfois létale avec un gonflement des articulations et des signes de 

méningoencéphalites (Labadie et al. 2010). Malgré leur contribution considérable 

notamment dans l’identification des tissus infectés ainsi que la cinétique de 

propagation virale, l’utilisation des modèles NHP reste limitée. Leur caractère onéreux 

de même que les exigences éthiques qui y sont liées font des modèles NHPs un 

support complexe de la recherche sur les arbovirus. 
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Le rôle des anticorps neutralisant est prépondérant dans la réponse immunitaire 

adaptative contre CHIKV et la protection à moyen terme contre celui-ci. Des études 

épidémiologiques et sérologiques réalisées au Cambodge ont montré que la 

neutralisation par anticorps protégeait à 100% des formes symptomatiques de 

l’infection et cette protection s’étend à l’ensemble des lignages (ECSA, WAf, As, IOL) 

(Galatas et al. 2016, Auerswald et al. 2018). Cette production d’anticorps neutralisants 

a été le focus de nombreux projets de développement de vaccins afin de permettre 

une réponse efficace contre l’infection par CHIKV à long terme. Voici les différentes 

stratégies de vaccinations mises en place ces dernières années et leurs principes : 

Vaccin par virus inactivé 

Les vaccins par virus inactivés sont constitués de particules virales complètes 

inactivées par un traitement physico-chimique. C’est par cette approche que le premier 

vaccin a été développé par l’US Army en 1967. Ce vaccin était constitué de virions 

inactivés par formaline et avait présenté une efficacité sur modèles NHPs avec 

différentes souches (Harrison et al. 1967). Cependant malgré des résultats positifs 

chez l’homme et sans effets secondaires notables,  ce vaccin a été abandonné après 

1971  (Harrison et al. 1971). Cette piste a été reprise récemment par l’entreprise Bharat 

Biotech International qui a développé le vaccin BBV87. Celui-ci, après des résultats 

concluants sur l’animal a progressé jusqu’en phase II/III dans un essai clinique réalisé 

en  2021 en Amérique du Sud et en Thaïlande (Kumar et al. 2012, International 

Vaccine Institute 2022). 

Vaccin par virus atténué 

Les vaccins par virus atténués sont eux composés de particules virales dont la souche 

a été sélectionnée ou modifiée pour induire une virulence beaucoup plus faible que la 

souche originale. C’est cette approche que l’US Army a sélectionnée en 1986 par la 

sélection de la souche CHIKV 181/clone 25 (Levitt et al. 1986). Cette souche a montré 

une bonne immunisation chez les modèles murins, et les essais sur l’homme ont 

présenté peu d’effets secondaires (Edelman et al. 2000). Néanmoins la virulence 

amoindrie de cette souche n’étant dépendante que d’une mutation de deux acides 

aminés de la protéine d’enveloppe E2, l’utilisation de cette souche a été interrompue 

par crainte d’une réversion (Gorchakov et al. 2012, Roques et al. 2017). Une autre 
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approche a été de générer par ingénierie génétique une souche de CHIKV dont la 

protéine non structurale nsP3 a subi des délétions partielles. Cette souche Δ5nsP3 a 

été testée de manière concluante sur modèles murins et NHPs (Hallengärd et al. 2014, 

Roques et al. 2017). Cette souche a été utilisée dans la formulation du vaccin VAL-

181388 par Moderna Therapeutics, et celui-ci a récemment passé une phase I d’essais 

clinique  (ModernaTX, Inc. 2020). 

Vaccin par vecteur viral 

Les vaccins par vecteur viraux sont basés sur l’a conception de particules virales 

chimériques, qui par exemple possèdent les protéines structurales d’une souche 

virale, et le génome d’un autre. L’avantage de ce type de vaccin est qu’il permet de 

cibler précisément le type de cellules infectées par ces particules virales et d’induire 

une réponse cellulaire et humorale (Dempsey and Bowie 2015). Le vaccin le plus 

avancé de ce type est le vaccin MV-CHIK qui possède l’ARN subgénomique complet 

de CHIKV et la structure du virus de la rougeole. Cette souche a montré son efficacité 

vaccinale sur modèles NHPs avec un haut titre d’anticorps neutralisants et une 

protection contre la virémie, la fièvre et l’inflammation (Rossi et al. 2019). Cette souche 

a été poussée jusqu’en phase II d’essais cliniques avec une forte induction d’anticorps 

neutralisants et peu d’effets secondaires  (Reisinger et al. 2019). 

Vaccin par particule pseudo-virale 

Ce type de vaccin, est basé sur la synthèse de pseudovirions (VLPs) qui résultent de 

l’assemblage de protéines de capside mais sans génome viral. Ces vaccins ont pour 

avantage de présenter une particule virale avec la même structure et les mêmes 

épitopes que le virus ciblé sans réplication. L’un de ces vaccins se nomme VRC-

CHKVLP059-00-VP. Il est composé de VLPs produits en cellules hépatiques 

embryonnaires à partir d’un plasmide codant pour les 5 protéines structurales d’une 

souche ouest africaine de CHIKV. En modèles NHPs les résultats ont montré une 

haute immunogénicité, et la synthèse d’anticorps neutralisants efficaces contre tous 

les lignages  (Akahata et al. 2010). Ce virus a été poussé jusqu’en phase II et a montré 

une efficacité 72 semaines après la vaccination (Chen et al. 2020). 

Vaccin à ADN 

Les vaccins à ADN sont basés sur la capacité de certaines cellules à intégrer des 

molécules d’ADN injectées. Ces molécules vont migrer vers le noyau et être transcrites 
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puis traduites. Le principe est donc de dessiner des plasmides codant pour des 

antigènes choisis qui vont ensuite être présentés par le complexe d’histocompatibilité 

de type I et II et initier la réponse immunitaire  (Dempsey and Bowie 2015). L’un de 

ces vaccins, nommé DREP est composé d’un plasmide codant uniquement pour les 

protéines d’enveloppes de CHIKV. Ce vaccin a montré son efficacité sur modèle NHPs 

et murins  (Hallengärd et al. 2014, Roques et al. 2017). 

Vaccin à ARNm 

Les vaccins à ARNm suivent le même principe que les vaccins à ADN. La principale 

différence est que la construction injectée est sous la forme d’ARN qui va être 

directement traduit pour la synthèse des antigènes décidés. Un vaccin développé par 

Moderna Therapeutics, le VAL-181388, a montré des résultats précliniques 

encourageant et un essai clinique de phase I a été réalisé en 2019 (Shaw et al. 2019). 

Vaccin sous unitaire 

Les vaccins sous unitaires sont d’origine protéique et composé de fragments 

protéiques purifiés du pathogène ciblé. Ces vaccins ont l’avantage de ne pas contenir 

de matériel génétique mais ils nécessitent l’utilisation d’adjuvants pour déclencher la 

réponse immunitaire. Cette approche a été mobilisée par plusieurs groupes de 

recherches en générant des sous unités des protéines d’enveloppe virale E1 et E2 

(Metz et al. 2011, Kumar et al. 2012). Cependant il apparait que cette approche est 

moins immunogénique que l’utilisation de particules virales (Metz et al. 2013). Prises 

dans leur ensemble ces données montrent que plusieurs candidats à la vaccination 

sont dans des étapes avancées de développement clinique. On peut ainsi nourrir 

l’espoir que dans les années à venir une première campagne vaccination à grande 

échelle soit possible.  

 

Dans le cas du CHIKV, le criblage à haut débit (HTS) des chimiothèques ou le design 

artificiel d’antiviraux par génération procédurale à partir de données 

cristallographiques s’appuie sur la lecture d’effets cytopathiques après traitement et 

infection virale. Cette méthode permet de passer en revue très rapidement, une 

quantité de molécules pouvant atteindre plusieurs milliers de composants en 

considérant à la fois toutes les étapes du cycle infectieux, l’action éventuelle sur les 
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facteurs viraux, ou à l’inverse sur les cofacteurs cellulaires proviraux ou antiviraux. La 

recherche de molécules antivirales contre CHIKV a d’ores et déjà déterminé plusieurs 

dizaines de pistes thérapeutiques. Toutefois à l’heure actuelle aucune molécule n’a 

passé les phases d’essais cliniques nécessaires à leur utilisation normalisée. Nous 

nous contenterons ici de prendre quelques exemples pour illustrer la diversité de ces 

approches. 

Inhibiteurs des étapes précoces de l’infection 

Les étapes d’adhésion cellulaire, de fusion membranaire, d’entrée cellulaire et 

décapsidation sont critiques dans l’établissement de l’infection et sont donc des cibles 

thérapeutiques de choix contre lesquelles plusieurs composés sont actifs. L’arbidol (ou 

umifenomevir) est un traitement licencié contre les infections respiratoires comme 

influenza virus (InV) par exemple. En 2011, l’équipe de Xavier Lamballerie a montré 

que ce composé agissait sur l’entrée virale de CHIKV dans plusieurs lignées 

cellulaires. Ce traitement induit toutefois l’acquisition d’une mutation compensatoire 

sur la protéine d’enveloppe virale E2 permettant un échappement à ce traitement 

(Delogu et al. 2011). Un autre composé, la suramine, licencié pour les traitements 

contre la trypanosomiase a montré son efficacité dans plusieurs études (Ho et al. 2015, 

Henß et al. 2016). Une analyse récente plus approfondie de son fonctionnement a 

montré que ce traitement empêchait les étapes de fusions de l’enveloppe virale et de 

la membrane plasmique via les glycoprotéines virales d’enveloppe (Albulescu et al. 

2020). Cependant la même étude a pu identifier ici également l’apparition de certaines 

mutations ponctuelles permettant la résistance du virus. Ainsi à l’heure actuelle, la 

suramine ne fait partie d’aucun essai clinique à notre connaissance. Enfin le cas le 

plus emblématique est celui de la chloroquine. Cette molécule, utilisée comme 

traitement antipaludique, a par le passé montré son efficacité dans le cas d’autres 

infections virales (Sindbis (SINV), InV, herpes simplex (HSV)) (Inglot 1969). Elle a 

notamment pour effet d’inhiber la fusion membranaire chez le virus de Sindbis (SINV) 

en inhibant l’acidification du pH endosomal nécessaire à la fusion des membranes 

virales et cellulaires (Cassell et al. 1984). De plus son action anti-inflammatoire est 

efficace chez les patients atteints d’arthrite rhumatoïde. Un premier essais clinique 

réalisé en 1984 sur 10 patients montrait une diminution des symptômes de CHIKF  

(Brighton 1984). Enfin, les essais ultérieurs n’ont pas démontré d’efficacité particulière 

de ce traitement (de Lamballerie et al. 2008, Thiberville et al. 2013, Chopra et al. 2014). 
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Présentement, le ciblage des étapes précoces du cycle viral reste une stratégie encore 

peu étayée. 

Protéines non structurales 

Les protéines non structurales (nsPs) sont les enzymes virales essentielles à la 

réplication. Elles interviennent à toutes les étapes intracellulaires du cycle infectieux. 

Leur rôle individuel est détaillé dans la section 5 de ce chapitre (Chapitre 1.5). Elles 

constituent les cibles thérapeutiques les plus fréquemment envisagées pour le 

développement de composés ciblant les protéines du CHIKV. Ces approches ont 

notamment permis le développement d’inhibiteurs de la protéine nsP1 et de son 

activité de coiffage des ARNs viraux. L’un des exemple les plus parlant sont les 

composés 3-aryl-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-7(6H)-1, ou série MADTPs. Ces 

composés ont été identifiés à partir de chimiothèques sur la base d’un double criblage 

de viabilité cellulaire et de réplication virale pour CHIKV, VEEV et SINV (Gigante et al. 

2014). Il a été par la suite possible d’identifier par génétique inverse que ces composés 

ciblent l’activité guanylyltransferase (GTase) de la protéine nsP1 ce qui inhibent le 

coiffage des ARNs viraux chez VEEV. Ainsi donc la réplication virale chez CHIKV et 

VEEV est considérablement impactée. Cependant l’apparition d’une mutation 

ponctuelle de résistances au niveau d’un résidus proline en position 34 de nsP1 réduit 

significativement l’effet de ces composés chez CHIKV (Delang et al. 2016). De manière 

surprenante le développement d’analogues à partir de ces premiers composés a 

permis d’identifier que chez VEEV l’inhibition de l’activité guanylyl-transférase de nsP1 

pouvait être décorrélée d’une inhibition de l’infection et qui remet partiellement en 

question le modèle d’action de ces inhibiteurs (Gigante et al. 2017). Malgré cela leur 

efficacité sur plusieurs isolats de CHIKV font des composés MADTPs des candidats 

pertinents pour le développement de traitement anti CHIKV (Gómez-SanJuan et al. 

2018). Ces molécules ont fait l’objet d’une partie des travaux que j’ai réalisés au cours 

de ma thèse (Chapitre 2).  

La protéine nsP2 a également concentré beaucoup d’efforts dans l’identification 

d’antiviraux. Le bénéfice du ciblage de cette protéine est double. Outre son rôle dans 

la réplication en tant qu’hélicase virale, elle inhibe la réponse antivirale cellulaire ce qui 

fait de nsP2 un acteur clé de la réplication virale (Fros et al. 2010). C’est ainsi qu’en 

2013, Bassetto et ses collaborateurs ont identifié une molécule antivirale à partir de la 
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structure 3D de nsP2 via analyse in silico, le composé 25 (Bassetto et al. 2013). Des 

études ultérieures à partir d’analogues de ce composé ont permis de trouver des 

molécules plus efficaces agissant sur deux différents sites d’action diminuant de la 

sorte le risque d’apparition de mutation de résistance (Das et al. 2016, Tardugno et al. 

2018).  

Enfin la protéine nsP4 principalement connue comme l’ARN polymérase ARN 

dépendante virale est elle aussi une cible de choix pour inhiber la réplication virale. A 

titre d’exemple,  le Sofosbuvir utilisé pour le traitement de l’Hépatite C, et capable 

d’inhiber la réplications des Flavivirus via l’inhibition de la polymérase virale (Ferreira 

et al. 2017) interagit avec un domaine de la polymérase nsP4 suffisamment conservé 

chez CHIKV et présente une efficacité contre ce virus (Ferreira et al. 2019). Ces 

résultats ont été confirmés in vivo sur modèles murins, qui ont montré une efficacité 

nette sur la pathogénèse de la souris adulte et favorise la survie chez les souris 

nouveau-nées. 

Enzymes cellulaires 

Le ciblage de cofacteurs cellulaires de la réplication virale constitue une approche 

thérapeutique communément admise dans le traitement des infections virales. En voici 

quelques exemples appliqués à l’infection CHIKV. La furine qui est une hydrolase 

cellulaire, est nécessaire à l’infection de CHIKV pour la maturation de la poly-protéine 

structurale (Ozden et al. 2008). L’utilisation de l’inhibiteur de furine, decanoyl-RVKR-

chloromethyl ketone (dec-RVKR-chmk) empêche la maturation des poly-protéines 

d’enveloppe et  diminue l’infection dans les myoblastes (Ozden et al. 2008). Le ciblage 

des kinases cellulaires constitue également une approche couramment envisagée 

dans la lutte contre l’infection CHIKV. Les kinases de la famille de Src, par exemple, 

sont des protéines essentielles à la réplication du CHIKV. L’utilisation d’inhibiteurs de 

ces protéines, comme le Dasatinib, diminue l’infection sur les fibroblastes humains  

(Broeckel et al. 2015).  

Bien qu’un grand nombre de candidats antiviraux aient montré des résultats 

prometteurs in vitro, la transposition in vivo puis en essais cliniques représentent 

souvent des étapes hautement sélectives. On peut supposer que la diversité des 

approches dans les ciblages antiviraux (Indicateurs choisis, lignée cellulaire etc.) 

constitue un obstacle supplémentaire à la transposition de ces résultats en traitements 
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médicaux. Ainsi nous sommes encore loin de l’obtention d’un traitement antiviral 

efficace anti CHIKV et plus encore de l’élaboration de traitements anti-arbovirus de 

manière générale.  

 

Comme mentionné précédemment, l’histoire épidémiologique du CHIKV montre qu’il 

s’agit d’une menace réémergence qui, à échéance régulière, est la cause d’épidémies 

de moyenne et grande échelle. Bien que les épisodes massifs datent d’une décennie, 

il est nécessaire d’anticiper les nouveaux risques épidémiques, et d’évaluer les 

capacités actuelles de lutter contre celles-ci. Le CHIKV, comme tous les virus à ARN, 

a un taux de substitution dans son génome de 10−8 à 10−6 par nucléotide par infection 

cellulaire (Sanjuán and Domingo-Calap 2016). Cette capacité à évoluer pour s’adapter 

à de nouveaux vecteurs a déjà été démontrée dans le passé  (Tsetsarkin et al. 2007, 

2016) et présente un avantage favorisant une meilleure dissémination et une virulence 

plus importante (Coffey et al. 2011). La circulation actuelle de CHIKV à travers le 

monde rend de plus en plus probable l’apparition de nouvelles souches présentant des 

virulences ou des capacités de dissémination supérieures aux souches historiques.  

L’évolution climatique à venir est également susceptible de favoriser la propagation du 

CHIKV en bouleversant la répartition géographique de ses vecteurs (Ae. Aegypti et 

Ae. albopictus) qui occupent des niches écologiques différentes avec des 

températures optimales de transmissions virale comprises  entre 29°C et 26°C 

(Mordecai et al. 2017). Ces modifications pourraient augmenter les risques de 

transmission de CHIKV dans les pays méditerranéens d’ici la fin du siècle (Fischer and 

Staples 2014). D’ici 2050, Ryan et al, prédisent que les augmentations de 

températures pourraient permettre une transmission par Ae aegypti toute l’année dans 

les régions les plus chaudes et augmenter la période de transmission de deux mois 

en région tempérées (Ryan et al. 2019) (Fig. 8). Le risque d’infection par Ae albopictus 

serait étendu de manière similaire à des latitudes plus froides comme le nord de 

l’Eurasie et l’Amérique du nord. Ainsi toutes les données climatiques tendent à montrer 

que la présence des principaux vecteurs de CHIKV va s’étendre à travers le globe. De 

plus, cette nouvelle répartition s’associe aux risques de mutations potentielles 

permettant une transmission plus efficace par Ae. Albopictus (Tsetsarkin et al. 2014). 
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Tous ces éléments associés à l’absence de traitements ou de vaccins, nécessitent de 

maintenir les efforts de lutte contre CHIKV et d’étude de sa biologie. 

 

 

  

 

Fig. 8 Carte de la prédiction des zones à risque de transmission virale par Ae. 
Aegypti et Ae. Albopictus suivant les trajectoires climatiques d’ici 2080. 

Cartes de l'adéquation mensuelle basée sur un seuil de température correspondant à la probabilité de 
transmission par Ae. aegypti et Ae. albopictus pour les températures mensuelles moyennes prévues dans le climat 
actuel et les scénarios futurs pour 2050 et 2080 selon le scénario RCP 8.5 HadGEM2-ES. Source (Ryan et al. 2019). 



43 
 

2. Taxonomie et classifications 

 

L’ARN est une molécule centrale au développement de la vie telle que nous la 

connaissons, pouvant à la fois être le support de l’information génétique et posséder 

des activités enzymatiques. Plusieurs modèles d’origine du vivant, dont la théorie du 

« Monde de l’ARN » défendue par Eugene Koonin (Koonin et al. 2006), estiment que 

l’ARN a précédé l’apparition de l’ADN en tant que support génétique. Suivant cette 

théorie, les virus à ARN aurait co-émergés avec les premières cellules de la soupe 

primordiale inorganique. En tout cas, on peut penser que les virus à ARN sont présents 

sur terre depuis les origines de la vie il y a plusieurs milliards d’années. 

Les virus à ARN se différencient selon trois catégories en fonction de la structure de 

leurs génomes : simple-brin positif (ARN(+)), simple-brin négatif (ARN(-)), ou double 

brins (ARNdb). L’hypothèse de l’émergence de ces trois groupes serait que les virus 

ARN(+) sont à l’origine des virus ARNdb eux même ancêtres des virus ARN(-) (Wolf 

et al. 2018). En effets ces deux dernières espèces sont dépendantes d’une machinerie 

de réplication virale devant être empaquetée avec leurs génomes. Les virus ARN(+) 

sont, eux, capables de détourner les fonctions cellulaires de par leur ressemblance 

avec les ARN messagers (ARNm) cellulaires. Ainsi le génome viral peut être 

directement traduit en protéines virales. 

Cependant, pour la réplication du génome ARN(+) un brin complémentaire ARN(-) est 

nécessaire. Celui-ci est synthétisé par une ARN polymérase virale ARN dépendante 

(RdRp). Cette synthèse amène à la formation d’un intermédiaire ARNdb qui est un trait 

commun à tous les virus ARN(+). 

Les virus ARN(+) sont l’un des groupes de virus les plus divers. Ils peuvent infecter 

toutes les formes de vies connues. La classification des différentes souches virales est 

un exercice difficile de par leur évolution très rapide. Les travaux du Comité 

international de taxonomie des virus (ICTV) font autorité en la matière et forment la 

classification officielle des différentes souches depuis 1975. Cette taxonomie, a été 

établie en prenant en compte les caractéristiques morphologiques des particules 
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virales et leur virulence in vivo et in vitro. Le consensus actuel divise ce groupe en trois 

phyla : Kitrinoviricota, Lenarviricota et Pisuviricota. 

Toutefois les avancées techniques en termes de séquençage et d’imagerie cellulaire 

ouvrent la voie à des classifications alternatives. L’analyse et l’alignement des 

séquences des gènes codants pour les RdRp virales, a ouvert une nouvelle division 

des différentes espèces (Koonin 1991). Dès lors, on peut les diviser en trois super-

familles : 

• La super-famille des picornavirus-like qui comprend les Bymovirus, Comovirus, 

Nepovirus, Nodavirus, Picornavirus, Potyvirus et Sobemovirus. 

• La super-famille des Flavivirus-like comprenant les Carmovirus, Dianthovirus, 

Flavivirus, Pestivirus, Statovirus et les Tombusvirus. 

• La super-famille des alphavirus-like qui inclue les alphavirus, Carlavirus, 

Furovirus, Hordeivirus, Potexvirus, Rubivirus, Tobravirus, Tricornavirus, 

Tymovirus. 

En analysant ces trois superfamilles la plus vaste est celle des Picornavirus-like, ce 

qui suggère que celle-ci est antérieure aux deux autres (Koonin et al. 2008). 

 

La famille des Togaviridae, est définie par les caractères génétiques et 

morphologiques des virus qui y appartiennent (Chen et al. 2018b). Ses membres, 

produisent des virions enveloppés et sphériques d’à peu près 70 nm de diamètre. Leur 

génome est composé d’un ARN(+), non segmenté dont la taille varie entre 10 et 12 

kb. A l’heure actuelle cette famille ne comprend qu’un seul génus, celui des Alphavirus.  

Les Alphavirus, qui comptent plus de 30 espèces, sont remarquables dans leur 

capacité à infecter un large panel d’hôtes différents. On trouve notamment dans ce 

génus, l’Alphavirus des Salmonidés (SAV) capable d’infecter truites et saumons et 

causant des pertes importantes dans les élevages d’aquacultures (Jansen et al. 2017). 

Trois Alphavirus, infectent les équidés le virus de l’encéphalomyélite orientale (EEEV), 

de l’encéphalomyélite occidentale (WEEV), et de l’encéphalomyélite vénézuélienne 

(VEEV). L’infection par ces virus est fatale dans un très grand nombre de cas et induit 

des séquelles neurologiques chez les chevaux touchés (Aréchiga-Ceballos and 

Aguilar-Setién 2015). Enfin, parmi les Alphavirus, le chikungunya a été dans le passé 



45 
 

récent celui ayant eu le plus large impact sur la santé humaine à l’échelle mondiale via 

les épidémies passées. Cependant il est primordial de maintenir une surveillance 

globale sur l’émergence, d’autres Alphavirus à l’image du virus mayaro (MAYV) en 

Amérique latine (Ganjian and Riviere-Cinnamond 2020). 

Au sein de ce génus deux espèces one été particulièrement étudiées, constituant deux 

modèles d’études. Le premier modèle historique est celui du virus sindbis (SINV). 

Celui-ci a été découvert en Afrique  en 1952, mais a été détecté ensuite en Europe 

chez l’homme et certains oiseaux migrateurs dès les années 1960 (Taylor et al. 1955, 

Brummer-Korvenkontio et al. 2002). Plusieurs séquences épidémiques ont eu lieu en 

Europe du Nord  dans les années 1970 ce qui a concentré les efforts de plusieurs 

équipes de recherches notamment aux USA (Adouchief et al. 2016). L’autre modèle 

est le virus de la forêt Semliki (SFV). Originaire d’Ouganda il touche principalement les 

primates, et est responsable de quelques épidémies de faible intensité en Afrique 

(Mathiot et al. 1990). C’est leur faible virulence et leur facilité d’utilisation qui ont fait 

de SFV et de SINV deux modèles d’études pertinents. 

 

 

Avant le développement du séquençage, et donc avant la disponibilité des séquences 

des génomes viraux, une démarche de classification des différentes espèces virales 

présentes dans le génus Alphavirus a été initiée sur la base d’analyses 

immunologiques. Derrière cette démarche se trouve le principe d’immunité croisée, où 

la réponse immunologique contre un pathogène peut induire une immunité contre un 

pathogène proche. Ainsi il a été observé que l’infection par certains Alphavirus, 

induisait une immunité contre d’autres membres de ce génus. C’est la mesure de 

l’immunité croisée entre ces différentes espèces, notamment au travers de la 

production d’anticorps interférents, qui a permis dans un premier temps de proposer 

une approche antigénique de classification des Alphavirus (Calisher et al. 1980). Cette 

stratégie a permis de séparer les Alphavirus en sept complexes distincts (Fig. 9). Le 

développement ultérieur du séquençage a en partie confirmé ces premières 

observations. Il a été montré que les virus placés au sein d’un même complexe 
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possédait une similarité de séquences bien supérieures qu’avec ceux des autres 

complexes antigéniques (Weaver et al. 2012).  

 

 

A l’exception du SAV pour lequel aucun arthropode vecteur n’a été formellement 

identifié à ce jour, la grande majorité des espèces d’Alphavirus sont des Arbovirus. 

 

Fig. 9 Complexes phylogénique des Alphavirus  

Arbre phylogénétique généré à partir des séquences partielles du gène de la glycoprotéine d'enveloppe E1. 
Abréviations des virus : MUCV, virus Mucambo ; TONV, virus Tonate ; PIXV, virus Pixuna ; CABV, virus Cabassou ; 
FMV, virus Fort Morgan ; HJV, virus Highlands ; WHATV, virus Whataroa ; SINV, virus Sindbis ; MIDV, Middelburg 
virus ; SFV, Semliki Forest virus ; RRV, Ross River virus ; CHIKV, Chikungunya virus ; ONNV, O'nyong nyong virus ; 
BFV, Barmah Forest virus ; SAGV, Sagiyama virus ; SPDV, virus de la maladie du pancréas du saumon ; SDV, virus 
de la maladie du sommeil ; GETV, virus Getah ; NDUV, virus Ndumu ; BEBV, virus Bebaru ; TROCV, virus Troca ; 
BCV, virus Buggy Creek ; BABV, virus Babanki ; OCKV, virus Ockelbo ; AURAV, virus Aura ; WEEV, virus de 
l'encéphalite équine de l'Ouest ; VEEV, virus de l'encéphalite équine du Venezuela ; EEEV, virus de l'encéphalite 
équine de l'Est. Issus de (Lavergne et al. 2006). 
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L’un des principaux axes de distinction de ces différents virus a été dans un premier 

temps leur zones de circulations primaires. Ainsi ont été distingués les virus de l’ancien 

monde (OW), qui circulaient en Afrique et en Asie, et les virus du nouveau monde 

(NW) circulant dans les Amériques. Par la suite il a été identifié que chacun d’entre 

eux ont des spécificités vectorielles différentes et sont responsables de symptômes 

différents chez leur un hôte vertébré. Cependant on observe une communauté de 

symptômes et de mécanismes physiopathologiques pour les Alphavirus apparentés 

(Baxter and Heise 2020). Les Alphavirus de l’ancien monde (OW), sont de ce fait 

majoritairement associés à des manifestations cliniques arthritogénique, dont 

polyarthrites, myalgies, synovites, et tendinites. Dans ce groupe on retrouve CHIKV, 

SFV, SINV, MAYV, SINV ainsi que le RRV et le virus O’nyong-nyong (ONNV). Ces 

virus de l’ancien monde sont originaires d’Asie, d’Afrique et d’Océanie. A l’opposé les 

virus du nouveau monde (NW) sont originaires des Amériques, et associés à des 

symptômes neurologiques. On trouve notamment l’apparition d’encéphalites, de 

méningites, et de radiculites. Dans ce groupe on retrouve EEEV, WEEV et VEEV. Il 

est toutefois à noter que cette division n’est pas aussi claire, car les aires de 

répartitions actuelles de ces espèces ne sont plus restreintes à l’ancien ou au nouveau 

monde. C’est le cas de MAYV,  qui évolue principalement en Amérique du sud mais 

qui est considéré comme un virus de l’ancien monde (Ganjian and Riviere-Cinnamond 

2020). De plus on suppose que des événements de recombinaison entre virus aient 

pu avoir lieu. C’est ce qu’a montré l’étude de SINV, circulant dans l’ancien monde, 

mais appartenant au complexe antigénique NW EEE (Calisher et al. 1980). Une étude 

plus approfondie de son génome laisse supposer un événement de recombinaison des 

gènes codant pour les protéines d’enveloppes entre des souches ancestrales de SINV 

et de EEEV (Weaver et al. 1997).  
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Fig. 10 Arbre phylogénétique des Alphavirus  

Arbre phylogénétique des Alphavirus réalisé à l'aide de méthodes bayésiennes et ancré au point médian. Les 
vecteurs et les hôtes vertébrés sont indiqués à côté des noms des virus. L'arbre comprend des représentants de 
toutes les espèces et a été construit en utilisant les gènes des protéines structurelles E2, 6 K et E1. La ligne en 
pointillé indique le point où les SINV et EEEV ancestraux se sont recombinés pour former l'ancêtre recombinant du 
WEEV. Les nœuds portant le symbole ❖ ont des probabilités postérieures inférieures à 0,9 et les nœuds portant le 
symbole ★ n'avaient pas de soutien postérieur. Source (Weaver et al. 2012). 
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3. Structure et Génome 

 

Comme les autres Alphavirus, les particules virales de CHIKV, sont organisées en 

plusieurs couches protectrices avec en leur cœur le génome viral (Fig. 11). Cette 

organisation est essentielle à la protection de l’ARN viral (Jose et al. 2009). C’est 

l’utilisation de la cryo-électro microscopie qui a permis à plusieurs équipes de décrire 

ces structures, sur les modèle SINV et SFV mais aussi directement sur CHIKV (Chen 

et al. 2018a, Mancini et al. 2000, Basore et al. 2019b). La plus interne de ces couches 

protectrices est la capside virale, composée de 240 copies de protéine de capside 

(protéine C) qui est organisée en un assemblage 30 hexamères, et 12 pentamères qui 

forment une particule icosaédrique. 

L’association du génome viral et de la capside, appelé nucléocapside, est permis par 

la reconnaissance d’un motif nucléotidique spécifique à chaque Alphavirus (PS ou 

packaging signal). La nucléocapside est par la suite enveloppée d’une membrane, et 

cette association est médiée par l’interaction entre un peptide hydrophobe de la 

nucléocapside et la partie C terminale de la glycoprotéine d’enveloppe E2 (Lee et al. 

1996, Skoging et al. 1996). Cette enveloppe est constituée d’une bicouche lipidique 

dérivée de la cellule hôte à partir de laquelle le virion a bourgeonné. La composition 

lipidique de cette enveloppe reflète donc le contenu lipidique de la cellule productrice 

et peut, varier selon que la particule virale a été produite par une cellule d’insecte ou 

de mammifère. Hafer et al,  ont en effet montré que la composition en cholestérol de 

ces membranes varient suivant la lignée productrice sans pour autant observer une 

différence dans l’infectiosité de ces virions (Hafer et al. 2009). 

Insérées dans l’enveloppe virale, se trouvent des protéines virales transmembranaires, 

les glycoprotéines d’enveloppes E1, E2 et E3. Les protéines E1 et E2 sont organisées 

en 80 péplomères (ou spike) icosaédriques. Chacun de ces péplomères, est composé 

de trois hétérodimères. Ce serait la protéine E2 qui à travers un site d’interaction 

hydrophobe, permettrait de stabiliser l’ancrage de ces complexes  à la membrane 

cellulaire (Chen et al. 2018a). Cet ancrage est également renforcé par l’association de 

la partie N terminale de la protéine E2 avec l’extrémité C terminale de la protéine de 
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Capside (Lee et al. 1996).  Au total une particule virale CHIKV mature mesure environ 

70 nm de diamètre.  

 

 

 

Le génome de CHIKV est composé d’un ARN simple brin de polarité positive, non 

segmenté, et d’environ 12kb. Il est structuré comme un ARNm présentant une coiffe 

en 5’ et une queue poly-adenylée en 3’. Il comprend deux cadres de lecture (ORF1 et 

ORF2) initialement traduits sous forme de deux polyprotéines dont la maturation 

produit respectivement les protéines non structurales (nsPs) soit nsP1, nsP2, nsP3 et 

nsP4 (polyprotéine P1234) et les protéines structurales (sP) (C, E3, E2, E1 et les 

peptides 6K et TF) (Fig. 12). Il est intéressant de remarquer que la présence d’un 

codon stop opal (UGA) en 3’ de la séquence de nsP3 induit un arrêt de la traduction 

prématuré de l’ORF1, aboutissant à la synthèse d’une polyprotéine non structurale 

alternative tronquée P123  (Stapleford et al. 2016). On note également la synthèse 

d’une protéine TF issue d’un décalage traductionnel (Ribosomal frameshifting) au 

 

Fig. 11 Structure de la particule virale de CHIKV  

(A) Analyse par microscopie cryogénique des péplomères de CHIKV, chacune étant un trimère d'hétérodimérique (E1-
E2). La particule virale a un diamètre d'environ 70 nm. (B) Représentation en coupe de la particule virale, indiquant 
de l’extérieur vers l’intérieur de la particule, la localisation des protéines d'enveloppe, de la membrane lipidique, de la 
capside et de l'ARN. Source (Das 2015). 
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cours de la traduction de l’ORF2. Cette protéine contient uniquement la partie C 

terminale de la protéine 6K (Snyder et al. 2013). 

 

Au-delà des deux ORFs, des régions non codantes essentielles à la régulation de la 

transcription et de la traduction de l’ARN viral ont été identifiées dans le génome du 

CHIKV.  La coiffe de l’ARN viral à la même structure que les ARNm cellulaires, 

permettant la protection contre les défenses antivirales cellulaires, telles que les 

exoribonucléases cytoplasmiques (Decroly et al. 2012). Ce processus de coiffage sera 

décrit plus en détail dans la section suivante de ce chapitre (Chapitre 1.5.2.a). 

 Les séquences promotrices de la transcription sont composées d’une part d’un 

promoteur génomique constitué d’une séquence de 76 ou 77 nucléotides suivant les 

Alphavirus, présente dans la région 5’UTR et structurée sous la forme d’une tige 

boucle (Frolov et al. 2001). Outre sa fonction de régulation, cette région permet 

également de contrecarrer l’action du facteur de restriction stimulé par l’IFN, IFIT1 

(Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats 1), qui se fixe sur les ARN 

simples brins viraux et agissent comme senseurs et séquestrateurs des ARNs viraux  

(Hyde et al. 2015). Un second promoteur interne contrôlant la transcription d’un ARN 

subgénomique correspondant au dernier tiers du génome viral et codant pour les sPs 

est situé dans la région non codante centrale du génome entre les ORFs 1 et 2. Enfin, 

 

Fig. 12 Organisation génomique de CHIKV  

Le génome du CHIKV est constitué d'une molécule d'ARN coiffé en 5’ et à polyadénylée en 3’, divisée en deux ORF. 
L'expression des ORF1 et ORF2, qui codent pour les polyprotéines non structurales et structurales, contrôlée par le 
promoteur génomique dans la région 5’ UTR et un promoteur subgénomique interne, respectivement. La réplication 
et la transcription du génome sont régulées en cis par des structures tiges-boucles d'ARN, appelées éléments de 
séquence conservés (CSE), situées dans la région 5’ UTR, le promoteur et la région 3 UTR. La réplication du CHIKV 
entraîne l'accumulation d'un ARN complet utilisé comme génome pour la production de virions de CHIKV. L'ARN 
subgénomique est transcrit et utilisé comme cadre pour la traduction des polyprotéines structurelles. Source (Kril et 
al. 2021). 
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la région 3’UTR qui est de longueur variable entre espèces d’Alphavirus contient 

cependant un domaine très conservé (CSE) juste en amont de la queue poly-A (Pfeffer 

et al. 1998, Hyde et al. 2015). Celui-ci sert de promoteur à la synthèse du brin d’ARN(-

) complémentaire, intermédiaire nécessaire à la réplication virale et également à 

l’efficacité de traduction des protéines virales (Hardy and Rice 2005). De plus on 

suppose que cette région est impliquée dans le tropisme vectoriel des Alphavirus. En 

effet, il a été démontré que des mutations dans ces régions chez SINV et EEEV 

peuvent influer la réplication dans des cellules de moustique (Kuhn et al. 1990, Weaver 

et al. 1999).  
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4. Cycle Infectieux 

 

Fig. 13 Cycle viral de CHIKV au sein de cellules mammifères 

(1) L'infection par le CHIKV est initiée par l'interaction des hétérodimères de la glycoprotéine E1/E2 avec le 
récepteur Mxra8 de la surface cellulaire et les facteurs d'attachement. (2) La particule virale est internalisée 
par endocytose et acheminée vers les endosomes. (3) L'acidification du pH vacuolaire entraîne le dégagement 
du peptide de fusion de la protéine E1 et la fusion des membranes virales et endosomales. (4) La capside virale 
est libéré dans le cytoplasme et le génome viral est libéré par décapsidation. (5)  Le génome de CHIKV est 
traduit pour produire les polyprotéines P123 et P1234. (6)  nsP4 est maturée et forme un complexe avec P123 
et l’ARN viral puis transite vers la membrane plasmique. Ce complexe remodèle la membrane cellulaire pour 
favoriser la formation d'organelles de réplication, ou sphérules. (7) Au sein des sphérules, un ARN 
complémentaire de polarité négative est synthétisé. (8)  Ensuite, P123 est maturée séquentiellement pour 
produire les quatre nsPs matures, ce qui entraîne un basculement de l'activité du complexe de réplication vers 
la synthèse d'un génome d'ARN positif [(+) ARN] et d'un ARN subgénomique. (9) Une partie des compartiments 
de réplication du CHIKV sont endocytés et fusionnent avec des endo-lysosomes pour former le CPV-I dans 
lequel les sphérules internalisées restent actives. (10) Les protéines structurelles sont traduites à partir de l'ARN 
subgénomique sous la forme d'une polyprotéine transloquée dans le RE. (11) La protéine C est libérée par 
clivage autocatalytique. Les glycoprotéines E et la protéine 6K est maturée par les protéases cellulaires. (12) La 
polyprotéine structurale est acheminée vers la membrane plasmique via les voies sécrétoires. (13) La protéine 
C et l’ARN génomique forment une nucléocapside icosaédrique. (14)  L'assemblage viral a lieu à la membrane 
plasmique où les glycoprotéines E matures et les nucléocapsides sont adressées. (15)  L'interaction C/E2 
favorise le bourgeonnement des particules de CHIKV et la libération des particules virales. (16)  Le recrutement 
alternatif des nucléocapsides et des glycoprotéines E assemblées au niveau de CPV-II contribue en outre à 
l'assemblage et au bourgeonnement des virions du CHIKV. Issus de (Kril et al. 2021). 
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Dans cette partie nous nous focaliserons sur les connaissances relatives au cycle 

réplicatif de CHIKV chez son hôte vertébré et aux interactions virus/cellule impliquées 

(Fig. 13). Les différentes fonctions des protéines virales notamment dans le complexe 

de réplication seront discutées dans la section suivante (Chapitre 1.5). Une part 

importante de ces connaissances découle d’études ayant été effectuées sur les 

modèles SINV ou SFV. Cependant il est raisonnable de postuler que les mécanismes 

du cycle infectieux de CHIKV sont similaires à défaut d’être identiques. De même 

l’étude du cycle viral dans des cellules d’insectes est lacunaire. Bien qu’on puisse 

supposer que l’infection suive les mêmes étapes chez le moustique, les différences 

considérables en termes de métabolisme et d’immunité cellulaire, nous obligent à la 

prudence. 

 

L’ensemble des virus, pour pénétrer une cellule hôte, nécessitent la présence de 

facteurs d’entrée qui peuvent se présenter sous deux formes : Les récepteurs, 

essentiels à l’entrée virale, interagissant directement et spécifiquement avec les 

protéines d’enveloppes portées par le virion, et les facteurs d’attachements qui 

facilitent l’adhésion du virion à la cellule sans interaction spécifique (Fig. 14). 

Les récepteurs cellulaires responsables de l’entrée des Alphavirus dans les cellules 

de vertébrés sont longtemps restés énigmatiques. Dans le cas de SINV, il a été 

démontré que  la protéine NRAMP2 joue le rôle de récepteur (Rose et al. 2011). Cette 

protéine, qui est un transporteur transmembranaire d’ions de fer et de manganèse, 

favorise l’entrée virale à la fois chez les mammifères et les insectes. Chez SINV 

également, le récepteur membranaire laminine a été proposé. Cette glycoprotéine 

impliquée dans la structure de la matrice extracellulaire a été observé comme 

favorisant la fixation de des particules virales aux cellules cibles (Wang et al. 1992). 

Cependant il n’a pas pu être démontré qu’une interaction a lieu entre cette protéine et 

que cette interaction médie l’endocytose virale. 

Un autre récepteur des alphavirus est la protéine de surface LDLRAD3 (low density 

lipoprotein receptor class A domain containing 3). Encore peu caractérisée cette 

protéine est exprimée chez les mammifères dans les cellules neuronales, épithéliales, 

myéloïdes et musculaires. Elle n’a pas d’orthologue chez l’insecte.  
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Chez VEEV, le ciblage de cette protéine s’est montré particulièrement délétère à 

l’infections de lignées cellulaires et à la pathogénèse en modèle murin (Ma et al. 2020). 

La résolution de sa structure a permis de prédire que c’est par son domaine D1, le plus 

distant de la membrane plasmique, que la protéine interagit avec la particule virale en 

particulier l’hétérodimère E1-E2 (Basore et al. 2021, Ma et al. 2021). Ce phénotype 

semble spécifique à VEEV,  LDLRAD3 n’ayant aucune incidence sur l’infection de 

EEEV, WEEV ou SINV  et l’ensemble des virus du vieux monde (Ma et al. 2020, 2021). 

Cependant, une protéine apparentée à LDLRAD3, VLDLR (Very low-density 

lipoprotein receptor), a été décrite comme favorisant l’infection de SFV, EEEV ou 

SINV. En effet, cette protéine humaine ainsi que ses orthologues chez l’insecte, 

peuvent agir comme en tant que récepteur alternatif lors de l’entrée de ces virus (Clark 

et al. 2022). La découverte de ce récepteur permet d’éclairer d’un jour nouveau la 

phylogénie des Alphavirus et de VEEV en particulier. 

Dans le cas de CHIKV en particulier, la nature du, ou des récepteurs de CHIKV est 

restée une question ouverte pendant plusieurs décennies. Le premier récepteur 

potentiel identifié fut la prohibitin1 (PHB1). Cette protéine transmembranaire 

régulatrice de la prolifération cellulaire a été identifiée comme candidat par approche 

protéomique (Kuadkitkan et al. 2010). Il a pu être observé que le ciblage de PHB1 par 

 

Fig. 14 Récepteurs d'entrée et facteurs d'attachement des Alphavirus. 

Les Alphavirus utilisent plusieurs molécules de surface cellulaire, notamment les récepteurs HS, DC-SIGN/L-SIGN 
et PS, pour effectuer un premier attachement aux cellules cibles. Ces molécules augmentent l'infectivité de 
plusieurs Alphavirus et peuvent également favoriser l'internalisation du virus. Les récepteurs potentiels des 
alphavirus qui comprennent NRAMP2 et Mxra8. D'autres récepteurs putatifs nécessitant une confirmation 
supplémentaire sont le récepteur de la laminine et PHB1. Modifié à partir de (Decroly et al. 2012). 
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anticorps neutralisants ou par extinction de gène, diminuait significativement 

l’infection. Néanmoins, bien que PHB1 interagisse avec la protéine d’enveloppe E2, il 

n’y a pas de preuve formelle de son rôle dans l’entrée virale ou de son interaction avec 

la particule virale complète. 

Le développement de cribles utilisant la technologie d’édition CRISPR/Cas9 a permis 

des avancées importantes ces dernières années. De cette manière, en 2018, la 

protéine transmembranaire Mxra8 a été identifiée comme un récepteur du virus (Zhang 

et al. 2018). Cette protéine, impliquée dans l’adhésion cellulaire et exprimée dans les 

fibroblastes de mammifères forme un complexe en association avec les protéines 

d’enveloppe E1, E2 et E3 caractérisé par cryo-électro-microscopie (Basore et al. 

2019b). La fonction de récepteur de Mxra8 est conservée pour les Alphavirus MAYV 

et ONNV, phylogénétiquement proches du CHIKV. En revanche, Mxra8 ne facilite pas 

l’infection par le SINV ou le virus de Middelburg (MIDV). A première vue Mxra8 n’a pas 

d’orthologue chez les invertébrés (Zhang et al. 2018). On peut noter que bien que 

Mxra8 ne soit pas impliqué dans l’entrée virale de VEEV, le récepteur LDLRAD3, 

présente des sites d’interactions très similaires suggérant une forme de conservation 

au sein du génus (Basore et al. 2021). 

Cependant, bien que cette découverte soit importante, le fait que CHIKV soit capable 

d’infecter des cellules n’exprimant pas Mxra8 ; indique qu’il ne s’agit sans doute pas 

de son unique récepteur. Ainsi tous les lignages de CHIKV n’ont pas la même affinité 

pour Mxra8. Les lignages As par exemple sont plus fortement dépendants de sa 

présence que les lignages ECSA (Zhang et al. 2018). Il a donc été proposé que 

certains polysaccharides de surface, les Glycosaminoglycanes (GAGs), qui favorisent 

l’infection, pourraient agir comme mécanismes d’entrée compensatoires (McAllister et 

al. 2020). De ce fait, Mxra8 pourrait avoir un rôle dans l’entrée cellulaire mais 

circonstancié, à la souche infectieuse et au type cellulaire. On dispose cependant de 

plus d’informations sur les facteurs d’attachements de CHIKV. Tout d’abord il a été 

montré que certaines protéines transmembranaires permettent l’attachement des 

virions.  Les récepteurs de lectines DC-SIGN et L-SIGN ont été tout d’abord identifiés 

chez SINV (Klimstra et al. 2003). Par la suite certains membres des familles TIM et 

TAM, nommément TIM1 et AXL facilitent l’ancrage à la membrane plasmique. En effet, 

ces deux protéines sont capables de se lier aux phosphatidylserines de l’enveloppe 

virale et on suppose, de faciliter l’interaction avec les récepteurs viraux (Morizono et 
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al. 2011, Jemielity et al. 2013). L’autre catégorie de facteurs d’attachements est 

constituée par les polysaccharides de surface. On retrouve dans cette catégorie les 

GAGs membranaires évoqués plus hauts. On peut également évoquer les héparanes 

sulfates (HS) qui ont été tout d’abord identifiés comme facteurs d’attachement de 

SINV. Récemment, il a été confirmé que CHIKV était aussi dépendant de ces 

molécules (Byrnes and Griffin 1998, Tanaka et al. 2017).  

 

Après s’être fixées à la cellule cible, les particules CHIKV, détournent la machinerie 

d’endocytose cellulaire pour être internalisées. Deux types de voies d’endocytose 

principales sont utilisées par les Alphavirus (Fig. 15). La voie d’endocytose clathrine-

dépendante a été la première décrite comme détournée afin de permettre l’entrée 

virale dans le cytoplasme. Le phénomène d’endocytose, constitutif aux cellules 

mammifères, consiste en l’invagination et  la scission de la membrane plasmique par 

un complexe protéique qui inclue la dynamine, la clathrine et Eps15 (Kirchhausen et 

al. 2014). Cette voie a été longtemps considérée comme le principal mécanisme 

d’entrée des Alphavirus. Cependant, l’internalisation du CHIKV dans les cellules 

épithéliales humaines reste possible après invalidation de la chaine lourde de 

 

Fig. 15 Principaux mécanismes d’internalisation des particules virales. 

(A) La phagocytose est un mécanisme basé sur l'actine qui se produit principalement dans les cellules 
phagocytes, tels que les macrophages, et qui est étroitement associé à l'opsonisation. (B) L'endocytose médiée 
par la clathrine est une voie largement partagée d'internalisation des particules virales, associée à la formation 
d'un réseau de clathrine et dépendant de la GTPase dynamine. (C) L'endocytose médiée par les cavéolines se 
produit dans des invaginations typiquement en forme de flasque où la membrane plasmique est recouverte de 
dimères de cavéolines. (D) La macropinocytose est une voie basée sur le cytosquelette d'actine permettant 
l’engloutissant des particules virales ainsi que le milieu extracellulaire avec une faible sélectivité. (E)D'autres 
voies d'endocytose peuvent être impliquées dans l'internalisation des virions, indépendamment de la clathrine 
et des cavéolines. Modifié à partir de (Hillaireau and Couvreur 2009). 
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clathrine, pointant l’utilisation d’une voie d’internalisation alternative clathrine-

indépendante (Bernard et al. 2010, Hoornweg et al. 2016). Enfin, on soupçonne 

également depuis peu l’implication d’une troisième voie, celle de la macropinocytose 

dans ce processus (Lee et al. 2019). En effet l’activation par le virus de récepteurs 

tyrosine kinase comme la sortin nexin 9 pourrait induire un repli membranaire qui en 

fusionnant permettrait l’internalisation virale chez les cellules musculaires. Pourtant 

dans des lignées cellulaires non musculaire, le rôle de la macropynocytose semble 

négligeable, indiquant un rôle cellule dépendant de ce mécanisme d’entrée. Des 

études supplémentaires sont nécessaires pour faire la lumière sur la contribution 

respective et sur la redondance de ces différents processus selon le type cellulaire. 

Une fois internalisés au sein d’un endosome précoce, les particules virales vont 

fusionner à la membrane de la vésicule, afin de libérer la capside et les protéines 

virales dans le compartiment cytoplasmique. C’est au sein des endosomes précoces 

que plus de 95% des virions entrent en phase de fusion. Dans ces vacuoles, 

l’activation de pompes à protons ATP dépendantes, va abaisser le pH jusqu’à un seuil 

inférieur à 6.2, permettant ainsi la fusion des membranes cellulaires et virales (Bernard 

et al. 2010, Hoornweg et al. 2016). L’étude détaillée des structures de l’enveloppe 

virale a en effet montré qu’a ce seuil d’acidité la protéine E1 se dissocie en partie de 

E2. Ce remaniement dévoile un motif peptidique hydrophobe de fusion présent dans 

E1 permettant son ancrage dans la membrane vésiculaire (Gibbons et al. 2004b) (Fig. 

16). Par la suite, E1 se détache complètement de E2 pour former des homotrimères. 

Ceux-ci vont induire un rapprochement des membranes entrainant une hémi-fusion (Li 

et al. 2010a). Enfin, les trimères E1, forment un pore membranaire permettant la 

libération de la capside dans le cytoplasme (Gibbons et al. 2004a). 
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Après la libération de la capside dans le cytoplasme, on connait peu de chose du 

processus de décapsidation. Les travaux réalisés dans le modèle SFV indiquent que 

ce processus est très rapide (1 min) et serait facilité par l’interaction de la sous unité 

60S ribosomique avec la protéine C  (Singh and Helenius 1992). Une fois libéré dans 

le cytoplasme l’ARN génomique viral est pris en charge par la machinerie 

traductionnelle. La persistance d’une interaction entre l’ARN viral et la capside après 

la décapsidation est nécessaire à la traduction efficace du génome viral (Sokoloski et 

al. 2017). Ces évènements donnent lieu dans un premier temps à l’accumulation de 

deux polyprotéines P1234 et majoritairement (plus de 90% des évènements) de P123 

 

Fig. 16 Modèle de fusion membranaire des Alphavirus 

 (a) Les domaines I, II et III de E1 sont colorés en bleu, rouge et jaune respectivement ; E2 est représenté en gris. 
La boucle de fusion hydrophobe de E1 (indiquée par une étoile) est située dans un sillon entre le domaine A et 
le domaine B de E2 ; (b) La déstabilisation de l'hétérodimère E2/E1 est déclenchée par la baisse de pH. Le 
domaine B de E2 s'éloigne et le peptide de fusion est exposé ; (c) Insertion du peptide de fusion dans la 
membrane cible et dissociation de la protéine E2 ; (d,e) distorsion de la membrane cible; (f) Fusion des feuillets 
membranaires opposés (hémifusion) ; (g) Formation de l'homotrimère   final stable et ouverture du pore de 
fusion.  Modifié à partir de (van Duijl-Richter et al. 2015). 
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résultant de la présence du codon stop opal au niveau de nsP3 (Li and Rice 1993). 

L’ARN viral ayant la même structure que l’ARNm, on suppose que les machineries de 

traduction impliquées sont similaires. Un élément concordant est le fait que la 

traduction virale des Alphavirus est dépendante du facteur d’initiation eIF4E (Joubert 

et al. 2015). Cette protéine a un rôle important dans l’assemblage du complexe de 

traduction au niveau de la coiffe des ARNm. L’activation d’eIF4E est généralement 

dépendante de deux voies de signalisation dépendantes soit de mTOR, soit des MNKs 

(MAP kinase-activated protein kinases). Lors de l’infection virale, la voie de 

signalisation mTOR est capable de bloquer la traduction cellulaire et virale en inhibant 

l’action des facteurs de traduction. Cependant certain virus sont capables de tourner 

cette situation à leur avantage en contournant ce blocage. De la sorte, la machinerie 

de traduction se retrouve entièrement dédiée aux protéines virales (Martin et al. 2012). 

Ainsi Joubert et al ont montré que lors de lors de l’infection par CHIKV, l’arrêt de la 

traduction médié par mTOR est contourné par le virus. La traduction des protéines 

virale est maintenue dans ce contexte par l’activation des facteurs MNKs qui vont 

permettre le recrutement par phosphorylation de eIF4E au niveau de l’ARN viral. Ceci 

permet le maintien de la traduction pour les ARN viraux dans un contexte d’arrêt global 

de la traduction (Joubert et al. 2015). Les facteurs viraux responsables de cette prise 

de contrôle sont à l’heure actuelle inconnus.  

 

Après la traduction des polyprotéines non structurale P123 et P1234, celles-ci vont 

être séquentiellement clivées en trans et en cis par le domaine cystéine protéase de 

nsP2 (Vasiljeva et al. 2003). Cette maturation est séquentielle conduisant tout d’abord 

à l’accumulation de P123 + nsP4, puis à celle de nsP1 + P23 + nsP4, et enfin à 

l’accumulation des protéines matures nsP1, nsP2, nsP3, nsP4. L’association de P123, 

nsP4 et de l’ARN viral initie l’activité du complexe réplicatif qui va dans premier temps 

être adressé à la membrane plasmique, et s’y ancrer via le domaine d’association 

membranaire de nsP1. L’action de la RdRp nsP4 au sein de ce complexe éphémère 

va permettre, à partir du génome viral, la synthèse d’un brin ARN(-) complémentaire 

au génome viral conduisant à l’accumulation d’ARNdb (Ahola and Merits 2016). A 

partir de ce stade, la poursuite de la maturation de la polyprotéine P123 convertit 

l’activité de nsP4 qui pourra alors transcrire de nouveaux ARN viraux génomiques et 
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subgénomiques en utilisant l’ARN(-) néosynthétisé comme matrice. Ces évènements 

prennent place dans une niche réplicative à la membrane plasmique que l’on nomme 

sphérule. Celle-ci prend la forme d’une évagination de la membrane, connectée par 

un col étroit au reste du cytoplasme (Fig. 17). Ces compartiments permettent la 

protection de l’ARNdb des senseurs de l’immunité innée et des réponses antivirales 

susceptibles de conduire à sa dégradation. Ainsi la machinerie de réplication virale est 

protégée au sein de ses structures et permet l’export des ARN néosynthétisés vers le 

cytoplasme. Les rares connaissances relatives à la biogénèse et l’organisation de ces 

compartiments seront détaillées plus loin dans la section 7 de ce chapitre (0). À des 

stades plus tardifs de l’infection, une partie de ces sphérules sont internalisées sous 

la forme de vacuoles cytopathiques de type I (CPV-I). Ces structures de 0.6 à 2 µm de 

diamètre sont issues de membranes endolysosomales et sont présentes chez tous les 

Alphavirus (Froshauer et al. 1988). Cependant la fréquence de formation des CPV-I 

ne semble pas être similaire entre chaque Alphavirus. L’infection par CHIKV par 

exemple induit peu de CPV-I (Thaa et al. 2015). 

 

 

Dans les dernières étapes du cycle réplicatif, l’ARN subgénomique est transcrit à partir 

de l’ARN(-), sous contrôle du promoteur subgénomique. Cet ARN est traduit sous la 

 

Fig. 17 Sphérules de réplication de CHIKV à ma membrane plasmique. 

A. Tomographie électronique d'une extension de type filopode induite par CHIKV. Les particules virales sont 
détectées au niveau de la membrane plasmique P (flèches bleues), les organelles de réplication apparaissent moins 
denses et plus larges (étoiles noires). Un épaississement de la MP peut apparaître localement (flèches jaunes). Barre 
d'échelle, 50 nm. B. Représentation schématique de A. Les filaments d'actine sont représentés en violet, les 
ribosomes en vert, la membrane plasmique cellulaire en brun, les particules virales en rouge, les organelles de 
réplication en brun clair, l'ARNdb en bleu clair, l'anneau putatif nsP1 en rose, et certains partenaires de réplication 
en bleu foncé.  Modifié à partir de (Girard et al. 2023a). 
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forme d’une polyprotéine C-E3-E2-6K-E1. Celle-ci est maturée séquentiellement grâce 

à l’activité protéasique de la protéine C qui s’auto-clive. La protéine de capside libérée 

de cette façon va par la suite s’auto-assembler en multimères de 240 copies en 

association avec l’ARN génomique néosynthétisé. En parallèle, la polyprotéine E3-E2-

6K-E1 est adressée au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et est insérée au 

travers de sa membrane via les domaines transmembranaires des protéines E2, 6K et 

E1 (Fig. 20). Les protéines 6K et E1 sont libérées par l’action de signalases cellulaires 

présentes dans le lumen endoplasmique. Après cette étape, l’intermédiaire E3-E2 (ou 

p62) s’associe avec E1 afin de produire un complexe trimérique immature, qui va 

transiter par des voies de sécrétions. Ce complexe subit tout d’abord des modifications 

post-traductionnelles comprenant des palmitoylations et des glycosylations. Le 

précurseur p62 modifié est ensuite clivé par l’action de la furine conduisant alors à la 

production des glycoprotéines E2 et E3 matures associées à E1 (Ivanova and 

Schlesinger 1993, Ryan et al. 1998). Les trimères matures formés de cette manière, 

sont acheminés vers la membrane plasmique. Une fois adressée à la membrane 

plasmique ces complexes s’oligomérisent sous forme de feuillets hexagonaux. Cette 

conformation favorise l’interaction entre la protéine E2 et la nucléocapside virale. La 

particule est ainsi pleinement formée et prête au bourgeonnement  (Soonsawad et al. 

2010, Jin et al. 2018a). Cependant il n’est pas certain que l’interaction entre les 

nucléocapsides et les protéines d’enveloppe prenne place directement à la membrane 

plasmique. Une des hypothèses propose que cet assemblage puisse se produire au 

niveau de vésicules spécifiques appelées vacuoles cytopathiques de type II (CPV-II) 

(Soonsawad et al. 2010). Ces structures vacuolaires dérivées du Golgi et sont formées 

dans les étapes intermédiaires et tardive du cycle viral. Elles peuvent prendre la forme 

de vésicules à simple ou double membranes et sont marquées par la forte présence 

de protéine de capside et d’enveloppe. Une étude récente par microscopie 

électronique propose un modèle de morphogénése de ces vacuoles où ces dernières 

subissent plusieurs étapes de maturation depuis le Golgi vers la membrane plasmique 

pour y adresser l’assemblage de capside et de protéines d’enveloppe (Sengupta et al. 

2022) (Fig. 18). Il est possible que ces vacuoles servent d’intermédiaire à la maturation 

des particules virales. Toutefois, il est à l’heure actuelle impossible de l’affirmer avec 

certitude. 
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Enfin, la dernière étape du cycle infectieux, consiste au bourgeonnement des 

particules virales. Si l’on sait que l’interaction entre E2 et la nucléocapside promeut le 

bourgeonnement et la libération extracellulaire des particules virales néo-formées, et 

que cet évènement n’implique pas les complexes ESCRT généralement utilisés par 

les virus enveloppées, le mécanisme exact du bourgeonnement du CHIKV et des 

 

Fig. 18 Modèle de biogénèse des CPV-II. 

(A) Le modèle actuel suggére que malgré la présence distincte de quatre types morphologiques de CPV-II, deux 
mécanismes sont potentiellement à l'œuvre. La morphogenèse des classes 2, 3 et 4 commence par la flexion et 
la fragmentation des citernes de Golgi. Le CPV-II de classe 1, en revanche, se forme directement par hernie et 
gonflement de la citerne de Golgi. La classe 2 (ou forme falciforme) se replie sur elle-même et fusionne pour 
donner naissance à la structure de vésicule à double membrane (DMV) de la classe 3. Enfin, les protéines NC 
piégée dans la DMV acquiert son enveloppe à partir de la membrane interne de la DMV pour donner naissance 
à la classe 4. Enfin, toutes ces formes se regroupent grâce à l'interaction bivalente de la NC de surface qui relie 
de nombreux CPV-II entre eux et sont transportées vers la membrane plasmique (PM). Il est supposé que les 
protéines NC à la surface des CPV-II sont d'abord transférées vers le feuillet interne de la MP, d'où elles 
bourgeonnent. Parallèlement, les CPV-II, beaucoup plus petits, fusionnent et délivrent les virions à l'extérieur de 
la cellule. (B) Hypothèse sur l'orientation de la glycoprotéine E2 dans les différentes classes de CPVII et sur la 
présence de NC et leur livraison potentielle à la MP. Issus de (Sengupta et al. 2022). 
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Alphavirus en général reste encore largement inconnu à l’heure actuelle (Taylor et al. 

2007, Snyder et al. 2011). 

 

Les connaissances actuelles sont minces sur le cycle infectieux chez l’insecte. Pour 

ce qui est des facteurs d’entrée, la sous unité β de l’ATP synthase a été identifiée 

comme interagissant avec la protéine E2 et lorsque ciblée inhibe l’entrée virale 

(Fongsaran et al. 2014). Il est intéressant de noter que les facteurs d’entrée constitués 

par les Héparanes sulfates et les récepteurs aux phosphatidylsérine, identifiés chez 

les mammifères, n’ont pas d’effet sur l’infection virale des cellules de moustique 

(Reyes Ballista et al. 2023). De plus Mxra8 n’a pas d’orthologue chez le moustique, 

l’excluant également. Comme dans les cellules de vertébré, le processus de fusion 

lors de l’internalisation nécessite une acidification des endosomes (Gay et al. 2012).  

L’étude la plus avancée concernant les étapes intracellulaires de l’infection chez le 

moustique ont été réalisées par Jose et al en 2017 chez SINV et à partir d’un modèle 

de lignées cellulaires d’Ae. albobictus (Jose et al. 2017a). Les chercheurs ont montré 

que chez SINV, la formation des complexes de réplications se fait au contact de 

vésicules acides contenant les glycoprotéines virales contrairement aux cellules 

mammifères qui en sont dépourvues. Il a également été observé que chez les cellules 

de moustiques le bourgeonnement est majoritairement interne au sein de vésicules et 

non pas à la membrane plasmique. De leurs comparaisons des étapes de réplication 

et le bourgeonnement, ces chercheurs en ont ainsi déduit un modèle partiel de la 

réplication au sein de cellules d’insectes (Fig. 19). 

Cependant, les difficultés d’utilisation de lignées cellulaires de moustique, tout comme 

l’imperfection des rares modèles cellulaires disponibles constituent une entrave 

importante à la compréhension du cycle infectieux chez le vecteur et explique en partie 

le manque de données sur le sujet. Par exemple la lignée C6/36 utilisée est issue de 

broyats de larves de moustique au background génétique inconnu. Il est dès lors 

complexe de cibler un tissu ou un type cellulaire physiologiquement ou génétiquement 

pertinent avec ces lignées. Des études supplémentaires restent absolument 

nécessaires pour pouvoir potentiellement dans l’avenir empêcher la propagation de 

CHIKV par cycles enzootiques. 
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Fig. 19 Modèle comparatif de la réplication des Alphavirus chez les cellules 
mammifères et les cellules d’insectes 

Après l'attachement et la liaison au récepteur (étapes 1 et 2), SINV est internalisé par endocytose médiée par la 
clathrine (étape 3). La fusion à pH acide (étape 4) au sein d'endosomes tardifs libère la nucléocapside (NC). Après 
la décapsidation (étape 5), les polyprotéines non structurales sont traduites à partir de l'ARNm viral (étape 6). Les 
protéines non structurales, les protéines de l'hôte ainsi que l'ARN viral forment les complexes de réplication (étape 
7) qui répliquent et transcrivent l'ARN viral et induisent la formation de sphérules aux membranes endosomales et 
plasmiques (étape 8). L'internalisation des sphérules de réplication à partir de la membrane plasmique et la fusion 
des vésicules ainsi formées avec les lysosomes génère des CPVs-I. La polyprotéine structurelle traduite à partir de 
l'ARN sous-génomique (étape 9) est maturée en protéine de capside (CP) et en précurseur polyprotéique 
d'enveloppe. Celui-ci est transloqué vers le RE (étape 10), clivées par la signalase (étape 11) et glycosylées, puis 
transportées à travers le complexe de Golgi, où le clivage de la furine sépare E3 de E2 (étape 12) et permet le transit 
vers la membrane plasmique via la voie sécrétoire. Les protéines C, se lient à l'ARN génomique pour former le NC 
(étape 13) qui se lie aux pointes de glycoprotéines sur la MP et le virus bourgeonne à partir de la MP (étape 14). 
Les structures du CPV-II qui contiennent les glycoprotéines et les nucléocapsides associées proviennent du Golgi et 
s'accumulent dans les cellules à un stade avancé de l'infection. Dans les cellules de moustiques, les sphérules de 
réplication ne sont présentes que sur de grandes vésicules internes qui contiennent également des nucléocapsides 
et des particules virales bourgeonnantes internes. Les vésicules contenant des glycoprotéines sont internalisées à 
partir de la membrane plasmique et la fusion de vésicules internalisées de petite taille permet la formation de larges 
vacuoles cytopathiques. Les particules virales bourgeonnent au sein des grandes vacuoles cytopathiques (étape 
15), qui contiennent également des sphérules de réplication et des nucléocapsides. Les virions bourgeonnants 
s'accumulent dans la lumière de ces grandes vésicules. Des sphérules situées à la membrane plasmique et la 
distinction nette entre CPV-I et CPV-II ne sont pas observées chez les cellules de moustiques. Issu de (Jose et al. 
2017b). 
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5. Protéines Virales 

Dans cette section, nous détaillerons les fonctions canoniques et non canoniques des 

protéines structurales et non structurales des Alphavirus et du CHIKV lorsque celles-

ci ont été explorées spécifiquement. 

 

 

La protéine C isolée est une petite protéine de 35KDa qui a pour rôle principal de s’auto 

assembler pour former la capside qui va protéger l’ARN viral. Son extrémité C 

terminale contient un domaine sérine protéase qui va lui permettre de s’auto-cliver et 

de se libérer de la polyprotéine structurale (Melancon and Garoff 1987). L’extrémité N 

terminale quant à elle contient deux régions aux activités différentes. La région I 

structurée en hélice α, et riche en résidus basiques, est impliquée dans la dimérisation 

des protéines de capsides par interactions entre superhélices (Perera et al. 2001). La 

région II, riche en acides aminés basiques, est impliquée dans l’interaction avec l’ARN 

viral et son recrutement dans la nucléocapside (Owen and Kuhn 1996). La 

visualisation par cristallographie de la structure de la nucléocapside de CHIKV, a 

montré que le domaine protéase de la protéine C est replié dans une poche 

hydrophobe et que cette conformation permet l’interaction avec la queue 

cytoplasmique de E2. Cette interaction serait cruciale au bourgeonnement (Sharma et 

al. 2018b).  

Enfin, cette protéine, possède des signaux de trafic vers le noyau (NLS) et hors du 

noyau (NES). Chez CHIKV ces régions sont situées respectivement sur les résidus 

60-99 et 143-155 (Thomas et al. 2013). On ignore en grande partie le rôle du trafic de 

la protéine C de CHIKV vers le noyau. Si dans le cas des Alphavirus encéphalitiques 

du nouveau monde, il a été montré que ce trafic induisait un arrêt de la transcription 

cellulaire, ce n’est pas le cas pour CHIKV (Garmashova et al. 2007).  

 

Pendant de nombreuses années, le gène 6K était uniquement associé à la production 

d’une petite protéine de 6 kDa nommée 6K. Cependant en 2008 il a été montré que la 
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présence d’un site de décalage ribosomique permettait la production d’une protéine 

alternative nommée TF (Transframe) (Firth et al. 2008). Le rôle de la protéine 6K est 

relativement peu connu, on sait que cette protéine est fortement acétylée et qu’elle est 

présente au sein des particules virales bourgeonnantes (Welch and Sefton 1980). De 

plus on pense que 6K possède deux domaines transmembranaires essentiels à la 

maturation de la poly-protéine structurale (Fig. 20). Ainsi la protéine 6K a été observée 

au sein des cellules infectées au niveau des membranes du RE, du Gogli et de la 

membrane plasmique (Ramsey and Mukhopadhyay 2017). De plus, il a été montré 

que les mutations de cette protéine diminuent fortement la production virale via des 

perturbations du bourgeonnement (Loewy et al. 1995). Par la suite, il a été établi que 

l’interaction de 6K avec la glycoprotéine E2 au cours du cycle viral participe à la 

maturation de cette dernière ce qui pourrait expliquer les perturbations de 

bourgeonnement observées chez les mutants 6K. De plus, la mutation de 6K génère 

des mutations compensatoires pouvant apparaitre sur E2 pour restaurer le 

bourgeonnement  (Ivanova et al. 1995).  L’autre fonction connue de 6K est son rôle de 

canal ionique. C’est une viroporine (une pore cellulaire d’origine virale) qui permet le 

passage d’ions à travers la double couche lipidique (Antoine et al. 2007). Il est 

intéressant de noter que la concentration en ions monovalents est cruciale pour la 

régulation du bourgeonnement, en influençant le réarrangement de la protéine E2 

(Melton et al. 2002).  

La protéine TF est elle aussi relativement peu connue. Il est estimé que le décalage 

ribosomique nécessaire à sa synthèse se produit dans 10 et 18% des évènements de 

traduction. Elle partage le domaine N terminal de la protéine 6K mais possède un 

domaine C terminal unique issu de la séquence du gène E1 (Firth et al. 2008). Elle 

conserve également sa fonction de canal ionique (Snyder et al. 2013). La protéine TF 

contrairement à 6K subit des modification post traductionnelles, notamment des 

palmitoylations sur son domaine N terminal, ce qui promeut sa localisation à la 

membrane plasmique et au sein des particules virales  (Ramsey et al. 2017). La 

présence de la protéine TF n’est pas essentielle dans la réplication du génome ou le 

trafic des protéines d’enveloppe. Cependant dans un modèle in vivo, cette absence se 

traduit par une diminution drastique de la virulence (Snyder et al. 2013, Kendra et al. 

2017). Une des explications possibles à ce phénotype a été apportée récemment par 
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Rogers et al qui ont montré que TF à un rôle antagoniste à la réponse IFN-I, et que 

cette fonction est corrélée à la palmitoylation de TF (Rogers et al. 2020). 

 

 

 

Fig. 20 Maturation de la polyprotéine des Alphavirus. 

(A) Le génome des Alphavirus à ARN positif comporte deux cadres de lecture. À l'extrémité 5' se trouve la coiffe 
méthyl-7-guanosine (m7G), suivie des cadres de lecture des protéines non structurelles (nsP) et des protéines 
structurelles, ainsi que de la queue poly A en 3'. Au cours de la réplication, l‘ARN viral de polarité négative est utilisé 
comme modèle pour produire l'ARN sous-génomique à partir d'un promoteur sous-génomique interne (flèche). Les 
protéines structurelles sont traduites à partir de la transcription subgénomique. (B, C) Conformation de la 
polyprotéine structurale avant clivage dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE). La capside (CP) est 
d'abord libérée sous forme de protéine soluble dans le cytoplasme. L'extrémité N-terminale de l'E3 contient une 
séquence de signal qui dirige la translocation à travers la membrane. Les flèches blanches indiquent le site de clivage 
de la furine entre E3 et E2, qui se produit dans le réseau transgolgien. Les autres protéines de l'enveloppe traversent 
la membrane grâce à l'insertion de domaines transmembranaires. Les flèches noires marquent les sites de clivage 
de la signalase qui sont utilisés dans le RE. Les conformations post-clivage comprennent des sites de palmitoylation 
(en jaune). (B) La polyprotéine 6K est le produit de traduction majoritaire. (C) La forme TF de la polyprotéine est le 
produit minoritaire résultant d'un décalage de cadre dans le gène 6K, et n'inclut pas E1. Issu de (Ramsey and 
Mukhopadhyay 2017). 
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Les protéines constitutives de l’enveloppe virale sont transmembranaires, glycosylées 

et palmitoylées. Ces protéines sont insérées dans un double feuillet lipidique dérivé de 

la membrane plasmique cellulaire. L’enveloppe virale contient 240 copies des deux 

protéines E1 et E2 présentes en proportions identiques et formant des hétérodimères. 

Ces hétérodimères s’assemblent eux même en trimères à la surface des virions et 

sont clés dans le processus d’internalisation (Chen et al. 2018a).  

La protéine E1, est une protéine de 47 KDa composée de trois domaines riches en 

feuillets β (I, II et III) (Fig. 21). C’est le deuxième de ces domaines qui contient le 

peptide de fusion exposé lors de l’acidification des endosomes (Li et al. 2010b). 

La protéine E2, de taille similaire (47 kDa) est composé de trois domaines : un 

ectodomaine (A), une région en tige (B) et d’une région transmembranaire en hélice α 

(C). C’est cette protéine qui est clé dans la reconnaissance des récepteurs cellulaires 

par le virion (Weger-Lucarelli et al. 2016). De plus, les mutations dans la séquence 

des régions A et B sont associées à des éléments clés de l’infection comme le tropisme 

cellulaire ou la pathogénicité (Voss et al. 2010). De manière surprenante, il a été 

montré que l’expression ectopique ou dans le cadre d’une infection de E2 induit la 

formation d’extensions intercellulaires. Ces structures contenants de l’actine et de la 

 

Fig. 21 Structure de l’hétérodimère p62-E1. 

(A) Diagramme en ruban de l'hétérodimère p62-E1. Les domaines I, II et III de E1 sont représentés 
respectivement en rouge, jaune et bleu, et la boucle de fusion (FL) en orange. Les domaines E3 (blanc/gris), ainsi 
que les sous-domaines A (cyan), B (vert), C (rose) et le feuillet β (violet) de E2 sont indiqués. La flèche noire pointe 
vers la membrane virale. (B) Organisation de p62, orientée approximativement à 90 degrés par rapport à (a) 
D’après (Weger-Lucarelli et al. 2016). 
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tubuline pourraient permettre la transmission intercellulaire de SINV (Martinez and 

Kielian 2016, Yin et al. 2023a).  

En comparaison, le rôle de la protéine E3 est relativement méconnu. Cette petite 

protéine de 10 KDa, pourrait agir en tant que chaperone de E2 lors de l’assemblage 

du dimère E1/E2, protéger la conformation de E1 lors de changements de Ph et 

interagir avec le récepteurs Mxra8 (Snyder and Mukhopadhyay 2012, Uchime et al. 

2013, Basore et al. 2019a).  

 

Les protéines non structurales sont les enzymes virales. Elles sont essentielles à la 

formation du complexe de réplication viral. Cependant ces protéines ont également 

d’autres fonctions considérées comme non canoniques qui jouent également un rôle 

important lors de l’infection. 

 

La protéine nsP1 est composée de 535 acides aminés et un poids de 60 kDa (Fig. 22). 

Cette protéine possède de nombreuses fonctions dans un le cadre du cycle viral. Il a 

notamment été montré récemment que cette protéine est capable de s’auto assembler 

en dodécamère pour former le col des organelles de réplication. Ici seront abordées 

trois de ses fonctions principales. La capacité de déformation membranaire de nsP1 

ainsi que sa contribution à la formation de sphérules seront décrites plus loin dans la 

section 6 et 7 de ce chapitre (Chapitre 1.6.2.c et Chapitre 1.7.2).  

 

 

Fig. 22 Organisation de la protéine nsP1 

La protéine nsP1, fais approximativement 60kDa. Le domaine MB1 correspond à la séquence 245-268 
structurée en hélice α permettant l’ancrage membranaire.  Le domaine MB2 correspond à la séquence 417-
419 comprenant trois cystéines palmitoylés responsables de l’adressage membranaire de la protéine. 
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Coiffage des ARN viraux 

La première fonction qui a été identifiée pour nsP1 chez les Alphavirus est son rôle 

dans le coiffage des ARN viraux. Ce processus est différent de celui impliqué dans le 

coiffage des ARN cellulaires. Dans ce cas-là une ARN triosephophatase (RTPase) va 

prendre en charge l’ARN, puis une GTase va permettre le transfert d’un groupement 

GMP issu d’un Guanosine triphosphate (GTP) vers à l’extrémité 5’. Enfin, une 

méthyltransférase (MTase)  transfère un groupement Méthyl depuis une S-adenosyl-

l-methionine vers la guanine en 5’ (Decroly et al. 2011). Dans le cas du coiffage des 

Alphavirus, nsP1 possède un domaine MTase qui permet le transfert d’un groupement 

méthyl depuis une molécule de S-adénosylméthionine vers un GTP permettant la 

formation d’un complexe nsP1-m7GMP (Laakkonen et al. 1994). Par la suite ce 

processus se poursuit via l’activité GTase de ce même domaine ce qui va permettre 

le transfert de la guanosine méthylée à l’extrémité 5’ de l’ARN néosynthétisé (Fig. 23). 

Cette réaction nécessite cependant l’action de la protéine nsP2 qui permet le clivage 

du phosphate gamma en 5’ de l’ARN naissant via son activité ARN triphophatase 

(RTPase) (Ahola and Kääriäinen 1995). 

Ce domaine MTase/GTase de la protéine nsP1 est crucial, et certains résidus ont été 

identifiés comme critiques pour le processus de capping. Des expériences ont montré 

par exemple que des mutations sur les sites D64, D90, R93 and C135 empêchaient 

l’activité de capping chez SINV (Wang et al. 1996). En parallèle, chez SFV, il a été 

montré qu’une mutation sur le site H38 avait pour effet d’inhiber l’activité GTase mais 

pas l’activité MTase de la protéine (Ahola et al. 1997). De plus il a été prouvé que 

l’activité de capping de nsP1 est absolument nécessaire à la réplication virale. Le fait 

que le processus de capping viral soit très différents du capping cellulaire, fait que le 

ciblage de cette étape du cycle cellulaires soit apparu comme prometteur dans le 

développement de nouveaux traitements antiviraux (Chapitre1.6.c) (Gigante et al. 

2014, 2017, Delang et al. 2016). Cette approche a constitué une partie de mes travaux 

de thèse (Chapitre2.3). 
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Il est cependant nécessaire de nuancer l’importance du capping viral. En effet il a été 

montré qu’une partie de des ARNs viraux de SINV n’étaient pas coiffés. La production 

d’ARN non coiffés au début de cycle viral est apparu comme nécessaire à 

l’établissement de l’infection virale (Sokoloski et al. 2017).  En effet, la diminution de 

ces ARN viraux non coiffés induit une diminution du nombre de particules virales 

produites (LaPointe et al. 2018b). En parallèle la même équipe à démontré que 

 

Fig. 23 Réactions de coiffage cellulaire et chez les Alphavirus  

(A)La structure cap-0 est formée sur les d'ARN naissants par l'action séquentielle de trois enzymes. Tout 
d'abord, l'ARN triphosphatase (RTPase) hydrolyse le γ-phosphate de l'ARN naissant (pppNp-ARN, où N désigne 
le premier nucléotide transcrit et p un groupe phosphate) pour produire un ARN diphosphate (ppNp-ARN) et 
du phosphate inorganique (Pi). Ensuite, la guanylyltransférase (GTase) réagit avec l'α-phosphate du GTP 
(Gppp), libérant le pyrophosphate (PPi) et formant un intermédiaire covalent enzyme-guanylate (Gp-GTase). 
La GTase transfère ensuite la molécule de GMP (Gp) à l'ARN 5′-diphosphate pour créer l'ARN GpppNp. Lors de 
la dernière étape, la (guanine-N7)-méthyltransférase (N7MTase) transfère le groupe méthyle de la S-adénosyl-
L-méthionine (AdoMet) à la guanine de coiffe pour former la structure cap-0, 7-méthyl-GpppNp (m7GpppNp), 
et libère la S-adénosyl-L-homocystéine (AdoHcy) en tant que sous-produit. La réaction de coiffage est 
complétée par la méthylation de la position ribose-2′-O du premier nucléotide par la (nucléoside-2′-O)-
méthyltransférase dépendante de l'AdoMet (2′OMTase), générant la structure cap-1 (m7GpppNm2′-Op). (B) 
Mécanisme de coiffage des Alphaviridae. L'ARN triphosphatase (RTPase) hydrolyse le γ-phosphate de l'ARN 
viral pour obtenir un ARN diphosphate (ppNp-ARN) et Pi. Une molécule de GTP est méthylée en position N7 
par la N7MTase dépendante de l'AdoMet. La GTase lie alors le N7-méthyl-GTP (m7Gppp), formant un lien 
covalent avec une histidine catalytique (m7Gp-GTase) et libérant le PPi. La GTase transfère ensuite la molécule 
de m7GMP (m7Gp) à l'ARN 5′-diphosphate pour créer l'ARN m7GpppNp. L'encadré indique les virus qui 
acquièrent leur structure de coiffe en utilisant une telle voie de coiffe. Modifié à partir de (Decroly et al. 2012). 
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l’efficacité du coiffage lors d’infections in vivo avait un effet important sur la virulence 

et la sensibilité immunitaire. En effet il a été observé que diminuer la proportion d’ARN 

non coiffés induisait une légère mortalité et une plus forte sensibilité à l’IFN-I. A 

l’inverse augmenter cette proportion abolit toute mortalité et induit une plus forte 

résistance à l’IFN-I (LaPointe et al. 2020) Ainsi on peut supposer que  ces ARN non 

coiffés ont un rôle de contrôle de l’immunité antivirale similaire aux sfRNA des 

Flavivirus (Slonchak and Khromykh 2018). 

Ancrage Membranaire 

La protéine nsP1 est également connue comme étant la seule protéine du complexe 

de réplication à pouvoir s’ancrer à la membrane cellulaire. En effet il a été observé dès 

1995 que cette protéine avait une affinité particulière pour la membrane plasmique et 

les enveloppes d’endosomes (Ahola and Kääriäinen 1995). La première explication 

pour l’affinité membranaire de nsP1 est la présence conservée d’un domaines 

contenant, selon les Alphavirus, une à trois cystéines palmitoylées dans la région C 

terminale de la protéine (417-419) (Laakkonen et al. 1996). La palmitoylation est une 

modification post traductionnelle réversible qui permet l’association de diverses 

protéines aux membranes cellulaires. Ces modifications permettent l’adressage des 

protéines marquées à différentes membranes (plasmique, mitochondriale etc.) et 

même à certains domaines lipidiques précis (Wang et al. 2020b). Pendant de 

nombreuses années les acteurs cellulaires responsables de la palmitoylation de nsP1 

sont restés inconnus. Le rôle des palmitoyltransferases à doigt de zinc ZDHHC2 et 

ZDHHC19 a récemment été identifié (Zhang et al. 2019). L’importance de ce domaine 

ne semble toutefois pas universelle chez les Alphavirus. D’une part il a été montré 

chez SINV et  SFV que des mutations des cystéines palmitoylées avaient peu d’effet 

sur la réplication virale (Ahola et al. 2000, Žusinaite et al. 2007). A l’inverse chez 

CHIKV la présence de ce motif est cruciale à la réplication virale et à l’ancrage 

membranaire. De plus notre équipe a récemment démontré que la présence de ce 

groupement palmitoylé permettait l’adressage de nsP1, et de l’ensemble des protéines 

non-structurelles dans des ilots riches en cholestérol de la membrane plasmique 

nécessaire au bon fonctionnement de la machinerie de réplication virale (Bakhache et 

al. 2020). Cette localisation a par la suite été confirmé par Lasswitz et al. (Lasswitz et 

al. 2022) 
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Le fait que l’ancrage membranaire de nsP1 pouvait dans le cas de SINV, perdurer 

malgré des mutations du domaine de palmitoylation a amené à des investigations plus 

approfondies. En 1999, une approche de mutagénèse permet de découvrir un second 

domaine d’interaction membranaire dans la région centrale de la protéine (245-268) 

(Ahola et al. 1999). Cette région a été par la suite identifiée comme une structure en 

hélice-α permettant un ancrage amphipatique à la membrane (Lampio et al. 2000). 

Notamment la présence d’un tryptophane W249 capable de s’insérer dans le feuillet 

lipidique a été suggérée comme un déterminant additionnel de l’interaction de nsP1 

avec les membranes cellulaires. Récemment le paradigme de la fonction d’ancrage de 

nsP1 a été bouleversé par la capacité de nsP1 à former un anneau dodécamèrique au 

niveau des membranes plasmiques (Jones et al. 2020a, Zhang et al. 2021). Cette 

organisation induit un mode d’interaction complexe avec les bicouches lipidiques. Ce 

nouveau modèle et ses implications seront discutés plus loin dans la section 7 de 

l’introduction (Chapitre 1.7.2).  

Interaction avec la réponse interféron 

Plusieurs observations suggèrent la contribution de nsP1 dans la stratégie d’évasion 

immunitaire des Alphavirus. Tout d’abord dans le cas de RRV, il a été observé que 

chez la souris, nsP1 était associé aux niveaux d’inflammation in vivo (Jupille et al. 

2011). Il a été montré par la suite que cet effet était tissus spécifique et qu’il était 

associé à une modulation de la sensibilité à l’IFN-I (Stoermer Burrack et al. 2014). En 

effet, il apparait que nsP1 peut moduler la réponse IFNα des monocytes tissus infectés 

(Haist et al. 2017).  

Une autre piste de l’implication de nsP1 dans la régulation immunitaire est son action 

sur l’expression de tetherine. La tetherine est une protéine codée par le gène BST2 et 

fait partie des gènes stimulés par voie interferon. Elle contribue à l’inhibition du 

bourgeonnement de virus enveloppés tels que VIH, SARS-CoV2 et le virus influenza 

aviaire ( (Casartelli et al. 2010, Stewart et al. 2022). Lors de l’infection par le CHIKV la 

tetherine agit comme facteur de restriction en inhibant le bourgeonnement. Il a été 

montré que nsP1 colocalise avec la tetherine et diminue l’expression de cette protéine 

(Jones et al. 2013). Cependant ces observations ont été contestées dans une seconde 

étude qui n’a pas montré d’effet de nsP1 sur la régulation de la tetherine (Wan et al. 

2019). 
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Enfin, il a été montré que nsP1 pouvait cibler la réponse interféron en inhibant la voie 

cGAS-STING. Cette voie est usuellement mobilisée via la détection par la protéine 

cGas d’ADN double brin ou d’hybrides ARN-ADN  (Webb and Fernandez-Sesma 

2022). On ignore exactement par quel moyen s’effectue la restriction de CHIKV par 

cette voie, cGas ne détectant pas les ARN double brins (Civril et al. 2013, Sali et al. 

2015). Toutefois il a été observé récemment que la protéine nsP1 avait un rôle 

antagoniste dans l’activation de cette voie. En effet nsP1 peut interagir avec la protéine 

STING, qui est un censeur d’ADN cytosolique, acteur critique de l’immunité antivirale 

via la voie cGas-STING. Cette interaction induit une stabilisation de l’expression de 

nsP1 (Webb et al. 2020).  

 

nsP2 est la protéine qui a le plus haut poids moléculaire au sein du complexe de 

réplication viral, avec une masse de 90 kDa (Fig. 24). nsP2 est localisée 

principalement à la membrane plasmique mais aussi dans le noyaux. Cette protéine 

possède de nombreuses fonctions associées à différents domaines enzymatiques. En 

N-terminal, cette protéine possède des domaines hélicase, nucléoside triphosphatase 

(NTPs), et RTPase. En C-terminal, elle possède un domaine protéase et MTase 

(Russo et al. 2006).  

 

Activité protéase de nsP2 

Le domaine protéase de nsP2 responsable de la maturation de la polyprotéine virale 

est structurée de manière similaire à la famille des protéases de type Papaïne. Lors 

de la maturation de cette polyprotéine, les clivages de P1234 et de P12 se font en cis. 

A L’inverse le clivage de P123 se fait en trans. L’activité protéase de nsP2 a été 

 

Fig. 24 Organisation de la protéine nsP2 

La protéine nsP2, fait approximativement 90kDa. Le domaine NLS correspond à la séquence d’adressage 
nucléaire de la protéine (648-PRRRV-652). 
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montrée comme essentielle à l’infection, des mutations dans ce domaine ayant 

complètement aboli la réplication virale (Lulla et al. 2006, Balistreri et al. 2007). De 

plus il a été montré récemment que l’activité protéase de nsP2 était également 

dépendante d’un interdomaine permettant la flexibilité de la structure protéique. Cette 

séquence située entre les résidus 463 à 476 est en partie conservée chez les 

Alphavirus, en particulier  la 468-FQNKAN-476(Law et al. 2021). 

Activité hélicase de nsP2 

L’appartenance de nsP2 à la superfamille des hélicases à dans un premier temps été 

identifié par bio-informatique (Gorbalenya and Koonin 1993). Des expériences in vitro 

ont ensuite confirmé cette fonction sur des ARN double brins, en observant la 

déshybridation des deux brins, de l’extrémité 5’ vers l’extrémité 3’. Le modèle actuel 

considère que cette fonction permet une meilleure séparation entre l’ARN génomique 

et subgénomique et le brin complémentaire pour faciliter l’accès de la polymérase 

virale nsP4 aux promoteurs viraux (Gomez de Cedrón et al. 1999, Das et al. 2014b). 

L’activité hélicase est endergonique, elle nécessite un apport énergétique pour avoir 

lieu. Coïncidemment, nsP2 possède un domaine ATPase qui semble essentielle à la 

fonction hélicase (Das et al. 2014b). 

Activité ARN triphosphatase 

L’activité ARN triphosphatase de nsP2 hydrolyse le phosphate-γ situé en 5’ des brins 

d’ARN néosynthétisés. Cet événement est essentiel au coiffage de ces ARN par nsP1 

comme évoqué plus haut (Rikkonen 1996, Vasiljeva et al. 2000). 

Évitement immunitaire  

nsP2 est le principal acteur dans l’arsenal des Alphavirus permettant de mettre en 

place une stratégie d’évitement immunitaire. En premier lieu, il a été montré que nsP2 

peut transloquer dans le noyau. Cette capacité de nsP2 à transloquer peut être 

imputée à la présence du peptide d’adressage nucléaire (NLS : 648-PRRRV-652) et 

d’un résidu arginine-649 critique au centre de la protéine (Rikkonen et al. 1992, 

Rikkonen 1996). Une fois dans le noyau nsP2 est capable de cibler plusieurs voies 

immunitaires. D’une part nsP3 est capable d’établir un arrêt transcriptionnel cellulaire 

durant l’infection (Gorchakov et al. 2005). C’est la dégradation de Rpb1, une sous unité 

de l’ARN Polymérase II, par nsP2 qui en est responsable (Akhrymuk et al. 2012). Cette 

dégradation, est la principale cause de la cytotoxicité des Alphavirus qui entraine la 
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mort cellulaire par apoptose (Akhrymuk et al. 2018). D’autre part nsP2 est également 

capable d’inhiber la phosphorylation de la protéine STAT1 (Fros et al. 2010). Cette 

protéine est impliquée dans plusieurs voies de signalisation, notamment la voie JAK-

STAT. Lors de sa phosphorylation STAT1 acquiert un rôle de transducteur de signal 

et se relocalise dans le noyau où elle va augmenter l’expression de certains gènes. 

STAT1 peut ainsi induire l’expression de certains gènes stimulés par interféron et 

induire une réponse antivirale. Le ciblage de STAT1 par nsP2 permet donc directement 

de diminuer la réponse antivirale cellulaire.  Enfin il a été montré que le domaine 

MTase de nsP2 induisant un export nucléaire de phospho-STAT1 par la voie CMR1 

(Goertz et al. 2018). De ce fait, nsP2 peut dépléter la réponse immunitaire par deux 

moyens l’inhibition de de STAT1 et son export depuis le noyau vers le cytoplasme.  

 

nsP3 est une protéine modulaire de 60 kDa divisée en trois domaines : un 

macrodomaine N terminal (MD) similaire aux macrodomaines retrouvés dans certaines 

protéines cellulaires telles que certaines histones ; un domaine central unique à 

chaque Alphavirus (AUD) contenant une structure en doigt de zinc , capable de lier 

l’ARN viral; un domaine C terminal hypervariable en longueur et en séquence (HVD) 

spécifique à chaque Alphavirus (Fig. 25). Le domaine MD est extrêmement 

conservées dans chez les Alphavirus et chez les virus à ARN simple brin positif de 

manière plus large. Ce domaine possède une double activité d’hydrolyse et de fixation 

des ADP-riboses qui apparait comme critique dans le cas de nombreux virus (Rack et 

al. 2016). De manière similaire le domaine central AUD est également assez conservé 

chez les Alphavirus (Gao et al. 2019). A l’inverse le domaine HVD montre une faible 

conservation de séquence et de taille entre les différents Alphavirus, y compris au sein 

de groupes phylogéniques proches. Ce site désordonné, se montre très permissif pour 

l’insertion de mutations ce qui en a fait un site privilégié pour l’insertion de marqueurs 

cellulaires (Foy et al. 2013). Deux résidus phosphorylées en particulier en position 319 

et 368 ont été montré comme essentiel à la réplication (Vihinen and Saarinen 2000, 

Vihinen et al. 2001). Il semble également que la séquence de HVD ait une influence 

sur l'internalisation des complexes de réplications. En effet une étude a montré 

qu’intervertir les séquences HVD de SFV et de CHIKV avait pour effet de favoriser 

l’internalisation des complexes sous forme de CPV-I chez ce dernier (Thaa et al. 2015). 



79 
 

Lors de l’infection, nsP3 est détectée à plusieurs localisations cellulaires qui varient au 

cours du temps. D’une part on peut l’observer à la membrane plasmique en association 

avec le complexe de réplication viral dans les étapes précoces du cycle viral. Chez 

certains Alphavirus, elle peut également être détectée à la membrane vésiculaire des 

CPV dans les régions périnucléaires lors des étapes tardives (Cristea et al. 2006). 

D’autres part une sous population se localise au sein d’agrégats cytoplasmiques en 

association avec des facteurs cellulaires  (Peränen et al. 1988, Foy et al. 2013). Cette 

protéine a longtemps été considérée comme une protéine adaptatrice, dépourvue 

d’activité enzymatique, servant uniquement au recrutement des cofacteurs cellulaires 

de la réplication virale. Cependant des recherches récentes ont apporté un éclairage 

nouveau sur cette question. Les fonctions connues de nsP3 sont les suivantes. 

 

Activation de la voie PI3K-Akt-mTOR 

La mobilisation de la voie anti apoptotique PI3K-Akt-mTOR par les Alphavirus est 

essentielle pour la réplication. Dans le cas de SINV, l’infection active fortement cette 

voie (Mohankumar et al. 2011). Cette activation a récemment été attribuée à nsP3 qui 

contient un motif YXXM dans son domaine HVD. Cette séquence permet la fixation de 

la sous unité p85 de PI3K et imite ainsi les signaux induits par des facteurs de 

croissance. Etant donné la localisation membranaire de PI3K, cette interaction aurait 

lieu lorsque nsP3 est associée au niveau de la membrane plasmique avec les autres 

nsPs (Mazzon et al. 2018). Les conséquences de la mobilisation de la voie PI3K-Akt-

mTOR par les Alphavirus sont multiples. D’une part la suractivation de cette voie par 

RRV a pu être associée à la sévérité de la pathogénèse in vivo pour le cas de RRV. 

D’autre part elle a pour effet de modifier le métabolisme cellulaire. L’activation de la 

voie  PI3K-Akt-mTOR par la protéine nsP3 de SFV diminue la glycolyse et favorise la 

 

Fig. 25 Organisation de la protéine nsP3 

La protéine nsP3, fait approximativement 60kDa. Le domaine HVD est structurée de manière désordonnée 
est fortement variable entre espèces virales. 
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voie des pentose phosphate stimulant alors la production de précurseurs d’acides 

aminés et d’acides gras par la cellule hôte (Mazzon et al. 2018). De plus cette voie est 

supposée comme impliquée dans l’internalisation des sphérules dans les CPV-I, 

comme cela été observé dans le cas de SFV (Spuul et al. 2010, Thaa et al. 2015). De 

plus en comparaison, CHIKV qui active cette voie à un niveau légèrement plus 

restreint, internalise peu ses sphérules via les CPV-I (Thaa et al. 2015). Tout cela 

montre la capacité de nsP3 à manipuler cette voie pour favoriser la survie et la 

multiplication virale.  

Association avec les facteurs de granules de stress. 

Comme mentionné précédemment, outre sa présence au sein du complexe de 

réplication, dans les cellules infectées, nsP3 est détectée sous la forme d’agrégats 

cytoplasmiques (Peränen et al. 1988).  Ce même phénotype est observé lors de 

l’expression ectopique de nsP3. Dans le cas du SINV, l’analyse des agrégats purifiés 

a démontré la présence de 35 facteurs cellulaires dont notamment les protéines G3BP-

1 et G3BP-2 (Ras GTPase-activating protein-binding proteins) (Cristea et al. 2006). 

Ces résultats ont par la suite été confirmés chez CHIKV  et d’autres Alphavirus (Fros 

et al. 2012, Frolov et al. 2017). Les protéines G3BPs sont essentielles à la formation 

de structures nucléoprotéiques nommées granules de stress (SGs) (Kedersha et al. 

2016). L’agrégation des SGs constitue un mécanisme de défense mis en place dans 

les cellules soumises à un stress tel que les infections virales. Il s’agit d’un phénomène 

réversible entrainant l’agrégation des facteurs d’initiation de la traduction et des 

polysomes dans des granules cytoplasmiques. Ce mécanisme bloque ainsi toute 

traduction d’ARNm jusqu’à la résolution du stress (Buchan and Parker 2009). 

L’agrégation des SGs est délétère pour les virus qui utilisent la machinerie 

traductionnelle de leur hôte pour se multiplier. Cette situation a conduit à l’acquisition 

de contremesures virales. Chez les Alphavirus ces stratégies d’évitement divergent. 

Pour les virus OW, la formation des SGs est empêchée par la séquestration de G3BP1 

et G3BP2 par nsP3 et l’agrégation de ces protéines dans des granules cytosoliques 

virales contenant également la protéine nsP2 mais pas les autres protéines non 

structurales (Panas et al. 2015, Scholte et al. 2015).  Cette interaction est médiée par 

2 motifs FGDF très conservée dans le domaine HVD, au sein duquel les résidus 

phénylalanine sont critiques. Certaines exceptions ont toutefois été décrites 

récemment par notre équipe, en particulier pour MAYV dont l’un des motifs FGDF est 
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remplacé par une séquence FGAP (Neyret et al. 2022). Ces travaux auquel j’ai 

participé sont présenté en Annexe. 

 CHIKV présente une particularité en étant dépendant de cette interaction G3BP-nsP3 

contrairement à SFV (Scholte et al. 2015, Kim et al. 2016). En effet, la perte de cette 

interaction, consécutive soit à l’inhibition de l’expression de G3BP1 et G3BP2 ou à la 

mutation domaine HVD est néfaste à la réplication virale. Cette observation, ainsi que 

le recrutement des isoformes de G3BP sur le site de la réplication virale suggère 

fortement que ces protéines cellulaires interagissent avec le précurseur P123 et l’ARN 

viral, et contribuent à la formation et/ou la maintenance des organelles de réplication 

(Kim et al. 2016). De plus les protéines G3BPs sont capable d’interagir avec la sous 

unité ribosomale 40S ce qui laisse supposer leur contribution dans le recrutement des 

facteurs de traduction à proximité des sites de réplication, permettant une traduction 

rapide des ARNs néosynthétisés après leur export des sphérules (Götte et al. 2019). 

Cette contribution à la formation des sphérules de réplication sera décrite plus en détail 

dans la section 7 ce chapitre (Chapitre 1.7.2). 

ADP ribosylation des ARN viraux. 

Comme mentionné précédemment, le domaine MD permet l’association de nsP3 avec 

des ADP riboses. L’ADP ribosylation est une modification post-traductionnelle 

impliquée dans de nombreux processus cellulaires essentiels comme la réparation de 

l’ADN, l’expression génique, la dégradation protéique ou la régulation de l’apoptose. 

Chez les organismes eucaryotes cette modification réversible est générée par les poly-

ADP ribose polymérases (PARP). Dans un contexte cellulaire, elles sont hydrolysées 

par la poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG). De études récentes ont montré que 

le domaine MD de nsP3 est capable de se reconnaitre le mono(ADP-ribose) et 

poly(ADP-ribose) et également d’effacer ces marques par hydrolyse. Cette capacité 

est essentielle à la réplication virale et a été associée au niveau de virulence in vivo 

(McPherson et al. 2017, Abraham et al. 2018, 2020). L’ADP ribosylation étant 

essentielle à la formation des SGs, cette fonction jouerait un rôle crucial dans 

l’inhibition de leur formation via l’ADP-ribosylation des protéines G3BPs (Jayabalan et 

al. 2021). Elle constitue donc une autre stratégie d’évitement immunitaire déployée par 

les Alphavirus et potentiellement une cible thérapeutique prometteuse (Shimizu et al. 

2020).  
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nsP4 est une protéine de 70kDa identifiée comme étant la polymérase virale RNA 

dépendante (RdRPs) (Khan et al. 2002) (Fig. 26). 

 

Il a été très tôt considéré, au vu de sa séquence très similaire à d’autres RdRps virales, 

que nsP4 était responsable de la synthèse d’ARN viraux (Kamer and Argos 1984). In 

vitro, la protéine nsP4 recombinante permet la synthèse d’ARN simple brin négatif à 

partir d’une matrice d’ARN simple brin de polarité positive. Cette activité de synthèse 

nécessitait cependant la présence des autres nsPs, au moins sous forme immature 

(P123) associées à des fragments membranaires. La réaction est stimulée par la 

présence d’ions magnésium. Le domaine enzymatique de synthèse ARN a été identifié 

comme une région de 97 résidus dans la région N Terminale (Rubach et al. 2009). Il a 

été observé également que cette protéine est extrêmement conservée chez les 

Alphavirus. En effet, les protéines nsP4 provenant de différents Alphavirus peuvent 

s’associer avec des complexes P123 provenant d’autres virus et conserver leur 

fonctionnalité (Lello et al. 2021). Enfin, un domaine adénosyltransférase est présent  

au sein de sa séquence et il est supposé que c’est ce domaine qui est responsable la 

polyadénylation des ARN viraux néosynthétisés au sein des sphérules (Tomar et al. 

2006). Comme évoqué précédemment, au sein du complexe de réplication la fonction 

de nsP4 est modulée par la présence et la structure des autres nsPs. Ainsi le clivage 

de la polyprotéine P123 en nsPs individuelles, induit une changement conformationnel 

permettant le passage de la synthèse du brin matrice ARN(-), à la réplication du 

génome et sous-génome viral ARN(+) (Shirako and Strauss 1994). De cette façon, 

certains sites d’interactions entre nsP4 et nsP1/nsP2/nsP3 ont été identifiés comme 

 

Fig. 26 Organisation de la protéine nsP4 

La protéine nsP4, fais approximativement 70kDa et extrêmement conservée au sein des Alphavirus. La région 
N terminale de cette protéine est désordonnée.  
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clé dans ces mécanismes et possiblement responsable de l’organisation 

conformationnelle de nsP4 (Rupp et al. 2011). 
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6. Déformations membranaires et infections virales 

 

Une représentation simplifiée de l’unité cellulaire la considérerait comme un amas 

protéique isolé du reste de leur environnement par une membrane lipidique. 

Cependant les cellules sont capables d’une immense plasticité, régulant leur structure 

interne, leurs morphologies et leur perméabilité à l’environnement extérieur. 

Le changement morphologique d’une cellule est essentiel à la mise en place de 

nombreux processus comme la migration par reptation, la phagocytose ou l’adhésion 

cellulaire. Les protrusions membranaires font partie de ce phénomène. Ces extensions 

de la membrane plasmique peuvent êtres constitutives d’un front de migration et donc 

jouer un rôle dans la polarité cellulaire. Elle peuvent être formées en réponse à un 

signal chemo-attractant ou à l’inverse être projeté de manière aléatoire pour sonder 

l’environnement extracellulaire (Petrie et al. 2009). 

La formation de protrusions nécessite l'intégration de plusieurs processus cellulaires.  

Il a été longtemps considéré que la force de déformation de la membrane était 

entièrement fournie par le cytosquelette d'actine, dont la polymérisation dynamique 

pousse la membrane vers l'avant. Toutefois un récent article a mis en lumière le fait 

qu’une disjonction entre la membrane cellulaire et le cytosquelette d’actine est 

nécessaire à l’initiation des protrusions membranaires (Welf et al. 2020). La membrane 

elle-même se dilate sous l'effet de la tension, un processus qui nécessite un trafic 

membranaire et la fusion de vésicules contenant des lipides pour supporter 

l'augmentation de la surface membranaire (Bi 1995). Enfin, les protubérances doivent 

adhérer à un substrat. Si elles n'adhèrent pas, les protubérances ont tendance à se 

rétracter par vagues en réponse à la tension générée dans la cellule, dans un 

processus connu sous le nom de "membrane ruffling" (ébouriffement de la membrane). 

Pour résumer la dynamique membranaire nécessaire à la formation de protrusions 

cellulaires repose sur un étroit dialogue entre les espèces lipidiques formant la 

membrane plasmique, les différents polymères cytosquelettaires et un grand éventail 

de protéines cellulaires organisatrices (Fig. 27). Dans cette partie seront décrites les 
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principales formes de protrusions membranaires ainsi que les différents acteurs 

cellulaires responsables de déformations membranaires. 

 

 

Parmi les types de projections cytoplasmiques que peuvent former les cellules on 

distingue trois principales catégories : 

Les cils et flagelles qui sont des projections mobiles formées par une structure 

microtubulaire, ondulant pour permettre le mouvement cellulaire (Gilpin et al. 2020).   

Les microvilis, qui sont de courtes extensions souvent en grand nombre à la surface 

de cellules, permettant d’augmenter la surface d’échange entre la cellule et son 

environnement externe (Lange 2011).  

Les pseudopodes qui sont des projections cytoplasmiques des cellules eukaryotes. 

Ces extensions cellulaires sont formées par l’action du cytosquelette : les filaments 

d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules. On distingue plusieurs types 

 

Fig. 27 Mécanismes de déformation des membranes. 

La bicouche phospholipidique peut être déformée, ce qui entraîne une courbure positive ou négative de la 
membrane. Ces modifications peuvent être générées par : a) les changements dans la composition des lipides 
; b) l'insertion de protéines membranaires intégrales possédant une courbure intrinsèque ou entrainant une 
courbure par oligomérisation ; c) la polymérisation du cytosquelette et la traction par les microtubules ; d) La 
structuration directe et indirecte de la bicouche ; e) l'insertion d'une hélice amphipathique dans un des 
feuillets de la bicouche. D’après (McMahon and Gallop 2005). 
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de pseudopodes, lobopodes, filopodes, réticulopodes, axopodes, lamellipodes… (Fig. 

28).  

Ces distinctions sont basées principalement sur les différences morphologiques de 

ces éléments (longueur, diamètres, embranchements etc.). Cependant cette grande 

diversité est principalement associée au domaine d’étude des Amibes. Dans le champ 

des autres cellules animales, majoritairement, seule, la distinction 

filopodes/lamellipodes est considérée. C’est pour cela que nous nous concentrerons 

par la suite sur deux grands types structures, les protrusions membranaires larges 

(BCP, Broad cellular protrusion) qui comprennent les lamellipodes et les protrusions 

fines et longues (FLP, Finger like protrusion). On peut néanmoins noter l’existence 

d’autres protrusions tels les blebs, invadopodes et d’autres.    

 

 

 

Le cytosquelette d’actine constitue au sein du cytoplasme une structure essentielle à 

la morphologie cellulaire et à la mise en place de la polarité. Il est composé de filaments 

polymériques d’actine ainsi que d’un ensemble de protéines accessoires et 

régulatrices qui y sont associées. Cet assemblage est entre autre responsable de la 

 

Fig. 28 Types de protrusions cellulaires. 

Types de protrusions cellulaires, observées chez différentes espèces d’amibes. (A) lobopodes, (B) filopodes, (C) 
réticulopodes, (D) axopodes, (E) lamellopipode. Source (https://arcella.nl/2421-2/). 
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formation du cortex cellulaire, un réseau de filaments d’actine qui parcours la face 

interne de la membrane plasmique et assure le maintien de la morphologie cellulaire 

dans son ensemble (Salbreux et al. 2012). Le cytosquelette d’actine est également 

considéré comme la principale source d’énergie mécanique à la membrane plasmique 

(Tilney 1975, Svitkina and Borisy 1999). 

A l’origine, l’actine, sous sa forme monomérique, est une petite protéine globulaire 

constituée de quatre sous-domaines séparés en 2 lobes autour d’une niche 

enzymatique capable de lier l’ATP. C’est cette liaison aux molécule d’ATP qui induit 

en changement conformationnel permettant l’assemblage en polymères d’actine 

(Squire 2019) (Fig. 29).  

 

La capacité à pousser sur la membrane pour former des protrusions, est due à la 

polymérisation des brins d’actine à une extrémité qu’on nomme positive. Au sein du 

cytoplasme, ces extrémités positive sont situées vers la membrane plasmique et l’ajout 

de nouvelles actines globulaires se fait par une réaction via l’action de la profiline et 

l’association avec une molécule ATP. La polymérisation entraine l’hydrolyse 

progressive de l’ATP en ADP ce qui induit un gradient le long d’un filament. Les 

protéines les plus récemment ajoutées à l’extrémité positive étant liées quasi 

exclusivement à de l’ATP et à l’inverse les protéines à l’extrémité négative très riche 

 

Fig. 29 Structure de l’actine-G monomérique. 

(a) Diagramme en ruban et (b) représentation de surface de l’actine-G montrant les quatre sous-domaines et 
la poche centrale de liaison à l'ATP. Issus de (Squire 2019) 
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en ADP. C’est cette liaison à l’ADP qui induit une affinité de l’extrémité négative pour 

les protéines cellulaires favorisant la dépolymérisation. La polymérisation produit une 

force de poussée de l’ordre du Piconewton mais lorsque ce phénomène est multiplié 

par un grand nombre d’événements cette force en est démultipliée.  

 

Ainsi si ces filaments se rassemblant en faisceaux parallèles la force générée va 

induire une extension ciblée et étendue de type filopode. A l’inverse un amas ramifié 

de filaments d’actine, permet une poussée plus répartie sur des régions plus larges de 

la membrane, permettant la formation de lamellipodes (Kovar and Pollard 2004).  

Lors de la contraction de ces mêmes extensions, c’est l’utilisation de protéines 

motrices nommées myosines organisées en filaments bipolaires qui permet le 

glissement des fibres les unes par rapport aux autres (Fig. 30). Les myosines de classe 

II sont spécialisées dans la contraction des filaments d’actine. Ces protéines 

 

Fig. 30 Dynamique des filaments d’actine 

(A) La polymérisation des filaments d'actine se produit de préférence à l'extrémité positive (barbed end) à partir 
des complexes ATP-actine-profiline; après l'incorporation d'un monomère d'actine dans le filament, la profiline 
se dissocie. L'hydrolyse de l'ATP déclenchée par la polymérisation rend les filaments plus sensibles à la 
dépolymérisation et augmente leur affinité pour les facteurs de dépolymérisation de l'actine comme 
l’ADF/cofiline. (B) La myosine II est une molécule hexamérique. La phosphorylation de la chaîne légère de la 
myosine entraîne un changement conformationnel induisant l'activité motrice ; la myosine II activée peut alors 
se déplacer vers l'extrémité du filament d'actine par un mécanisme dépendant de l'ATP. La contraction des 
faisceaux d'actine-myosine-II (C) ou des réseaux formés par ces faisceaux (D) est médiée par les unités bipolaires 
de myosine II qui se déplacent le long de filaments d’actine et sont orientés de manière opposée (C) ou non 
alignées (D). Modifié à partir de (Svitkina 2018). 
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possèdent une tête se fixant au filament d’actine et qui se contracte par hydrolyse 

d’ATP (Pollard 1975). En étant liées à deux filaments d’actines, les chaines de 

myosines permettent un rapprochement progressif. L’intégrité des filaments d’actines 

est protégée lors de cette traction par des protéines fibreuses, les tropomyosines 

fixées sur le long des filaments d’actine (Nevzorov and Levitsky 2011). L’organisation 

entre filaments d’actine et les chaines de myosine est extrêmement diverse, de 

l’organisation parallèle quasi-sarcomérique au réseau désordonné (Heissler and 

Manstein 2013). Les fibres de stress sont un de ces types de réseau qui permet la 

contractilité cellulaire (Weber and Groeschel-Stewart 1974). 

La structure polymérique des filaments d’actine est la colonne vertébrale du 

cytosquelette. Elle est à la fois le principal vecteur d’énergie mécanique au sein de la 

cellule et la base structurelle de l’ensemble des processus de déformations 

membranaires. Cependant dans ces processus les polymères d’actine sont en 

interdépendance de deux autres acteurs, la composition lipidique de la membrane 

plasmique et l’ensemble des protéines régulatrices qui organisent sa structuration. 

 

Les lipides sont des molécules dont la capacité à s'auto-assembler en macrostructures 

dynamiques dans un milieu aqueux a été reconnue comme l'un des mécanismes 

fondamentaux du processus évolutif (Luisi et al. 1999). Cette capacité est due à la 

nature amphiphile des molécules lipidiques qui ont tendance à s'agréger de telle sorte 

que les parties hydrophobes (queues) et hydrophiles (têtes) des lipides sont séparées 

et maintenue en séparation par tension hydrophobe (Krimm 1980). C’est l’auto-

organisation en double feuillet avec les queues hydrophobes au centre et les têtes 

hydrophiles en périphérie qui permet la structuration des membranes cellulaires.  

Loin d’être homogènes, les récentes avancées dans les domaines de la lipidomique 

ont montré l’existence de milliers d’espèces lipidiques différentes au sein des 

membranes eucaryotes (Raghu 2020). Il est à noter que cette composition varie 

considérablement entre les organelles étudiées et même entre le feuillet externe et 

interne de celle-ci. Ainsi la membrane plasmique chez les eucaryotes est 

particulièrement riche en sphingolipides et en stérols (van Meer et al. 2008) (Fig. 31). 
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Pour réguler de manière efficace la morphologie cellulaire et la perméabilité au milieu 

extérieur les cellules doivent, assurer une stabilité à large échelle et une grande 

plasticité à l’échelle moléculaire (McMahon and Gallop 2005). Cette plasticité repose 

en partie sur la diversité des espèces lipidiques composants les membranes et leurs 

caractéristiques physico-chimiques respectives. Par exemple, les 

phosphatidyléthanolamines (PE) et les diglycérides (DAG), ont un rôle de 

déstabilisation des bicouches lipidiques, déstabilisations qui ont  pour effet de favoriser 

les interactions protéo-lipidiques et de favoriser la plasticité morphologique (Cullis and 

de Kruijff 1979, Hafez and Cullis 2001, Ces and Mulet 2006).  

 

Fig. 31 Distribution des espèces lipidiques au sein des membranes cellulaires 

La composition lipidique est exprimée en pourcentage de la teneur totale en phospholipides (PL) et est 
représentée en bleu clair pour les levures et en bleu pour les mammifères. Elle est représentée de la même 
manière pour la teneur en stérols avec le cholestérol (CHOL) pour les mammifères et l'ergostérol (ERG) pour les 
levures. À l'intérieur de la cellule, le site de synthèse des principaux phospholipides est représenté par les cercles 
bleus et les autres lipides impliqués dans les voies de signalisation sont représentés par les cercles rouges. PC : 
phosphatidylcholine ; PE : phosphatidyléthanolamine ; PI : phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylsérine ; PA : 
acide phosphatidique ; Cer : céramide ; GalCer : Galactosylcéramide ; SM : sphingomyéline ; TG : triacylglycérol ; 
GSL : glycosphingolipides ; ISL : inositol sphingolipide de levure ; DAG : diacylglycérol ; CL : cardiolipine ; PI4P : 
phosphatidylinositol-4-phosphate ; PI(3,5)P2 : phosphatidylinositol-(3,5)-bisphosphate ; PI(4,5)P2 : 
phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate; PI(3,4,5)P3 : phosphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphate;BMP:bis(monoacylglycéro)phosphate ; S1P : sphingosine-1-phosphate ; R : lipides restants. Modifié 
à partir de (van Meer et al. 2008).   
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Dans le cas des protrusions membranaires, il est avéré que certaines espèces 

lipidiques ont un rôle particulier dans les courbures que peuvent adopter la membrane 

plasmique. L’importance de deux espèces en particulier ont été mises en lumière : les 

acides phosphatidiques (PA) et les acides Lysophophatidiques (LPA) (Kooijman et al. 

2005). En effet il a été observé par Kooijman et al que la présence de ses deux acteurs 

avait pour effet d’induire des courbures respectivement négatives et positives sur des 

membranes in vitro. Cependant il apparait désormais que les deux phénomènes sont 

liés et qu’il est difficile de savoir si le recrutement de ces lipides est un précurseur ou 

au contraire une conséquence de la courbure membranaire. En effet, l’induction d’une 

courbure membranaire entraine un tri lipidique favorisant l’accumulation de PA dans 

les régions à courbure négative (Callan-Jones et al. 2011, Black et al. 2014). 

Deux modèles s’opposent sur leur mode d’action et de recrutement. D’une part le 

modèle historique, considère que la courbure est induite par la polarité elle-même de 

ses espèces lipidiques. Les espèces comme le PA ayant de grandes têtes hydrophiles 

et de petites queues hydrophobes forment un cône et inversement pour le LPA. Pour 

autant des études biophysiques tendent à remettre en cause ce modèle, ne montrant 

que peu de liens entre la morphologies des espèces lipidiques et les déformations de 

membranes (Kamal et al. 2009).  Le second modèle propose que la courbure 

membranaire induit des « défauts » dans l’organisation lipidique de la membrane, des 

manques qui induirait le recrutement de certaines espèces lipidiques par des protéines 

détectrices (Hatzakis et al. 2009, Sorre et al. 2009). Ce mécanisme reste à l’heure 

actuelle en grande partie non élucidé. 

Cependant la contribution du PA aux processus cellulaires de déformation a été illustré 

comme par exemple dans le cas de la macropinocytose ou de la formation de 

lamellipodes (Nishioka et al. 2010, Bohdanowicz et al. 2013). 

Comme dit précédemment, l’organisations de ces espèces lipidiques au sein de la 

membrane plasmique est complexe. Même si théoriquement les différentes espèces 

lipidiques sont libres de diffuser sur un plan membranaire en 2D, ce processus ne 

relève pas simplement de la diffusion brownienne (Kusumi et al. 2005). En effet il a été 

montré que les lipides membranaires de par leur propriété de séparation latérale de 

phase, sont capables de s’agréger pour former des ilots denses (Simons and van Meer 

1988, Simons and Ikonen 1997). Il a été montré dans des modèles théoriques que 
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c’est justement dans des modèles avec réduction d’entropie des espèces lipidiques 

qu’est rendue possible la présence de courbures membranaires (Callan-Jones et al. 

2011). La présence de ses structures permet aux cellules de former des accumulations 

locales de lipides particuliers et ainsi de permettre une forme de polarité cellulaire. Ces 

zones enrichies constituent alors des zones d’interactions avec certaines protéines 

cellulaires pouvant s’ancrer à la membrane et ayant des affinités lipidiques 

particulières (Arumugam and Bassereau 2015). Par conséquent, ces phénomènes 

permettent la mise en place de dialogues complexes entre membranes, protéines et 

cytosquelette. Un exemple de cela est le fait que la protéine Rac1, Rho GTPase 

essentielle à la formation de lamellipodes est lorsqu’elle est palmitoylée adressée à la 

membrane plasmique au sein d’ilots lipidiques riche en cholestérols (Navarro-Lérida 

et al. 2012). De  plus il a été montré que l’intégrité de ces ilots est essentielles à la 

formations de lamellipodes via le recrutement de protéines d’adhésion, les intégrines 

β1 et  β3 (Bi et al. 2018). 

En conclusion, la composition de la membrane plasmique est essentielle à la mise en 

place de déformations membranaires. Plus que participants actifs de ces 

déformations, ces lipides agissent comme plateforme permettant l’interaction entre la 

membrane plasmique, le cytosquelette d’actine et les protéines membranaires. 

 

Comme dit précédemment le cytosquelette d’actine est en constante interaction avec 

un large ensemble de protéines cellulaires qui en contrôle la dynamique et dont 

l’architecture sert de support pour la mise en place de nombreux processus cellulaires. 

Dans cette section nous présenterons les principaux acteurs de l’organisation du 

cytosquelette. 

Les voies des Rho GTPases 

L’une des pierres angulaires du contrôle et de la transduction des processus cellulaires 

sont les petites GTPases. Ces protéines, capables de se lier au GTP et de l’hydrolyser 

en GDP ont un rôle particulier « d’interrupteur » protéique (Fig. 32). Généralement ces 

protéines sont dans un état actif lorsque liées au GTP et inactif lorsque liées au GDP. 

L’activation de ces GTPases est sous le contrôle de protéines qu’on nomme GEFs 

(« Guanine nucleotide exhange factors ») qui vont retirer le groupement GDP pour 
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placer à la place un groupement GTP et mettre la protéine en état actif (Fig. 33). A 

l’inverse d’autres protéines appelées GAPs (« GTPase Activating proteins ») induisent 

l’activité GTPase des petites GTPases, permettant la transformation du GTP en GDP 

et par conséquent l’état inactif de la protéine. Enfin les GDIs (« Guanine Nucleotide 

Dissociation Inhibitors ») permettent l’adressage des petites GTPases à certains sites  

subcellulaires. Cet adressage est permis par la reconnaissance de modifications post 

traductionnelles par les GDIs, les isoprénylations. Les GTPases ont pour rôle de servir  

 

Fig. 32 Protéines effectrices en aval des principales Rho GTPases, Rac1, Cdc42 
et RhoA 

Protéines effectrices en aval des principales Rho GTPases, Rac1, Cdc42 et RhoA. Les protéines effectrices en aval 
de Rac1 et Cdc42 comprennent les protéines de la famille WASP et les kinases activées par la p21 (PAK). WASP, 
N-WASP et WAVE favorisent la polymérisation de l'actine par l'activation du complexe Arp2/3. Les PAKs activent 
les kinases du domaine LIM (LIMK) qui favorisent la phosphorylation et l'inactivation de la cofiline, protéine qui 
induit des coupures dans les filaments d’actine. Les protéines effectrices en aval de RhoA comprennent la 
protéine kinase associée à Rho (ROCK) et la famille des protéines formines (mDia). Parmi les autres protéines 
effectrices en aval, ROCK régule le renouvellement de l'actine via la voie LIMK-Cofiline. Modifié à partir de (Møller 
et al. 2019). 
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de plateforme d’interaction  et de transmettre à un myriade d’effecteurs les stimuli 

internes ou externes qui lui sont transmis  (Wennerberg et al. 2005). 

Parmi les petites GTPase la superfamille Ras compte de nombreux représentants 

impliqués dans une grande diversité de processus cellulaires. Par exemple, la sous 

famille Arf, est impliquée dans le transport vésiculaire tandis que la sous famille Rab 

est principalement liée au trafic membranaire. Le groupe qui nous intéressera en 

particulier est la sous famille des Rho GTPases qui est en charge de la régulation du 

cytosquelette d’actine. (Goitre et al. 2014). Dans cette famille trois membres sont 

particulièrement caractérisés, Rac1 ("Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1"), 

Cdc42 ("cell division cycle 42") et RhoA ("Ras homologous member"). On associe 

respectivement et de manière traditionnelle ces GTPases à la formation de 

lamellipodes, filopodes et fibres de stress. Il est intéressant de noter que bien que 

séparées, les multiples voies de signalisations en aval de ces trois GTPases ont 

parfois certains acteurs en commun ce qui tend à nuancer l’idée de l’implication 

exclusive d’une seule d’entre elles  (Sells et al. 1997, Kameritsch et al. 2015, 

Seetharaman and Etienne-Manneville 2020). Au regard de leur implication dans la 

formation de protrusions membranaires. Nous nous concentrerons sur Rac1 et Cdc42. 

Il existe une grande diversité de GEFs capables d’activer de manière plus ou moins 

spécifique les Rho GTPases (Fig. 34). On en compte deux familles principales : les 

Dbls et les DOCKs dont la spécificité dépend d’une multitude de domaines comme par 

exemple les domaines, PH, DHR2, SH2 et SH3 (Cook et al. 2014).  

Parmi ces GEFs l’un des décrite est β-PIX, un membre de la famille Dbl dont le rôle a 

été identifié dans la migration et l’invasion et former de nombreux complexes 

activateurs. Par exemple le complexe tri-moléculaire GIT–βPIX–Pak1 qui promeut 

l’activité de Rac1 et la migration cellulaire.  GIT est une protéine qui joue le rôle de 

GAP pour les Arf GTPases et ainsi favoriser le recyclage de récepteurs et l’exocytose.  

Cette protéine va s’associer au facteur βPIX au niveau des zones d’adhésions  focales 

riche en  paxilline phosphorylée associée aux protéines d’adhésions (Nayal et al. 

2006). Ce complexe va ensuite s’associer à la protéine kinases Pak1, une 

sérine/thréonine kinase, qui est effectrice de Rac1 et Cdc42 et impliqués dans la 

régulation de l’adhésion et la formation de protrusions membranaire (Delorme-Walker 

et al. 2011). C’est la protéine Pak1 qui est en partie responsable de la phosphorylation 
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des paxillines à la membrane plasmique. De cette manière le complexe GIT–βPIX–

Pak1 permet le recrutement et l’activation locale de Rac1, ce qui constitue une boucle 

auto activatrice : Pak1 activé par les Rho-GTPases permettrait la phosphorylation de 

nouvelles paxillines et ainsi de suite. Ceci aura pour effet la mise place de nouvelles 

structures d’adhésions nécessaire à la migration cellulaire et à la formation de 

filopodes (Rajah et al. 2019). 

 

Un autre intéractant du facteur β-PIX est la protéine d’échafaudage SCRIB. En effet il 

a été montré dans le cas des astrocytes que β-PIX pouvait se lier à SCRIB et de cette 

manière activer Cdc42 au niveau du front de migration (Osmani et al. 2006). De plus, 

dans le cas de cellules cancéreuses, il a été observé que β-PIX et SCRIB s’associait 

avec Pak1 pour former des protrusions loin des zones d’adhésion suggérant un 

complexe différent de GIT–βPIX–Pak1 (Nola et al. 2008).  

On peut également citer la GEF Tiam1 également membre de la famille Dbl qui elle 

est spécifique de Rac1. Cette GEF est impliquée dans la polarisation cellulaire 

l’adhésion et l’extensions de lamellipodes (Connolly et al. 2005, Pegtel et al. 2007, 

Marei et al. 2016). Comme β-PIX, Tiam1 est impliquée dans l’activation de Rac1 mais 

également dans la l’aiguillage de la transduction du signal en aval de Rac1. C’est par 

 

Fig. 33  Cycle d’activation des Rho-GTPase 

L'activation des GTPases Rho nécessite : 1) la libération des inhibiteurs de dissociation de la guanine Rho 
(GDI) et 2) l'activation des facteurs d'échange de nucléotides guanine (GEF), qui facilitent le passage d'un 
état inactif lié à la guanosine diphosphate (GDP) à un état actif lié à la guanosine triphosphate (GTP) et la 
translocation vers la membrane plasmique. L'inactivation se produit lorsque les protéines activatrices de la 
GTPase (GAP) stimulent l'hydrolyse du GTP en GDP et que la Rho GTPase se lie à nouveau à RhoGDI. Les Rho 
GTPases prénylées libres sont instables et dégradées et les Rho GTPases actives peuvent également être 
ciblées pour la dégradation. Modifié à partir de (Møller et al. 2019). 
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l’association à différentes protéines adaptatrices qu’est permis cet aiguillage. Par 

exemple Tiam1 peut se lier avec la protéine adaptatrice IRSp53 (également nommée 

BAIAP2) qui va servir d’intermédiaire  à l’activation du facteur WAVE2  lui-même 

nécessaire à la formation de lamellipodes (Connolly et al. 2005).  

 

En comparaison aux RhoGEFs, les connaissances actuelles sur les GAPs des 

RhoGTPases sont moins développées. On peut citer notamment la protéine 

RACGAP1 impliquée dans la cytokinèse et le contrôle de la migration (Zuo et al. 2014) 

 

Fig. 34 GEFs spécifiques de Rac1 et Cdc42 

Les GEF spécifiques de Rac/CDC42 forment des complexes distincts pour contrôler de manière différentielle la 
migration et l'invasion des cellules. Les GEF β-PIX (A), TIAM1 (B) et DOCK1 (C) spécifiques de RAC/Cdc42 
régulent la migration de différentes manières en fonction des complexes qu'ils forment. Les GEFs et les 
protéines liant les GEFs sont représentées dans des cases de couleur arbitraire. Pour chaque complexe, les cibles 
de signalisation en aval sont indiquées ainsi que le résultat fonctionnel. Modifié à partir de (Lawson and Ridley 
2018). 
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(Fig. 35). En effet, lorsque cette protéine est phosphorylée, elle induit le recrutement 

de la protéine d’échafaudage IQGAP1 à l’extrémité de pseudopodes invasifs 

(Jacquemet et al. 2013a). Dans ce complexe RACGAP1 aurait pour rôle d’activer 

l’hydrolyse de l’ATP tandis que la protéine IQGAP1 capable de se fixer à Rac1 (mais 

également CDC42) aurait pour fonction de verrouiller cet état d’inactivation et par la 

même d’inhiber localement la formation de protrusions. Ce phénomène serait contrôlé 

par des signaux d’adhésions provenant d’intégrines membranaires (Kurella et al. 2009, 

Jacquemet et al. 2013b). 

 

 

Dans le cas de Rac1 et Cdc42, il a été observé qu’un grand nombre d’effecteurs en 

aval des différentes voies de signalisation, possèdent un domaine d’interaction 

spécifique. Ce motif de 18 acides aminés nommé CRIB (« Cdc42/Rac Interactive 

Binding ») est présent dans de nombreuses protéines impliquées dans l’organisation 

du cytosquelette d’actine. Ces protéines ont pour point commun de contenir de 

multiples domaines actifs, comme des domaines d’interaction avec l’actine (ABD), 

 

Fig. 35 Complexes GAP impliqués dans la migration et l’invasion 

Les RhoGAP SRGAP1 (A), SRGAP3 (B), RACGAP1 (C), FilGAP (D), régulent la migration de différentes manières en 
fonction des complexes qu'elles forment. Les complexes GAPs et les protéines liant ces complexes sont 
représentées. Pour chaque complexe, les cibles de signalisation en aval sont indiquées ainsi que le résultat 
fonctionnel. Modifié à partir de (Lawson and Ridley 2018). 
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d’interaction protéines-protéines ou encore des domaines d’échafaudage, permettant 

la transduction de signaux. Un grand nombre de ces protéines ont des activité 

enzymatiques auto-inhibitrices qui ne sont activées qu’après interaction avec les 

GTPases  (Burbelo et al. 1995, Bustelo et al. 2007). Ces protéines aux fonctions 

variées sont essentielles au contrôle du cytosquelette par les Rho GTPase. Plus bas 

seront décrites les grandes fonctions de ces protéines capables.  

Protéines de Coupe  

Les protéines de coupes sont des protéines capables de sectionner les filaments 

d’actine formés pour en favoriser la dépolymérisation. On peut les classer en deux 

familles, les petites protéines de coupe de type cofiline (~15 kDa) et les grosses 

protéines à multidomaines de type gelsoline.  

La cofiline a la capacité de s’associer aux filaments d’actine avec une affinité très 

supérieure pour les protéines d’actine liée au GDP. Cette interaction induit un 

changement conformationnel au niveau des sous domaines I et II des monomères 

d’actine ce qui en déstabilise la structure, favorisant la flexibilité du filament mais aussi 

sa rupture (McCullough et al. 2011). De manière surprenante la fixation d’un trop grand 

nombre de cofiline le long d’un filament à l’effet inverse en le stabilisant (Ngo et al. 

2015). Il a été longtemps considéré que la cofiline était un facteur facilitant la 

dépolymérisation de l’actine (elle était nommé à l’origine actin-depolymerizing factor) 

(Bamburg et al. 1980). Cependant sa contribution à ce phénomène semble indirecte. 

En découpant les filaments d’actine, la cofiline induit une augmentation des extrémités 

négatives présentes et donc la probabilité de dissociation (Andrianantoandro and 

Pollard 2006). Sous sa forme native, la cofiline est inactivée et associée à la membrane 

plasmique dans des zones riches en PI(4,5)P2. Lors de certains événement, comme 

une déphosphorylation par certaines protéines ou une hydrolyse de PI(4,5)P2 la 

cofiline est activée et va transloquer de la membrane plasmique aux filaments d’actine. 

Cependant Il a été montré que la cofiline était rétro-contrôlée par plusieurs voies de 

signalisation, au travers de sa désactivation par sa phosphorylation par les kinases 

LIMK (Delorme et al. 2007). On peut retrouver ces protéines LIMKs comme effectrices 

de RHOA par l’intermédiaire de la protéine ROCK mais aussi de Rac1 et Cdc42 via la 

protéine Pak1 (Sumi et al. 1999). Ainsi il a pu être observé que la cofiline avait un rôle 

important dans la  formation de lamellipodes par Rac1 en participant à l’élargissement 
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du front de protrusion (Delorme-Walker et al. 2011). De plus, la capacité de 

flexibilisation des filaments d’actine par la cofiline a été illustrée dans sa capacité à 

induire des courbures au sein de filopodes  neuronaux (Hylton et al. 2022). 

La gelsoline et les autres protéines s’y apparentant, ont un mécanisme différent 

permettant de contrôler la croissance des filaments d’actines. Au sein des cellules, la 

gelsoline peut se fixer à l’extrémité positive des filaments d’actine. Une fois fixées à 

cette extrémité, elles vont empêcher la polymérisation du filament et induire sa coupure 

en aval (Fan et al. 2017). Il est intéressant de noter qu’in vitro, par sa capacité à se 

fixer sur les structures d’actine, la gelsoline peut également jouer un rôle dans la 

nucléation de monomères d’actine par rapprochement (Burtnick et al. 1997). On ignore 

si ce phénotype de nucléation existe dans un contexte cellulaire et par quel mécanisme 

il serait régulé. La gelsoline semble également impliquée dans la dynamique de 

protrusions cellulaires, notamment en jouant un rôle dans la rétractations de filopodes 

neuronaux chez la souris (Lu et al. 1997). Enfin, il a été montré que la gelsoline jouait 

un rôle important dans la dynamique de formation des lamellipodes (Mazur et al. 2010).  

Protéines nucléatrices 

Bien que l’autoassemblage de l’actine soit possible, ce processus est généralement 

contrôlé par des facteurs cellulaires. Deux familles de facteurs de nucléation sont 

particulièrement décrites : le complexe Arp2/3 et les protéines de type formines. 

Le complexe Arp2/3 est un complexe protéique composé de 7 sous-unités comprenant 

les protéines Arp2, Arp3, très similaires à l’actine dans leur structure, ainsi que les 

sous unités ArpC1/C2/C3/C5. Ce complexe très conservé au cours de l’évolution 

permet la formation de réseaux arborescents de filaments d’actine. Ce complexe a la 

capacité de se fixer sur un filament d’actine « Mère » déjà existant et d’induire la 

nucléation d’un filament « Fille » à un angle d’environ 70°. De cette manière l’extrémité 

du filament fille peut s’allonger tandis que le complexe ancre l’extrémité négative au 

filament mère (Rouiller et al. 2008). L’ancrage au filament mère demande un 

changement conformationnel, couteux énergétiquement et lent à mettre en place. Pour 

réguler ce phénomène, l’activité de Arp2/3 est contrôlée par une variété de cofacteurs 

cellulaires (Rotty et al. 2013). 



100 
 

 

Il s’agit par exemple des protéines transductrices des familles WASPs et SCAR/WAVE 

(SCAR et WAVE désignant la même protéine identifiée respectivement chez 

Dictyostelium discoideum et chez l’Homme). Ces deux groupes de Rho GTPases 

possèdent un domaine nommé VCA, qui permet de lier une molécule d’actine 

monomérique ainsi que le complexe Arp2/3. C’est l’ajout de ce premier monomère 

actine au pseudodimère Arp2/Arp3 qui permet l’induction efficace de la polymérisation 

(Padrick et al. 2011). Les protéines WASPs possèdent un domaine CRIB d’interaction 

avec la Rho GTPase Cdc42 qui leur permet de sortir de leur état basal d’auto-inhibition. 

A l’inverse, les protéines du groupe SCAR/WAVE n’ont pas cette fonction auto-

inhibitrice mais à la place forment un complexe régulateur pentamérique composé des 

protéines WAVEs (WAVE1, WAVE2  ou WAVE3), des protéines Sra-1, Nap1, Abi1 (ou 

Abi2 ou Abi3) et également de HSPC300 (Innocenti et al. 2004, Steffen et al. 2004). 

L’interaction de ce complexe avec Rac1 permet sont activation et l’initiation de la 

nucléation par Arp2/3 (Pollitt and Insall 2009). Le rôle prépondérant de ce complexe 

dans la formation de lamellipodes et de filopodes est très illustré au sein de la littérature 

scientifique (Korobova and Svitkina 2008, Wu et al. 2012). 

Les formines (divisées en classe I et II), constituent un second groupe de protéines 

nucléatrices de l’actine. Ce sont des protéines homodimériques capables de se fixer 

sur l’extrémité positive des filaments d’actine par leurs domaines FH2 (formin 

 

Fig. 36 Complexe Arp2/3 

(A) Diagramme en ruban montrant les deux protéines liées à l'actine (Arps) et les cinq sous-unités. Les sous-
domaines 1 et 2 d'Arp2 sont désordonnés dans cette structure. (B) Modèle de jonction de branche à partir de 
reconstructions de micrographies électroniques. Le complexe Arp2/3 ancre une branche représentée par les sous-
unités filles D1 et D2 du côté du filament mère en blanc. Les numéros indiquent les sous-domaines d'Arp2 (rouge) 
et d'Arp3 (orange). Modifié à partir de (Pollard 2016). 
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homology 2) et de stabiliser cette structure qui agira comme amorce à la formation 

d’un nouveau filament (Baker et al. 2015). Une grande partie des protéines de cette 

familles sont à l’état basal auto-inactivées par l’interaction intramoléculaire de deux de 

leurs domaines (DAD et DID) (Alberts 2001). Il existe une grande diversité de formines 

avec 15 isoformes chez les mammifères chacun ayant une affinité spécifique avec 

certaines Rho GTPases activatrices. Par exemple, Il a été montré que la formine Dia2 

était impliqué dans la formation de filopodes et que cette protéine est régulée par 

Cdc42 (Peng et al. 2003, Block et al. 2008). Cependant elle semble aussi jouer un rôle 

dans la formation de lamellipodes (Yang et al. 2007). De plus, certaines formines, 

notamment de la famille Dia, sont capable de se lier aux lipides, en particulier à 

PI(4,5)P2 (Rousso et al. 2013). Dia2 ne ferait pas exception et une analyse in silico lui 

prédit la même affinité (Bucki et al. 2019). Ainsi l’un des modèles actuels serait que 

l’activation des formines à la membrane plasmique par les Rho GTPases serait 

impliquée dans la croissance polarisée des filaments d’actine et permettant la liaison 

actine-membrane. 

 

Les lamellipodes sont des protrusions cellulaires larges et aplaties qui sont 

généralement associées à la migration cellulaire (Abercrombie et al. 1970). On parle 

d’ailleurs de lamellipode sur une surface en deux dimensions mais on préfère le terme 

général pseudopodes dans des surfaces en trois dimensions.  

La structure des lamellipodes consiste en l’extension de la membrane plasmique 

poussée par la polymérisation du cytosquelette d’actine au niveau d’un front de 

migration (Petrie and Yamada 2012). Il a été montré par la microscopie électronique, 

qu’un réseau de filaments d’actine en arborescence était présent à la base des 

lamellipodes, dont la croissance est dirigée vers la membrane plasmique (Small et al. 

1978). La longueur de ces filaments influence le comportement des lamellipodes. En 

effet, les protrusions riches en filaments long permettant une progression plus rapide 

et facilitent le phénomène de ruffling. A l’inverse des filaments courts favorisent une 

croissance lente mais stable du lamellipode (Bear et al. 2002). La dynamique de ce 

réseau est dépendante d’un équilibre constant entre polymérisation et 

dépolymérisation. Un effet de tapis roulant a été observé au niveau des lamellipodes 

pour en favoriser la croissance (Theriot and Mitchison 1991). Ce phénomène se base 
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sur la notion de nucléation dendritique c’est-à-dire la formation en continue de brins 

fille par le complexe Arp2/3 à partir de brins mères (Mullins et al. 1998). Les 

lamellipodes peuvent de la sorte générer une force de traction supérieure à celles 

d’autres protrusions comme les filopodes. Ce procédé a pour avantage de permettre 

une croissance rapide et efficace ainsi qu’une meilleure transmission de l’énergie 

mécanique des filaments d’actines à la membrane plasmique (Mogilner and Oster 

2003). 

La régulation de l’activation du complexe Arp2/3 reste encore en grande partie 

énigmatique. Cependant on sait que son activation semble dépendante de facteurs 

promoteurs de la nucléation comme les protéines VASP et SCAR/WAVE. On sait par 

exemple que le complexe régulateur WAVE (WRC) a un rôle important dans 

 

Fig. 37 Formation de lamellipodes et nucléation d’actine. 

Le complexe Arp2/3 activé permet la nucléation et la ramification des filaments d'actine au niveau du front de 
migration, repoussant la membrane cellulaire vers l'avant. Les protéines de coiffe contrôlent la demi-vie de 
filaments d’actine en bloquant les extrémités positives et favorisent l'élongation dirigée des filaments non 
coiffés. L'ADF/cofiline favorise la dissociation de l'ADP-actine des extrémités négatives des filaments et 
sectionne les filaments préexistants, générant ainsi de nouvelles extrémités positives. La profiline catalyse 
l'échange d'ADP vers l’ATP sur les molécules d'actine monomériques, qui deviennent disponibles pour une 
nouvelle polymérisation aux extrémités barbelées. Modifié à partir de (Disanza et al. 2005). 
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l’activation de ce complexe dans le cas des lamellipodes et est localisé à l’extrémité 

des lamellipodes. Cette activation semble dépendante de plusieurs facteurs 

notamment le recrutement de la protéine adaptatrice IRSP53 qui va permettre 

l’activation de ce complexe par la RhoGTPase Rac1 (Suetsugu et al. 2006). Cette 

activation aurait lieu au niveau de la membrane plasmique dans des régions lipidiques 

riches en PIP3 permettant ainsi la localisation précise de ce phénotype (Takahashi 

and Suzuki 2010). L’observation récente de la formation de lamellipodes en absence 

de WRC remet toutefois en cause la nécessité de WRC dans la lamellipodogénèse 

(Kage et al. 2022).  

Un autre acteur primordial sont les protéines Ena/VASP qui apparaissent elle-même 

comme essentielle à ce processus (Damiano-Guercio et al. 2020). Ces protéines que 

l’on retrouve aux extrémités des lamellipodes et des filopodes et sont impliquées dans 

la régulation de la densité du réseau d’actine des lamellipodes (Svitkina 2018). En effet 

il a été observé qu’en cas d’inhibition des protéines Ena/VASP, ce réseau était 

composé de filaments plus courts et en denses tandis qu’une surexpression entrainait 

la présence de long filaments plus instables (Bear et al. 2002). La communication entre 

le WRC et Ena/Vasp semble assurée par une protéine du nom de lamellopodin 

capable d’interagir avec les deux complexes et de stimuler leur activation au niveau 

du front des lamellipodes (Carmona et al. 2016). Un rôle de la formine Dia2 dans 

l’élongation et la nucléation est également supposé, via une interaction avec la sous 

unité Abi1 du MRC (Yang et al. 2007).  

De plus il a été observé que la formation de lamellipodes se produisait au niveau de 

membranes enrichies en PI(4,5)P2 (van Rheenen et al. 2007). Il est supposé que ces 

zones dont on sait qu’elles sont affinitaires pour les cofilines, permettent la mise en 

place d’un cycle d’activation/inactivation de ces protéines de découpes. Ceci aurait 

pour fonction de permettre un phénomène de recyclage nécessaire à a la mise en 

formation de filaments nombreux et courts par le complexe Arp2/3 (Svitkina and Borisy 

1999). Ce modèle est encore largement incomplet. 

Comme dit précédemment, on associe majoritairement la formation de lamellipodes à 

l’activation de Rac1. Néanmoins il a été montré que d’autres RhoGTPase pouvaient 

être impliquées dans ce phénomène, RhoG et CDC42 (Schaks et al. 2021). En effet 

ces deux RHoGTPases ne pouvant pas interagir avec le WRC contrairement à RAC, 
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elles ne peuvent pas initier la formation de lamellipodes. Cependant il a été prouvé 

qu’en l’absence de RAC, et en présence de WRC pré-activés, ces deux GTPases 

participent à la formation de lamellipodes.  

 

Structure 

La formation de filopodes peut apparaitre à première vue comme un phénomène 

physiologique complétement distinct de la lamellipodogénèse. Ces extensions qu’on 

qualifie de « finger-like » (semblables à des doigts), pouvant atteindre entre 5 et 35 µm 

de long et 60 à 400 nm de diamètre  (Jacinto and Wolpert 2001). Elles sont la résultante 

de la polymérisation coordonnée et parallèle de filaments d’actine à la membrane. Ce 

phénotype semble être déployé par les cellules dans différents cadres. Dans la 

migration cellulaire par exemple, les filopodes ont pour rôle de contribuer au sensing 

et à l’orientation de la migration cellulaire (Xue et al. 2010). Également, dans le cadre 

de la neurogénèse la formation de filopodes permet aux neurones la mise en place 

des connections cellulaires que constituent les synapses (Wit and Hiesinger 2023). 

Le cytosquelette d’actine au sein des filopodes est caractérisé par sa grande plasticité. 

Il a en effet été mesuré que l’extension et la rétractation de filopodes pouvaient être 

comprises entre 2 µm/min et 25 µm/min  (Dobramysl et al. 2021). Les filaments d’actine 

y sont organisés en faisceaux de 10 à 30 filaments maintenus par l’action de fascines. 

Ces protéines agissent comme agrégateurs entre deux filaments d’actines parallèles 

via deux domaines d’interactions opposés (Lamb and Tootle 2020). 

Bien qu’un nombre important d’acteurs cellulaires responsables de ce phénotype aient 

été identifiés, leurs contributions respectives et leurs interconnections sont encore 

largement questionnées. A l’heure actuelle, il n’existe pas de consensus clair actuel 

sur le modèle de formation des filopodes. Trois propositions ont été faites pour tenter 

de répondre à cette question : 
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Le premier modèle est basé autour de l’organisation lipidique de la membrane 

plasmique. De manière théorique, pour avoir lieu toute déformation membranaire 

nécessite une réorganisation de la distribution lipidique entre le feuillet interne et 

externe. Il a été observé dans le cas des filopodes que certaines protéines, possédant 

un domaine d’interaction lipidique appelé domaine BAR, pouvaient stabiliser les 

 

Fig. 38  Architecture moléculaire des filopodes. 

Les protéines de regroupement (orange) sont responsables de l'assemblage en faisceau des filaments d'actine 
(cyan) au sein des filopodes. Les nucléateurs et les élongateurs d'actine (bleu) interviennent principalement à 
la pointe et à la base d'un filopode émergent, notamment les protéines Ena/VASP et les formines. Les formines 
sont libérées de leur état l'auto-inhibition par les GTPases Rho qui lient le domaine de liaison à la GTPase 
(GBD). Par la suite le domaine d'homologie 2 de la formine (FH2) ajoute des monomères de profiline-actine à 
l'extrémité positive après qu'ils aient été recrutés par le domaine FH1. La myosine-X est enrichie à l'extrémité 
du filopode et circule dans l'arbre, la calmoduline (CaM) étant liée au bras de levier de la myosine, tandis que 
la myosine-2 joue un rôle dans le cortex d'actine à la base (en vert). Les filopodes présentent une courbure 
membranaire et des microenvironnements lipidiques distinctifs, mis en évidence en coupe transversale (les 
lipides phosphoinositides sont représentés en rose et le cholestérol en jaune), et sont stabilisés par des 
protéines adaptatrices membranaires (en violet), qui interagissent avec les membranes à l'aide de domaines 
BAR ou de domaines d'homologie de pleckstrine (PH). Diverses interactions protéine-protéine sont médiées 
par des interactions transitoires entre les domaines d'homologie Src 3 (SH3) et les régions riches en proline 
(PRR).Modifié à partir de (Blake and Gallop 2023). 
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déformations membranaires (Guerrier et al. 2009). Ces domaines d’interaction de 

forme convexe, ont la capacité d’interagir avec les membranes courbées en s’y 

insérant de manière amphipatique. In vitro, les protéines à domaine BAR telles que 

l’amphyphisine peuvent induire des courbures membranaires (Lee et al. 2002). Ainsi 

elles permettent dans bien des cas d’établir la liaison entre membrane plasmique et 

cytosquelette d’actine. Un candidat pour la formation de filopode dans ce modèle est 

par exemple la protéine IRSp53. Cette protéine possède un domaine I-BAR qui est 

capable de reconnaitre les courbures membranaires (Prévost et al. 2015). Il a été 

montré que IRSp53 était capable de recruter les facteurs d’élongation et de nucléation 

VASP et d’induire la formation et l’élongation de filopodes lorsque recruté à la 

membrane plasmique (Jones et al. 2020b, Tsai et al. 2022). De plus IRSp53 est 

régulée par Cdc42, traditionnellement associé à la filopodogénèse (Kast et al. 2014). 

De ce fait, il est supposé dans ce modèle que c’est le recrutement du cytosquelette 

d’actine à des sites de courbures membranaires par les protéines BAR que se forment 

les filopodes. De plus la structuration de ces courbures par les protéines BAR formerait 

un échafaudage permettant par ailleurs de diminuer le seuil énergétique nécessaire à 

la poussée de la membrane (Mancinelli et al. 2021).  

Le deuxième modèle suppose la formation de filopodes à partir de structures d’actine 

branchée préexistante. Dans ce modèle, la présence d’actine branchée par le 

complexe Arp2/3 à proximité de la membrane plasmique est nécessaire à l’initiation 

de croissance filopodienne. Cette idée peut paraitre contre intuitive car le complexe 

Arp2/3 semble absent des filopodes (Svitkina and Borisy 1999). Toutefois, la 

perturbation de la localisation de ce complexe stimule la formation de filopodes chez 

les macrophages (Machesky and Insall 1998). Plus récemment, le rôle d’Arp2/3 dans 

la formation de filopodes a été mis en lumière par une étude fonctionnelle in vitro à 

partir de lysat cellulaire et de membrane artificielle (Lee et al. 2010). Dans cette étude, 

la protéine à domaine BAR Toca-1 recrute les protéines WASP dans des zones 

enrichies en PI(4,5)P2. Ce complexe recruterait par la suite le complexe Arp2/3 suivi 

des facteurs Dia2 et Ena/VASP et enfin la fascine. Ainsi ce modèle suppose que la 

formation de filopodes et de lamellipodes sont deux phénomènes liés. La présence 

d’un réseau d’actine dense favoriserait le regroupement de certains de ces filaments 

par des protéines aggregatrices comme la fascine, induisant par la suite la poussée 

rapide et localisée du faisceau d’actine. D’autres éléments viennent appuyer cette 
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proposition. On peut par exemple noter que bien que canoniquement associé à Cdc42, 

la formation de filopodes semble être dans certains cas régulée par Rac1 (Dumontier 

et al. 2000, Cohen et al. 2010). 

 

Enfin le troisième modèle consiste en la nucléation dirigée de l’actine au niveau de la 

membrane plasmique. Cette hypothèse est basée sur le fait que certaines formines, 

comme Dia2, capables d’induire nucléation et élongation de l’actine sont présentes 

aux extrémités de filopodes et nécessaires à leurs formation (Schirenbeck et al. 2005, 

Yang et al. 2007). Cependant ce modèle fait face à certaines contradictions. D’une 

part, l’étude plus approfondie de la localisation de Dia2 à montrer qu’initialement cette 

formine se trouve à l’extrémité de lamellipodes avant d’être recruté plus précisément 

au niveau de l’extrémité de filopodes naissants ou se rassemblent les faisceaux 

d’actine (Yang et al. 2007). Ainsi il est apparu que la nucléation précède le recrutement 

de Dia2 et donc, que celui-ci n’est pas à l’origine de ce phénomène. Cependant le 

modèle de la nucléation par les formines reste possible et n’exclut pas le modèle de 

nucléation branchée. Ceci expliquerait la persistance de filopodes dans les cas où 

Arp2/3 est inhibé (Steffen et al. 2006). On peut donc considérer que plusieurs types 

de filopodes coexistent au sein du processus cellulaire bien que l’utilité de plusieurs 

mécanismes redondants ne soit pas nécessairement évidente. 

TNTs, des FLPs particuliers 

Les tunelling nanotubes (TNTs) constituent un type de protrusion cellulaire qui peut à 

première vue, sembler similaire aux filopodes. Par certains aspects, ces extensions 

 

Fig. 39 Modèles de formation des filopodes 

Les molécules et les mécanismes impliqués dans la formation des filopodes peuvent être envisagés de différentes 
manières. Les modèles présentés ici sont, (A) Modèle par déformations membranaires, (B) Modèle de nucléation 
localisée, (C) Modèle de nucléation convergente. Modifié à partir de (Blake and Gallop 2023). 
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tubulaires sont bien discernables des filopodes. D’un diamètre compris entre 50 et 700 

nm et d’une longueur entre 20 et 100 µm, les TNTs permettent d’établir une connexion 

entre deux cellules et de transporter des cargos cellulaires entre elles (Rustom et al. 

2004). Contrairement aux filopodes, les TNTs sont composés de filaments d’actine 

mais également de microtubules (Zurzolo 2021). Leurs mécanismes de formation sont 

également radicalement différents. Ainsi la voie de signalisation Cdc42-VASP-IRSp53 

contribuant à la formation des filopodes régule négativement la formation de TNTs. A 

l’inverse, on retrouve chez les TNTs la protéine Eps8 qui peut inhiber la formation de 

filopodes (Menna et al. 2009, Delage et al. 2016). Cependant, la découverte d’autres 

types d’extensions permettant le transfert intercellulaire a amplement complexifié la 

classification de ces structures. De ce fait, il est proposé de considérer ces extensions 

de transfert comme des « filopodes spécialisés ». On peut donc considérer que le 

critère principal permettant de discriminer ces filopodes spécialisés des filopodes 

canoniques soit leur capacité de transfert de cargo intercellulaire (Yamashita et al. 

2018).  

 

Au cours de l’infection, les espèces virales modulent les processus cellulaires à leur 

propre bénéfice. Ces modifications concernent en particulier les membranes des 

organelles cellulaires, et leur détournement est nécessaire à la réplication et à la 

propagation efficace de nombreux virus (Hernandez-Gonzalez et al. 2021). Ces 

modifications se traduisent en particulier par la formation de diverses protrusions 

cellulaires. La formation de ces protrusions est souvent de pair avec une prise de 

contrôle des voies de régulation du cytosquelette de la cellule hôte. Cela peut se faire 

de manière extra cellulaire, par la fixation à des récepteurs cellulaires, ou alors de 

manière intra cellulaire par l’association avec des facteurs cytoplasmiques. Malgré des 

descriptions nombreuses, il n’existe que très peu de travaux de synthèse sur ces 

modifications souvent spectaculaires d’un point de vue microscopique. Cette section 

est dédiée à la description succincte des protrusions les plus caractéristiques 

observées au cours des infections virales et à leur rôle fonctionnel au cours du cycle 

infectieux. 
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Lamellipodes ou BCPs 

Peu d’exemples de lamellipodes viralement induits ont été décrits. La plupart de ces 

observations sont associées au rôle des lamellipodes dans la migration cellulaire et 

ont donc été étudiée par ce biais. 

Ce phénotype est en particulier observé au cours de l’infection par le Varicella Zoster 

Virus (VZV), membre des Herpesvirus. Ce virus, responsable de myélopathies et 

autres complications neurologiques, est capable de réarranger le cytosquelette des 

cellules qu’il infecte (Carpenter et al. 2008). Ainsi, les astrocytes infectés par le VZV 

se caractérisent par une augmentation de la formation de lamellipodes et de la motilité 

cellulaire (Meshki et al. 2011, Bubak et al. 2018). Bubak et al ont également pu montrer 

que ce phénotype est associé à la translocation nucléaire de la protéine réceptrice 

transmembranaire de type tachykinine nommée NK-1R (Neurokinin Receptor 1). Cette 

protéine, participe au réarrangement du cytosquelette d’actine et des microtubules via 

l’activation de la Rho-GTPase RhoA, et permet la formation de blebs à la surface de 

cellules neuronales. Cette activation de RhoA serait médiée par les protéine 

activatrices G12 et G13 (Meshki et al. 2009). L’Aprepitant et le Rolapitant, deux 

inhibiteurs chimiques de NK-1R, inhibent efficacement la formation de lamellipodes et  

soulignent son rôle prépondérant dans la formation de ces protrusions (Meshki et al. 

2011). 

Un phénotype proche a également été démontré dans le cas du virus de la Vaccine 

(VACV), de la famille des Poxvirus. L’infection y est associée à la formation de BCPs 

de type podosome et la migration des cellules hôtes (Sanderson et al. 1998). Les 

cellules infectées déploient des podosomes de migration dont la rétractation 

progressive laisse place à de longues et fines protrusions semblables à des filopodes. 

Dans cette forme de motilité, le virus prend le contrôle de la formation de fibres de 

stress via le ciblage de RhoA. En effet la protéine virale F11 via ses domaines PDZ se 

fixe sur les activateurs de la Rho GTPase, comme la myosine-9a,  et de ce fait bloque 

l’activation de cette voie (Handa et al. 2013). Il en résulte ainsi une dépolymérisation 

des fibres de stress, qui permettrait la modulation de la migration cellulaire. On peut 

noter que l’action de F11 sur cette voie de régulation apparait comme redondante avec 

l’action d’une autre protéine virale, la protéine F10. En effet cette protéine kinase virale, 
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a montré en contexte hors infectieux la capacité de perturber la formation de fibres de 

stress. Ce phénotype est lié à la capacité de F10 de phosphoryler la formine Dia1, 

effectrice de RhoA (Greseth et al. 2017). Ainsi cette capacité apparait comme 

importante pour virus, deux protéines y étant consacrées. Le ciblage des fibres de 

stress peut apparaitre comme contre intuitif. En effet les fibres de stress sont 

généralement considérées comme des structures permettant l’adhésion et la traction 

de l’ensemble du corps cellulaire, essentielles à la migration. Cependant il a été 

observé que ces structures ne sont pas universellement nécessaires à la migration 

cellulaire (Valerius et al. 1981, Rubino 1984). Ainsi il est proposé que les fibres de 

stress pourraient jouer un rôle négatif sur la migration, dû  à la forte stabilité de ces 

structures (Cheng et al. 2016). On ignore encore le rôle exact de l’inhibition de la voie 

de régulation des fibres de stress mais elle apparait comme essentielle dans la 

migration cellulaire induite par VACV (Valderrama et al. 2006, Handa et al. 2013). En 

parallèle une autre protéine virale nommée VGF, est capable lorsque clivée par des 

protéases cellulaires d’agir sur la voie des récepteurs du facteur de croissance 

épidermique (EGFR) (Beerli et al. 2019). Cette voie, est capable dans un contexte 

cellulaire de transduire des signaux externes, comme la fixation du facteur de 

croissance TGF-alpha (transforming growth factor alpha), au reste de la machinerie 

de régulation cellulaire. Par conséquent cette voie permet la régulation et surtout la 

polarisation de la migration cellulaire. L’activation de cette voie via la protéine VGF est 

un autre moyen par lequel VACV induit et contrôle la migration de ses cellules hôtes. 

Un dernier exemple de virus induisant la formation de BCPs lors du cycle infectieux 

réside dans le HIV. En effet, ce Rétrovirus est capable d’influencer grandement la 

migration des cellules qu’il cible. D’une part, in vitro il réduit la capacité de migration 

des lymphocytes T qu’il infecte via protéine accessoire Nef (Lu et al. 2008, Vérollet et 

al. 2015). A l’inverse, cette même protéine est capable de favoriser à migration des 

macrophages infectés à travers la membrane mésenchymateuse via la formation de 

podosomes (Vérollet et al. 2015). On ignore exactement comment Nef influence de 

manière sélective la migration cellulaire. Toutefois il a été identifié que cette protéine 

virale est capable d’interagir avec les protéines PAKs et avec la formine Dia1. Ces 

protéines régulent négativement RhoA ce qui favorise la formation de lamellipode à la 

surface des cellules infectées (Renkema et al. 1999, Lu et al. 2008). De plus Nef 

module également l’activité de la cofiline ou des protéines WASP, acteurs clés de la 
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formation de lamellipodes (Haller et al. 2006, Stolp et al. 2009). Il apparait également 

que cette modulation de la migration des lymphocytes T peut se faire de manière extra-

cellulaire. En effet lors de contacts entre des lymphocytes T et des cellules 

dendritiques arborant à leur surface des particules virales non endocytées, la motilité 

des lymphocytes T est réduite (Koh et al. 2020). La source de ce phénomène reste 

encore mystérieuse, mais elle semble nécessiter l’interaction entre la protéine 

d’enveloppe virale gp120 et le récepteur cellulaire CD4. 

Filopodes ou FLPs 

Contrairement aux lamellipodes, la formation de filopodes viralement induits, est 

souvent décrite dans la littérature scientifique. On observe ce phénotype pour une 

grande diversité d’espèces virales, notamment dans les cellules infectées par le 

VACV, les Herpesvirus tels que le cytomégalovirus humain (HCMV), les 

Paramyxovirus dont le virus respiratoire syncytial (RSV), les Orthomyxovirus avec le 

virus de la grippe A (IAV), les Filovirus avec le virus de Marburg (MARV) et  le virus 

Ebola (EboV), et les Asfarvirus avec le virus de la peste porcine africaine (ASFV) 

(Alvarez and Agaisse 2015, Chang et al. 2022, Hunziker et al. 2022, Mehedi et al. 

2016, Kolesnikova et al. 2007, Jouvenet et al. 2006). Pour illustrer la diversité de ces 

profils, seront présentés ici uniquement quelques exemples provenant de familles 

virales distinctes : 

Pour la famille Herpesvirus, plus précisément les Alphaherpesvirus tels que VZV, la 

formation de lamellipodes par les astrocytes infectés induites par la translocalisation 

de NK-1R vers le noyau, décrite plus haut, est également concomitante de la formation 

de longues extensions de type filopodes (Bubak et al. 2018). Des  accumulations de 

protéines virales et d’ARN viraux ont pu être observées le long de ses extensions 

membranaires (Carpenter et al. 2008).  

Pour l’herpèsvirus porcin 1 ou PRV (Pseudorabies virus), la formation de projections 

cellulaires riches en actine et tubuline a été attribuée à la kinase virale US3 (Favoreel 

et al. 2005). En effet Favoreel et al, ont établi que cette protéine virale est capable, y 

compris dans un contexte non infectieux, d’induire des projections cellulaires actives, 

désignant des projections indépendantes de la rétractation de lamellipodes. Ces 

observations suggèrent alors un modèle de formation différent de la nucléation 

convergente. Il a par la suite été établi que la protéine US3 était capable d’activer les 
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voies de régulation du cytosquelette Cdc42 et Rac1 en activant la phosphorylation de 

Pak1 (Van den Broeke et al. 2009a).  

Un autre exemple remarquable est celui des papillomavirus. En effet l’étude du 

papillomavirus humain 16 (HPV16) met en lumière la capacité de ce virus à induire la 

formation de filopodes en s’attachant à la membrane de ses cibles cellulaires (Biondo 

and Meneses 2022). Il émerge de ces résultats un modèle où la fixation des particules 

virales à leurs récepteurs membranaires induirait une transduction de signaux 

résultant en la formation de filopodes. Actuellement, la nature du récepteur permettant 

la transduction de ce signal reste inconnue. Cependant, en aval, le ciblage de Cdc42 

in vitro via son inhibiteur ML-141 a montré un effet négatif sur la formation de ces 

protrusions (Schelhaas et al. 2008). Ce détournement a été imputé à la protéine 

d’enveloppe virale E6 capable d’interagir avec la GEF ARHGEF16, activatrice de 

Cdc42 (Oliver et al. 2011). 

Le HIV est également un cas intéressant, capable de stimuler non seulement la 

formation de lamellipodes comme décrit plus haut, mais également de favoriser la 

formation de filopodes dans chez les cellules infectées (Nobile et al. 2010). Dans ce 

cas également c’est la protéine Nef qui en est responsable et qui est capable d’induire 

dans un contexte hors infection la formations de filopodes. Dans le contexte infectieux, 

une accumulation de matériel viral est observé au niveau de ces filopodes (Aggarwal 

et al. 2012). Les mêmes auteurs ont par la suite montré que le HIV mobilisait la voie 

Cdc42-IQGAP1-Arp2/3 pour former ces structures. Il est intéressant de noter que 

l’implication de plusieurs acteurs du cytosquelette d’actine comme IrsP53 et le 

complexe Arp2/3 sont impliqués dans le transport vésiculaire des particules de HIV 

vers la membrane plasmique ; supportant l’idée que la prise de contrôle du 

cytosquelette d’actine est  significative dans le cas de l’infection HIV (de Poret et al. 

2022). 

 

Si certains virus sont capables d’induire des déformations membranaires comme des 

filopodes ou des lamellipodes nous sommes en droit de nous questionner sur le 

bénéfice potentiel que ces protrusions fournissent au cycle viral. Bien que ces 
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phénomènes soient encore pour la plupart peu étudiés, on peut observer plusieurs cas 

de figure. 

Entrée virale 

Dans un premier temps on peut supposer que le fait qu’une cellule infectée émettent 

des projections membranaires favorise l’entrée des particules virale.  

Si ces protrusions sont induites par les étapes intracellulaires de l’infection, ces 

structures facilitent alors la réinfection par de nouvelles particules virales, augmentant 

la charge virale. Ainsi on a pu observer que dans le cas de HSV, qu’en plus d’induire 

la formation de structures filopodiennes, ce virus se fixe de manière préférentielle sur 

les filopodes de cellules déjà infectées que sur le reste du corps cellulaire (Oh et al. 

2010). Les auteurs ont pu observer que la glycoprotéine virale d’entrée gB et la 

présence d’héparanes sulfates à la surface des filopodes semblent responsable dans 

ce processus. Il a été également observé dans ce cas de figure un phénomène de 

« surfing », ou les particules virales migrent le long des filopodes pour atteindre le 

corps cellulaire.  

Un autre processus proche du surfing, est l’utilisation de la dynamique des filopodes 

pour se rapprocher du corps cellulaire (Fig. 40). Chez HPV, les particules virales HPV 

fixées aux FLPs induits par le virus sont attirées vers le reste du corps cible par la 

rétractation de ces structures (Smith et al. 2008).  

La formation de protrusions peut être partie intégrante de processus d’endocytose 

alternatifs comme la macropinocytose. Dans ce cas, le remodelage membranaire est 

induit par les étapes extracellulaire du cycle viral. Ce phénotype a été observé chez 

HPV. Il apparait que l’induction de FLPs chez la cellule hôtes est bénéfique à l’entrée 

virale (Schelhaas et al. 2008, Biondo and Meneses 2022). In vitro, l’inhibiteur ML-141 

prévient la formation de ces extensions et possède également un effet délétère sur 

l’infection virale. A l’inverse, la bradykinine connue pour stimuler la formation de 

filopodes induit une augmentation de l’infection virale (Schelhaas et al. 2008). Il est 

alors supposé que ces structures permettraient alors une meilleure entrée virale au 

sein des cellules cible, possiblement en stimulant la macropinocytose des particules 

infectieuses (Kay, 2021). Cette forme particulière d’endocytose virale a déjà été 

observée  dans le cas d’autres virus tels que HIV, VACV ou HSV1 (Mercer and 

Helenius 2009). Néanmoins, l’entrée virale d’HPV ne mobilise pas certains facteurs 
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canoniques de cette voie particulière d’endocytose, suggérant un mécanisme proche 

mais  néanmoins distinct (Schelhaas et al. 2012).  

Le détournement par les virus de protrusion déjà formée par la cellule hôte est 

également possible. C’est par exemple le cas du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) 

et du virus de la leucémie murine (MLV) (Lehmann et al. 2005). Lors du surfing, les 

particules virales mobilisent le moteur moléculaire qu’est la myosine II pour migrer le 

vers le corps cellulaires en suivant les filaments d’actine. Ce phénomène se déroule 

avant les étapes de fusion membranaires. 

 

Fig. 40 Propagation virale et déformations membranaires 

(a, b) En plus de la propagation acellulaire, les virus peuvent rester associés à la surface de la cellule infectée et se 
propager à travers de longs ponts filopodiaux qui relient les cellules donneuses et les cellules cibles. (c) Le VACV reste 
associé à la cellule infectée pour induire une polymérisation de l'actine et se propulser vers les cellules voisines. (d, e) 
La connectivité cytosol à cytosol peut favoriser la transmission d’éléments viraux ou de particules virales. Modifié à 
partir de (Zhong et al. 2013). 
 
 



115 
 

Sites de bourgeonnement  

La formation de protrusions cellulaires peut également favoriser la propagation virale 

en favorisant le contact avec des cellules non infectées (Fig. 40). Les protrusions 

cellulaires facilitent de ce fait le transfert de particules virales d’une cellule à une autre 

par le rapprochement des deux membranes plasmiques. La diminution de la distance 

entre cellule bourgeonnante et cellule cible, permet d’augmenter la probabilité de 

contact avec les récepteurs cellulaires. 

Chez les Herpesvirus tels que VZV ou PRV,  il a par exemple été observé que le FLPs 

induits par l’infection présentent une accumulation importante de particules virales 

bourgeonnantes, trafiquant depuis le cytoplasme sous forme « d’autoroutes virales » 

(Viral Highways) L’inhibition de la formation de ces extensions par l’utilisation de 

drogue est corrélée à une baisse significative de la propagation virale en culture 

(Favoreel et al. 2005, Carpenter et al. 2008). 

Dans le cas des Filovirus MARV et du virus Ebola (EBOV) les filopodes semblent être 

des lieux de bourgeonnement privilégiés. C’est par l’utilisation de la myosine X que la 

nucléocapside virale est adressée aux filopodes (Schudt et al. 2013). Chez des 

Rétrovirus il a été montré que le virus de la tumeur mammaire de la souris (MMTV) 

était capable d’induire des filopodes et que ces filopodes étaient un site favorisé de 

bourgeonnement (Damsky et al. 1977). Cibler le cytosquelette d’actine a ainsi été 

corrélé avec une diminution dramatique du bourgeonnement viral (Maldarelli et al. 

1987). Le même phénotype a été observé par la suite chez HIV (Carlson et al. 2010, 

Aggarwal et al. 2012).  

Rapprochements membranaires 

La présence de particules virales aux extrémités des protrusions virales peut faciliter 

l’accès d’une cellule voisine non infectée. La transmission de cellule à cellule permet 

d’éliminer les risques liés à la diffusion dans le milieu extracellulaire. Les mécanismes 

moléculaires derrière ces rapprochements sont encore mal compris.  

Chez VACV ce phénomène a été décrit sous le terme de queue d’actine (« actin tails ») 

par homologie avec un phénotype proche chez certaines bactéries pathogènes 

intracellulaires (Welch and Way 2013). En effet il a pu être observé que des protrusions 

cellulaires était formées chez les cellules infectées, protrusions qui permettent la 
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projection de virions de l’extrémité de ces structures vers des cellules non infectées 

(Cudmore et al. 1995). 

Un autre exemple de cette stratégie est l’établissement de synapses virologiques chez 

les Rétrovirus. En effet, certains virus sont capables de détourner la fonction de 

synapse immunologique pour favoriser le transfert entre cellules immunitaires. Ce cas 

a d’abord été rapporté chez le Virus T-lymphotrope humain (HTLV) pour permettre le 

transfert de particules virales entre lymphocytes (Bangham 2003). Ces observations 

ont par la suite été transposées au cas du HIV. En effet, que les filopodes viraux formés 

dans les cellules dendritiques (DC) facilitent le transfert de particules virales chez les 

lymphocytes CD4+ non infectés (Nikolic et al. 2011, Aggarwal et al. 2012). Ceci 

concorde avec plusieurs observations qui tendent à montrer que ces cellules infectées 

tendent à former de longues extensions vers d’autre cellules immunitaires, permettant  

la mise en place de synapses virales (Do et al. 2014) (Fig. 41). 

 

 

 

Fig. 41 Synapses virologiques établies par HIV 

Illustration schématique de quatre types distincts de synapses virologiques du HIV-1. Ces structures ont été 
déterminées par microscopie électronique 3D. (A) Encastrement de la cellule cible par une cellule dendritique 
(DC) mature et interaction des filopodes de la cellule T cible avec les réservoirs viraux dans les DC ; (B) réseau 
d'extensions filopodales dans la zone de contact cellule-cellule qui permet le transfert du virus de la surface des 
DC immatures vers les cellules T CD4+ non infectées ; (C) réarrangement et changement de forme des cellules T 
CD4+ non infectées permettant un contact étendu de la membrane avec les cellules T infectées par le HIV-1 ; 
(D) des ponts membranaires s'étendent des astrocytes aux régions de contact avec les cellules T infectées par 
le HIV-1, fournissant un mécanisme permettant aux virus de "surfer" de la cellule infectée à l'astrocyte. Modifié 
à partir de (Do et al. 2014). 
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Fusion cytosolique 

L’établissement de ponts cytoplasmiques entre cellules permet le trafic d’éléments 

pathogènes vers la cellule cible. L’utilisation de ces structures permettent alors de 

contourner les étapes d’endocytose du cycle viral et de ne pas être vulnérable aux 

éléments antiviraux extracellulaires. L’induction et l’utilisation de TNTs pour la 

propagation virale est un phénomène observé chez une grande diversité d’espèces 

virales. 

Les Rétrovirus en font partie. Le HIV a tout d’abord été observé comme capable 

d’utiliser ces protrusions pour sa propre propagation entre lymphocytes T et est 

capable d’induire la formation de ces TNTs chez les macrophages (Sowinski et al. 

2008, Eugenin et al. 2009). Ce phénotype est également présent chez HTLV et la 

protéine virale P8 semble en être responsable (Van Prooyen et al. 2010).  Chez InV, 

cette capacité de former et utiliser des TNTs a été observé au sein de cellules 

respiratoires via le transfert de protéines et de génome viral via ces structures (Roberts 

et al. 2015, Kumar et al. 2017). 

Un cas similaire a été décrit chez un autre virus respiratoire, le virus du syndrome 

reproducteur et respiratoire porcin (PRRSV) (Guo et al. 2016). Enfin les Herpesvirus, 

tels que le PRV comme mentionné précédemment induit la formation de protrusions 

de transfert via sa protéine US3 (Favoreel et al. 2005). De plus le transfert de matériel 

infectieux se fait par le transit de virions au sein de vésicules de transport (Jansens et 

al. 2017). 

Contrôle de la motilité cellulaire 

Les lamellipodes et filopodes étant fortement impliqués dans la motilité cellulaire, 

l’induction de ces protrusions par certains virus peut être liée à une prise de contrôle 

de la machinerie de migration. Les cellules infectées agissent alors comme cheval de 

Troie et permettent au virus d’avoir accès à certains compartiments organiques peu 

accessibles. 

Dans les cas de VZV décrit plus haut, la migration cellulaire induite par l’infection 

semble avoir cette fonction. Les deux inhibiteurs chimiques de NK-1R Aprepitant et 

Rolapitant, inhibent ainsi que la propagation de VZV en culture et la formation de 

lamellipodes. De ce fait, on peut supposer que la formation de lamellipodes 
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influencerait la migration ces cellules infectées et aurait un rôle dans la propagation 

virale de cellule à cellule (Meshki et al. 2011). Cette hypothèse n’est cependant pour 

l’instant pas encore confirmée. 

Dans le cas de VACV, l’induction de lamellipode est corrélée avec une augmentation 

de la migration chez les cellules infectées (Beerli et al. 2019). Cette capacité d’induire 

la migration cellulaire est apparue comme cruciale dans la propagation virale in vivo et 

in vitro (Cordeiro et al., 2009).  

Chez DENV, il a par exemple été établi que chez certaines souches neurotoxiques 

étaient capables d’infecter des microglies et d’induire la formation de lamellipodes de 

migrations. La formation de ces structure favorise la  migration cellulaire et pourrait 

être le moyen par lequel l’infection traverse la barrière hématoencéphalique (Jhan et 

al. 2017).  

Chez les Herpesvirus, le virus du sarcome de Kaposi (KSHV) est capable d’induire la 

formation de filopodes via la protéine gB capable d’activer différentes RhoGTPases 

(Sharma-Walia et al. 2004). En parallèle ce virus cancérigène, favorise chez les 

cellules souches mésenchymateuses la migration cellulaire (Wang et al. 2020a). 

 Enfin il a été montré qu’en plus d’induire des protrusions cellulaires, l’infection par HIV 

permet la modulation de la migration cellulaires chez les Lymphocytes T, des 

macrophages et les DCs infectées (Lu et al. 2008, Vérollet et al. 2015, Koh et al. 2020). 

Le détournement de la migration cellulaire, est avantageux çà plusieurs aspects pour 

le virus. D’une part la migration de cellules immunitaires infectées permet la 

propagation virale dans différents compartiments, notamment les ganglions 

lymphatiques. D’autre part la stabilisation de l’interaction entre cellule dendritique et 

Lymphocytes T en inhibant la migration de ces derniers (Koh et al. 2020). 

 

Comme d'autres virus à ARN+, les Alphavirus induisent le réarrangement significatif 

et des membranes cellulaires et du cytosquelette lors de leurs cycles viraux. Ainsi on 

compte trois grandes déformations induites par les Alphavirus, la formation de 

structures filopodiennes, de vacuoles cytopathiques et d’organelles de réplication. La 
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formation des vacuoles cytopathiques et organelles de réplication est abordée dans la 

section suivante (0). 

La capacité des Alphavirus à induire la formation de protrusions filopodienne a été 

pour la première fois décrite par Laakkonen et al en 1998 (Laakkonen et al. 1998a). Il 

était observé auparavant que l’infection de cellules mammifères par les Alphavirus 

entraine la formation de protrusions membranaires similaires à des filopodes. Il a été 

proposé par Martinez et al que ces protrusions contiennent deux populations distinctes 

de protrusions aux profils distincts (Martinez et al. 2014a). 

Dans un premier temps la formation de FLPs par les virus a été associée à l’expression 

de la protéine nsP1. Laakkonen et al. ont pu décrire que l’expression isolée de la 

protéine nsP1 de SINV et SFV suffit à reproduire ce phénotype sur des lignées 

humaines Hela. Ces protrusions contiennent la protéine nsP1 en elle-même qui 

colocalise avec les protéines cellulaires CD44 et ezrine (Laakkonen et al. 1998a). Ces 

deux protéines transmembranaires jouent un rôle clé dans la liaison entre le 

cytosquelette d’actine et la membrane plasmique (Wang et al. 2014). Ces protrusions 

entre 2 et 7 µm de longueur, ces structures contiennent la protéine nsP1, des filaments 

d’actine et sont dépourvues de microtubules (Martinez et al. 2014a). De plus ces 

courtes extensions contiennent l’ensemble des protéines structurales (Martinez et al. 

2014a). Leur formation est associée à un remodelage significatif du cytosquelette 

d’actine, associé en particulier à la désorganisation des fibres de stress. Les 

traitements visant à inhiber la polymérisation de l’actine ou à perturber les microtubules 

avait également peu d’effet sur ces protrusions (Laakkonen et al. 1998a). A l’inverse 

le domaine de palmitoylation de ces virus est apparu comme critique à l’établissement 

de ces fonctions, ce qui est cohérent avec la localisation de nsP1 au sein des 

protrusions (Laakkonen et al. 1998a). Des protrusions similaires ont pu être observées 

chez d’autres Alphavirus, comme CHIKV ou VEEV ce qui laisse penser que cette 

caractéristique est conservée pour nombre d’entre eux (Martinez et al. 2014a, 

Reynaud et al. 2016). 

Il est apparu plus tard que la protéine structurale d’enveloppe E2, a elle aussi la 

capacité d’induire des protrusions cellulaires lors du cycle infectieux de SINV (Martinez 

and Kielian 2016). Ces protrusions sont distinctes de celles induites par nsP1. Martinez 

et Kielian, les décrivent comme de fines et longues protrusions (10 - 60 nm) 
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apparaissant entre six et sept heures post infection et contenant des filaments d’actine 

et des microtubules. La formation de ces protrusions est abolie par la mutation (Y400k) 

protéine E2, ce qui inhibe le bourgeonnement viral. Dans le cadre de l’infection SINV 

ces extensions contiennent la protéines E2 ainsi que E2 et la nucléocapside (Martinez 

et al. 2014a). La formation de ces FLPs est encore peu élucidée, cependant il apparait 

qu’elles nécessitent la présence de E2 à la membrane plasmique de même que son 

interaction avec la capside (Martinez and Kielian 2016, Brown et al. 2018). A l’inverse, 

l’interaction entre E1 et E2 ne semble pas affecter ce processus (Byrd and Kielian 

2017). De ce fait, l’expression isolée des protéines structurales induit la formation de 

ses longues extensions, la production de particule pseudo virales mais pas la formation 

des protrusions courtes similaires à nsP1 (Martinez and Kielian 2016). Ces extensions 

longues ont été observées chez différents Alphavirus (SINV, SFV, CHIKV,VEEV) et à 

la fois chez des lignées cellulaires mammifères et insecte (CHO, Vero, U2-OS, BHK, 

C6/36) (Martinez et al. 2014a, Martinez and Kielian 2016, Jose et al. 2017a). Il est à 

noter qu’il existe des disparités dans l’apparition de ces phénotypes. Par exemple ces 

protrusions sont formées dans le cas d’infection de lignée CHO par SINV mais pas par 

CHIKV et SFV. 

 Le rôle de ces protrusions dans le cycle infectieux a cependant été en parti élucidé. 

Ces protrusions courtes et longues ont été observées comme des lieux de 

bourgeonnements des Alphavirus en cellules de mammifères ou d’insectes (Birdwell 

et al. 1973, Martinez and Kielian 2016, Jose et al. 2017a, Girard et al. 2023a). L’une 

des hypothèses envisagées pour expliquer ce  phénotype serait les particules 

bourgeonnantes sont adressées au niveau de ces extensions pour diminuer la 

probabilité d’être endocytées avant libération par la formation de CPVs (Spuul et al. 

2010). 
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Les longues protrusions induites par E2 ont, quant à elle, un rôle actif dans la 

transmission de cellule à cellule des Alphavirus. En effet ces structures permettent aux 

cellules infectées d’établir un contact avec les cellules avoisinantes non infectées 

(Martinez et al. 2014a, Martinez and Kielian 2016). Ces structures prennent une forme 

évasée au contact des cellules voisines. Ces contacts cellulaires stables n’amènent 

pas à un processus de fusion membranaire similaires aux TNTs et autres structures 

de fusions. De plus ces structures sont formées ou stabilisées de manière 

préférentielle au niveau de cellules non infectées. Les mécanismes cellulaires 

permettant ce ciblage restent encore mystérieux. Toutefois, dans le cas de SINV, 

l’implication du récepteur  NRAMP2 et des facteurs d’attachements héparanes sulfates 

semble exclus (Martinez and Kielian 2016). On ignore si les protrusions courtes 

induites par nsP1 peuvent avoir une fonction similaire dans le cycle infectieux. 

 

Fig. 42 Protrusions cellulaires induites par les Alphavirus  

Un remodelage spectaculaire du cytosquelette se produit au cours de l'infection par les Alphavirus, et l'on observe 
de courtes extensions de type filopodes (en haut) et de longues extensions intercellulaires (au milieu). Les 
extensions courtes contiennent uniquement des filaments d’actine (jaune), tandis que les extensions 
intercellulaires contiennent des filaments d’actines et des microtubules (bleu). Les particules virales naissantes 
bourgeonnent le long des extensions courtes, ce qui peut faciliter la dissémination virale. Les extensions 
intercellulaires émergent de la cellule infectée et entrent en contact de manière préférentielle avec les cellules non 
infectées (vert). Le site de contact est stable et élargi au niveau de la membrane plasmique de la cellule cible (à 
droite), produisant une poche isolée où les particules naissantes bourgeonnent et sont ensuite internalisées par la 
cellule non infectée. D’après (Brown et al. 2018). 
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Les protrusions induites par l’infection des Alphavirus jouent un rôle dans la 

transmission cellule à cellule des particules virales. Tout d’abord les longues 

protrusions induites pas E2 jouent manifestement ce rôle, comme cela a été démontré 

in vitro avec. En effet la formation de cette longue protrusion participe à la propagation 

virale en culture, malgré la présence d’anticorps neutralisants SINV. L’utilisation d’une 

souche mutante de SFV incapable de fusion, a permis de confirmer également que la 

propagation virale n’est pas due à une transmission d’éléments viraux par fusion 

cytoplasmique (Martinez and Kielian 2016). 

Dans le cas de CHIKV, l’implication de transmission de cellule à cellule a été soulevée 

par le passé. Il a été observé de manière similaire à SINV que la propagation virale en 

culture était possible malgré la présence d’anticorps neutralisants (Lee et al. 2011). 

Cependant cette observation n’avait pas été mis en rapport avec l’induction de FLPs 

par le virus.  

Très récemment Yin et al, ont pu mettre en avant ce lien (Yin et al. 2023b). Les auteurs 

ont observé que la transmission de cellule à cellule via la formation de longues 

extensions est significative en culture chez CHIKV. Le facteur de restriction tetherine 

(ou BST-2), inhibant la libération de particules virales est également néfaste à ce 

mécanisme de propagation. Ces résultats confirment que la propagation virale dépend 

d’une entrée virale depuis le milieu extracellulaire et non d’une fusion cytoplasmique. 

De plus, la transmission virale est apparue comme indépendante du récepteur Mxra8, 

suggérant l’implication d’autres récepteurs cellulaires dans cette voie de propagation. 

L’endocytose des particules virales est médiée par la voie d’internalisation dépendante 

de la dynamine et du facteur Rab5 de manière similaire à l’entrée virale des particules 

libres. Enfin les auteurs ont mis en avant l’implication de cette transmission in vivo. 

Ainsi, le maintien de l’infection de CHIKV malgré le traitement par anticorps 

neutralisants chez les souris infectées, est corrélé avec la formation de protrusions de 

transferts dans les tissus articulaires. 

De nombreuses questions restent en suspens sur la biogénèse de ces protrusions. 

Bien que l’on puisse soupçonner une implication forte des voies de régulation du 

cytosquelette, on ignore quels acteurs sont mobilisés dans ce processus. 

L’identification des facteurs impliqués dans la biogénèse des FLPs induits par nsP1 



123 
 

est au cœur de mes travaux de thèse et seront détaillés dans le chapitre suivant 

(Chapitre 2). 
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7. Organelles de Réplication 

Le processus de réplication du génome viral est sans doute l’étape la plus cruciale du 

cycle viral. De son bon déroulement, dépendent la production efficace des protéines 

virales ainsi que la génération de nouveaux virions capables de propager l’infection. 

En réponse à la pression évolutive que constitue l’immunité cellulaire antivirale, de 

nombreux virus ont développé la capacité de former au sein de leurs cellules hôtes 

des niches réplicatives dérivées des membranes cellulaires que l’on appelle organelles 

de réplication. Cette capacité des virus à remodeler considérablement les membranes 

des cellules hôtes a tout d’abord été identifiée chez DENV en 1997 par microscopie 

électronique avant d’être observé par la suite chez d’autres virus (Grief et al. 1997). 

Ces structures ont désormais été caractérisées pour de nombreux virus à ARN(+) ainsi 

que pour quelques virus à ADN (Wileman et al. 2016). Au cœur de ces niches 

réplicatives se trouvent des complexes de réplication viraux (VRCs), des complexes 

ribonucléo-protéiques, permettant la multiplication du génome viral. Malgré de 

nombreuses descriptions microscopiques de ces organelles, l’organisation et la 

stœchiométrie des complexes de réplications viraux qu’ils renferment, mais également 

les mécanismes responsables de leur biogénèse sont grandement lacunaires. Les 

caractéristiques de ces organelles ainsi que les connaissances relatives à leur 

biogenèse au travers des déformations seront le focus de cette partie. 

 

Il est tout d’abord nécessaire de caractériser les formes que prennent les organelles 

de réplication virales. Ces niches réplicatives sont toutes issues de déformations 

membranaires de la cellule hôte. De ce fait, elles peuvent dériver des différents types 

de membranes cellulaires. Elles peuvent se former par exemple à partir du réticulum 

endoplasmique  (Arterivirus, Coronavirus, Flavivirus, Hepacivirus), des membranes 

mitochondriales (Nodavirus), du golgi (Enterovirus) ou même de la membrane 

plasmique (Alphavirus)  (Paul and Bartenschlager 2013). Le développement récent 

des techniques de microscopie électronique est à l’origine de la caractérisation 

structurelle de ces différentes organelles. Il a pu être identifié deux grands types de 

structure (Fig. 43). 
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La première structure prend habituellement la forme de vésicules à double 

membrane (DMV). Ces organelles consistent en l’invagination positive de la 

membrane cellulaire vers le cytoplasme. On observe ce type d’organelle dans les 

cellules infectées par de nombreux virus à ARN(+)comme, les Picornavirus, les 

Norovirus, le virus de l’hépatite C (HCV), les Artérivirus et les Coronavirus (Limpens et 

al. 2011, Doerflinger et al. 2017, Romero-Brey et al. 2012, Knoops et al. 2012, 2008). 

Certain nombre de virus de plantes sont également dans ce cas comme le Tomato 

bushy stunt virus (TBSV) (Jin et al. 2018b). 

Le développement de l’électron-tomographie a permis de résoudre leur structure 3D. 

De cette manière des traits communs et de nombreuses spécificités ont pu être 

identifiées dans leur structure. Ces organelles se présentent généralement comme des 

vésicules de 100 à 300 nm de diamètre, délimitées par deux membranes combinées. 

L’espace intermembranaire s’ouvre généralement vers le cytoplasme. Cependant, il a 

été observé que dans le cas des Nidovirales (Coronaviridae et Arteriviridae) les 

compartiments formés apparaissent comme des vésicules fermées au milieu extérieur 

dont la membrane externe est étroitement associée à d’autres DMVs ou au réticulum 

endoplasmique, aboutissant à la formation de très larges complexes réticulo-

 

Fig. 43 Types d’organelles de réplication 

Les organelles de réplication induite par les virus à ARN peuvent être divisées en deux catégories : les 
sphérules invaginées (SMVs) et les réseaux vésiculaires contenant des vésicules à double membrane (DMVs). 
Les modifications membranaires induites par (A) les Nodavirus et (B) les Coronavirus sont des représentants 
de ces deux classes. Alors que les sphérules invaginées induites par les Nodavirus et d'autres virus à ARN+ 
présentent des ouvertures en forme de col qui relient leur intérieur au cytosol, les DMVs induites par les 
Coronavirus constituent des compartiments membranaires étroits. Modifié à partir de (Wolff and Bárcena 
2021). 
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vésiculaires (Knoops et al. 2008, 2012). A l’inverse dans les cas des Picornavirus, les 

DMVs induites sembles prendre une forme très ouverte au milieu extérieur semblable 

à un vase (Limpens et al. 2011). Enfin, le HCV et les Norovirus formeraient des DMV 

au phénotype intermédiaire en étant plus étroitement ouverts (Romero-Brey et al. 

2012, Doerflinger et al. 2017). Un autre trait commun est le fait que ces virus forment 

en plus de DMVs d’autres structures membranaires qui apparaissent à différents 

stades du cycle infectieux (Fig. 44). Le rôle des DMV a longtemps été questionné, mais 

grâce aux techniques de marquages de génome viraux il a pu être montré que ces 

organelles sont des lieux de synthèse de l’ARN viral (Gosert et al. 2002, Paul et al. 

2013). 

 

 

Fig. 44 Diversité des DMVs chez les virus à ARN(+) 

L'ordre et la famille des virus sont indiqués respectivement dans l'anneau central et dans l'anneau intérieur. 
L'anneau suivant illustre les types d'architecture de DMVs qui ont été décrits pour les différentes familles de virus, 
qui comprennent des DMV ouvertes et/ou fermées, déconnectées ou continues avec d'autres structures 
membranaires. Dans la plupart des cas, ces connexions sont établies avec le réticulum endoplasmique (RE), mais 
les DMV des Nidovirus sont également connectées à d'autres structures membranaires induites par le virus. 
L'anneau extérieur représente les autres structures membranaires induites par le virus (vésicules à membrane 
unique (SMV), tubules à membrane unique (SMT), vésicules multilamellaires (MLV), membranes appariées (PM) 
parfois non ramifiées zippered ER (Zip-ER), membranes convolutées (CM)) qui apparaissent tardivement au cours 
de l'infection. De petites sphérules ouvertes à double membrane (DMS), rappelant fortement les sphérules 
invaginées induites par d'autres virus +ARN, sont formées en tant qu'invaginations dans Zip-ER ou CM. Les couleurs 
indiquent l'espace cytosolique (gris) ou luminal (vert). Modifié à partir de (Wolff et al. 2020b). 
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Si les différentes organelles de réplication virale peuvent dériver d’un grand panel de 

compartiments cellulaires, les virus induisant des DMVs semblent dans l’ensemble 

former ces derniers en ciblant les voies sécrétoires de la cellule hôte (Harak and 

Lohmann 2015). Ainsi, les organelles de réplication des Nidovirus, des Norovirus et de 

HCV dérivent de la membrane du réticulum endoplasmique. Ce n’est que récemment 

que le RE et le Golgi ont été identifiés comme à l’origine des DMVs formées par les 

Entérovirus qui se séparent de ces compartiments au cours du cycle viral (Melia et al. 

2019). 

Le processus de formation des DMVs est complexe. Il a principalement été identifié 

chez les Picornavirus et les Nidovirus (Limpens et al. 2011, Belov et al. 2012, 

Oudshoorn et al. 2016, van der Hoeven et al. 2016). Deux modèles distincts ont 

émergé, le premier où le bourgeonnement d’une vésicule précède la formation de la 

double membrane, et un autre ou une cisterne membranaire est à l’origine de la 

vésicule (Fig. 45). 

 

 

Fig. 45 Voies de la biogenèse des vésicules à double membrane (VDM). 

La biogenèse des DMVs induite par différents virus +ARN peut se dérouler selon deux voies principales. (Voie 1) 
l'induction d'une courbure positive de la membrane, aboutissant au bourgeonnement de vésicules ou des 
tubules à membrane unique (SM) à partir de l'organelle donneuse. Grâce à l'appariement des membranes, ces 
structures forment des cisternes qui s'incurvent (en induisant une courbure positive de la membrane externe et 
négative de la membrane interne) pour finalement se sceller et se transformer en une DMV fermée. (Voie 2) 
Une voie différente de biogenèse de la DMV a lieu dans les cellules infectées par le Nidovirus. Ici, les membranes 
du RE s'apparieraient pour former des cisternes ; celles-ci se courberaient ensuite et subiraient des événements 
de fission pour aboutir à des DMV connectées ou flottantes. Modifié à partir de (Wolff et al. 2020b). 



128 
 

Pour pouvoir remanier la membrane de la cellule hôte à cette échelle, l’action 

coordonnée de protéines virales et de certains facteurs de la cellule hôte est 

primordiale. 

Parmi les protéines virales, ce sont les protéines non structurales qui semblent 

essentielles à la formation de ces organelles. Dans le cas des DMV formées par les 

Coronavirus, cette formation repose  sur le rôle des protéines nsP3 et nsP4  toutes 

deux contenant des domaines transmembranaires (Oudshoorn et al. 2017). C’est 

également le cas des protéines nsP2 et nsP3 dans les cas des Arterivirus (Snijder et 

al. 2001). Cependant les DMVs induites par ces protéines sont différentes de celles 

observées dans les cas d’infection suggérant une importance de la polyprotéine virale 

et de sa maturation séquentielle (Romero-Brey et al. 2015).  

Un certain nombre de facteurs hôtes sont également nécessaires à la mise en place 

des organelles de réplication.  D’une part certains acteurs protéiques comme par 

exemple la protéine à domaine BAR PSTPIP2 interagissant avec les protéines NS4B 

et NS5A dans les cas de HCV (Chao et al. 2012). Certains facteurs connus comme 

étant capable de remodeler les membranes ont également été identifiés comme les 

protéines réticulons. Ces protéines capables d’induire des courbures à la membrane 

du réticulum endoplasmiques interagissent avec la protéine 2C des Entérovirus et la 

protéine 1a du virus de la mosaïque du Brome (BMV) (Tang et al. 2007, Diaz and 

Ahlquist 2012).  Cette protéine agit en partenariat avec la protéine NS4B de HCV. 

Dans ce cas précis, cette interaction est critique pour le remodelage membranaire et 

la résistance virale aux protéases cellulaire (Paul et al. 2011, Aktepe et al. 2017).  

Enfin on retrouve également des acteurs lipidiques avec l’importance de PI4P et du 

cholesterol dans la formation des organelles de réplication d’HCV (Reiss et al. 2011, 

Stoeck et al. 2018). 

Le caractère fonctionnel des DMVs est toutefois à questionner. Si de nombreuses 

structures sont fermées au reste du cytoplasme comment peuvent elle jouer un rôle 

dans la production d’ARNs néosynthétisés ? Certaines théories suggèrent qu’un 

système d’import de métabolites et d’export d’ARN serait présent dans ces structures. 

La détection de nucléoporines  dans les DMVs induites par HCV est en faveur de cette 

hypothèse (Neufeldt et al. 2013). Dans ce contexte, la détection dans ces DMVs d’ARN 

viral par des techniques de très haute résolution restait jusqu’à il y a peu une nécessité 



129 
 

pour valider définitivement la fonctionnalité très débattue des organelles de réplication 

à double membrane. 

Récemment, des avancées significatives ont été apportées par des approches de 

cryo-électro-microscopie très résolutives appliquées à l’étude de cellules infectées par 

le Coronavirus SARS-CoV2. Des niches réplicatives ont ainsi été observées sur les 

deux membranes de DMVs. De plus il a été possible d’identifier la présence d’un pore 

situé à la base de ces niches réplicatives. Cette structure en couronne est constituée 

d’un assemblage hexamèrique d’une protéine transmembranaire qui pourrait être la 

protéine virale nsP3 (Wolff et al. 2020a).  

 

L’autres types d’organelle de réplication consiste en l’aménagement de membranes 

existantes pour former des niches réplicatives vers la lumière d’une organelle ou le 

milieu extracellulaire. Ces structures appelées vésicules à simples membranes 

(SMVs) ou sphérules sont retrouvées chez une certaine famille virale comme les 

Nodavirus, Flavivirus, Bromovirus, Tombusvirus, les Alphavirus ou encore le Rubella 

virus (Kopek et al. 2007, Gillespie et al. 2010, Schwartz et al. 2002, Fernández de 

Castro et al. 2017, Froshauer et al. 1988, Fontana et al. 2010).   

Les sphérules ont pour la première fois été observées en 1968, dans des cellules 

infectées par SFV (Grimley et al. 1968). Depuis lors, des observation et reconstructions 

3D chez les Flavivirus, notamment DENV et ZIKV, ont permis de formaliser ce type de 

structure (Welsch et al. 2009, Cortese et al. 2017). Ainsi ces structures apparaissent 

comme des bourgeonnements membranaires d’un diamètre compris entre 80 et 150 

nm, connectés au milieu extérieur par un col de 8 à 11 nm. C’est par ce col, on le 

suppose, que se déroulent l’entrée des différents métabolites nécessaires à la 

synthèse des ARNs viraux de même que l’export cytoplasmique de ces derniers. Il 

apparait également que ces sites de réplication sont situés à proximité des sites 

d’assemblages de virions ce qui suggère que les membranes cellulaires jouent un rôle 

dans la coordination des différentes étapes du cycle viral (Cortese et al. 2017). 

La biogénèse de ces sphérules reste encore en grande partie inconnue. Néanmoins, 

les différentes membranes d’organelles ciblées pour la formation de sphérules ont été 

identifiées : Les sphérules des Nodovirus se forment à partir des mitochondries (Kopek 
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et al. 2007).  Les Flavivirus, Bromovirus et Tombusvirus forment quant à eux leurs 

sphérules à partir des membranes du réticulum endoplasmique (Welsch et al. 2009, 

Schwartz et al. 2002, Fernández de Castro et al. 2017). Les sphérules de Rubella virus 

sont localisées au niveau d’endo-lysosomes (Fontana et al. 2010). Enfin les organelles 

de réplication des Alphavirus se forment à la membrane plasmique (Frolova et al. 

2010).  

Un intérêt particulier a été porté à l’étude de la structure du col des sphérules qui les 

connectent au reste du cytosol. L’étude du virus Flock house (FHV) a par exemple 

permis de montrer que dans le cas de ce virus, le col est composé d’un assemblage 

dodécamèrique de la réplicase virale A. Cet assemblage serait un élément clé du 

maintien de la connexion de la sphérule avec le cytoplasme (Ertel et al. 2017).  

La mise en place des sphérules nécessite, elle aussi, la mobilisation de protéines 

virales ainsi que de cofacteurs cellulaires. 

Le profil lipidique des membranes cellulaire peut être un prérequis crucial à la 

formation d’organelles de réplication et la formation de SMV de fait pas exception. 

Chez les Flavivirus, il a été observé que le métabolisme lipidique est modulé par 

l’infection virale. Ainsi la relocalisation vers le RE et la surexpression de l’enzyme 

cellulaire HMGCR (3-hydroxy-méthylglutaryl-CoA réductase), permet au virus 

d’enrichir en cholestérol les membranes cellulaires servant de plateforme  à la 

réplication virale (Mackenzie et al. 2007).  En parallèle la protéine FASN (Fatty acid 

synthase) essentielle à la production du palmitate, précurseur aux phospholipides 

membranaires, est relocalisée aux sites de réplication virale et où son activité est 

augmentée via la protéine virale NS3 (dans le cas de DENV) (Heaton et al. 2010). De 

plus la FASN est indispensable à la réplication des Flavivirus (Heaton et al. 2010, 

Martín-Acebes et al. 2011). Cette dépendance à FASN pour la réplication est 

également présentes chez les Alphavirus (Bakhache et al. 2019, Zhang et al. 2019). 

Certains facteurs de remodelage membranaires, ont été également identifiés comme 

participant à la formation d’organelles de réplications. Les protéines de la famille 

réticulons, par exemple, ont été identifiées comme partenaires de la formation des 

sphérules des Flavivirus WNV, DENV et ZIKV. Ces protéines sont capables par 

l’insertion de deux domaines hydrophobes, d’induire des courbures membranaires. 

C’est l’interaction d’une de ces protéines, RTN3.1A, avec la protéine virale NS4A qui 
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permet le remodelage des membranes du RE nécessaires à la formations des 

sphérules (Aktepe et al. 2017). Chez les Alphavirus, la protéine BIN1 semble jouer un 

rôle similaire via leur interaction avec la protéine virale nsP3 (Neuvonen et al. 2011) 

(voir Chapitre 1.7.2.d). 

Enfin, il a été identifié chez plusieurs de ces virus que le remaniement du cytosquelette 

de l’hôte était nécessaire à la réplication virale.  (Ng and Hong 1989, Růžek et al. 2009, 

Teo and Chu 2014).  Dans le cas de DENV par exemple, ce remaniement est médié 

par l’interaction des protéines virales NS5A et NS4A avec la vimentine, protéine 

constitutive des filaments intermédiaires (Le Breton et al. 2011, Teo and Chu 2014). 

Cette interaction semble essentielle à l’adressage de la vimentine vers les organelles 

de réplication et à son association à la protéine NS1. (Kanlaya et al. 2010). 

 

 

Comme mentionné précédemment, les sphérules ont été observées pour la première 

fois chez les Alphavirus (Grimley et al. 1968). Observées initialement par des 

approches de microscopie électronique conventionnelles comme des sacs 

membranaires d’un diamètre de 50 à 60 nm dépourvus de structure interne, la 

connaissance de ces compartiments a significativement bénéficié du développement 

de la cryo-microscopie électronique et de la tomodensitométrie associée. Au cours des 

trois dernières années, plusieurs images de ces compartiments à très haute résolution 

ont permis de préciser que ces structures sont dépourvues de manteau interne, 

contrairement par exemple  aux sphérules des Nodavirus tapissées par la protéine 1A 

(Kopek et al. 2010). Elles renferment un filament densement compacté supposé être 

l’ARN génomique viral (Laurent et al. 2022, Zhang et al. 2021, Girard et al. 2023a). Le 

col de ces sphérules assurant leur connexion au cytoplasme présente un complexe 

protéique discuté dans la section suivante. Historiquement, il était admis que la 

formation de ces sphérules dérivait des membranes d’endo-lysosomes. Ces 

sphérules, formées par les virus SINV et SFV ont en effet été observées dans des 

structures vacuolaires. Ces organelles ont par la suite été caractérisées comme des 

vacuoles cytopathiques de type 1 (CPV-I), des endosomes dont le diamètre varie entre 

0.6 et 2 µm et dont la membrane est enrichie en sphérules. Ces sphérules sont 
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orientées vers la lumière de la vacuole et toutes connectées au cytosol par un col fin 

de 8 nm de diamètre (Froshauer et al. 1988). Cependant l’étude plus approfondie de 

la formation de ces vacuoles sur des temps courts (2 à 4 heures) a démontré que les 

organelles de réplication sont tout d’abord formées à la membrane plasmique. Pour 

certains Alphavirus, comme SFV, SINV, RRV ou CHIKV, ces structures sont ensuite 

endocytées avant de fusionner avec les lysosomes. Cette internalisation a été reliée à 

l’activation de la voie de signalisation PI3K-Akt-mTOR. Les inhibiteurs de cet axe 

conduisent à une accumulation de sphérules à la membrane plasmiques et non dans 

des CPVs (Frolova et al. 2010), démontrant formellement le rôle de la membrane 

plasmique dans l’assemblage des compartiments de réplication des Alphavirus.  

Néanmoins il apparait que la mobilisation de cette voie est modulaire suivant l’espèce 

virale étudiée. D’une part, certains virus mobilisent de manière importante cette voir 

comme RRV ou SFV. Cette suractivation est médiée par la présence de motifs YXXM, 

dans le domaine HVD de nsP3 qui permet l’hyper-phosphorylation d’Akt (Mazzon et 

al. 2018). Cette suractivation nécessite toutefois l’adressage à la membrane plasmique 

de nsP3 (Thaa et al. 2015). Ainsi ces deux espèces virales internalisent de manière 

importante les sphérules sous formes de CPV-II. L’utilisation d’inhibiteurs de cette voie 

tels que la wortmannine est délétère à la réplication virale dans les étapes tardives 

mais ne l’inhibe pas complètement (Mazzon et al. 2018). En comparaison CHIKV, 

active de manière beaucoup plus modérée la voie PI3K-Akt-mTOR. Ceci explique en 

partie pourquoi ce virus forme comparativement peu de CPV-II (Thaa et al. 2015). 

CHIKV ne possède pas de domaine YXXM et mobilise cette voie par un moyen encore 

inconnu. Bien que moins mobilisée la voie PI3K-Akt-mTOR reste importante pour le 

cycle viral, l’inhibition de cette voie n’étant pas néfaste à la réplication (Sharma et al. 

2018a). On ignore à l’heure actuelle quels sont les effecteurs mobilisés par la voie de 

régulation pour induire l’internalisation des sphérules. De plus, le rôle de ces vésicules 

dans la réplication virale est encore mal compris. 

La contribution respective des protéines non-structurelles et de l’ARN génomique viral 

ainsi que d’éventuels cofacteurs dans la formation initiale de sphérules a fait l’objet 

d’une intense attention. Il apparait que la formation de ces compartiments peut être 

dirigée par l’expression isolée du précurseur polyprotéique P1234, y compris en 

absence d’ARN viral (Hellstrom et al. 2017). Toutefois, le génome, et sa taille jouent 

un rôle essentiel dans le développement de ces compartiments. En effet, l’expression 
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du précurseur non-structurel en association avec des pseudogénomes de longueur 

variable conduit à la formation de sphérules dont la taille est directement corrélée à 

celle de l’ARN génomique (Kallio et al. 2013). 

 

Bien que les techniques de cryo-électro-tomographies aient été appliquées avec 

succès dans la modélisation 3D des complexes de réplications de plusieurs virus à  

ARN (comme SARS-CoV ou HCV), la structure du complexe réplicatif au sein des 

sphérules des Alphavirus en général et de CHIKV en particulier est restée un mystère 

de nombreuses années (Knoops et al. 2008, Romero-Brey et al. 2012). Récemment, 

une partie de la réponse a pu être apportée par les travaux de plusieurs équipes de 

recherche. 

 

Fig. 46 Structure cryo-électro-microscopique du complexe sphérule-pore de 
CHIKV. 

(a) Représentation en ruban du complexe nsP1 en vue cytosolique (en haut). La symétrie à 12 plis est indiquée par la 
numérotation ; chaque protomère est représenté dans une couleur différente. (b) Représentation du complexe nsP1, 
face cytoplasmique (en haut), face membranaire (en bas). Les propriétés électrostatiques sont représentées par le 
code couleur de la barre inférieure. Les diamètres de l'anneau et de l'ouverture du pore sont indiqués. (c) Même 
représentation qu'en b, de la vue latérale du complexe (à gauche) et d'une section du complexe (à droite). Les trois 
régions (couronne, taille et jupe) sont délimitées par des lignes noires. Les dimensions de la hauteur, de l'ouverture 
supérieure du cône, de la hauteur du pore et du diamètre de la jupe inférieure sont indiquées. (d) Vue latérale de 
reconstructions tomographiques de cols de sphérules de FHV4 dans lesquelles le complexe nsP1 de CHIKV est 
superposé. nsP1 est représenté coloré par un protomère à l'intérieur du volume de FHV (représenté par une surface 
grise transparente). Modifié à partir de (Jones et al. 2020a). 
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En 2020, Jones et al ont démontré que la protéine nsP1 de CHIKV produite sous forme 

recombinante s’oligomérise en présence de membranes artificielles. Elles forment 

alors un anneau dodécamèrique de 18,6 nm de diamètre et 7 nm de hauteur contenant 

un pore central de 7 nm (Jones et al. 2020a). On peut noter la similarité structurale de 

ce modèle avec l’oligomère de la protéine A observé au niveau du col des sphérules 

fomées par le FHV (Ertel et al. 2017). Ainsi, il a été suggéré que le dodécamère de 

nsP1 pourrait former un pore à la jonction des sphérules du CHIKV avec les 

membranes lipidiques. Dans le modèle décrit par les chercheurs, cet anneau est 

constitué de trois sections. La section inférieure nommée la couronne est large (3,7 

nm de hauteur pour 14 nm de diamètre), et tournée vers le cytoplasme. Elle 

correspond au domaine de coiffage de la protéine (résidus 1-294 et 459-472). La 

section intermédiaire où l’anneau est le plus fin (2 nm de hauteur pour 7 nm de 

diamètre) est nommé la jupe.  Enfin, la section supérieure, tournée vers l’intérieur de 

la sphérule est nommée la jupe (1,3 nm de hauteur pour 14 nm de diamètre). C’est 

cette section qui permet l’ancrage membranaire de l’anneau. Les chercheurs ont 

identifié que les péplomères responsables cet ancrage, sont issus de l’association de 

trois peptides. Un peptide en boucle MBO1 (200-238) situé dans la région de coiffage 

s’associe à deux autres peptides de même structure MBO2 et MBO-β. Ces deux 

derniers domaines sont situés au sein d’un domaine nommé RAMBO (Ring-aperture 

membrane-binding and oligomerization) compris dans les sections taille et jupe du 

complexe. L’association de ces trois peptides permet la formation d’un péplomère 

permettant l’ancrage amphipatique de l’anneau. Cependant, dans le modèle décrit 

l’oligomérisation est nécessaire à la formation de ces structures. Les chercheurs ont 

pu également mettre en avant la présence des trois cystéines de palmitoylation, situé 

au sein du peptide MBO2, se positionne à l’extrémité des péplomères. Dans le modèle 

utilisé par les chercheurs, les protéines nsP1 issues de cellules d’insectes présentaient 

un niveau faible de palmitoylation. Cette relative absence, n’était néanmoins pas 

nécessaire à la formation de pores cellulaires, ni à l’association membranaire de nsP1. 

Les observations de la structure en anneaux de nsP1 de Jones et al. ont été 

confirmées quelques mois plus tard par Zhang et al (Zhang et al. 2021). Cette étude 

menée de manière indépendante et concomitante a également démontré la 

structuration en dodécamère de nsP1 mais avec quelques différences. Par exemple 

la structure identifiée par Zhang et al. est légèrement plus large ce qui implique la 
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formation d’un pore d’un diamètre interne plus grand de 0.5 nm. Cependant les auteurs 

ont proposé que les deux modèles sont inter-compatibles, représentant deux états 

transitoires de cette structure.  

 

Ces travaux représentent des avancées considérables dans la compréhension de la 

structure et la stœchiométrie des sphérules. De plus, ces expériences ayant été 

réalisés in vitro, il n’était pas possible de s’assurer de la représentativité de ces 

modèles dans le cas d’une infection virale. En 2023 Tan et al, ont permis la 

confrontations du modèle in vitro, à celui d’un complexe de réplication incluant les 

autres protéines non structurales dans un contexte cellulaire (Tan et al. 2022). Leur 

étude a permis d’éclairer d’un nouveau jour la stœchiométrie du complexe de 

réplication. A partir de protéines fusions in vitro, les auteurs ont pu montrer qu’au 

regard de l’élongation d’ARN, l’association de nsP4 avec nsP1 et nsP2 permet une 

synthèse d’ARN très efficace. Dans ce cadre nsP2 et nsP4 permettent de stabiliser et 

 

Fig. 47 Structure de complexe de réplication mature in cellulo  

(A) Coupe tomographique de cellule infectées montrant les sphérules de réplication de CHIKV à la membrane 
plasmique. Barre d'échelle : 50 nm. (B) Segmentation 3D correspondante à l’image en (A). (C) Reconstruction 
en 3D des sphérules CHIKV par symétrie C12 et moyennage. (D) Vue en coupe centrale du volume 
tomographique de la sphérule virale active. On peut observer les sites de contacts de nsP1 avec la membrane 
plasmique :  les boucles d'association membranaire (boucles MA 1 et 2) et les patchs MA nouvellement 
identifiés de l'anneau supérieur nsP1, comme indiqué en (E). Modifié à partir de (Tan et al. 2022). 
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d’accroitre l’activité de nsP4. nsP3 ne semble pas impliqué dans cette unité protéique. 

Lors de l’analyse par cryo-électro-microscopie de ce complexe les auteurs ont pu 

modéliser un complexe de réplication ou la protéine nsP1, en grand nombre 

comparativement aux autres nsPs, structure le col de la sphérule. De plus la protéine 

nsP4 se situe dans la partie intérieure de ce complexe pour permettre la synthèse 

d'ARN et la protéine nsP2 se situe à la sortie du pore. 

 

Une fois transposés en modèle cellulaire infectieux, l’observation des sphérules a 

révélé la présence d’une deuxième structure circulaire, en aval de l’anneau 

dodécamèrique du côté du cytoplasme. Les auteurs supposent au regard de sa 

structure que cet anneau secondaire pourrait correspondre à l’association de nsP3 

avec des facteurs cellulaires. De plus, l’anneau dodécamérique nsp1, posséderait un 

deuxième site d’interaction membranaire permettant de renforcer la formation du col 

de la sphérule (Fig. 47). En parallèle, il a été observé la présence à la membrane 

plasmique de structures proches du complexe de réplication non associées à des 

sphérules (Fig. 48). Très proches du complexe de réplication, ces complexes non 

réplicatifs ne possédaient cependant pas d’anneau secondaire. Ces structures sont 

supposées correspondre à des formes immatures de complexes de réplications. Cette 

étude permet d’envisager un modèle intégratif des sphérules. 
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A partir de ces observations, le modèle actuel de formation de sphérules est le suivant : 

la polyprotéine partiellement maturée s’associe à l’ARN génomique entrant. Ce 

complexe immature est adressé à la membrane à laquelle il s’ancre via les l’interaction 

de nsP1 avec la bicouche lipidique. L’association de l’ARN viral ne semble pas 

nécessaire à la biogénèse des sphérules mais elle est bien évidement crucial à leur 

fonctionnalité (Hellstrom et al. 2017). L’association d’un dodécamère de nsP1 a la 

surface permet la mise en place du col des organelles de réplications, via deux sites 

d’interactions membranaires (Jones et al. 2020a, Zhang et al. 2021, Tan et al. 2022). 

L’ancrage de cet oligomère est médié par deux motifs d’interactions, et permet 

l’activation de la fonction enzymatique de méthyl-guanylyl-transférase de nsP1 (Tan et 

al. 2022, Jones et al. 2023). L’association de ce dodécamère avec avec nsP2 et nsP4, 

permet la mise en place d’une unité de synthèse d’ARN très efficace (Tan et al. 2022). 

Le col de la sphérule par son diamètre étroit permet le passage de protéines 

globulaires (70-90 kDa)  comme par exemple des facteurs nécessaires à la réplication 

 

Fig. 48 Structure de complexes nsPs membranaires non réplicatifs in cellulo  

(A) Coupe tomographique de cellule infectées montrant une structure de protrusion membranaire de type 
filopode à partir de la membrane plasmique. Les flèches blanches indiquent les complexes nsPs associés à la 
membrane. Barre d'échelle : 100 nm. (B) Segmentation 3D correspondante à l’image en (A). (C) Volume 3D du 
complexe nsPs de CHIKV par symétrie C12 et moyennage. (D) Vue en coupe centrale du volume tomographique 
d’un complexe nsP membranaire non réplicatifs, qui est simplement arrimé au feuillet interne de la membrane 
plasmique, via les boucles MA 1 et 2 de l'anneau nsP1 comme indiqué en (E). Modifié à partir de (Tan et al. 
2022). 
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(Jones et al. 2020a). La maturation séquentielle de P1234 initie la synthèse du brin 

complémentaire d’ARN négatif lors de la libération de la polymérase nsP4, puis la 

formation d’un intermédiaire de réplication ARN double brin par le complexe mature 

(Vasiljeva et al. 2003). La synthèse de brins d’ARNs est responsable de la formation 

de l’évagination des sphérules, la taille du génome étant corrélé avec le diamètre des 

sphérules (Kallio et al. 2013). L’export des ARNs néosynthétisés se fait par le passage 

du col de sphérules où la protéine nsP2, par sa fonction hélicase, permet la séparation 

avec le brin matrice, et les protéines nsP1 coiffent les ARNs sortants (Tan et al. 2022, 

Jones et al. 2023). La reconnaissance des extrémités 5’ des ARNs sortant par nsP1 

serait médiée par une affinité particulière pour le AUG présent à cette position (Zhang 

et al. 2022). 

Il était supposé que l’export des ARNs viraux est un processus très efficace puisque 

les images de sphérules en début d’infection (6-8 hpi) présentent des sphérules de 

taille homogène (50-70 nm) ne possédant qu’une copie d’ARN en leur sein (Laurent et 

al. 2022). Cependant, les observations de notre laboratoire à des temps tardifs (17 hpi) 

ont montrées la présence de différentes sphérules de diamètre supérieur (140 nm) 

laissant supposer la présence de plusieurs copies d’ARN viraux (Girard et al. 2023a). 

Ceci indiquerait que le processus d’export des ARNs viraux semble être décroissant 

au cours de l’infection virale. 

De plus, la présence de 12 monomères de nsP1 au col de la sphérule, laisse supposer 

une réaction de coiffage très efficace des ARNs sortants vers le cytoplasme. Toutefois, 

il a été observé chez les Alphavirus que seule une minorité d’ARNs viraux incorporés 

dans les virions sont coiffés (Sokoloski et al. 2015). Ainsi il a par exemple été montré 

que dans le cas de SINV, un coiffage trop efficace était préjudiciable à l’infection virale 

(LaPointe et al. 2018b). Ceci pose la question de l’utilité de ces ARNs non coiffés pour 

le cycle viral de même que du contrôle de ce coiffage par nsP1. En étudiant de manière 

structurale l’action enzymatique de coiffage de l’anneau nsP1, la même équipe a pu 

très récemment mettre en lumière qu’in vitro, cette réaction est réversible. Ainsi, cet 

anneau de nsP1 permettrait de libérer des ARNs partiellement coiffés, et qu’une 

réaction de décoiffage serait possible et coïnciderait avec l’ouverture du pore (Jones 

et al. 2023). 
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Ce modèle, a en quelques années pu être élucidé en partie, grâce à plusieurs 

contributions majeures relatives à la structure et la stœchiométrie du complexe de 

réplication. Cependant, certaines questions restent en suspens : Quelle est la place 

des intermédiaires de la polyprotéine virale dans la formation des sphérules ? De quoi 

sont constituées les structures sous-jacentes à l’anneau de nsP1 ? Quel est le déroulé 

de la formation des différentes structures ? Des études complémentaires sont 

nécessaires pour pleinement comprendre ce phénomène. Néanmoins, ces résultats 

montrent le caractère central de nsP1 dans la structuration des sphérules chez les 

Alphavirus et CHIKV. 

 

Bien que les constituants essentiels du complexe de réplication viral correspondant 

aux quatre protéines non structurales et l’ARN viral soient identifiés, les contributions 

potentielles de cofacteurs cellulaires ne sont pas encore complètement élucidées. Au 

 

Fig. 49 Modèle de structuration de l’évagination des sphérules 

La forme de la membrane est déterminée par la géométrie du col confiné, la pression exercée par le génome 
confiné, la tension et la rigidité de la membrane. Modifié à partir de (Laurent et al. 2022). 
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fur et à mesure des années, un corpus de données a pu être constitué sur les différents 

intéractants cellulaires, par des approches de protéomique ou le criblage génomique. 

La protéine nsP3 est apparu peu à peu comme des sites de recrutement privilégiés de 

facteurs cellulaire au niveau des organes. Cependant, certains de ces intéractants ont 

été identifiés pour nsP2 et nsP4. A l’heure actuelle, les intéractants de nsP1 aux sites 

de réplication virale sont encore largement inconnus 

Protéines de liaison à l’ARN 

Ribonucleoproteines : Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogènes (hnRNP) 

sont une famille de protéines associées à l’ARN, qui possède diverses fonctions dans 

le métabolisme des acides nucléiques. Elles jouent un rôle dans la maturation de l'ARN 

néo synthétisé, mais aussi dans la stabilisation de l'ARNm et dans son transport vers 

la traduction cellulaire. C’est cette capacité de prise en charge des ARNs qui a amené 

à étudier le rôle de ces protéines dans la réplication virale (Geuens et al. 2016). Ces 

protéines ont tout d’abord été identifiées comme étant des intéractants de nsP2 et de  

nsP3 (Bouraï et al. 2012, Götte et al. 2018). Leur rôle dans la réplication des Alphavirus 

a été suggéré ensuite par le fait que certaines hnRNPs sont  enrichies dans des 

cellules infectées par des alphavirus (Varjak et al. 2013). Au cours de l’infection, les 

protéines hnRNP C, hnRNP K, hnRNP M, PCBP1 sont relocalisées du noyau vers les 

complexes de réplication. Bien que ces trois protéines aient été montrées comme 

contribuant à la réplication virale des Alphavirus, leur contribution respective s’est 

avérée hétérogène suivant les espèces virales étudiées. De plus, il semble que le 

niveau d’expression de certaines de ces protéines puissent avoir un effet inhibiteur ou 

catalyseur sur la réplication. Une étude ultérieure de ces différents acteurs a montré 

que ces hnRNPs étaient directement liés au génome viral dans le cadre de l’infection 

SINV. Ainsi, les hnRNPs K et M sont capables de se lier en particulier aux régions 

codantes du génome viral (LaPointe et al. 2018a). Cette étude a également confirmé 

le rôle de la liaison de ces protéines avec l’ARN viral dans la réplication. 

DHX9 : Une autre protéine de liaison à l'ARN qui a fait l'objet d'une caractérisation 

mécanistique plus poussée pour son rôle dans la réplication des Alphavirus est DHX9. 

La DExH-box RNA hélicase 9 (DHX9), comme son nom l'indique, est une hélicase 

d'ARN, mais aussi d'ADN, dont la fonction est de dissocier les doubles brins d'ADN et 

d'ARN. Cette enzyme trafique entre le noyau et le cytoplasme où elle régule de 

nombreux processus tels que la transcription, le transport et la traduction des ARNm 
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(Zhang and Grosse 2004). DHX9 a été identifié comme un cofacteur de nsP3 et du 

complexe de réplication chez CHIKV (Matkovic et al. 2019). Ainsi DHX9 serait recruté 

par la protéine nsP3, aux stades précoces de l’infection où cette association 

favoriserait la traduction des ARNs viraux au détriment de la réplication. On peut 

supposer que DHX9 en déroulant les structures secondaires de l’ARN génomique viral 

favoriserait la progression des ribosomes. Cette fonction serait très similaire à la 

fonction physiologique de DHX9 dans la traduction de certains ARNm cellulaires. 

Enfin, aux stades tardifs de l’infection, la dégradation de DHX9 induirait un 

basculement de la traduction à la réplication.  

G3BPs : Les protéines G3BPs, régulatrices de métabolisme des ARNs cellulaires sont 

également présentes au niveau des organelles de réplication des Alphavirus 

(Kedersha et al. 2016). Ces protéines possèdent un domaine N-terminal de type NTF2, 

impliqué dans la dimérisation et l'interaction avec d'autres protéines, de longues 

séquences désordonnées, des motifs de reconnaissance de l’ARN (RRM) ainsi que 

des motifs RGG riches en arginine-glycine au niveau de l’extrémité C terminale 

(Kedersha et al. 2016). Lors du recrutement des protéines G3BPs par nsP3 lors de 

l’infection (Chapitre 1.5.2.c), il a été observé qu’une partie de ses facteurs sont 

relocalisés au niveaux des sites de réplication virale  et que le domaine NFT2 en est 

responsable (Panas et al. 2012, Götte et al. 2019). On ignore encore le rôle exact des 

protéines G3BPs au niveau des sites de réplication outre leur séquestration. Dans le 

cas de SFV, dont l’absence de G3BP n’abolit pas totalement la réplication, il a été 

montré qu’une agrégation de CPV est induite par la présence de ces protéines via le 

domaine RGG (Götte et al. 2019). Des agrégats cytoplasmiques G3BP-nsP3 sont 

présents également en nombre à proximité de ces CPVs. Cette présence de G3BPs 

est également corrélée à une augmentation de l’initiation de la traduction des ARN 

viraux via la présence des domaines NFT2 et RGG.  Ce constat est renforcé par le fait 

que les G3BPs peuvent interagir in vitro avec la sous unité ribosomale 40S (Götte et 

al. 2019). Ces observations n’ont cependant pas pu être entièrement transposées chez 

CHIKV, dont la réplication est totalement dépendante de la présence des domaines 

NFT2 et RGG. Dans la même étude, il est apparu que l’interaction G3BPs, nsP3 et 

sous unité 40S est conservée chez CHIKV.  
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Remodelage membranaire 

Amphiphysines : L'amphiphysine appartient à la famille des protéines BAR qui sont 

capables de reconnaitre et d'induire des courbures membranaires. Une attention 

particulière a été portée à cette famille de protéines car on peut supposer qu’elles 

induisent éventuellement la courbure membranaire nécessaire à la formation des 

organelles de réplication. La principale preuve d'une implication des protéines BAR 

dans la réplication des Alphavirus provient d'une étude montrant que la protéine nsP3 

de SFV était capable de recruter deux de ces protéines (Neuvonen et al. 2011). En 

effet il a été montré que les protéines BAR, amphiphysine-1 et amphipysine-2 

(Également nommée BIN1) sont recrutées via le domaine SH3 de ces protéines au 

niveau des sites de réplication. Cette interaction est essentielle au cycle viral, car 

lorsque ciblée, les virus produits ne sont pas réplicatifs et montrent une virulence 

atténuée in vivo. Cependant, cette dépendance semble limitée aux Alphavirus de 

l’ancien monde, ces deux protéines n’étant pas retrouvée dans des analyse 

protéomiques des Alphavirus du nouveau monde (Frolov et al. 2017).  

Interaction avec le cytosquelette  

CD2AP et SH3KBP1 : CD2AP est une protéine d'échafaudage qui régule le 

cytosquelette d'actine. Il a été décrit qu'elle remplit cette fonction en se liant aux 

filaments d'actine via trois domaines SH3 et en les coiffant via le recrutement de 

protéines de coiffe de l'actine (CAPZA1, CAPZA2, CAPZB) (Gaidos et al. 2007). Cette 

protéine est également capable de recruter la cortactine et ainsi de contribuer à la 

formation de lamellipodes (Zhao et al. 2013). Une étude de protéomique faites à partir 

du domaine HVD de nsP3 de CHIKV à permis d’identifier une interaction avec CD2AP 

et les protéines de coiffe d’actine CAPZA1, CAPZA2, CAPZB (Mutso et al. 2018). C’est 

la présence d’une séquence nommée M2 (423-PMASVR-428) qui permet l’interaction 

entre nsP3 de CHIKV et ces protéines. Cette interaction permet également un 

recrutement de ces protéines au niveau des sites de réplication chez CHIKV et SFV. 

SH3KBP1 (SH3 Domain Containing Kinase Binding Protein 1), est également présente 

aux sites de réplication (Mutso et al. 2018). Cette protéine, homologue de CD2AP, 

possède aussi trois domaines SH3 de liaison à l’actine. Elle aussi, interagit avec nsP3 

via la séquence M2 du HVD et est localisée aux sites de réplications membranaires. Il 

a été montré que la mutation du domaine M2 du HVD abolit l’interaction de nsP3 avec 

CD2AP, SH3KBP1 et l’amphipysine-2, ce qui laisse penser à un rôle conjoint de ces 
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deux protéines. De plus, cette mutation s’est avéré délétère à l’infection et la réplication 

de CHIKV (Agback et al. 2019). 

Facteurs cytoplasmiques 

FHL1 : La protéine FHL1 (Four-and-a-half LIM domain protein) ou SLIM1 est une 

protéine fortement exprimée dans les tissus cardiaques et musculaires, et joue un rôle 

dans de nombreux processus cellulaires. FHL1 a été identifié pour la première fois par 

spectrométrie de masse en tant que partenaire de nsP3 dans son domaine HVD 

(Meshram et al. 2018). C’est le criblage par CRISPR-Cas9 de cellules HAP1 pour 

l’infection de CHIKV et ONNV qui a permis d’en souligner l’importance pour le cycle 

viral (Meertens et al. 2019). Cependant, cet effet semble limité à ces deux virus. 

L’invalidation de FHL1 n’a pas montré d’effet sur l’infection par MAYV, SINV, SFV, 

WEEV, VEEV et RRV. Il est apparu que dans le cas de CHIKV, le knock-out de FHL1 

inhibe la synthèse de l’ARN viral et la formation de sphérule. On peut poser l’hypothèse 

que la forte expression de cette protéine dans les cellules musculaire, n’est pas sans 

lien avec le tropisme viral de CHIKV (Meertens et al. 2019). Les études de cartographie 

des interactions de FHL1 avec le domaine HVD de nsP3 indiquent que ce domaine 

recouvre le site de liaison de (Lukash et al. 2020). Ainsi dans cette étude cibler FHL1 

diminue l’infection sans totalement l’inhiber ce qui laisse supposer un rôle redondant 

avec CD2AP. Dès lors, le rôle central de FHL1 dans l’infection de CHIKV est à mitiger. 

Bien que certaines interactions avec des cofacteurs cellulaires aient été identifiés, 

l’implication de ces intéractants dans la formation de sphérules est encore inconnue. 

De plus, malgré le caractère central du dodécamère de nsP1, à l’heure actuelle aucun 

interactome étendu de cette protéine n’a été effectué. Par conséquent, on ne peut à 

l’heure actuelle que proposer un modèle incomplet de formation des sphérules (Fig. 

50). 
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Fig. 50 Modèle d'assemblage du complexe de réplication du CHIKV 

(1) G3BP, FHL1, DHX9 et BIN1/Amphiphysin2 s’associent à la polyprotéine virale (2) qui s'ancre à la membrane plasmique 
grâce à la liaison à la membrane de nsP1. (3) Ce complexe commence à répliquer le génome ARN, avec l'aide de DHX9, dont 
on pense qu'il régule la transition de la traduction à la réplication de l'ARN lors des phases précoces. Les facteurs hôtes sont 
recrutés dans le complexe de réplication CHIKV par interaction avec le domaine hypervariable nsP3 qui sert de plaque 
tournante pour les interactions entre l'hôte et le pathogène. (4) BIN1/Amphiphysin2, CD2AP, SH3KBP1 et FHL1 impliqués dans 
la flexion de la membrane et/ou l'organisation du cytosquelette d'actine peuvent contribuer à la biogenèse de sphérules en 
forme de bulbe séparant l'intermédiaire de réplication de l'ARNdb de la reconnaissance immunitaire innée de l'hôte. (5) Les 
ARN génomiques et subgénomiques synthétisés au sein de l'organelle de réplication sont ensuite exportés vers le cytoplasme 
et coiffés par l'anneau dodécamèrique nsP1 qui relie la sphérule au cytoplasme. (6) Les molécules G3BP recrutées sur la face 
cytoplasmique de ces organelles sont proposées pour recruter la machinerie de traduction cellulaire à proximité des complexes 
de réplication virale afin d'assurer une synthèse optimale des protéines virales. Modifié à partir de (Kril et al. 2021). 
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8. Revue bibliographique 

Au cours la durée de cette thèse de nombreux travaux ont permis de d’améliorer notre 

compréhension du cycle viral des Alphavirus, et de CHIKV en particulier. En 

association avec Vasiliya Kril et Ali Amara nous avons publié en 2021 une revue 

bibliographique résumant les dernières avancées dans ce domaine. L’article publié 

dans Annual Reviews of Virology, Fait l’état des lieux des avancées récentes dans le 

domaine et des points encore incompris dans la biologie du CHIKV tels que : Les 

facteurs cellulaires impliqués dans l’entrée du CHIKV dans ses cibles cellulaires, les 

mécanismes de biogenèse des organelles de réplications ainsi que les cofacteurs 

cellulaires potentiellement impliqués dans leur formation et leur fonctionnement, le rôle 

de nsP3 dans le recrutement de ces facteurs, ainsi que le rôle fonctionnel  de FHL1 

dans le cycle infectieux et la pathogénèse.  
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Objectifs de la Thèse 

Dans l’introduction de ce manuscrit, ont été abordés les thématiques de déformations 

membranaires induites par l’infection CHIKV, les organelles de réplications formées 

par ce virus et le rôle central de nsP1 dans ces deux processus.  

Pour ce qui concerne la formation de filopodes, la protéine nsP1 a été identifiée comme 

un acteur clé dans la formation de ces protrusions observées également dans les 

cellules infectées par le CHIKV. Malgré une description ancienne de ce phénotype, 

plusieurs questions essentielles restent sans réponse à l’heure de cette thèse : Quels 

sont les facteurs cellulaires impliqués dans ce type de déformation membranaire ? Ces 

déformations membranaires constituent elles un avantage évolutif pour le virus et si 

oui de quelle nature ? 

Dans le cadre de la formation des compartiments de réplication, nsP1 vient d’être 

décrit comme un élément structurel des sphérules dans lesquelles la protéine est 

observés sous la forme d’un dodécamère situé dans le col de ces derniers. Notre 

compréhension de ce processus viral est encore largement incomplète. Il est légitime 

de se demander si ces deux types de déformations membranaires reposent sur un 

même mécanisme et des interactions nsP1 avec les facteurs de l’hôte identiques.  

Les objectifs de ces travaux de thèse sont les suivants : 

• Quelles interactions hôtes-pathogènes permettent le remodelage membranaire 

induit par nsP1 ? 

• Ces mécanismes contribuent à la réplication virale dont la biogénèse des 

sphérules est une étape absolument nécessaire ?  
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Chapitre 2. Résultats 

 Identification du rôle de l’axe de signalisation 
Rac1-PAK1-Arp2 dans la formation des filopodes 
par nsP1 de CHIKV  

 

La protéine nsP1 de CHIKV est un acteur essentiel de la déformation membranaire. 

Son expression isolée induit des déformations de type FLP similaires à celles 

observées dans la cellule infectée. Ce phénotype est conservé chez les d’Alphavirus 

SFV et SINV. Il est lié à l’adressage membranaire de nsP1 par sa palmitoylation. De 

plus la formation de ces protrusions semble corrélée à une perturbation du 

cytosquelette d’actine. 

Malgré ces observations plusieurs questions restent en suspens. Quels sont les 

processus cellulaires détournés pour permettre ce type de remodelage ? Les voies 

canoniques de formation des filopodes sont-elles mobilisées dans la formation de ces 

protrusions ? La formation de ces filopodes a-t-elle des conséquences fonctionnelles 

au cours du cycle viral ? 

Dans cette première étude, nous avons tout d’abord caractérisé les protrusions 

formées par l’expression de nsP1 dans les cellules humaines. Ces extensions 

hautement dynamiques, caractérisées par la présence de filaments d’actine sont 

également positives pour VASP, Eps8 et à la Fascine, marqueurs canoniques des 

filopodes cellulaires. A l’aide d’inhibiteurs chimiques et de siRNA nous avons 

investigué la contribution des trois principales Rho GTPases Rac1, Cdc42 et RhoA 

connues pour participer au remodelage du cytosquelette d’actine. Nos résultats ont 

permis d’identifier que Rac1 et ses effecteurs Pak1 et Arp2 participant au complexe se 

polymerisation de l’actibe, sont essentiels au remodelage de la membrane plasmique 

par nsP1. De façon intéressante, l’axe de signalisation Rac1-Pak1-Arp2 est également 

essentiel à la réplication virale. Ces résultats établissent donc un parallèle entre les 

mécanismes de déformation membranaire par nsP1 et la réplication du génome des 
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Alphavirus, processus dépendant de la création de sphérules par déformation 

membranaire. En prolongement de cette étude, nous posons également la question 

du rôle fonctionnel des extensions cellulaires induites par nsP1 dans l’infection et sa 

propagation en culture. 
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Abstract  

Alphavirus infection induces dramatic remodelling of host cellular membranes resulting in the 

production of filopodia-like extensions. This phenotype has been historically partly assigned to the 
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replication protein nsP1 which, when expressed alone, has the capacity to bind and remodel cellular 

membranes. While frequently reported, the molecular mechanisms governing the induction of nsP1 

induced filopodia remains poorly understood. Using mammalian epithelial cells and the Chikungunya 

virus (CHIKV) as models, we confirm the capacity of nsP1 expressed as an isolated protein to promote 

the formation of highly dynamic lamellipodia-like events and thin cell extensions containing actin 

fibers, very similar to that observed in infected cells. In an attempt to question the cellular mechanisms 

hijacked during this process, we identified the critical contribution of the Rac1 GTPase and its 

downstream effectors PAK1 and Arp2. Interestingly, we found that an intact Rac1-Pak1-Arp2 signaling 

axis is also required for optimal viral genome replication. Our results therefore identify Rac1-Pak1-

Arp2 as a signaling node essential for CHIKV life cycle and suggest that nsP1-induced reshaping of the 

plasma membrane participates in the production of a functional replicative system in infected cells.   

Introduction 

RNA viruses reconfigure and manipulate the cytoskeleton network of their host to optimize the 

different stages of the viral life cycle. This host-pathogen interaction specifically assists entry of 

incoming viral particles into their target cells by endocytosis or micropinocytosis. It also promotes 

genome replication, assembly and egress of progeny. Finally, it critically determines cell-to-cell 

contacts facilitating transmission of cellular and viral components while allowing immune evasion of 

viral particles due to low exposure to the extracellular space (reviewed in (1)). This reconfiguration 

involves a large repertoire of viral proteins and cellular pathways and often results in the formation of 

highly dynamic actin-rich plasma-membrane processes referred to as filopodia and lamellipodia. 

Filopodia consist of 10-100 μm long finger-like plasma-membrane extensions containing tightly packed 

actin filaments, cross-linked by Fascin into a stiff structure. They extend at the leading edge of 

migratory cells, supposed to promote cell motility and adhesion, and to function as sensory probes or 

in the establishment of cell to cell contacts (2). Their highy dynamic protrusion and retractation is 

determined by the balance between actin polymerization at the filament tip and retrograde flow at 
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the base of filopodium (3, 4). Lamellipodia are sheet-like, broad (typically 1–5 μm) and thin (100–300 

nm) membrane protrusions containing a network of branching actin filaments, essential for cell 

migration. Both extension types are critically regulated by small guanosine triphosphatases (GTPases) 

of the Rho superfamily involved in actin dynamics (5). These small monomeric proteins, that include 

at least 20 members, fluctuate between inactive and active state depending on binding either to GDP 

or to GTP (6). Active Rho GTPases then recruit and activate downstream effector molecules to the 

plasma membrane resulting in stimulation of a variety of cell signaling pathways (7). RhoA, Cdc42 and 

Rac1 are the best characterized GTPases contributing in actin organization during membrane 

reshaping. RhoA activation cascade involves the downstream ROCK kinase to regulate actin 

polymerization into  stress fiber and focal adhesion but is also active at the front of lamellipodia (8, 9). 

Rac1 and Cdc42 regulate comparable downstream signaling events resulting in activation of the actin-

related protein 2/3 (ARP2/3) complex via different/common effectors (e.g. N-WASP for Cdc42; WAVE 

complex for Rac1; IRSp53 for Rac1 and Cdc42), or instead promoting actin turnover via interaction with 

the serine/threonine kinase PAK1 (p21-activated kinase) (10). Functionally, Cdc42 and associated 

signaling is considered as the main mediator of filopodium extension, while Rac1 and Cdc42 both 

control pathways improving actin polymerization on the periphery of the cell producing membrane 

ruffles and lamellipodia (5, 11). Nevertheless, filopodia can form in absence of Cdc42 and protrude 

from growing lamellipodia (3, 12).  

As with other viruses, Alphavirus dramatically reshape the cytoskeleton of their host (13–15). This 

family of mosquito-borne viruses includes the Chikungunya virus (CHIKV) that rapidly spread in the mid 

2000’s, illustrating the impact these viruses may have on human health and economy. CHIKV is 

transmitted through the bite of infected Aedes sp. mosquitoes. In humans, infection results in febrile 

illness with invalidating joint pain that can last for months (16, 17). At the cellular level, CHIKV infection 

is initiated by the intracytoplasmic release of its single-stranded, positive sense RNA genome of 

approximately 12 kb in length. This genome is separated into two ORFs encoding for four nonstructural 
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proteins (nsP1, nsP2, nsP3 and nsP4), two envelope glycoproteins (E1 and E2), one capsid protein (C), 

and two peptides (E3 and 6K) (18). Translation of the 5’ ORF results in the accumulation of two 

nonstructural polyproteins P123 and P1234 which are sequentially processed by the viral nsP2 

protease to produce the viral enzymes: nsP1, the viral methyl/guanylyl transferase involved in RNA 

capping; nsP2 that also displays helicase and NTPase activities; nsP3, mainly involved in interaction 

with cellular cofactors,and nsP4, the viral RNA-dependent RNA polymerase that catalyzes the synthesis 

of viral RNAs (19–21). These mature nonstructural proteins (nsPs) play canonical functions to form the 

viral replicase, an essential unit for viral genome replication, located in the cytoplasmic face of 

membranous replication organelles (22–25). These membranous compartments, referred to as 

spherules, are assembled by deformation of the plasma membrane. They are identified as specialized 

sites of genome replication, shielding the double stranded RNA used as replication intermediate from 

the host innate immune defenses (26). In these organelles, nsP1 assembles into a dodecameric ring  

forming a pore connecting the spherule to the cytoplasm (24), that anchors the replication complex to 

the cell membranes and actively caps the 5’-terminus of nascent RNA extruded from this compartment 

(24, 27–29). Notably, when expressed separately in mammalian cells, nsP1 is responsible for dramatic 

cellular membrane reshaping resulting in the formation of filopodia-like protrusions (14). NsP1 was 

early characterized as a peripheral membrane protein (28), capable to assemble in a contiguous coat 

on liposomes and induce certain structural reorganization in membranes (30). Its membrane binding 

capacity was assigned to a central putative amphipathic helix that determines nsP1 preference for 

anionic lipids (25, 30–33). NsP1 also contains a stretch of palmitoylated cysteines highly conserved 

across the Alphavirus genus (14) required for membrane deformations (14, 15, 33, 34). In infected 

cells, this motif critically determines the anchoring of nsP1 dodecameric ring to the cell membranes 

(23, 35) and controls affinity of the entire viral replication complex for cholesterol rich microdomains 

with consequences for genome replication (14, 15, 33, 34, 36). Despite major advances in nsP1 

structural organization in the replication complex, the functional importance of nsP1-induced 

filopodial extensions reported decades ago still remain unknown and associated cellular machineries 
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have not yet been elucidated. NsP1-associated phenotype therefore remains one of the most 

enigmatic characteristics of Alphavirus infection.  

To fill this gap in knowledge, we investigated in details nsP1-induced cell deformations and questioned 

the direct contribution of actors of the cytoskeleton regulatory pathway. Our observations define 

nsP1-induced cell extensions as highly dynamic structures positive for VASP, Eps8 and Fascin filopodia 

markers. Their biogenesis is directed by the actin cytoskeleton network. Using drug perturbation 

experiments and genetic invalidation with siRNAs we decipher the direct contribution of Rac1, Cdc42 

and RhoA GTPases in nsP1-associated phenotype. Our results identify Rac1 as essential in the 

biogenesis and dynamics of nsP1-induced membrane deformations. Focusing on Rac1 downstream 

effectors, we identified Pak1 and the Arp2/3 complex as intermediates in actin cytoskeleton 

manipulation and membrane remodeling by nsP1. We also report a positive correlation between 

expression and function of actin regulators involved in nsP1-induced filopodia formation and CHIKV 

genome replication. Taken together, our data support that CHIKV requires an intact Rac1-PAK1-Arp2 

signaling pathway to stimulate actin reorganization and subsequent filopodia formation upon nsP1 

expression, a pathway also necessary for optimal genome replication.  

Results  

CHIKV nsP1 induces the formation of highly dynamic filopodia-like extensions depending on 

conserved palmitoylated cysteines. . Alphavirus-infected cells are characterized by the formation of 

cell extensions (37, 38). We first reinvestigated this capacity for CHIKV-infected human epithelial cells. 

Infection of HeLa cells with the CHIKV LR-OPY1 strain (MOI = 0.1) resulted in dramatic membrane 

reshaping (Figure 1A). When compared with control cells, cells infected for 16 hrs displayed an 

elevated number of plasma membrane protrusions evocating lamellipodia and filopodia. The later 

appeared as thin and long filamentous protrusions that can rarely exceed 10 µM in length. 

Interestingly, immunofluorescence studies revealed the accumulation of nsP1 at the plasma 
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membrane bordering these extensions (Figure 1A), suggesting that this protein may contribute in virus-

induced membrane remodeling. NsP1 signal sometimes overlapped with nsP3 protein fluorescence 

and dsRNA staining, indicating the presence of CHIKV replication complexes assembled on membranes 

bordering these extensions, a result reminiscent of our cryo-electron microscopy analysis of CHIKV-

infected cells (22). Interestingly, CHIKV-induced plasma membrane reshaping was recapitulated by the 

transfection of an nsP1 expression plasmid. Dramatic membrane deformations resembling those seen 

in CHIKV infected cells were visualized in cell expressing the nsP1 protein in its native form (Figure 1B). 

A similar phenotype was also recapitulated by of nsP1 fused with a fluorescent protein either at its C-

terminus (nsP1-DsRed) (Figure 1B) or at the N-terminus (GFP-nsP1) (Figure 1C-E) indicating that these 

fusion proteins retained the property of native nsP1 regarding membrane reshaping. Upon ectopic 

expression, nsP1 accumulated at the plasma membrane and in discrete intracellular compartments, 

and resulted in highly dynamic morphologic changes observed in time-lapse video microscopy (Figure 

1C). At least two types of events were recorded at the plasma membrane using live confocal 

microscopy. First, filopodia-like extensions of 2-10 µm in length, rapidly growing from the cell body of 

the transfected cell toward nsP1-negative cells were observed, resulting within second in extended 

contacts with the membrane of the neighboring cell (not shown). Besides, we also observed frequent 

lamellipodia-like membrane ruffling followed by retraction in the cytoplasm of nsP1-expressing cells 

(Figure 1D). These events resulted in the persistence of thin cell extensions appearing as tightly 

associated with the substrate (Figure 1D, red arrows). While lamellipodia formation are generally 

associated with cell motility, no significant modification in cell migration could be observed following 

nsP1 expression (not shown). Thin extensions and lamellipodia deformations were simultaneously 

observed from the same cell. Interestingly, filopodia sometimes extended from the lamellipodium 

(Figure 1D ; white arrows). These protrusions were not static, extending and retracting successively as 

apparent in time lapse capture of fluorescences (supplementary video 1). These phenotypes were 

significantly reduced in cells expressing a nsP1 mutant, referred to nsP1AAA, in which the triplet of 

palmitoylated cysteines at position 418-420 was replaced by alanine (Figure 1E). In these cells, 
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filopodia number quantified using the FIJI software was dramatically lower that following expression 

of the wild type nsP1 (Figure 1F). Moreover, the length of the remaining cell extensions observed in 

these cells was dramatically decreased when compared with the nsP1 condition (Figure 1G). In order 

to question the conservation of nsP1 phenotype across viral evolution, we repeated these experiments 

using nsP1 encoded by CHIKV distantly related Alphaviruses. NsP1 encoded by the Sindbis virus (AR339 

strain) grouped as an Old World Alphavirus, or by Venezulean equine encephalitis virus (TC-83 strain), 

a New World Alphavirus or by Eilat virus (EO329 isolate), an Alphaviruses restricted to mosquito cells 

for replication were cloned in frame with GFP and transfected in HEK293T cells (Figure 2). Twenty four 

hours after transfection, the cells were imaged with a confocal microscope, showing, as for CHIKV, a 

dramatic induction of cell protrusions that comprised lamellipodia- and filopodia-like deformations. 

According to these results, nsP1 capacity to reshape the cell membranes resulting in the formation of 

highly dynamic filopodia- and lamellipodia-like structures is a common feature of Alphaviruses 

conserved across evolution, in which palmitoylated cysteins play a critical role.   

nsP1-induced membrane reshaping is mediated by actin cytoskeleton. Morphological and mechanical 

changes at the plasma membrane are orchestrated by the coordinated activities of microtubules, actin 

filaments and stress fibers that comprise the cytoskeleton. Their respective contribution in nsP1-

induced membrane reshaping was first questioned by confocal microscopy. Actin was stained by 

transfection of the LifeAct-TagRFP plasmid expressing a fluorescent peptide staining filamentous actin 

(F-actin) structures in eukaryotic cells without interfering with actin dynamics (39). When the cells 

were cotransfected with nsP1, the actin network of the cell was dramatically modified with respect to 

control cells expressing the GFP protein alone (Figure 3A). Indeed, stress fibers were dramatically 

decreased and actin appeared as mostly disorganized. By contrast, cortical actin appeared mostly 

intact beneath the plasma membrane. Interestingly, nsP1 fluorescence was frequently colocalized with 

actin fluorescence (Figure 3A). Both signals overlapped either in cytoplasmic foci (arrows) or along 

cytoplasmic filaments detected in the proximity of the plasma membrane. This filamentous 

colocalization of nsP1 with actin was even more obvious along filopodia-like structures and also in the 
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form of fibers in lamellipodia-like processes emerging from the cell body of transfected cells. These 

evidences, therefore suggest an intimate crosstalk between nsP1 expression and the actin 

cytoskeleton. Contrasting with this result the tubulin network detected with antibodies remained 

unaffected in nsP1-expressing cells. Moreover, nsP1-induced cell extensions were negative for tubulin 

staining in immunofluorescence experiments. In light of these observations, actin fluorescence was 

further tracked in live cells to determine its distribution during the formation of nsP1-induced cell 

processes. Time lapse series were carried out using cells co-expressing GFP-nsP1 and RFP-LifeAct. 

Overall, we observed intense actin foci colocalized at the basis of and along membrane protrusions 

(Figure 3B).  The frame at 0 min, the time that cells were transferred to 37°C, shows a representative 

nsP1-positive filopodia-like protrusion staining positive for actin (white arrows). At 90 sec, a 

lamellipodia-like structure containing actin filaments in its center formed in the periphery of the cell 

(green arrows). The different position of the arrowheads shows the dynamics of these virus-induced 

protrusions. The respective functional contribution of actin filaments and microtubules in nsP1-

induced filamentous projections was further evaluated using cytochalasin D, nocodazole or 

blebbistatin, depolymerization agents acting on actin, microtubules or actomyosin complex assembly 

into stress fibers respectively. Nontoxic concentrations of drugs were determined and added to the 

cells 16 hours after transfection with a GFP-nsP1 expression plasmid. In these conditions, cytochalasin 

D potently reduced the number of cellular extension per cell (Figure 3C and 3D). It resulted in 

persistence of longer filopodia, supporting an inhibition of de novo cell extensions (Figure 3E). 

Contrasting with this result, nocodazole only marginally changed the number of cell extension per cell, 

the number of short filaments remaining intact. Finally, considering that cellular myosins collaborate 

with actin to control cell extensions (40), we investigated their contribution in nsP1-induced 

membrane deformations using blebbistatin. In our experimental conditions, drug treatment did not 

modify the number or the length of nsP1-induced cell extensions (Figure 3C and 3D) thereby rejecting 

a possible contribution of the acto-myosin complex in nsP1 phenotype.  
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Characterization of nsP1-induced cell extensions. Filopodia are generally characterized as F-actin-rich 

in which the tightly packed actin filaments are cross-linked by Fascin into a stiff structure (2). These 

cell extensions also harbor a dense complex of actin-binding proteins at the tip regulating filopodial 

formation, maintenance and dynamics. This complex is characterized by the actin polymerase VASP 

(Enabled/vasodilator-stimulated phosphoprotein) that accelerate actin filament growth and prevents 

filament capping (41) and Eps8 (epidermal growth factor receptor kinase substrate 8) that modulates 

actin dynamics and organization through its localization at the tip of growing filopodia (42). In order to 

further characterize nsP1-induced cell extensions, we investigated the co-localization of the above 

mentioned filopodia markers with membrane deformations. Cells were co-transfected to express a 

non-tagged nsP1 expression plasmid together with GFP-fused Fascin, Eps8, or VASP. Confocal imaging 

of the cells revealed that Eps8, VASP and Fascin are enriched in nsP1-positive cell extensions (Figure 

4). While Fascin is detected along cell extensions, Eps8 protein is heavily concentrated at the tip of cell 

extensions. Interestingly, this signal colocalized with enriched nsP1 foci in many occasions as attested 

by the calculation of Pearson correlation coefficient (r= 0.643) (Figure 4). VASP was also detected in 

these processes. However, it was not consistently observed at the growing extremity of these 

extensions as reported in conventional filopodia (Figure 4). Rather it concentrated at the base of 

filopodia and was also detected along the cell extension with a profile very similar to fascin 

fluorescence.  Altogether these findings confirm the capacity of CHIKV nsP1 to form highly dynamic 

actin-rich processes contain canonical filopodia markers but devoid of VASP accumulation at the tip. 

NsP1 localization at filopodia extremities suggests the contribution of an unconventional assembly 

mechanism.    

Functional Rac1 GTPase is critical for nsP1-induced cell extension. Actin cascades necessary for cell 

extension are primarily triggered by Rho GTPases. Physiologically, Cdc42 (cell division control protein 

42) and RhoA (Ras homologue family member) promote the polymerization of actin into linear 

filaments during filopodia formation. Rac1 is a vital regulator of Arp2/3 actin polymerization complex 

producing branched actin meshwork necessary for lamellipodia formation. However, RhoA, Rac1 and 
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Cdc42 signaling branches are tightly interconnected (Figure 5A) (43). We therefore investigated the 

contribution of these GTPase in nsP1-induced membrane remodeling first taking advantage of 

pharmacological inhibitors. Transfected cells expressing the GFP-nsP1 protein were treated with 

NSC23766, ML141 or Y27632 inhibitors that target Rac1, Cdc42 or ROCK (downstream effector of 

RhoA) respectively. Drugs were added to the cell after 4 hours of transfection to avoid any potential 

inhibition of nsP1 transgene expression. Absence of drug toxicity was controlled in the culture in 

parallel experiements (not shown). After another 20 hours in culture, the cells were imaged with a 

confocal microscope and filopodia were counted and measured in length from stacked signals. 

Expression of GFP-nsP1 was detected in all condition tested to a level comparable with that observed 

in mock treated cells (Figure 5B). Counting revealed that the number and length of filopodia formed in 

the presence of ML141 and Y-27632 was comparable to that assembled in the control condition 

despite the number of filopodia by cell was slightly more heterogeneous in the presence of Y-27632  

(Figure 5B and 5C). By contrast, a significant reduction in filopodia count was observed in cells treated 

with the Rac1 specific inhibitor NSC23766 that specifically prevents the conversion of the inactive 

Rac1-GDP to an active Rac1-GTP (44). Filopodia formed from these cells were also shorter than those 

observed in mock-treated cells (Figure 4D). To confirm the possible regulatory role of Rac1 in nsP1-

induced membrane deformation, and avoid any off-target drug effect, the cells were transfected with 

Rac1 siRNA or nontargeting controls before transfection of the GFP-nsP1 plasmid. Reduced Rac1 

expression was controlled by immunoblot (Figure 5E). When processed for confocal microscopy, these 

cells displayed significantly less membrane extensions as compared to control cells transfected with 

untargetting siRNA (Figure 5F). As observed in the presence of NSC23766, the remaining extensions 

were shorter than in control cells (Figure 5H). Finally, we confirmed the requirement for Rac1 

activation in nsP1-associated phenotype by co-transfecting nsP1 expression plasmids with plasmids 

encoding either a Rac1 dominant negative mutant (Rac-N17) or a wild-type Rac1 fused with GFP. Cells 

expressing the green fluorescence were investigated for cell membrane deformations. As shown in 

Figure 5I, expression of the Rac1-N17 mutant impaired formation of nsP1-induced cell extensions 
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compared with cells expressing the wild type Rac1 GTPase. Interestingly a clear colocalization was 

detected between nsP1 and Rac1 fluorescence at the leading edge of cell extensions. Altogether these 

results illustrate the requirement for a functional Rac1 protein for the production and grown of actin-

containing nsP1-induced filopodia-like extensions.       

Characterization of Rac1 downstream effectors. In its GTP-bound form, activated Rac1 interacts with 

specific effectors to activate a multitude of signaling cascades regulating the cytoskeleton dynamic. 

Specifically, Rac1 effector proteins, including the p21 activating kinase (PAK1), the insulin receptor 

substrate of 53 kDa (IRSp53) and the IQ Motif Containing GTPase Activating Protein 1 (IQGAP), regulate 

the Arp2/3 actin polymerization complex (45). Rac1 also interacts with and activates the 

phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase (PIP 5-kinase) a pivotal enzyme in the metabolism of 

phospholipids that regulates actin nucleation by the Arp2/3 complex (46). To decipher which 

pathway(s) may contribute to nsP1 activity in membrane deformation, Rac1 effectors were targeted 

with siRNA before nsP1 expression and counting of cell extension. Decreased expression of the 

targeted protein was controlled by Western blot analysis (Figure 6A). Overall, when the cells were 

processed for confocal imaging, we observed that nsP1-induced extensions formed less efficiently in 

cells invalidated for Rac1 effectors as compared with control cells (Figure 6B and 6C). indeed, siRNA 

against PIP5K1, IRSP53 and IQGAP mildly reduced the number of nsP1-induced cell extensions per cell. 

A more pronounced reduction in filopodia number per cell was observed in cells transfected with siRNA 

against PAK1 (Figure 6C). Regarding the critical role of the Arp2/3 actin polymerization complex in 

filopodia biogenesis, we finally investigated its contribution in nsP1-associated phenotype. Cells were 

transfected with siRNA against Arp2 and GFP-nsP1 expression plasmid before confocal microscopy 

imaging. In these conditions the filopodia number per cell was significantly reduced when compared 

with control cells. These results therefore identify the Rac1 as pivotal in the formation of nsP1-induced 

cell extensions. While suggesting a possible redundant contribution of IRSP53, PIP5K1 and IQGAP in 

this phenotype, our observations designate PAK1/Arp2 as major effectors of nsP1-induced membrane 

deformation.  
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Role of Rac1/PAK1/Arp2 pathway in CHIKV genome replication. Filopodia assembled in cells infected 

by a variety of viruses from distinct families generally promote virus multiplication through various 

mechanisms. Having established the contribution of Rac1/PAK1/Arp2 signaling axis in nsP1-induced 

cell extensions, we questioned its contribution in CHIKV infection. Focusing on Rac1 pivotal role we 

investigated CHIKV infection in cells maintained in the presence of non toxic concentrations of 

NSC23766. The cells were preincubated with the drug for 1 hr and then infected with the CHIKV-

luciferase reporter virus at a multiplicity of infection (MOI) of 10 plaque forming unit (PFU)/cell for 5 

hours. Then, infection was monitored by quantification of CHIKV reporter-encoded luciferase activity 

in the cell lysates. This experimental design was selected to limit drug toxic effects. In these conditions, 

CHIKV infection was significantly reduced as compared with the control condition (Figure 7A). Of note, 

Y27632 and ML-141 also significantly decreased CHIKv infection when added to the cells before the 

viral challenge. Virus-induced filopodia have been reported to promote viral entry, egress and release, 

or cell-to-cell spread (47). To further identify the exact step assisted by Rac1 during CHIKV life cycle, 

we repeated this experiment using different drug addition scheme. Considering that CHIKV entry 

process is complete beyond 1h after the viral challenge, and progeny viruses are released for furter 

propagation after 6 hrs, we evaluated whether drug activity in maintained when added to the cells 

between these timepoints. The cells were infected with CHIKV-luciferase reporter virus at a MOI of 1, 

then the viral inoculum was removed and replaced with fresh medium supplemented with increasing 

concentrations of NSC23766 for 6 hrs before quantification of CHIKV-encoded luciferase activity. As 

before, parallel investigations were performed in the presence of Y27632 or ML-141 GTPases 

inhibitors. For each drug concentration tested, viability of the cell culture was analyzed in parallel. In 

these conditions Y27632 and ML-141, while slightly reducing CHIKV infection when compared with the 

mock control condition, did not show any dose-depend activity (Figure 7B). Contrasting with this 

observation, NSC23766 exhibited a potent dose-dependent inhibition on CHIKV intracellular 

replication. It was almost abolished using 75µM NSC23766, a concentration that induced no obvious 

toxic effect in the culture, and did not reduced CHIKV nsPs expression (Figure 7C), therefore suggesting 
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Rac1 requirement for intracellular CHIKV replication. This result was further confirmed taking 

advantage of a CHIKV transreplication system mimicking CHIKV intracellular steps of the viral cycle. 

The cells were co-transfected with a plasmid encoding the CHIKV nsPs and a pseudogenome template 

in which the structural proteins are replaced by a luciferase reporter gene (48). Six hours after 

transfection the medium was supplemented with NSC23766. Quantification of genome replication 

reflected by luciferase activity in the cell lysate confirmed that NSC2766 treatment results in a dose 

dependent reduction of CHIKV genome replication (Figure 7D). A final validation of this observation 

was obtained using cells transfected with Rac1-specific siRNA (siRac1) or a negative control siRNA 

(siCtrl). After 48 hrs, transfected cells were evaluated for Rac1 expression by immunoblot and then 

transfected with the CHIKV transreplication system. An 80 % decrease in Rac1 expression resulted in a 

70 % decrease CHIKV genome replication when compared with the non-targeting siRNA. To evaluate 

Rac1 effector requirement for CHIKV genome replication these experiments were repeated 

considering PAK1 and Arp2 effectors previously identified in nsP1-induced membrane deformation. 

Activity of the CHIKV transreplication system determined in cells maintained in the presence of non-

toxic concentrations of IPA3 or CK-666 using above-described conditions, was significantly decreased 

as compared with the mock treated condition (Figure 7C). In line with this observation, reduction of 

PAK1 or Arp2 protein level with siRNA decreased CHIKV genome replication (Fig 7F and 7G). According 

to these results, PAK1 and Arp2 effectors of Rac1 appear as essential intermediates for CHIKV 

intracellular replication. Altogether our results indicate that the requirement for a functional Rac1-

PAK1-Arp2 axis for CHIKV genome replication step parallels the functional importance of this signaling 

axis for nsP1-induced membrane reshaping.  

Discussion  

Alphavirus infection of mammalian cells has been long reported to profoundly reorganize the cell 

membranes (37, 38). These morphological changes have been documented as long distance 

extracellular extensions (>10 μm) staining positive for α-tubulin and actin, specifically triggered by 

expression of the E2 envelope glycoprotein (49–51). Besides, shorter tubulin negative filamentous 
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processes of ∼2 to 4 μm long are also detected upon infection. This phenotype is recapitulated by the 

isolated expression of the viral methyl/guanylyltransferase nsP1 (28). While described decades ago, 

nsP1-induced cell extrensions remain incompletely characterized. The cellular machineries hijacked for 

their production and functional consequences in Alphavirus life cycle remain poorly known. This study 

was therefore conceived to fill this gap in knowledge. Considering mammalian epithelial cells as a 

model, we confirmed that CHIKV nsP1 expressed as an isolated protein drives the formation of highly 

dynamic lamellipodia-like events and thin cell extensions containing actin fibers, very similar to that 

observed in infected cells. Our results highlight the critical contribution of actin regulatory signaling 

pathways in this process. Mainly, we identified the Rac1 GTPase and its downstream effectors PAK1 

and Arp2 in the actin nucleator complex as critical players in nsP1-associated phenotype. Interestingly, 

the same Rac1-PAK1-Arp2 pathway was found critical for genome replication, therefore establishing a 

positive correlation between nsP1-induced reshaping of the plasma membrane and production of a 

functional replicative system in infected cells.   

The mechanisms used by nsP1 to reshape the cell membrane has been the subject of a constant 

interest. While nsP1 direct interaction with liposomes was suggested by others to induce the profound 

reshaping of the lipid bilayer (30), our results rather point at the necessary contribution of actin 

cytoskeleton in mammalian cells. Indeed, nsP1-induced cell extensions stained positive for actin and 

for actin-bundling protein fascin and Eps8. On note, these markers differentiate filopodia from 

tunnelling nanotubes frequently observed in viral infections (52, 53). Nevertheless, we were unable to 

reproducibly detect the localization of VASP actin polymerase required for actin filament growth, at 

the tip of nsP1-induced cell projections. This results, reminiscent of observations performed in other 

viral models (54), suggests that alphavirus infection may enable the production of filopodia-like 

processes using unconventional mechanisms. Accumulated of nsP1 protein observed at at the tip of 

these projections may be part of this mechanism. This hypothesis remains to be evaluated. 

In physiological conditions, filopodia formation is mainly controlled by activation of Cdc42 (3) and RhoA 

(55) GTPases. Counterintuitively, in our experiments, Cdc42 or RhoA did not significantly contributed 

to nsP1-associated phenotype. Instead, considering the use of NSC23766, a specific inhibitor of Rac1 

activation, and Rac1 siRNA, we observed a significant decrease in nsP1-induced filopodia number and 

size, therefore establishing the critical contribution of Rac1 in this process. We also identified the 

serine/threonine kinase PAK1, a well-known Rac1 downstream effector that associates with 

filamentous actin, and Arp2 in the Arp2/3 complex actin branching complex, as critical players in nsP1-

associated phenotype. Rac1 is recognized as a privileged partner of human viruses contributing to 

morphological changes and filopodia formation in cell infected by various virus families including 
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Dengue virus, herpes simplex virus, human Immunodeficiency virus (56–59). Mainly, in Alphavirus 

infection Rac1 and Arp3, another constituent in the Arp2/3 complex, were previously reported to 

control actin filaments polymerization during late infection to assist the trafficking of the E2 envelope 

glycoprotein to the cell surface (60). Contrasting with this study involving PIP5K1α as an intermediate 

in this pathway, our study did not conclude at the contribution of this lipid kinase in the biogenesis of 

nsP1-induced filopodia. Rather, it designates PAK1, a key regulator of cell morphology and polarity, as 

essential to this process. Accordingly, E2 induced late actin reorganization and nsP1-induced cell 

extensions mobilize distinct signaling pathways.  

In physiological conditions this Rac1-dependant signaling axis rather regulates the formation of 

branched cortical actin structures during membrane ruffling, lamellipodia formation, and assembly of 

multimolecular focal complexes (5, 9). Nevetheless, Rac1 in cooperation with the Arp2/3 complex has 

also been involved in filopodia formation through through the convergent actin fibers elongation 

model (reviewed in (61)). In this model, branched actin network formed in lamellipodia involving the 

Arp2/3 nucleation complex are further extended by elongation factors resulting in the parallel 

elongation of converged actin fibers. These parallel filaments are cross-linked by fascin resulting in 

formation of an actin bundle. Here, consistent with this model, we noticed that nsP1-induced filopodia 

not only directly protrude from the body of transfected cells, but are frequently projected beyond the 

leading edge of lamellipodia. Rac1-PAK1 requirement may therefore reflect an original mechanism for 

nsP1 promotion of filopodia assembly in which these thin extensions emerge and grow from the 

polarized actin network formed via Arp2/3 at the leading of the lamellipodium.  

The exact mechanism by which Rac1 may be recruited and activated to promote filopodia production 

is unknown. Along this study, Rac1 activation by nsP1 could not be clearly and repeatedly evidenced 

(results not shown). We and others clearly correlated nsP1 membrane deformation capacity with the 

presence of a triplet of palmitoylated cysteins in the central part of the protein (13, 36, 62). All nsP1 

studied in this work, including that of Eilat virus, an Alphavirus exclusively replicating in mosquito cells 

promote the formation of membranous cell extensions. These proteins display either one (EILV) or two 

(SINV, VEEV) cysteine at the corresponding domain location. For CHIKV, palmitoylation critically 

regulates nsP1 membrane affinity for cholesterol enriched plasma membrane microdomain (36), a 

location where Rac1 also partitions and both proteins may therefore encounter (36, 63). The GTP/GDP 

state of Rac1 is modulated by specific guanine nucleotide exchange factors (GEFs) serving as nodes for 

upstream signals (64). Through associating with membrane-bound Rac1, GEFs convert the inactive 

guanosine diphosphate (GDP)-bound Rac1 into an active guanosine triphosphate (GTP)-bound state. 

Whether nsP1 may activate Rac1 upstream activator, or instead behave as a GEF, directly interacting 
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with Rac1 for manipulation as reported for other viral proteins is unknown (65, 66). Resolving nsP1 

interactome may help clarifying the underlying mechanism. 

In an attempt to decipher an eventual functional role of nsP1-induced cell extensions, we questioned 

the contribution of the Rac1-PAK1-Arp2 filopodia-regulating pathway in CHIKV life cycle. We observed 

that Rac1, Cdc42 and RhoA GTPases are all critical for infection of the cells. However, considering a 

well-established CHIKV replicon system to access intracellular replication steps, we found that only 

Rac1 invalidation decreased genome transcription/late translation while having no significant effect 

on intracellular nsPs expression. We established a similar contribution for PAK1 or Arp2 dowstream 

effectors of Rac1. Altogether our results designate RhoGTPases as CHIKV cofactors with variable 

contribution to early and intracellular replication steps and point at the critical role of Rac1-PAK1-Arp2 

axis in genome replication. While this model contrasts with results of Radoshitzsky and colleagues (60) 

obtained using BHK-CHIKV-NCT cells stably expressing a noncytotoxic persistently replicating CHIKV 

mutant in which the requirement for Rac1 signaling is bypassed (67), it corroborates our previous 

description of the critical requirement of actin dynamics for CHIKV post-entry events (68). Intimate 

interactions between CHIKV replicase and the actin network have also previously been proposed based 

on the detection of Alphavirus replication complexes arranged following the direction of actin fibers in 

infected cells (69, 70), and the presence of high concentrations of actin in purified replication complex 

samples (71, 72). Beyond, the recent discovery of direct interactions between CHIKV nsP3 and the actin 

cytoskeleton rearranging protein CD2 associated protein (CD2AP) also support te direct crosstalk of 

CHIKV replication machinery with actin (73). Nevertheless, deciphering the exact contribution of nsP1-

induced filopodia deserves more investigations. The presence of colocalized nsP1, nsP3 and dsRNA and 

our recent observation of replication spherules at the bordering membrane of these extensions 

observed herein and (22) may indicate that these cell extensions may offer an extended surface to the 

assembly of replication complexes. Of note, the SFV palmitoylation-defectice nsP1AAA mutant, with a 

defect in filopodial extension formation is attenuated in vivo (62). Nevertheless, the intricate 

relationships highlighted between palmitate-dependent nsP1 affinity for membranes, filopodia 

induction and virus infectivity represent an hurdle for the elucidation of the role of nsP1-induced 

filopodial extensions in CHIKV infection and pathogenesis (13, 74). Altogether our results highlighting 

the parallel contribution of the Rac1/PAK1/Arp2 signaling pathway in nsP1-induced cell membrane 

deformation and CHIKV intracellular replication opens fresh perspective in understanding the 

physiological role of sur cell extensions.Material and Methods  

Cell culture: Human epithelial HEK293T cells (ATCC# CRL-3216), HeLa cells (ATCC# CRM-CCL2), BHK21 

cells (ATCC# CCL-10) used for propagation and Vero cells (ATCC# CCL-81) used for virus titration were 



186 
 

grown in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM GlutaMAX, high glucose, Thermo Fisher 

Scientific) supplemented with penicillin and 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS, Lonza). Cell 

cultures were maintained at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. In drug experiments, cell viability was 

measured using Cell Titer 96 Aqueous one solution cell proliferation assay (Promega) according to the 

manufacturer's protocol. 

Viruses and infection: The CHIKV-luc reporter virus was produced from the pICRES1 full-length CHIKV 

genomic clone (LR2006_OPY1 strain) containing the renilla luciferase marker inserted into nsP3 

sequence (67). Virus stocks were produced and tittered using plaque assay as previously reported (36). 

For infections, the cells (70%–80% confluence) were infected with CHIKV-luc diluted at a MOI of 0.1. 

After 24 h in culture, the cells were lysed with Passive Lysis Buffer (Promega). Replication was 

monitored using the Genofax C luciferase assay kit (Yelen Analytics). Luminescence was measured 

directly from the cell lysate using a Spark 10M fluorometer (Tecan). Values were normalized according 

to protein content in the sample determined using the BCA Assay (Pierce). 

Plasmids transfection and siRNA knockdown: The GFP-nsP1 plasmid derived from the CHIKV-LR-OPY1 

(75) infectious clone  and the GFP-nsP1AAA mutant were generated as reported previously (36). siRNA 

targeting Rac1 (5’- GAACAGAACUGCUAUUUCCUCUAAU), Arp2 (5’- 

GGGUAACAAUGGGUGGUCUUCUGAU), PAK1 (5’- GGAUGAAGGCCAAAUUGCAGCUGUG), and the 

nontargeting control siRNA (5’-GAAGAACUGCUAUUUCCUCUAAAU) were purchased from Sigma-

Aldrich. siRNA against IRSp53 (5’- AUGGGGAAGAAUUACGAGAAGGCAC), IQGAP (5’- 

GGUUGCAGUACUAUAUUGUAAGCTT) and PIP5K1 (5’- GCCAGGCUAUAGUAAUUAUUACUAT) were 

from IDT. siRNA and plasmids were transfected using JetPrime reagent according manufacturer 

recommendations (Polyplus Transfection). Briefly, 4 x 105 cells were transfected with 50nM siRNA. 

siRNA silencing efficiency was validated by immunoblot at 48 h post-transfection using an aliquot of 

the cells. The remaining cells were plated and infected with CHIKV-luc or transfected with nsP1 

expression plasmid for 24 hrs before analysis. 
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Drug treatment: The Rac1 inhibitor NSC23766 (N6-[2-[5-(Diethylamino)pentan-2-ylamino]-6-methyl-

4-pyrimidinyl]-2methylquinoline-4,6-diamine), ML-141 (4-[4,5-Dihydro-5-(4-methoxyphenyl)-3-

phenyl-1H-pyrazol-1-yl]benzenesulfonamide) an inhibitor of Cdc42, ROCK inhibitor Y27632 (1R,4r)-4-

((R)-1-aminoethyl)-N-(pyridin-4-yl)cyclohexanecarboxamide), CK-666 (2-Fluoro-N-[2-(2-methyl-1H-

indol-3-yl)ethyl]-benzamide) an inhibitor of the Arp2/3 complex, nocodazole, cytochaladin D and  

blebbistatin were purchased from Sigma Aldrich. IPA3 was obtained from MedChemExpress. 

Immunofluorescence microscopy and image analysis: For confocal imaging, cells were grown on glass 

coverslips, washed with PBS and then fixed with 4% formalin (Sigma Aldrich) for 1 h at room 

temperature. The cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS and nonspecific signal was 

blocked with 0.2% bovine serum albumin and 0.05% Tween 20 in PBS before incubation with primary 

antibodies for 1 h at room temperature. Antibodies used were anti-Rac1 (#ARC03 from Cytoskeleton), 

anti-PIP5K1 (#67483-1 from Proteintech) mAbs and rabbit polyclonal sera against PAK1 (#A301-260A 

from Bethyl), Arp2 (#A305-216A-T from Bethyl), IRSp53 (#11087-2-AP from Proteintech), IQGAP 

(#22167-1-AP from Proteintech). Tubulin was detected using the 9F3 monoclonal antibody (Cell 

signaling technology). dsRNA was detected using the J2 monoclonal antibody (Scicons). Secondary 

reagents (anti-mouse and anti-rabbit antibodies conjugated with Alexa488, Alexa594, or Alexa647 

(Invitrogen) were added for 1 h at room temperature, and nuclei were stained with 4’,6-Diamidino-2-

Phenylindole, dihydrochloride (DAPI) in (Sigma-Aldrich). After final washes, coverslips were mounted 

with ProLong Gold Antifade mounting media (Thermo Fisher Scientific). Actin was labelled by 

transfection of RFP-LifeAct plasmid (39) into the cells. Images were acquired by confocal laser scanning 

microscopy using a Leica SP5-SMD scanning confocal microscope equipped with a 63×, 1.4 numerical 

aperture Leica Apochromat oil lens at the Montpellier Resources Imaging platform. Image analysis was 

performed utilizing the ImageJ software and the JACoP plugin. 
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Filopodia number Analysis: Optical sections of cells were imaged at 0.50 μm intervals from the bottom 

of the cell using a Leica SP5-SMD confocal microscopy system. For each image, 15–20 optical sections 

were taken, and the max projection of the stack was used for analysis. Filopodia numbers and lengths 

were determined using the FIJI software. Filopodia were only quantified along the periphery of cells. 

Filopodia was defined as >1 μm. 

CHIKV trans-replication assay: Plasmids encoding nonstructural polyprotein from CHIKV was 

cotransfected together with the HSPolI-Fluc-Gluc (48) plasmid encoding for replication-competent 

template RNA of CHIKV containing Firefly and Gaussia luciferase reporter sequences placed under 

control of genomic and subgenomic promoters respectively. Equal amounts of plasmids were 

transfected into HEK293T cells. After 24 hrs in culture, cells were washed in PBS and lysed using Passive 

Lysis Buffer (Promega). Expression of Firefly and Gaussia luciferase was determined using the Genofax 

A or C reagents and a Spark luminometer (Tecan). Reporter activities were normalized to the protein 

content in the sample determined using the BCA Assay (Pierce). 

Immunoblotting: Cells were lysed on ice in 50 mM Tris–HCl (pH 8.0), 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1% 

Triton X-100, and protease inhibitor cocktail (Complete; Roche). Lysates were clarified by 

centrifugation at 10,000 × g for 30 min and denaturated by heating at 95°C for 5 min. Samples were 

separated by SDS-PAGE and then transferred to a polyvinylidene fluoride membrane (Hybond, 

Amersham). Membranes were blocked against nonspecific binding by using 0.5% casein, 0.1% Tween 

20 in PBS and incubated overnight at 4°C with primary antibodies against β actin (A3854, Sigma-

Aldrich) and anti-nsP1 rabbit polyclonal serum (kindly provided by Pr Andres Merits, University of 

Tartu, Estonia). After wash steps with PBS containing 0.1% Tween 20, the membranes were probed 

with HRP-conjugated secondary antibodies for 1h at room temperature. After final washes, the 

revelation was performed by incubating the membranes with Luminata Forte (Merck). 

Chemiluminescence was detected using a ChemiDoc (Bio-Rad). Densitometry was performed using the 

Fiji software (ImageJ). 
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Immunofluorescence microscopy and image analysis: Cells grown on glass coverslips were washed 

with PBS and then fixed with 4% paraformaldehyde/PBS (Sigma Aldrich) for 10 min. For intracellular 

labeling, the cells were permeabilized with 0.1% Triton-X100 in PBS and blocked for 30 min with PBS 

containing 0.2% Bovine Serum Albumin. Incubation with primary antibody was performed for 2 hr. 

After washes with PBS, secondary reagents were added for 1 hr. DAPI (Sigma-Aldrich) was used to stain 

the nuclei. After final washes, coverslips were mounted with Prolong Gold antifade mounting media 

(Thermo Fisher Scientific). Images were acquired using a Leica SP5-SMD scanning confocal microscope 

equipped with a 63×, 1.4 numerical aperture Leica Apochromat oil lens at the Montpellier Resources 

Imaging platform. Image analysis was performed utilizing Fiji ImageJ and the JACoP plugin. 3D 

reconstruction was performed by Imaris software.  

Statistical analysis: All of the analyses (unpaired Student’s t-test) were performed using GraphPad 

Prism version 6 (GraphPad Software Inc.). *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. 
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Fig. 1 CHIKV nsP1 significantly reshapes the cell membranes 

(A) HEK293T cells were either left uninfected or infected with the CHIKV-m377 virus encoding for a nsP3-mCherry fusion 
protein for 16h and labelled with antibodies against nsP1 and dsRNA. Nuclei were stained with DAPI. The cells were 
processed for high resolution confocal imaging using a Zeiss LSM980 AiryScan 8Y microscope. Scale bar: 10µm. (B) Cells 
transfected with plasmids encoding the CHIKV nsP1 protein or the nsP1-dsRed fusion protein were processed for confocal 
imaging. Nuclei are stained with DAPI. (C, D) Still images video of HEK293T cells transfected with GFP-nsP1 (see 
Supplementary Video S1) showing growing filopodia-like extensions (C) and dynamic lamellipodia (D). In D, filopodia 
growing from lamilipodia are indicated by a white arrow and retracting ruffles with persisting fibers attached to the 
substrate are shown by red arrows. (E) Membrane deformations in cells expressing the GFP-nsP1 protein or its 
palmitoylation deficient mutant GFP-nsP1AAA. The number (F) and length (G) of filopodia-like extensions in (D) was 
quantified manually in >10 cells. 
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Confocal imaging of HEK293T cells expressing nsP1 encoded by Venezuelan equine encephalitis virus 
(VEEV), Sindbis virus (SINV) or by Eilat virus (EILV) fused with GFP. Nuclei were stained with DAPI. 
Scale bar: 10µm.  

 

Fig. 2 nsP1-induced membrane deformation is conserved across Alphavirus 
evolution 
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Fig. 3 Contribution of actin cytoskeleton in nsP1-induced membrane extensions 

(A) Cells transfected with GFP-nsP1 were either cotransfected with the RFP-LifeAct plasmid to visualize cellular actin 
or labelled with anti-tubulin mAbs. Nuclei were stained with DAPI. Colocalized fluorescences are indicated by 
arrows. Scale bar: 10 µm. (B) Time-lapse microscopy of GFP-nsP1 expressing cells. The time is shown in seconds. 
Actin is labelled with LifeAct. The frames show the position changes of filopodia. Colocalized actin and nsP1 
fluorescence In filopodia and in lamellipodia are indicated by white arrows and green arrows respectively. This 
sequence is shown in Supplementary Video S2. (C) Confocal imaging of cells expressing the GFP-nsP1 protein 
incubated for 4 hrs in the presence of Cytochalasin D (CytoD; 0.25 µM), or nocodazole (NoD; 0.1 µM), blebbistatin 
(Bleb; 5 µM), or vehicle (Mock). (D) Number of filopodia per cell and (E) extension length were determined from >15 
cells. 
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Fig. 4 Presence of filopodia markers Fascin, Eps8 and VASP on nsP1-induced cell 
extensions 

Cells expressing an untagged nsP1 were cotransfected with plasmids encoding either VASP-GFP, EPS8-
GFP or Fascin-GFP proteins as indicated. After 24 hrs the cells were processed for confocal imaging. 
Nuclei are stained with DAPI. Scale bar: 10 µm. 
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Fig. 5 Rac1 GTPase is critical for nsP1-induced membrane protrusion 

(A) Schematic representation of Rho GTPase-dependent actin regulation in filopodia and lamellipodia formation. 
Inhibitors used in this study are indicated. (B) Cells transfected to express GFP-nsP1 were cultured in the presence 
of vehicle (Mock) or NSC23766 (100 µM), ML-141 (20 µM) or Y-27632 (20 µM) for 24 hours before analysis by 
confocal microscopy. Nuclei are stained with DAPI. Scale bar: 10 µm. For each condition, filopodia number (C) and 
length (D) were determined from >20 cells. In D, filopodia length are grouped as in Figure 3E. (E) Cells transfected 
with siRNA against Rac1 (siRac1) or a non-targeting control (siCtrl) were analyzed for Rac1 and actin expression. 
(F) Then the cells were transfected to express GFP-nsP1 and processed for confocal microscopy after 24 hours. The 
cells were analyzed by confocal microscopy. Filopodia count (G) and length (H) was determined from >20 cells. (I) 
Cells were cotransfected with GFP-nsP1 and a plasmid encoding either a GFP-tagged Rac1 protein (WT) or a 
dominant negative mutant (RacN17). The cells were processed as above. 
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Fig. 6 PAK1 and Arp2 effectors of Rac1 are pivotal in nsP1-induced membrane 
deformation 

(A) HEK293T cells were transfected for 48 hrs with siRNA targeting Arp2, PAK1, IQGAP, PIP5K1 or with 
non-targetting siRNA. For IRSp53, cells were transfected for 72 hrs. Invalidation was controlled by 
immunoblot. GAPDH is shown as a loading control. (B) Then the cells were transfected to express GFP-
nsP1 and stained with DAPI. Consequences on membrane deformation was analyzed by confocal 
microscopy. (C) Number of filopodia per cell determined from >25 cells.       
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Cells infected with CHIKV-Luc for 1 hrs (MOI 1) were incubated with increasing concentrations of GTPase 
inhibitors added to the culture medium 1 hr before (A) or after (B) the viral challenge. After 6 hrs in 
culture, CHIKV infection was determined by quantification of luciferase activity in the cell lysates. The 
experimental design is shown above. Values are normalized according to protein content in the samples 
(histograms). Drug toxicity was determined from uninfected cells maintained in similar conditions for 
the duration of the experiment (dotted line). Results are the mean of triplicates. (C) Expression of nsP1 
in mock treated cells and in cells maintained in the presence of 75 µM NSC23766 (NSC) was determined 
by immunoblot. (D)Cells transfected with a CHIKV transreplication system were incubated with the 
indicate concentrations of NSC23766, IPA-3 or CK-666. Genome replication was determined by 
quantification of cell-associated luciferase activity. Cell viability is shown for each condition. Values are 
means of triplicate. (E-G) Cells transfected with siRNA against Rac1 (E), PAK1 (F) or Arp2 (G) or non-
targetting control (siCtrl) for 48 hrs were analyzed for target protein expression by immunoblot. 
Relative band intensity is shown for each condition. Then the cells were transfected with the CHIKV 
transreplication system for 24 hrs. Genome replication was determined by quantification of luciferase 
activity in the cell lysate. All values are mean of triplicates. 

 

Fig. 7 Rac1 is required for CHIKV genome replication 
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2. Etude Protéomique de la protéine nsP1 de CHIKV 

 

Le CHIKV, comme d'autres membres du genus Alphavirus, possède une capacité à 

altérer profondément la membrane plasmique de ses cellules hôtes. 

D'une part, comme la quasi-totalité des virus à ARN (+), les Alphavirus forment des 

évaginations à membrane unique, appelées sphérules, contenant un site de synthèse 

de l'ARN viral (Frolova et al. 2010). Ces sphérules de 60 nm de diamètre sont 

assemblées à la membrane plasmique et connectées au cytosol par un col de 8 nm 

de large (Froshauer et al. 1988). Une protéine en particulier semble clés dans ce 

phénotype la MTase-GTase virale nsP1. nsP1 est une protéine de liaison 

membranaire monotope de 60 kDa (Spuul et al. 2007). Au sein des cellules infectées, 

elle s'assemble en un complexe dodécamérique en forme de pore au niveau du col de 

la sphérule de réplication et ancre le complexe de réplication virale à la membrane 

(Jones et al. 2020a, Zhang et al. 2021, Tan et al. 2022, Laurent et al. 2022, Girard et 

al. 2023a). Cette capacité de liaison à la membrane détermine de manière cruciale 

l'activité de coiffage de nsP1 (Ahola et al. 1999, Jones et al. 2020a, Zhang et al. 2021). 

L'interaction avec les bicouches lipidiques a été attribuée à la présence dans la partie 

centrale de la nsP1 d'une hélice amphipathique putative formée par les acides aminés 

245-264 conférant une affinité pour les lipides anioniques (Ahola et al. 1999, Lampio 

et al. 2000, Spuul et al. 2007) et à la palmitoylation de résidus cystéine conservés aux 

positions 417-419 dans la séquence CHIKV (Laakkonen et al. 1996, Ahola et al. 2000, 

Bakhache et al. 2020). La résolution récente de la structure dodécamérique du nsP1 

au sein du complexe de réplication a confirmé l'importance fonctionnelle du motif 416-

TCCCLWA-422 palmitoylé.  Ce motif s’associe avec la séquence 225-LSIM-228 des 

nsP1 adjacents pour former des péplomères  amphipathiques permettant la liaison à 

la membrane en s'insérant dans la bicouche lipidique (Jones et al. 2020a). 

D’autre part l’expression isolée de nsP1 entraine chez la cellule hôte,  la formation de 

protrusions semblables à des filopodes (FLP) à la membrane plasmique (Laakkonen 

et al. 1998b). Ces courtes extensions entre 3 et 7 µm de longueurs également 

présentes lors de l’infection avec le virus complet. On ignore cependant par quel 



204 
 

processus ces protrusions sont formées ou le rôle de ces protrusions dans le cycle 

infectieux de manière plus générale (Laakkonen et al. 1998a, Martinez et al. 2014a). 

Dans la mesure où le remodelage de la membrane plasmique de l'hôte intervient à la 

fois dans la formation des sphérules et dans l'induction du FLP, se pose la question 

de savoir s'il existe un mécanisme commun à ces deux processus. 

Dans ces deux phénomènes, l’adressage membranaire de nsP1 semble être crucial. 

Chez CHIKV, les substitutions alanine-cystéine dans la séquence 416-TCCCLWA-422   

(nsP13A), qui aboutissent à une nsP1 non palmitoylée, inhibent la réplication du 

génome du CHIKV (Zhang et al. 2019, Bakhache et al. 2020). De plus, cette protéine 

mutée est incapable de promouvoir des extensions cellulaires de type filopode 

(Laakkonen et al. 1998a, Bakhache et al. 2020). Cependant, les mécanismes de la 

cellule hôte détournés par nsP1 pour assister la déformation membranaire restent 

inconnus. Nous avons récemment caractérisé les extensions de filopodes de la nsP1 

comme des structures très dynamiques, tubuline négatives, contenant de l'actine et 

porteuses de sphérules de réplication et de particules virales bourgeonnantes (Girard 

et al. 2023a). Nous avons identifié la voie de régulation de l'actine Rac1-Pak1-Arp2 

comme un contributeur critique à la déformation membranaire induite par la nsP1, 

également requise pour une réplication optimale du génome.  

L’identification de l'interactome de la nsP1 constitue une stratégie pertinente pour 

identifier les processus cellulaires sous-jacents nécessaires à la déformation de la 

membrane plasmique. Afin de décrypter la manière dont la nsP1 manipule les 

membranes cellulaires, nous avons donc interrogé l'interactome de la nsP1. En effet, 

contrairement à d'autres nsP pour lesquelles des cofacteurs cellulaires ont été 

largement étudiés et identifiés (Cristea et al. 2006, Bourai et al. 2012, Meertens et al. 

2012, Meshram et al. 2018, Mutso et al. 2018), l'interactome cellulaire de nsP1 reste 

en grande partie inconnu. En utilisant la chromatographie liquide spectrométrie de 

masse en tandem (LC-MS/MS), nous avons exploré les protéines de l'hôte 

interagissant avec la protéine nsP1 de CHIKV. En comparant ces données avec les 

analyses protéomiques du mutant nsP13A nous avons pu déterminer un ensemble de 

candidats spécifiques de la protéine dans son contexte membranaire. L’identification 

et la caractérisation de ces candidats sont au cœur des résultats présentés ici.   
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Afin de décrypter la machinerie filopodienne de nsP1, une approche protéomique a 

été conçue au sein du laboratoire pour établir l'interactome de nsP1. La protéine nsP1 

a été clonée en fusion avec la GFP à son extrémité N-terminale (nsP1WT). Nous avons 

contrôlé que cette protéine de fusion remodèle efficacement la membrane cellulaire 

(Fig. 51A), induisant des filopodes très similaires à ceux observés dans les cellules 

infectées par le CHIKV (Laakkonen et al. 1998a, Jose et al. 2017a) ou avec la protéine 

nsP1 non fusionnée. En parallèle, un vecteur d'expression GFP-nsP13A a été produit 

par mutagenèse dirigée en substituant le triplet de cystéine de nsP1 (417-CCC-419) 

par trois alanines. Comme attendu, ce mutant n’induit pas la déformation membranaire 

des cellules HEK293T (Fig. 51A). L'expression des protéines après transfection a été 

confirmée par western blot en utilisant des anticorps anti-GFP (Fig. 51B).  

nsP1 est une protéine monotopique qui interagit avec la membrane cellulaires. Elle 

possède une forte affinité pour les microdomaines membranaires insolubles dans par 

les détergents usuels (Ahola et al. 1999, Lampio et al. 2000, Bakhache et al. 2020). 

La lyse cellulaire a été optimisée afin de solubiliser efficacement nsP1 à partir des 

membranes de cellules transfectées. Parmi les différents détergents testés, le Brij96 a 

été sélectionné en tant que détergent optimal pour la solubilisation de nsP1 (Fig. 51C). 

Les lysats préparés selon ce protocole ont été soumis à une étape de précipitation 

réalisée à l'aide de billes d'agarose magnétiques couplées à des nanobodies 

spécifiques de la GFP (GFP-Trap, Chromo Tech) (Fig. 51D). 

Après séparation sur gel d’acrylamide, les complexes protéiques précipités ont été 

révélés par coloration au bleu de Coomassie mettant en évidence des bandes de ~100 

kDa dans les lysats de cellules transfectées exprimant les protéines nsP1WT et nsP13A 

(Fig. 51E). Ces complexes ont été élués, digérés par la trypsine et analysés par 

LC/MS-MS. L'analyse des peptides identifiés par cette approche a montré une 

couverture de la séquence d'acides aminés de nsP1 proche de 80 %. Un peptide 

unique contenant la séquence de 417-CCC-419 a été détecté dans l'échantillon 

nsP1WT ou contenant 417-AAA-419 dans l’échantillon nsP13A, validant la nature de la 

protéine de fusion exprimée dans chaque échantillon (Fig. 51F). Pour conclure, nous 
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avons développé un protocole de protéomique adapté à la solubilisation et à 

l'immunoprécipitation efficaces de nsP1. 

 

 

L'analyse protéomique, dans les conditions mentionnées ci-dessus, a permis d'établir 

l'interactome de nsP1. Ce travail de protéomique effectué en triplicat a été réalisé en 

collaboration avec la plateforme de protéomique fonctionnelle de Montpellier (FPP) en 

 

Fig. 51 Méthodologie de l’analyse protéomique de nsP1 

(A) Phénotype de cellules Hela exprimant les protéines GFP, GFP-nsP1WT, GFP-nsP13A. Le noyau est marqué au 
DAPI. La barre d’échelle correspond à 10 µm. (B) Analyse par Immunoblot des lysats cellulaires correspondants 
(C) Test de solubilisation de la protéine GFP-nsP1 en présence de Triton ou Brij96. Les fractions 
membranaires obtenues après centrifugation à 16 000 g sont analysées par immunoblot à l’aide d’anticorps 
anti-nsP1. La condition Sprnt correspond au surnageant. (D)  Schéma expérimental des étapes de préparation 
et d’analyse des échantillons par LC-MS/MS. L’emplacement de la protéine nsP1 au sein du génome CHIKV est 
représentée. (E) Analyse des complexes isolés par coloration au bleu de Coomassie. Les flèches noires indiquent 
les protéines précipitées fusionnées avec la GFP. (F) La séquence des acides aminés de nsP1 est représentée à 
l'aide du logiciel Protter. Les acides aminés surlignés en jaune correspondent au peptide CCC palmitoylé (417-
CCC-419). La couverture de la séquence de nsP1 par l'analyse LC-MS/MS est indiquée en vert. 
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particulier la collaboration de Mathilde Decourcelle. Une analyse bioinformatique a été 

réalisée afin d'établir les interactants spécifiques de GFP-nsP1WT.  

Tout d’abord via l’utilisation du logiciel MaxQuant, un tri a été effectué sur la base de 

deux critères. Premièrement le MS/MS-count correspondant au décompte total des 

peptides associés à la protéine d’intérêt et détectés au sein de l’échantillon. D’autre 

part, l’intensité LFQ (label-free quantification), qui correspond à un critère comparatif 

d’enrichissement en peptides entre deux échantillons. Les candidats interagissant 

spécifiquement avec GFP-nsP1WT et non avec le contrôle GFP ont été sélectionnés 

suivant les critères MS/MS-count(GFP-nsP1WT) = 2 et MS/MS-count(GFP)=0 ce qui 

nous a permis d’obtenir 38 candidats (Fig. 52A). Pour prendre en compte les candidats 

fortement enrichis dans la condition GFP-nsP1WT et très faiblement représentés dans 

le contrôle GFP, nous avons défini un deuxième critère, LFQ(GFP-

nsP1WT)>LFQ(GFP). Les candidats ont été retenus si cette différence est significative 

suivant un test de Student. Via cette sélection 23 candidats supplémentaires ont été 

mis de côté. Cette stratégie a été également appliquée aux peptides identifiés pour les 

conditions GFP et GFP-nsP13A. Enfin pour isoler les partenaires cellulaires 

significativement plus présents dans la condition GFP-nsP1WT qu’avec la protéine 

mutée, les scores d’intensité LFQ et MS/MS-count ont été comparés et analysés 

statistiquement. Il en a résulté une sélection de 30 candidats interagissant 

préférentiellement avec GFP-nsP1WT et 31 autres candidats précipitant avec GFP-

nsP1WT et GFP-nsP13A (Fig. 52C).  

En se basant sur les données bibliographiques disponibles, ces cofacteurs cellulaires 

ont été répartis suivant les processus cellulaires auxquels ils participent. Cette analyse 

a révélé une grande diversité dans les fonctions de ces protéines ainsi que leurs 

localisations subcellulaires (Fig. 52B et C). L'une des voies les plus représentées 

comprend les protéines régulatrices du cytosquelette. Ces protéines sont d'un grand 

intérêt car elles pourraient contribuer à la fonction de déformation membranaire de 

nsP1 à l’image des protéines Rac1, Arp2 et Pak1 que nous avons identifiée dans la 

première partie de cette thèse. De manière surprenante, un grand nombre 

d’intéractants nsP1 ont également été associés au repliement protéique et au 

métabolisme des mitochondries. Ces informations pourraient indiquer l’existence de 

fonctions encore inconnues de nsP1 dans ces compartiments. Par ailleurs, nous avons 
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identifié dans chaque famille de protéines des interactants de nsP1WT incapables 

d’interagir avec le mutant nsP13A. En conclusion, nous avons pu résoudre 

 

Fig. 52  Interactome de la protéine nsP1 

(A) Schéma de sélection et d’analyse des candidats d’interactomique. Le logiciel MaxQuant a été utilisé à partir 
des données issues de trois réplicats indépendants pour identifier les critères LFQ et MS/MS-count. (B) Les 
protéines ont été regroupées en blocs fonctionnels en se basant sur une analyse manuelle de la littérature. (C) 
Les protéines annotées d’une étoile correspondent aux intéractants spécifiques de GFP-nsP1WT. 



209 
 

l’interactome de la protéine nsP1 du CHIKV dans des cellules hôtes mammifères. Nos 

données interactomiques ont permis d’identifier 61 cofacteurs cellulaires de nsP1 dont 

30 exclusifs à la forme membranaire de cette protéine. Nos résultats montrent ainsi le 

rôle régulateur des cystéines palmitoylées dans ces interactions. La forte 

représentation de régulateurs du cytosquelette d’actine parmi les partenaires 

spécifiques de nsP1 laisse supposer de leur rôle dans la formation de protrusions 

membranaires induites par l’expression de nsP1.  

 

Les analyses protéomiques sont génératrices de grandes quantités de données, mais 

peuvent conduire à des faux positifs et être sensibles à certains biais 

méthodologiques. C'est pourquoi il est essentiel de valider les interactants à l'aide de 

techniques biochimiques. Ici seront présentés les résultats concernant deux candidats 

en particulier SCRIB (Scribble planar cell polarity protein) et HAX1 (HCLS1 Associated 

Protein X-1). Ces deux candidats sont impliqués dans la régulation du cytosquelette 

d’actine ainsi que les processus cellulaires associées. Ils ne sont pas retrouvés dans 

l’interactome du mutant nsP13A, incapable de déformer les membranes cellulaires. 

Nous avons précédemment montré que le cytosquelette d’actine, et en particulier la 

voie Rac1-Pak1-Arp2 est essentielle à la formation de protrusions membranaires 

induites par nsP1 ainsi qu’à la réplication optimale de CHIKV. Au vu de l’implication de 

HAX1 et SCRIB dans la régulation du cytosquelette d’actine et en particulier leur 

relation avec la Rho-GTPase Rac1, nous avons sélectionné ces intéractants pour une 

caractérisation fonctionnelle détaillée.  

HAX1 

HAX1, est une protéine multifonctionnelle et exprimée uniquement chez les vertébrés, 

découverte relativement récemment (Trebinska et al. 2010). Elle est ubiquitaire chez 

l’homme et située au principalement à proximité des mitochondries, bien que sa 

présence ait également été décrite au niveau du réticulum endoplasmique, des P-

bodies et de l’enveloppe nucléaire (Yap et al. 2010, Zayat et al. 2015, Trebinska-

Stryjewska et al. 2019). Cette protéine est intrinsèquement désordonnée, ce qui laisse 

supposer que sa structure est en grande partie déterminée par les ligands qui s’y 
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fixent. HAX1 joue un rôle important dans la régulation de l’apoptose, la régulation de 

l’homéostasie du calcium, l’adhésion et la migration cellulaire (Trebinska-Stryjewska 

et al. 2019). Cette dernière fonction est associée à la formation de lamellipodes 

résultant de la formation d’un complexe comprenant  HAX1, la Rho-GTPase Rac1, 

ainsi que les protéines cortactine et Gα13 (Radhika et al. 2004a). HAX1 est décrite 

comme un cofacteur de plusieurs protéines virales comme la protéine 

transmembranaire K15 du KSHV ou la polymérase virale PA de InV-A  (Sharp et al. 

2002, Hsu et al. 2013).  

Nos résultats protéomiques ont désigné HAX1 comme partenaire spécifique de GFP-

nsP1WT. Pour confirmer cette interaction et sa spécificité, nous avons réalisé des 

expériences de co-immunoprécipitation dans des cellules HEK293T exprimant les 

protéines nsP1WT, nsP13A ou la GFP de même que HAX1-HA. Ces expériences ont 

confirmé que HAX1 interagissait spécifiquement avec nsP1, et que cette interaction 

était déterminée par la présence des cystéines palmitoylées (Fig. 53A). Etant dans un 

système de surexpression de protéines marquées, nous avons souhaité vérifier ces 

interactions dans un contexte d’expression endogène de nos candidats. Nous avons 

alors pu observer dans cette condition que HAX1 précipite de manière préférentielle 

avec GFP-nsP1WT, validant donc nos données préliminaires (Fig. 53B). HAX1, peut 

former un complexe avec la Rho-GTPase Rac1 et la cortactine (Radhika et al. 2004a). 

Cette dernière est capable d’induire la formation de lamellipodes via le recrutement du 

complexe Arp2/3 à la membrane plasmique (Weed et al. 2000). En nous basant sur 

ces informations et sur nos observations précédentes indiquant la contribution de Arp2 

et Rac1 dans les déformations membranaires induites par nsP1, nous avons étudié la 

formation d’un complexe nsP1/HAX1/Rac1/Arp2. Selon nos résultats, HAX1 et Arp2 

précipitent de manière préférentielle avec GFP-nsP1WT (Fig. 53C). Rac1 n’a été 

détectée dans aucune des conditions. Il est surprenant d’identifier, Arp2 comme 

partenaire potentiel de nsP1 lui-même étant absent de nos données protéomiques. 

Cependant, cette protéine ainsi que son partenaire Arp3 ont été détectés dans notre 

base de données interactomiques. Ce cofacteur n’a néanmoins pas été retenu dans 

nos analyses, ne dépassant pas les seuils de détection. Pour caractériser cette 

interaction entre HAX1, Arp2 et nsP1, nous avons invalidé HAX1 et Arp2 par siRNA et 

réitéré l’immunoprécipitation des protéines fusion GFP (Fig. 53D). Les résultats 

préliminaires que nous avons obtenus indiquent que l’invalidation d’une des deux 
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protéines n’inhibe pas la précipitation de l’autre. Dès lors, Arp2 et HAX1 interagiraient 

tous les deux avec nsP1 mais de manière indépendante l’un de l’autre. En considérant 

que l’invalidation par siRNA ne permet qu’un knockdown des protéines ciblée, il est 

difficile de conclure définitivement sur cette interaction. On peut toutefois supposer que 

HAX1 est impliquée dans le piratage de la voie Rac1-Pak1-Arp2 par nsp1. L’étude de 

HAX1-HA par microscopie confocale a montré que la protéine est majoritairement 

située au sein d’agrégats cytoplasmiques (Fig. 53E), ce qui correspondrait à sa 

localisation mitochondriale décrite dans la littérature (Balcerak et al. 2019). Nous 

n’avons pas observé de colocalisation de HAX1-HA avec nsP1WT ou nsP13A. 

SCRIB 

SCRIB, est une protéine d’échafaudage, découverte à l’origine chez la Drosophile, 

mais également exprimée chez les vertébrés.  Elle fait partie de la famille des protéines 

LAPs (LRR and PDZ family) comprenant les protéines Discs large (Dlg), et Lethal giant 

larvae (Lgl) qui sont des protéines adaptatrices impliquées dans la polarisation 

cellulaires et contenant des domaines d’interaction PDZ et LRR (Santoni et al. 2002). 

La protéine SCRIB possède ainsi un domaine LRR en région N-terminale et 4 

domaines PDZ en  région C-terminale (Zeitler et al. 2004). SCRIB via ses domaines 

PDZ interagit avec différentes protéines virales comme la protéine NS1 de inV-A et la 

protéine NS5 de TBEV (Werme et al. 2008, Golebiewski et al. 2011). Cette protéine 

est impliquée dans la polarité cellulaire, la prolifération et  la migration cellulaire 

(Bonello and Peifer 2018). Au cours de ce processus, SCRIB participe au recrutement 

et l’activation de Rho-GTPases au front de migration. Pour ce faire, la protéine est 

capable de s’associer avec la GEF β-PIX, qui permet l’activation localisée de Cdc42 

et Rac1 (Sun et al. 2016). Cette association est permise par l’interaction de β-PIX avec 

les domaines PDZ de SCRIB (Lim et al. 2017). Il en résulte la formation du lamellipode 

de migration au front de migration de la cellule (Dow et al. 2007).  
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Similairement à HAX1, nos résultats protéomiques ont désigné SCRIB comme 

partenaire spécifiques de GFP-nsP1WT. Cependant, lors de la confirmation de cette 

interaction par co-immunoprécipitation, la protéine SCRIB-HA précipite avec GFP-

nsP1WT et GFP-nsP13A (Fig. 54A). Nous supposons que cette aspécificité est en partie 

expliquée par le fait que nous sommes dans un système de surexpression de la 

protéine. Ceci est confirmé, lors de l’immunoprécipitation effectuée avec les protéines 

SCRIB endogènes. Dans ces conditions, SCRIB précipite uniquement avec GFP-

nsP1WT en accord avec les résultats de notre crible (Fig. 54B). 

La protéine SCRIB interagit avec ses partenaires cellulaires ou viraux essentiellement 

par l’intermédiaire de ses domaines PDZs (Bonello and Peifer 2018) (Fig. 54C). Nous 

avons donc recherché leur contribution dans son interaction avec nsP1. Pour tester le 

rôle des domaines PDZ dans l’interaction SCRIB/nsP1, nous avons réalisé une 

précipitation par GFP-Trap des protéines SCRIB fusionnées à la GFP (SCRIBWT-GFP) 

ou de son mutant présentant une délétion de ses quatre domaines d’interaction PDZ 

(SCRIBΔPDZ-GFP) dans des cellules HEK293T exprimant la protéine nsP1 de CHIKV. 

Après immunoblot, nous avons pu observer que nsP1 possède une affinité supérieure 

pour la forme SCRIBWT comparée à la forme SCRIBΔPDZ, illustrant l’importance des 

domaines PDZ dans cette interaction (Fig. 54D). 

 

Fig. 53 Interactions entre nsP1 et le cofacteurs cellulaires HAX1. 

(A) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les constructions GFP, GFP-nsP1WT ou GFP-nsP13A 
comme indiqué et HAX1-HA. Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités par GFP-Trap. Les complexes 
obtenus sont analysés en immunoblots à l’aide d’anticorps anti-GFP et anti-HA. L’actine est utilisée comme 
contrôle de charge dans les extraits cellulaires totaux. (B) L’interaction des protéines GFP, GFP-nsP1WT ou GFP-
nsP13A précipitées avec la protéine HAX1 endogène est étudiée de manière similaire à l’aide d’anticorps anti-
HAX1. (C) De manière similaire à (B), les protéines GFP, GFP-nsP1WT ou GFP-nsP13A ont été précipitées. La 
présence des protéines Arp2 et Rac1 dans les complexes formés par GFP-nsP1 et HAX1 est recherchée à l’aide 
d’anticorps spécifiques. (D) L’expression de HAX1 et ARP2 ont été inhibées par la transfection des siRNAs 
correspondants. Après 48h les cellules ont été transfectées et traitées de manière similaire à (C). (E) Analyse 
de la localisation subcellulaire de HAX1 avec GFP, GFP-nsP1WT et GFP-nsP13A. Les cellules Hela ont été 
cotransfectées avec les plasmides codants pour SCRIB-HA et les constructions GFP. Après 24h les cellules sont 
fixées, perméabilisées et les noyaux colorés avec le DAPI, puis observées en microscopie confocale. Les barres 
d’échelles équivalent à 10 µm. 
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L’étude de SCRIB-HA par microscopie confocale a montré que la protéine est 

principalement cytoplasmique (Fig. 53H), et se localise également avec GFP-nsP1WT 

à la membrane le long des protrusions membranaires induites par nsP1 de même 

qu’au sein d’agrégats cytoplasmiques. Cette localisation en agrégats est également 

présente lors de sa coexpression avec GFP-nsP13A. 

Pour conclure, nous avons confirmé l’interaction de deux candidats issus de notre 

crible protéomique. Ces deux protéines HAX1 et SCRIB, impliquées dans la régulation 

du cytosquelette d’actine, interagissent préférentiellement avec la forme palmitoylée 

de nsP1. L’interaction de SCRIB avec nsP1 est médiée par ses domaines PDZ, et 

SCRIB colocalise avec la protéine nsP1 à la membrane plasmique et au sein 

d’agrégats cytoplasmiques. 

 

Nos résultats ci-dessus mettent donc en évidence un partenariat entre nsP1 de CHIKV 

et les protéines cellulaires SCRIB et HAX1. Afin de déterminer si ces interactions sont 

conservées parmi les Alphavirus de l’ancien et du nouveau monde, nous avons produit 

des vecteurs d’expression des protéines nsP1 de quatre autres Alphavirus, SFV, 

SINV, VEEV et EILV en fusion avec la GFP. SFV et SINV sont considérés comme 

étant dans le groupe des Alphavirus de l’ancien monde, et historiquement les modèles 

d’études privilégiés de ce génus (Weaver et al. 2012) (Fig. 55A). VEEV quant à lui est 

un Alphavirus du nouveau monde responsable d’encéphalopathies chez les 

mammifères. Enfin EILV est un Alphavirus de l’ancien monde récemment découvert, 

Fig. 54 Interactions entre nsP1 et le cofacteurs cellulaires SCRIB. 

(A) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les constructions GFP, GFP-nsP1WT ou GFP-nsP13A 
comme indiqué et SCRIB-HA. Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités par GFP-Trap. Les complexes 
obtenus sont analysés en immunoblots à l’aide d’anticorps anti-GFP et anti-HA. (B) L’interaction des 
protéines GFP, GFP-nsP1WT ou GFP-nsP13A précipitées avec la protéine SCRIB endogène est étudiée de 
manière similaire à l’aide d’anticorps anti-SCRIB. (C) Organisation protéique de la protéine SCRIB. (D) Analyse 
du rôle des domaines PDZ de SCRIB dans l’interaction avec GFP-nsP1. Les protéines GFP, SCRIBWT-GFP ou 
SCRIBΔPDZ -GFP coexprimées avec la protéine nsP1 WT sont précipitées. Les complexes sont révélés à l’aide 
d’anticorps anti-GFP et anti-nsP1. L’expression de la GAPDH est utilisée comme contrôle. (E,F) Analyse de la 
localisation subcellulaire de GFP-nsP1 avec ses partenaires HAX1 et SCRIB. Les cellules Hela ont été 
cotransfectées avec les plasmides codants pour SCRIB-HA et les constructions GFP. Après 24h les cellules sont 
fixées, perméabilisées et les noyaux colorés avec le DAPI, puis observées en microscopie confocale. Les barres 
d’échelles équivalent à 10 µm. 
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avec la particularité d’avoir un tropisme exclusif pour les cellules d’insectes (Nasar et 

al. 2012).  

Nos essais de GFP-Trap ont montré qu’outre nsP1 de CHIKV, SCRIB interagi avec 

les protéines nsP1 de SFV, SINV et VEEV, suggérant une conservation de cette 

interaction chez les alphavirus de l’ancien monde et du nouveau monde (Fig. 55B). 

Cependant SCRIB ne semble pas interagir avec la protéine nsP1 de EILV. Le tropisme 

de EILV exclusif aux cellules d’insecte peut expliquer ceci. Des protéines orthologues 

au SCRIB humain existent chez l’insecte (Bilder and Perrimon 2000). On peut 

supposer que EILV interagit uniquement avec cette forme de la protéine et il serait 

pertinent de reproduire cette expérience au sein de cellules d’insectes. La protéine 

HAX1 quant à elle, interagit avec nsP1 issus de VEEV et EILV. Ce résultat est à 

nouveau surprenant, du fait qu’à l’heure actuelle aucun homologue de HAX1 n’a été 

identifié chez l’insecte. De plus VEEV, est l’alphavirus le plus éloigné génétiquement 

de CHIKV dans notre sélection. A l’inverse nos résultats indiquent que HAX1 n’interagit 

pas avec les protéines nsP1 issues de SFV et SINV phylogénétiquement beaucoup 

plus proches. Cette observation est particulièrement inattendue concernant SFV 

faisant parti du même complexe que CHIKV. Ces résultats sont toutefois préliminaires 

et nécessitent une confirmation par d’autres essais biochimiques. 

À la vue de la colocalisation de SCRIB avec nsP1 issus de CHIKV, nous avons observé 

si ce marquage était conservé chez les Alphavirus testés. De manière similaire à 

CHIKV, les localisations subcellulaires de SCRIB-HA ont été évaluée par microscopie 

confocale (Fig. 56). Comme pour CHIKV, SCRIB-HA colocalise avec nsP1 au sein 

d’agrégats cytoplasmiques ainsi que le long des protrusions formées par nsP1 dans le 

cas de SFV, SINV et VEEV. Cependant nos premières observations ont montré une 

colocalisation similaire avec EILV se qui entre en contradiction avec les résultats 

d’immunoprécipitation précédents. Ici également, les images présentées sont des 

résultats préliminaires qui doivent encore réitérées et analysés pour affirmer avec 

certitude la colocalisation de SCRIB avec les différents nsP1. 
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Fig. 55 Interaction de HAX1 et SCRIB avec les nsP1 des Alphavirus 

(A) Arbre phylogénétique bayésien basé sur les séquences nucléotidiques des Alphavirus. Issus de (Nasar et al. 2012). 
(B) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec les constructions GFP, et GFP-nsP1WT correspondant aux 
alphavirus indiqués. Elles ont été ensuite traitées pour immunoprécipitation en utilisant la technique GFP-Trap.  
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Fig. 56 Localisation subcellulaire de SCRIB avec les nsP1 des Alphavirus 

Les cellules Hela ont été transfectées avec les plasmides codants pour les constructions GFP. Après 24 les 
cellules ont été traités pour observation par microscopie confocale. Le DAPI correspond au marquage du 
noyaux. Les barres d’échelles équivalent à 10 µm. 
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Nous avons précédemment montré que la signalisation Rac1-Pak1-Arp2 est impliquée 

dans la formation des filopodes induits par nsP1. Aux vues des interactions décrites 

de HAX1 avec Rac1 et Arp2, et de SCRIB avec Rac1 et Pak1, nous avons évalué la 

contribution de ces deux candidats dans la fonction de déformation membranaire de 

nsP1 (Radhika et al. 2004b, Gomathinayagam et al. 2014). Ces protéines ont donc été 

invalidées par siRNA avant expression de nsP1. La diminution de l'expression des 

protéines ciblées a été contrôlée par analyse Western blot (Fig. 57A). Les protrusions 

induites dans ces cellules ont ensuite été observées en microscopie confocale, 

 

Fig. 57 Implication de HAX1 et SCRIB dans la formation de filopodes induits par 
nsP1 

(A) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec des siRNAs spécifiques de HAX1 (siHAX1), SCRIB (siSCRIB) ou 
controles (siCtrl) pendant 48h. L’expression des protéines HAX1 et SCRIB est analysée par immunoblot à l’aide 
d’anticorps spécifiques. (B) Les cellules sont ensuite transfectées pendant 24h avec un plasmide codants pour GFP-
nsP1WT puis analysées par microscopie confocale. La barre d’échelle correspond à 10µm. (C) Proportions des 
longueurs de protrusions mesurées dans les cellules observées en (B). (D) Nombre de protrusions par cellule 
observées dans chaque condition.  Les protrusions ont été comptées via le logiciel Fiji et proviennent de plus de 25 
cellules. 
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comptées et mesurées via l’utilisation du logiciel Fiji. Nous avons ainsi observé que 

les extensions induites par nsP1 se formaient en nombre plus restreint dans les 

cellules invalidées par rapport aux cellules de contrôle (Fig. 57D). Cet effet semble 

plus marqué pour l’invalidation de HAX1 que de SCRIB. En répartissant les protrusions 

mesurées en trois groupes de longueur (0-4µm/4-8µm/>8µm), nous n’avons pas 

constaté de différence significative dans la répartition de ces profils entre conditions 

(Fig. 57C). Par conséquent, on peut supposer que le ciblage de HAX1 et SCRIB, n’est 

pas spécifique à l’initiation ou à l’élongation des FLPs induits par nsP1, mais bien à 

une réduction de l’efficacité de ce processus dans son ensemble. En résumé, 

l’invalidation de HAX1 et SCRIB par siRNA inhibe la formation de protrusions médiée 

par nsP1. 

 

Notre étude de Rac1-Pak1-Arp2, a mis en lumière que ces trois protéines étaient des 

actrices dans la formation de filopodes induits par nsP1 et la réplication virale. Nous 

avons donc souhaité évaluer l’implication fonctionnelle de HAX1 et SCRIB dans le 

processus viral de réplication. Pour obtenir ces résultats, nous avons réalisé une 

invalidation par siRNA de HAX1 et SCRIB (Fig. 58A). Après invalidation, nos cellules 

ont été infectées pendant 24h avec le virus rapporteur CHIKV-luc. Nos résultats ont 

démontré que HAX1 et SCRIB1 sont nécessaires à l’infection optimale des cellules 

HEK293T par CHIKV (Fig. 58B). Pour affiner notre compréhension des étapes 

nécessitant la contribution de ces facteurs cellulaires, nous nous sommes concentrés 

sur les étapes de réplication du génome viral analysées grâce à un système de 

génétique inverse. Ce système transréplicon est constitué de deux plasmides. L’un 

code pour les quatre nsPs constituant le complexe de réplication viral. Le deuxième 

est un plasmide rapporteur codant pour les gènes Luciférase de Gaussia et Rénilla 

dont l’expression est placée sous le contrôle des promoteurs génomiques et 

subgénomiques viraux. Si les conditions de formations du complexe viral sont réunies, 

la transcription et traduction de la luciférase peut avoir lieu. Ainsi la lecture du signal 

luciférase est considérée proportionnelle à l’efficacité de la réplication virale (Utt et al. 

2015). L’utilisation de ce système de transréplication a établi le rôle essentiel de HAX1 

et de SCRIB1 dans les étapes de réplication de l’ARN viral (Fig. 58C). Cet effet, est  
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conservé chez SINV, un Alphavirus du nouveau monde ce qui laisse envisager que 

l’implication de HAX1 et SCRIB dans la réplication virale est une caractéristique 

conservée chez les Alphavirus (Fig. 58E). Ceci est cohérent avec nos résultats 

précédents montrant l’interaction entre SCRIB et la protéine nsP1 de SINV. 

L’étude plus détaillée de l’effet antiviral de l’invalidation de HAX1 et SCRIB montre que 

ces protéines sont nécessaires à l’infection virale dès les premiers cycles de l’infection. 

L’invalidation de HAX1 entraine un retard de l’infection, détectable à partir de 8h post 

 

Fig. 58 Etude fonctionnelle de HAX1 et SCRIB au cours de l’infection par les 
Alphavirus. 

(A) Les cellules ont été transfectées avec les siRNAs indiqués. Après 48h, l’expression des protéines ciblées est 
analysée par immunoblot. Les cellules sont ensuite infectées par le virus rapporteur CHIKV-luc (B), ou 
transfectées avec les systèmes de transreplication de CHIKV (C) ou de SINV (D). Les cellules ont été transfectées 
avec des siRNAs correspondant pendant 48h. Ces cellules ont ensuite été infectées à MOI 1 avec les virus 
rapporteurs CHIKV-luc (E) ou MAYV-luc (F). 
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infection (Fig. 58E). Pour SCRIB cet effet est mesurable à partir de 16h post infection. 

Le même essai réalisé avec une souche rapportrice de MAYV (MAYV-luc), virus 

proche phylogénétiquement proche de CHIKV, a présenté les mêmes résultats (Fig. 

58F). 

En conclusion, nous avons résolu l’interactome de nsP1 de CHIKV. Notre étude 

fonctionnelle nous a permis d’identifier HAX1 et SCRIB comme de nouveaux 

partenaires cellulaires interagissant avec nsP1 et indispensable à une réplication 

optimale du génome viral dans les cellules humaines. HAX1 et SCRIB sont également 

essentiels à la réplication d’autres Alphavirus. 

 

Comme évoqué précédemment, il est essentiel de valider les interactants identifiés 

dans notre crible protéomique à l'aide de techniques biochimiques. En complément de 

HAX1 et SCRIB nous avons confirmées nos données d’interactomique avec plusieurs 

candidats : IPO4 (Importin 4) spécifique à nsP1WT, et RCN2 (Reticulocalbin 2) et 

RIOK3 (Serine/threonine-protein kinase RIO3) qui sont communs à nsP1WT et nsP13A. 

IPO4 est une protéine nucléaire impliquée dans la reconnaissance des signaux 

d’import vers le noyau. Elle est également impliquée dans la réplication de l’ADN 

cellulaire (Xu et al. 2019). RCN2, quant à elle est une protéine présente dans le 

réticulum endoplasmique. Elle fait partie de la famille des protéines CREC (Cab45 and 

ERC-55) impliquée dans le transport du calcium (Yao et al. 2023a). Enfin la protéine 

RIOK3 est une serine/thréonine kinase, impliquée dans la régulation de la réponse 

IFN-I (Feng et al. 2014). La validation biochimique de ces cofacteurs à confirmer les 

interactions identifiées par LC-MS/MS (Fig. 59A, B et C).  

Pour évaluer l’implication fonctionnelle de nos candidats sur le cycle infectieux, nous 

avons réalisés une invalidation par CRISPR sur notre lignée cellulaire d’études 

HEK293T. Après transfection de plasmide codant pour la protéine Cas9 et deux guides 

ARNs par candidats, les cellules ont été infectées par le virus rapporteur CHIKV-luc. 

Nous avons pour cette étape sélectionnée les protéines HAX1, SCRIB, IPO4, RCN2 

et RIOK3 mais aussi d’autre cofacteurs comme ANKRD13A (Ankyrin repeat domain 

13A), IRS4 (Insulin Receptor Substrate 4), Rab5 (Ras-related protein Rab-5), Rab7 

(Ras-related protein Rab-7), et TMEM-192 (Transmembrane protein 192). La protéine 
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FHL1 déjà décrite comme nécessaire à l’infection optimale de CHIKV, a été également 

choisie comme contrôle positif (Meertens et al. 2019). Nos premiers résultats ont  

 

Fig. 59 Confirmation des données protéomiques et caractérisation d’IPO4 
 
(A, B, C) Les cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec les constructions GFP, GFP-nsP1WT ou GFP-nsP13A 
comme indiqué et IPO4-HA ou RCN2-HA ou RIOK3-HA. Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités par GFP-
Trap. Les complexes obtenus sont analysés en immunoblots à l’aide d’anticorps anti-GFP et anti-HA. (D)  Les 
cellules ont été co-transfectées, avec 2 ARN guides ciblant chaque candidat indiqué, et la protéine Cas9. Après 
tri cellulaire, les cellules transfectées ont été infectées avec le virus rapporteur CHIKV-luc à une MOI de 0,1 
pendant 24h. La réplication virale est quantifiée par mesure de l’activité luciférase dans le lysat cellulaire. (E) 
Les cellules ont été transfectées avec les siRNAs indiqués. Après 48h, l’expression des protéines ciblées est 
analysée par immunoblot. Les cellules sont ensuite infectées par le virus rapporteur CHIKV-luc. (F) Analyse de 
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désigné HAX1 et SCRIB parmi ces candidats comme ceux dont le ciblage à une 

implication fonctionnelle dans le cycle infectieux de CHIKV (Fig. 59D). Le ciblage de 

la protéine lysosomale TMEM-192, a quant à elle montrée un effet positif sur l’infection, 

suggérant une fonction antivirale de ce cofacteur.  

Nous ne pouvons toutefois pas totalement écarter le rôle potentiel des autres 

candidats dans le cycle infectieux, l’extinction effective de ces candidats n’ayant pas 

été mesurée. Une illustration de ceci réside dans le fait que lors de l’étude de la 

protéine IPO4 via son invalidation par siRNA nous avons observés que cette protéine 

est nécessaire à l’infection virale (Fig. 59E) Cette implication d’IPO4 est toutefois 

surprenante, cette protéine étant décrite comme principalement nucléaire. nsP2 est la 

seule protéine virale identifiée comme pouvant transloquer dans le noyaux de la cellule 

hôte (Fros et al. 2010). De même nos observations par microscopie confocale ont 

confirmé que même en surexpression de la protéine IPO4-HA, celle-ci ne colocalise 

pas avec nsP1 à la membrane plasmique (Fig. 59F). Il s’agit cependant de résultats 

préliminaires qui nécessitent de futures confirmations. 

Les résultats présentés ici ont principalement mis en avant le rôle de HAX1 et SCRIB 

dans la formation de protrusions et la réplication virale. Néanmoins parmi les autres 

candidats issus de ce crible, se trouve probablement d’autres partenaires cellulaires 

d’intérêt qui pourrait à l’avenir permettre de compléter notre compréhension du cycle 

infectieux de CHIKV ou d’élucider de nouvelles fonctions de nsP1. 

 

La protéine nsP1 occupe plusieurs fonctions cruciales, dans le cycle infectieux des 

Alphavirus. Grace à son activité méthylguanylyltransférase, cette protéine est en 

charge d’une part du coiffage des ARNs viraux protégeant le génome viral des 

défenses cellulaires antivirales  et permet le recrutement des ribosomes et des facteurs 

de traductions (Laakkonen et al. 1994). D’autre part, nsP1 peut influer sur la réponse 

interféron, en ciblant la voie cGAS-STING (Webb and Fernandez-Sesma 2022). Mais 

sa capacité à remanier les membranes de la cellule hôte constitue un phénomène 

la localisation subcellulaire d’IPO4 avec GFP, GFP-nsP1WT. Les cellules Hela ont été cotransfectées avec les 
plasmides codants pour IPO4-HA et les constructions GFP. Après 24h les cellules sont fixées, perméabilisées et 
les noyaux colorés avec le DAPI, puis observées en microscopie confocale. Les barres d’échelles équivalent à 10 
µm. 



225 
 

encore mystérieux bien que celui-ci soit connu depuis de nombreuses années 

(Peranen et al. 1995). Ainsi on peut distinguer deux types distincts de protrusions 

membranaires induites par nsP1.  

D’une part les protrusions membranaires similaires à des filopodes, induites par 

l’expression isolée de cette protéine (Laakkonen et al. 1998a). Et d’autre part la 

formation des sphérule de réplications dont nsP1 constitue le col (Jones et al. 2020a, 

Zhang et al. 2021). Chez CHIKV le rôle crucial de l’adressage membranaire de la 

protéine dans ces deux processus (Laakkonen et al. 1998a, Bakhache et al. 2020). Le 

domaine de palmitoylation de nsP1 apparait alors comme un déterminant commun à 

ces deux processus. L’implication de facteurs hôtes n’a pas encore été évaluée dans 

la formation de protrusions et de sphérules.  

Cette étude a pour objectif de mieux répondre à ces questions, en concentrant nos 

efforts sur l’identification de l’interactome de cette protéine sous sa forme 

membranaire. Notre crible protéomique a permis ainsi d’identifier 61 partenaires 

cellulaires de nsP1 dont 30 spécifiques de la forme palmitoylée de nsP1. Parmi ces 

candidats nous avons identifié des acteurs impliqués dans la régulation du 

cytosquelette d’actine, du métabolisme mitochondrial, ou encore impliqués dans le 

repliement protéique. Si la majorité des candidats identifiés ici n’avaient pas été définis 

jusqu’ici comme partenaires de CHIKV, certains ont déjà été décrit dans la littérature 

en tant que tel. 

Avant l’obtention de nos résultats protéomiques, d’autres études ont tentées 

d’identifier les cofacteurs cellulaires de nsP1. Une étude précédente réalisée par 

Bouraï et al, a par exemple proposée via un système de double hybride de réaliser 

d’identifier les partenaires cellulaires de toutes les protéines virales (Bouraï et al. 

2012). Leur démarche expérimentale a permis d’identifier les cofacteurs des protéines 

nsP2, nsP3 et nsP4 mais pas celles des autres protéines. En effet les techniques de 

double hybride ne sont pas adaptées à l’étude des protéines membranaires. D’une 

façon générale, l’identification des partenaires cellulaires de nsP1 est compliquée par 

le caractère monotopique de cette protéine qui interagit fortement avec les membranes 

cellulaires. Pour contourner cet écueil, nous avons optimisé les conditions de 

solubilisation de nsP1 à partir de cellules épithéliales humaines. Un crible très récent 

effectué par Yin et al, via une démarche similaire à la nôtre  a permis d’identifier 15 
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cofacteurs cellulaires de nsP1 (Yin et al. 2023a). Certains résultats obtenus par les 

auteurs présentent des similitudes avec nos propres données. Tout comme nous, les 

auteurs identifient des isoformes de tubuline en interaction avec nsP1. Également, nos 

candidats DNAJA1 et DNAJA2 (DnaJ Heat Shock Protein Family Member A1/A2) font 

partie de la même famille protéique que la protéine DNAJA4 issue de leur crible. Ces 

protéines impliquées dans les activités chaperonnes et de repliement protéique sont 

également mobilisées lors de la migration cellulaire et la régulation des filaments 

d’actine (Liu et al. 2021). Enfin, par la protéine membranaire TIMM50 (Translocase Of 

Inner Mitochondrial Membrane 50), protéine impliquée dans le trafic mitochondrial a 

également été identifiée dans le screen des auteurs. 

Parmi les voies cellulaires dans lesquelles sont impliquées les cofacteurs que nous 

avons décrit, la voie du métabolisme mitochondrial est l’une des plus représentée. Il 

est surprenant de voir autant de cofacteurs liés à cette fonction cellulaire, son 

implication au cours l’infection virale étant encore méconnue. Cependant il a été 

montré dans le cas de VEEV et SINV, que l’infection à des conséquences significatives 

sur le métabolisme mitochondrial (Keck et al. 2017, Rodriguez et al. 2022). De plus, 

les travaux de thèse de Pirjo Spuul, ont montré que le peptide en hélice-α de nsP1 

était capable de s’associer aux membranes mitochondriales. On peut supposer que 

nsP1 est impliqué dans ce phénotype et il pourrait alors s’agir d’une fonction 

jusqu’alors non identifiée. 

L’autre processus cellulaire le plus représenté dans nos données est la voie de la 

régulation du cytosquelette d’actine. Dans cette étude, nous nous sommes concentrés 

sur les facteurs, HAX1 et SCRIB tous deux prenant part à cette régulation. Outre le fait 

que leur interaction avec nsP1 est régulée par la présence des cystéines palmitoylées 

nécessaires à la fonction de déformation des membranes de nsP1, ces protéines sont 

identifiées comme des partenaires des protéines Rac1, Arp2 et Pak1 dont nous avons 

établi l’importance dans la fonction de déformation membranaires par nsP1. Nous 

avons établi que le ciblage de HAX1 et SCRIB par siRNA diminue significativement la 

formation (nombre et longueur) des protrusions induites par nsP1. On pourrait alors 

supposer que nsP1,  HAX1 et SCRIB puissent servir d’intermédiaire dans le 

recrutement et l’activation localisée de Rac1 au niveau de la membrane plasmique et 

de ses effecteurs, PAK1 et Arp2/3, aboutissant à la formation de protrusions 

membranaires (Nola et al. 2008, Gomathinayagam et al. 2014). 
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Néanmoins pour confirmer ce modèle, plusieurs éléments sont manquants. D’une part, 

nous n’avons pas démontré de manière reproductible que l’infection par CHIKV ou 

l’expression de nsP1, provoque une recrudescence dans l’activation de Rac1 (0). De 

plus, il serait nécessaire d’évaluer le rôle de la GEF β-PIX, dans la formation de 

protrusions induites par nsP1. Cette protéine étant recrutée par SCRIB via ses 

domaines PDZ, elle serait essentielle dans l’activation localisée de Rac1 (Sun et al. 

2016). L’implication de HAX1 et SCRIB dans le contrôle de la motilité cellulaire, pose 

également la question de la possible prise de contrôle de cette voie par les Alphavirus 

(Qin et al. 2005, Balcerak et al. 2019). Des expériences de notre part sont encore en 

cours mais les premiers résultats laissent supposer que ni l’infection par CHIKV, ni 

l’expression de nsP1 n’induit d’augmentation de la migration cellulaire. 

Il est également nécessaire de considérer les fonctions de HAX1 et SCRIB autres que 

la réorganisation du cytosquelette. HAX1 est par exemple impliqué dans l’inhibition de 

l’apoptose induite par le stress du réticulum endoplasmique. Cette inhibition se fait par 

la formation d’un complexe avec la protéine chaperonne HSP90 (heat shock protein 

90) (Lam et al. 2013). nsP2, nsP3 et nsP4 sont capables d’interagir avec cette 

chaperonne et cette interaction est nécessaire à la réplication virale. Le ciblage de 

HSP90 a en effet été démontré comme inhibant la synthèse du brin ARN(-) 

complémentaire, essentiel à la réplication du génome  viral (Das et al. 2014a, Rathore 

et al. 2014, Go et al. 2020, Nam et al. 2021). Ainsi l’interaction de nsP1 avec HAX1 

pourrait permettre le recrutement de HSP90 vers le complexe de réplication et son 

interaction avec les autres nsPs. 

Notre étude fonctionnelle a montré que la présence de HAX1 et SCRIB est nécessaire 

à l’infection par les Alphavirus, plus particulièrement la réplication du génome viral. 

Cependant, nos observations ne permettent pas de conclure que l’invalidation de ces 

deux protéines soit délétère à la formation de sphérules de réplication de manière 

spécifique. Pour vérifier cela il serait alors nécessaire de vérifier l’impact de 

l’invalidation de nos candidats sur le nombre et la structure les organelles de 

réplication.  

En conclusion nos résultats constituent un point de départ pour l’étude des fonctions 

de nsP1. Nos résultats montrent que les acteurs de régulation du cytosquelette 

d’actine sont impliqués dans la formation de protrusions cellulaires et la réplication 
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virale. Il est encore impossible d’affirmer que ces deux processus sont liés, néanmoins 

nos travaux illustrent le fait qu’ils possèdent des partenaires cellulaires communs. 

L’identification de ces candidats pourrait à terme ouvrir de nouvelles pistes 

thérapeutiques permettant de cibler la formation d’organelles de réplication.  
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Cellules : Les cellules épithéliales humaines HEK293T (ATCC# CRL-3216), les 

cellules HeLa (ATCC# CRM-CCL2), les cellules BHK21 (ATCC# CCL-10) utilisées 

pour la propagation et les cellules Vero (ATCC# CCL-81) utilisées pour le titrage du 

virus ont été cultivées dans du milieu Eagle Dulbecco modifié (DMEM GlutaMAX, 

haute teneur en glucose, Thermo Fisher Scientific) supplémenté de pénicilline et de 

10 % de sérum de veau fœtal inactivé par la chaleur (FCS, Lonza). Les cultures 

cellulaires ont été maintenues à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2. Dans les 

expériences sur les médicaments, la viabilité cellulaire a été mesurée à l'aide du test 

de prolifération cellulaire Cell Titer 96 Aqueous one solution (Promega), conformément 

au protocole du fournisseur. 

Virus : Les virus rapporteurs CHIKV-luc et MAYV-luc ont été produits à partir des 

souches LR2006_OPY1  et TRVL_4675 et contiennent le marqueur renilla luciferase 

inséré dans la séquence C-terminale de nsP3 (Pohjala et al. 2011, Tsetsarkin et al. 

2011a, Matkovic et al. 2019). Des stocks de virus ont été produits et titrés à l'aide d'un 

test de formation de plages de lyse comme indiqué précédemment (Bakhache et al. 

2020). Pour les infections, les cellules (70%-80% de confluence) ont été infectées à 

une MOI de 0,1. Après 24 heures de culture, les cellules ont été lysées avec du tampon 

de lyse passive (Promega). La réplication a été contrôlée à l'aide du kit de dosage de 

la luciférase Genofax C (Yelen Analytics). La luminescence a été mesurée directement 

à partir du lysat cellulaire à l'aide d'un fluorimètre Spark 10M (Tecan). Les valeurs ont 

été normalisées en fonction de la teneur en protéines de l'échantillon déterminée à 

l'aide du test BCA (Pierce). 

Plasmide et transfection : Les systèmes de trans-réplicon d’Alphavirus ont été 

produits par le laboratoire de Andres Merits (Université de Tartu, Estonie) (Utt et al. 

2019).  La séquence codant pour nsP1 de CHIKV a été amplifiée par PCR à partir du  

plasmide pCHIKV-LR-5'GFP; le fragment obtenu a été cloné dans le plasmide pEGFP-

C1(Tsetsarkin et al. 2007). Les séquences codantes pour les nsP1 de EILV, SINV, 

SFV et EILV ont été clonés de la même façon à partir des plasmides trans-réplicon 

correspondants (Utt et al. 2019). Le plasmide GFP-nsP13A dans lequel les cystéines 

C417-CCC-419 sont substituées en alanine, a été généré à partir du plasmide GFP-

nsP1WT à l'aide du kit de mutagenèse dirigée Quikchange d'Agilent. Les plasmides 
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codant pour les candidats ont été obtenus à partir de l’ORFeome via la plateforme 

Collection Génomique de Montpellier (MGC-CRBM Montpellier). Les séquences sont 

clonées dans le plasmide pcDNA5 (InVitrogen), en fusion avec le peptide HA. Les 

plasmides codants pour la protéine SCRIB liée au marqueur GFP ont été obtenus 

auprès de Jean-Michel Mesnard (IRIM, Montpellier) (Arpin-André and Mesnard 2007).  

Les cellules ont été transfectées avec les plasmides obtenus en utilisant le réactif 

JetPei (Polyplus Transfection) selon les recommandations du fabricant. Dans les 

expériences de co-transfection, les deux plasmides ont été co-transfectés dans un 

rapport de 1:1. 

siRNAs : Les siRNA ciblant HAX1 (5'- GACAAUGAUCUUGAUUCCCAGGUUU), 

SCRIB (5'- GACGUGUCCCGGAACGAUA) et le siRNA contrôle (5'-

GAAGAACCUAUUUCCUCUAAAU) ont été obtenus auprès de Sigma-Aldrich. Les 

siRNA et les plasmides ont été transfectés à l'aide du réactif JetPrime selon les 

recommandations du fabricant (Polyplus Transfection). 

Co-Immunoprécipitation par GFP-Trap : Les cellules HEK293T ont été 

ensemencées à 3*10^6 dans une flasque T75 puis ont été transfectées avec les 

plasmides GFP, nsP1-GFP ou nsP1-AAA-GFP. À 48h post transfection, les cellules 

ont été récoltées et lysées en tampon Brij96. Un dosage BCA a été réalisé pour 

quantifier la concentration protéique de chaque échantillon. La co-immunoprécipitation 

a été réalisée par GFP-Trap (Chromotek), avec une incubation de l’échantillon (500 

µg) pendant 4h à 4°C suivie de deux lavages dans une solution tampon à 150 mM 

NaCl et un lavage avec un tampon à 300 mM NaCl. Les billes magnétiques ont été 

placées à 95°C pendant 10 min avec une solution tampon Laemli 4X. Les échantillons 

obtenus ont été déposés sur gel polyacrylamide 10% et après migration, transférés 

sur membrane PVDF. Le marquage a été réalisé avec les anticorps correspondants. 

Pour la condition Input, 50µg de protéines totales ont été déposés.  

Analyse protéomique et LC-MS/MS : Les échantillons piégés par la GFP ont été 

déposés sur un gel SDS-PAGE à 12 % et migrés de façon à séparer les complexes. 

Après coloration au bleu de Coomassie, la bande correspondante a été éluée dans 10 

μl d'une solution d'acide formique à 0,1 % et d'ACN à 2 %. Cette solution a ensuite été 

injectée dans un nano-débit HPLC (RSLC U3000, ThermoScientific) couplé à un 

spectromètre de masse ayant une source nanoESI (Q-Exactive Plus, 
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ThermoScientific). Les peptides ont ensuite été séparés sur une colonne capillaire 

(phase inverse C18, NanoViper, Dionex) ayant un gradient de 0-40% d'acide formique 

0.1% et 80% ACN pendant 80 min (run de 130 min) à un débit de 300 nL/min. Les 

spectres ont été enregistrés à l'aide du logiciel Excalibur (ThermoScientific). Les 

données spectrales brutes ont ensuite été analysées à l'aide du logiciel MaxQuant 

v1.5.5.1. La base de données spectrales utilisée pour notre analyse est 

RefProteome_HUMAN-cano_2018_01.fasta (source UniProtKB) complémentée de la 

séquence nsP1 CHIKV. 

Trans-réplicon : Les plasmides codant pour la polyprotéine non structurale du CHIKV 

ont été cotransfectés avec le plasmide HSPolI-Fluc-Gluc (Age Utt et al., 2019) codant 

pour l'ARN matrice du CHIKV et contenant des séquences rapporteuses de luciférase 

Firefly et Gaussia placées sous le contrôle des promoteurs génomiques et 

subgénomiques de CHIKV. Des quantités égales de plasmides ont été transfectées 

dans des cellules HEK293T. Après 24 heures de culture, les cellules ont été lavées 

dans du PBS et lysées à l'aide du tampon de lyse passive (Promega). L'expression de 

la luciférase Firefly et Gaussia a été déterminée en utilisant les réactifs Genofax A ou 

C et un luminomètre Spark (Tecan). Les activités des rapporteurs ont été normalisées 

par rapport à la teneur en protéines de l'échantillon déterminée à l'aide du test BCA 

(Pierce). 

Immunoblotting : Les cellules ont été lysées sur la glace dans 50 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1% Triton X-100 et un cocktail d'inhibiteurs de 

protéase (Complete ; Roche). Les lysats ont été clarifiés par centrifugation à 10 000 × 

g pendant 30 minutes et dénaturés à 95°C pendant 5 minutes. Les échantillons ont été 

séparés par SDS-PAGE puis transférés sur une membrane en fluorure de 

polyvinylidène (PVDF) (Hybond, Amersham). Les membranes ont été bloquées contre 

les liaisons non spécifiques pendant 30 min à température ambiante en présence de 

PBS contenant 0,5% caséine et 0,1% Tween 20, puis incubées pendant une nuit à 4°C 

avec des anticorps primaires. Après des étapes de lavage avec du PBS contenant 

0,1% de Tween 20, les membranes ont été marquées avec des anticorps secondaires 

conjugués à la HRP pendant 1h à température ambiante. Après les derniers lavages, 

la révélation a été réalisée en incubant les membranes avec Luminata Forte (Merck). 
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La chémiluminescence a été détectée à l'aide d'un ChemiDoc (Bio-Rad). La 

densitométrie a été réalisée à l'aide du logiciel Fiji (ImageJ). 

Microscopie à immunofluorescence et analyse d'images : Les cellules cultivées 

sur des lamelles de verre ont été lavées avec du PBS et fixées avec 4% de 

paraformaldéhyde/PBS (Sigma Aldrich) pendant 10 minutes. Pour le marquage 

intracellulaire, les cellules ont été perméabilisées avec 0,1% de Triton-X100 dans du 

PBS et incubées pendant 30 minutes avec du PBS contenant 0,2% d'albumine de 

sérum bovin. L'incubation avec l'anticorps primaire a été réalisée pendant 2h à 

température ambiante. Après plusieurs lavages avec du PBS, les anticorps 

secondaires ont été ajoutés pendant 1 heure. Le DAPI (Sigma-Aldrich) a été utilisé 

pour colorer les noyaux. Après les derniers lavages, les lames sont montées avec le 

milieu de montage antifade Prolong Gold (Thermo Fisher Scientific). Les images ont 

été acquises à l'aide d'un microscope confocal à balayage Leica SP5-SMD équipé d'un 

objectif à huile Leica Apochromat 63×, à ouverture numérique de 1,4, à la plate-forme 

d'imagerie Montpellier Resources (MRI, CRBM). L'analyse des images a été réalisée 

à l'aide du logiciel Fiji ImageJ. 

Analyse du nombre de filopodes : Les sections optiques des cellules ont été 

imagées à des intervalles de 0,50 μm à partir du bas de la cellule à l'aide d'un système 

de microscopie confocale Leica SP5-SMD. Pour chaque image, 15 à 20 sections 

optiques ont été enregistrées, et la projection maximum de la pile a été utilisée pour 

l'analyse. Le nombre et la longueur des filopodes ont été déterminés à l'aide du logiciel 

FIJI. Les filopodes ont été quantifiés uniquement à la périphérie des cellules. Les 

filopodes ont été définis comme étant des extensions cellulaires dont la longueur est 

>1 μm. 

Analyse statistique : Toutes les analyses ont été effectuées à l'aide de GraphPad Prism 

version 6 (GraphPad Software Inc.). * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001.  
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3. Ciblage thérapeutique de nsP1 

 

 

Actuellement, il n’existe pas de traitement antiviral spécifique contre l’infection par 

CHIKV. Toutefois, une grande diversité de stratégies décrites dans l’introduction 

(Chapitre 1.1.6) ont été développées pour cibler les différentes étapes du cycle viral. 

Parmi les cibles potentielles, on retrouve en particulier l’activité enzymatique des 

protéines non structurales. Au sein des nsPs, la protéine nsP1 a suscité un intérêt 

particulier. Cet intérêt est motivé, en premier lieu, par la fonction de coiffage des ARNs 

viraux assurée par l’activité enzymatique MTase-GTase, cruciale pour l’échappement 

du virus aux réponses antivirales de l’hôte et pour la traduction efficace du génome 

viral (Ahola et al. 1997). De nombreux inhibiteur de cette activité enzymatique ont été 

développés. Cependant, ceux-ci se heurtent à l’acquisition de mutations de résistance 

favorisant l’échappement du virus.  

nsP1 entretient des relations étroites avec le métabolisme lipidique de l’hôte. Les 

résultats antérieurs de l’équipe (Gigante et al. 2014, Bakhache et al. 2020) ont mis en 

évidence l’affinité de nsP1 pour les microdomaines membranaires riches en 

cholestérol. La perturbation du transport intracellulaire du cholestérol diminue 

l’interaction membranaire de nsP1 résultant dans une inhibition de la réplication virale 

(Gigante et al. 2014, Bakhache et al. 2020).    

En collaboration avec l’équipe de María-Jesús Pérez-Pérez de l’Institut de Chimie 

Médicale de Madrid (IQM) qui a développé une série d’inhibiteurs de l’activité 

MTase/GTase de nsP1 (MADTPs) (Gigante et al. 2014), nous avons envisagé de 

combiner l’inhibition de l’activité enzymatique de nsP1 avec des composés capables 

de moduler le métabolisme du cholestérol chez l’hôte. Cette stratégie a été entreprise 

dans la perspective de contourner l’acquisition de mutations de résistance générés par 

les composés MADTPs. Dans cette démarche nous avons utilisé un composé autorisé 

chez l’homme pour son utilisation clinique. Il s’agit de l’Imipramine, un antidépresseur 

capable de moduler le transport intracellulaire du cholestérol, et de modifier l’affinité 
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de nsP1 pour les microdomaines lipidiques de la cellules humaine (Gigante et al. 2014, 

Bakhache et al. 2020). 

Nous avons donc étudié les effets combinatoires de l’imipramine et du MADTP-410 

sur l’infection par le CHIKV. 

 

Au sein du règne viral, plusieurs types de stratégies ont été mises en place pour éviter 

la détection par les senseurs cellulaires par le coiffage d’ARNs viraux. Dans cet 

objectif, les différentes espèces virales peuvent subvertir à leur avantage la machinerie 

de coiffage cellulaire, ou bien utiliser l’activité enzymatique de ses propres protéines 

virales (Decroly et al. 2012). Ainsi, cette étape représente un intérêt particulier pour la 

recherche de nouveaux traitements antiviraux. 

L’une des raisons qui fait de l’activité de capping une cible potentielle dans le cas des 

alphavirus, est le fait que, chez ces derniers, la protéine nsP1 ne dispose pas de motifs 

canoniques et que le processus de coiffage est radicalement différent du processus 

cellulaire (Ghosh and Lima 2010). Dans le cas des Alphavirus, cette piste a été 

relativement peu explorée. En 1999 Lampio et al, ont élaboré, un crible de 50 

analogues de coiffes, dans l’idée de trouver une molécule qui agirait en compétition 

avec la coiffe virale et donc d’inhiber la traduction des ARNs viraux (Lampio et al. 

1999). Les résultats obtenus ont permis d’identifier plusieurs candidats efficaces dans 

le cas de l’infection SFV. En 2018, un crible effectué sur 3051 composés a permis 

d’identifier plusieurs molécules qui avaient pour effet de bloquer l’activité MTase-

GTase de nsP1. Certains de ses composés, dérivés des acides lobariques ont montré 

leur efficacité sur la réplication de CHIKV et SINV in vitro. 

Les composés les plus avancés dans ce domaine sont ceux de la série de composés 

MADTPs. En 2014 Gigante et al ont publiés les résultats d’un crible visant à identifier 

des inhibiteurs de l’infection à CHIKV à des concentrations non cytotoxiques sur 

cellules simiennes Vero (Gigante et al. 2014). Parmi les échantillons testés, TP274 a 

montré le plus d’efficacité et ce, via un type de molécule particulières, les 

[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidin-7(6H)-1 ou triazolopyrimidines. Ces composés 

relativement faciles à synthétiser ont été prouvés efficaces sur plusieurs souches de 

CHIKV, mais relativement infructueux face à SINV ou SFV. Cette série de composés 
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a été, par la suite, déclinée en plusieurs analogues chimiques sous le nom de MADTPs 

dans l’objectif de renforcer leur effet antiviral (Delang et al. 2016). Il a été ainsi montré 

que ces composés n’avaient pas d’effets sur les étapes d’entrée, de transcription, et 

de traduction du cycle viral. C’est à l’aide d’essais enzymatiques que les chercheurs 

ont pu identifier que ces composés ciblent les étapes de coiffage des ARNs viraux, en 

particulier l’activité GTase, chez CHIKV, mais également VEEV. Il a également été 

observé qu’une mutation ponctuelle dans la séquence de nsP1 sur l’acide aminé en 

position 34 induisait une résistance à ces composés chez CHIKV et VEEV. En 2017, 

l’évaluation d’une nouvelle série d’analogues a été publiée, prouvant une efficacité 

supérieure sur l’inhibition de la réplication de plusieurs isolats de CHIKV (Gigante et 

al. 2017). La poursuite du développement de nouveaux analogues dans le but 

d’améliorer leurs caractéristiques physico-chimiques, a permis par la suite 

l’identification de nouveaux composés MADTPs, efficaces à très faible concentration 

sur plusieurs souches de CHIKV, et peu toxique sur plusieurs lignées cellulaires 

(Gómez-SanJuan et al. 2018). C’est de cette dernière série d’analogues qu’est issu le 

composé MADTP-410 que nous avons testé. 

En conclusion, bien que prometteurs, les composés MADTPs présentent néanmoins 

le désavantage d’être inhibés par une unique mutation, ce qui lui confère une barrière 

de résistance faible. 

 

Au cours de la décennie précédente, un lien étroit a été mis en évidence entre le 

métabolisme des lipides et la réplication virale. En effet, les virus peuvent 

reprogrammer la signalisation, la synthèse et le métabolisme des lipides pour générer 

de l'ATP, étendre les membranes cellulaires ou remodeler le contenu lipidique des 

membranes. Ces modifications permettent aux virus de constituer un environnement 

optimal pour la réplication virale. Ceci peut s’expliquer par le rôle central des 

membranes dans les étapes d’entrée, d’assemblage ou de bourgeonnement du cycle 

viral (Lorizate and Kräusslich 2011). Le fait que les virus à ARN(+) forment des 

organelles de réplication à partir des membranes hôtes ne fait que renforcer ce 

constat. Dans ces compartiments, les protéines de réplication virale  constituantes du 

complexe de réplication possèdent des affinités bien définies à des espèces lipidiques 

précises (de Castro et al. 2013). Ces lipides membranaires peuvent être divisés en 
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trois catégories, les phospholipides, les glycolipides, et les cholestérols. Le cholestérol 

joue un rôle unique au sein de la membrane cellulaire, en régulant la fluidité et la 

perméabilité de la bicouche lipidique. Chez les vertébrés, il est synthétisé de novo au 

sein du réticulum endoplasmique puis, transite vers la membrane plasmique par un 

transport endosomal (Infante et al. 2008). Le cholestérol est ainsi regroupé en radeaux 

lipidiques servant de plateformes à de nombreuses étapes du cycle viral (endocytose 

virale, bourgeonnement ou encore assemblage et fonction des complexes de 

réplications viraux (Mackenzie et al. 2007, Mercer et al. 2010, Stoeck et al. 2018). 

Chez CHIKV, l’ancrage du complexe de réplication médié par nsP1 s’opère 

préférentiellement dans les microdomaines riches en cholestérol (Bakhache et al. 

2020). Cette interaction est médiée par le domaine de palmitoylation de nsP1. Au sein 

de notre équipe, nous avons démontré que l’utilisation d’inhibiteurs chimiques de la 

voie de régulation du cholestérol avait un effet significatif sur l’association 

membranaire de nsP1. Ces composés modulent également l’adressage de la totalité 

du complexe de réplication virale vers ces compartiments. Enfin, ils inhibent la 

réplication virale de CHIKV (Wichit et al. 2017). Parmi ces inhibiteurs, l’imipramine, 

une molécule inhibant le transfert du cholestérol vers les transporteurs endosomaux, 

s’est montrée particulièrement efficace. Le traitement par l’imipramine redirige nsP1 

au sein des endosomes riches en cholestérol ce qui s’avère délétère pour la réplication 

virale. La molécule imipramine a l’avantage d’être déjà utilisée en médecine humaine 

en tant qu’anti dépresseur (Kuhn 1958).  

 

Dans ce projet secondaire, mon objectif a été d’évaluer le potentiel antiviral du 

traitement combiné de l’Imipramine et du composé MADTP-410 sur l’infection de 

lignées cellulaires humaines par CHIKV. Notre objectif est d’évaluer si la combinaison 

des deux traitements exerce un effet additif ou synergique, et permet l’utilisation de 

doses de MADTP n’induisant pas l’acquisition de mutations de résistance. Pour cela, 

j’ai mesuré les effets antiviraux et cytotoxiques de diverses combinaisons de ces 

molécules sur une lignée de cellules épithéliales (HEK-293T) et de fibroblastes (HFF-

1) humains. 



237 
 

 

 

Pour réaliser notre étude, nous avons réalisé des matrices de traitements en se basant 

sur  les concentrations qui se sont préalablement montrées efficaces sur l‘infection par 

CHIKV (Bakhache et al. 2020). De même un temps de traitement court a été choisi 

pour éviter étudier l’effet antiviral de ces composants sur un seul cycle d’infection. 

Nous avons utilisé deux lignées cellulaires humaines, les cellules HEK293T et HFF1, 

toutes deux susceptibles à l’infection à CHIKV et déjà utilisées dans ce cadre 

expérimental (Wikan et al. 2012, Wichit et al. 2019). Dans le cas des HEK293T, nos 

résultats ont démontré que la combinaison de l’imipramine avec MADTP410 induisait 

un renforcement de l’effet antiviral de ces molécules (Fig. 60A). Les tests de viabilité 

indiquent que les concentrations testées n’affectent pas significativement la survie 

cellulaire. Dans le modèle HFF1, des observations similaires ont été réalisées, 

indiquant une potentialisation de l’activité antivirale du MADTP410 utilisé à la 

concentration de 2,5 µM par 75µM d’Imipramine et (Fig. 55B). Ici également, aucune 

 

Fig. 60 Combinaison de traitements MADTP-410 et Imipramine sur l’infection 
par CHIKV. 

Effets de combinaison de traitement sur l’infection par CHIKV sur cellules HEK-293T (A) et HFF1 (B). 
Représentation en heatmap (Gauche) et en graphique (Centre) de l’effet de la combinaison de drogue sur 
l’infection virale. (Droite), évaluation la cytotoxicité du traitement sur les cellules.  Les cellules ont été 
prétraitées pendant 2h, puis infectées pendant 6h avec CHIKV-luc MOI 1. Chaque combinaison de drogue est 
une moyenne de deux points. 
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mortalité cellulaire significative n’a été observée dans ces conditions. On peut ainsi en 

conclure que dans le cas d’un traitement de ces deux lignées cellulaires, la 

combinaison de traitements Imipramine et MADTP410 permet un gain d’activité 

antivirale. 

Ces résultats ne sont que le début de la démarche expérimentale nécessaire à 

l’établissement d’une approche thérapeutique combinée. L’évaluation des effets du 

traitement sur des cellules primaires pourrait, par exemple, permettre de valider 

l’intérêt de cette approche dans des conditions plus proches de la physiologie. De plus, 

il serait nécessaire de mesurer l’efficacité de cette approche combinée sur les souches 

résistantes au traitement par les composés MADTPs déjà mises en évidence (Delang 

et al. 2016), et également l’apparition de résistances de manière générale. Enfin, des 

études in vivo sur l’innocuité de ce traitement, la clairance des molécules et le gain 

thérapeutique sont absolument nécessaire. Ces résultats valident cependant l’intérêt 

de combiner l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de l’activité enzymatique de nsP1 

avec celle de ses cofacteurs cellulaires. 

 

Culture cellulaire :  Les cellules HEK293T (ATCC# CRL-3216) et HFF1 (ATCC# 

SCRC-1041) ont été cultivées en milieu Eagle Dulbecco modifié (DMEM GlutaMAX, 

high glucose, Thermo Fisher Scientific) supplémenté de pénicilline et avec 10% de 

sérum de veaux inactivé par la chaleur (FCS, Lonza). Les cellules ont été cultivées à 

37°C avec 5% de CO2.  

Virus : Le virus rapporteur CHIKV-luc a été produit à partir du clone génomique CHIKV 

pICRES1 (souche LR2006_OPY1). Il contient un gène rapporteur luciférase renilla 

inséré dans la séquence nsP3 (CHIKV-luc) (Pohjala et al. 2011). Des stocks de virus 

ont été produits et titrés par formation de plages de lyse (Bakhache et al. 2020).  

Traitement chimique :  Les échantillons MADTP-410, ont été fournis par l’équipe de 

María Jesús Pérez Pérez Maria. L’imipramine provient d’Abcam. Ses deux composés 

ont été resuspendus en Diméthylsulfoxyde (DMSO) puis stockés à -20°C.  

Infection virale : Les cellules ont été ensemencées la veille dans des plaques 96 puits 

à 4*104 cellules par puit. Les cultures ont été prétraitées pendant 2h à 37°C avec les 

différentes combinaisons de MADTP-410 et d’Imipramine. Les cellules ont ensuite été 
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infectées à une MOI de 1 pendant 6h à 37°C en maintenant le traitement chimique. 

Les cellules ont ensuite été lysées avec du tampon de lyse passive (Promega). La 

réplication a été mesurée par dosage de l’activité luciférase lysat cellulaire à l’aide du 

kit Genofax C (Yelen Analytics) et d’un luminomètre Spark 10M (Tecan). Les valeurs 

ont été normalisées en fonction de la teneur en protéines de l'échantillon déterminée 

à l'aide d’un test BCA (Pierce). 

Essais de viabilité : De manière similaire à l’essai d’infection, les cellules ont été 

traitées pendant 8h avec les composés chimiques. La viabilité cellulaire a été mesurée 

par l’utilisation du kit Cell Titer 96 Aqueous one solution cell proliferation assay 

(Promega). 
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Chapitre 3. Discussion Générale et Résultats 
complémentaires 

 L’importance de la voie Rac1 dans le remodelage 
membranaire 

Il a été observé depuis longtemps que l'infection des cellules de mammifères par les 

Alphavirus réorganise de manière profonde les membranes cellulaires (Birdwell et al. 

1973). D’une part, par la formation de protrusions membranaires de type FLPs par les 

protéines virales et d’autre part, par l’aménagement des niches réplicatives que 

constituent les sphérules (Laakkonen et al. 1998b, Martinez et al. 2014b, Girard et al. 

2023b). Nous avons pu identifier que dans ces deux phénotypes, les acteurs 

importants de la régulation du cytosquelette d’actine y jouent un rôle crucial. Dans les 

processus cellulaires de remodelage du cytosquelette, les Rho-GTPases sont les 

chefs d’orchestres, et leur capacité d’agir comme plateforme d’interaction avec une 

myriade de facteurs cellulaires en est la clé. Cette signalisation agit à la manière d’un 

interrupteur, régulée par des facteurs activateurs ou inhibiteurs (GAPs ou GEFs), ainsi 

que par leur adressage subcellulaire (via les GDIs) (Wennerberg et al. 2005). Les trois 

Rho-GTPases les plus étudiées dans ce contexte sont RhoA, Rac1, et Cdc42 

respectivement associés de manière générale à la formation de fibres de stress, de 

lamellipodes et de filopodes (Seetharaman and Etienne-Manneville 2020). De manière 

surprenante et contre-intuitive nos résultats montrent que de ces trois acteurs, c’est 

Rac1 qui a le plus d’influence sur la formation de protrusions cellulaires induite par 

nsP1 et la réplication virale. On peut cependant expliquer en partie ces résultats. D’une 

part les voies Rho-GTPases possèdent un certain nombre d’effecteurs communs, 

permettant la mise en place d’un dialogue complexe encore majoritairement mal 

compris (Seetharaman and Etienne-Manneville 2020). On compte par exemple la 

protéine PAK1, effectrice de Rac1,mais également de Cdc42 (Kameritsch et al. 2015). 

D’autre part, nos observations montrent que l’expression de nsP1 induit chez les 

cellules transfectées la formation des protrusions larges semblables à des 

lamellipodes qui, lors de leur rétractation, laissent place à des protrusions fines de type 

FLPs. Dans le contexte cellulaire, il a été décrit que la formation d’un réseau d’actine 
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arborescent amenant à la formation de lamellipodes favorise la formation de filopodes 

par élongation convergente (Yang and Svitkina 2011). 

Chez les Alphavirus, l’implication dans le cycle viral de Rac1 ainsi que de deux de ces 

effecteurs Arp3 et PIP5K1-α a déjà été pointé par des travaux antérieurs (Radoshitzky 

et al. 2016). A l’issue d’un crible par siRNA, les auteurs ont identifié que ces 

régulateurs du cytosquelette d’actine sont nécessaires au cycle viral de VEEV et 

d’autres Alphavirus dont CHIKV. Cependant, contrairement à nos résultats, la 

contribution de Rac1 et de ses effecteurs dans le cycle infectieux est attribuée à une 

régulation des étapes tardives du cycle infectieux. Le rôle ces partenaires dans le cycle 

viral serait lors de la translocation de la glycoprotéine d’enveloppe E2 depuis le Golgi 

vers la membrane plasmique et impacterai donc les étapes d’assemblage de la 

particule virale. En se basant sur l’utilisation d’une lignée chroniquement infectée par 

le CHIKV (BHK-NCT), cette étude rejette l’implication de Rac1 dans les étapes de 

réplication virale. A l’inverse, nos observations décrivent le rôle de Rac1 et du 

complexe Arp2/3 dans les étapes de réplication de l’ARN viral. Nos résultats n’excluent 

néanmoins pas la possible implication de cette voie dans les étapes tardives du cycle 

viral. Les résultats contradictoires de nos deux études se justifient par les différents 

modèles expérimentaux utilisés. La lignée BHK-NCT est chroniquement infectée par 

un mutant de CHIKV non cytotoxique alors que la transfection du système de 

génétique inverse utilisé dans nos expériences semble mimer plus fidèlement les 

étapes précoces du cycle infectieux. 

Au vu du rôle de Rac1 dans les déformations induites par nsP1 de même que dans la 

réplication virale, on peut supposer que l’infection par CHIKV induit une activation de 

cette Rho-GTPase. Certains virus sont, en effet, capables, au cours de leur cycle 

infectieux d’activer à leur profit cette Rho-GTPase, comme c’est le cas par exemple 

de DENV, HSV ou de HIV (Lu et al. 1996, Dadke et al. 2003, Van den Broeke et al. 

2009b, Zamudio-Meza et al. 2009). Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé le 

kit Rac1 activation Magnetic beads pulldown assay (Merck), qui permet 

l’immunoprécipitation de la protéine Rac1 dans son état activé.  
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Pour cela nous avons infecté des HEK293T pendant des temps variables (T0, 30min, 

1h, 2h, 4h, 6h). La voie Rac1, comme d’autres voies de signalisation, sont 

hyperactivées dans les lignées cellulaires cancéreuses (Baker et al. 2020).  Pour 

pouvoir mesurer l’activation de Rac1, nous avons placé nos cellules en carence 

nutritive 16h avant infection en incubant les cellules en milieu dépourvu de sérum. Les 

lysats cellulaires préparés à partir de ces cultures sont précipités à l’aide de billes 

magnétiques couplées au domaine de liaison de PAK1, capables de lier 

spécifiquement la forme de Rac1 active liée au GTP. Dans ces conditions, nos 

résultats indiquent, que l’infection par CHIKV induit une activation précoce (entre 0 et 

30 minutes post infection) et durable de Rac1. Cette activation semble maintenue tout 

le long du cycle infectieux dans les étapes tardives. Cependant, nous n’avons pas 

réussi à reproduire ces observations. L’utilisation d’approches complémentaires pour 

mesurer l’activation de Rac1 apparait comme essentielle pour faire la lumière sur sa 

contribution exacte au cycle viral. Des approches de FRET (Förster resonance energy 

transfer), conduisant à des résultats identiques ont été entreprises au laboratoire. 

L’identification de l’implication des effecteurs PAK1 et SCRIB dans le cycle infectieux, 

permet de renforcer l’hypothèse d’une activation de Rac1 par CHIKV. En contexte 

cellulaire, il a été en effet montré que PAK1 après avoir été activé par Rac1, peut 

s’associer avec la GEF β-PIX, permettant alors une boucle d’activation positive de 

Rac1. De plus, SCRIB qui, comme nous l’avons décrit peut interagir via ses domaines 

 

Fig. 61 Activation de la Rho-GTPase par CHIKV. 

Des cellules HEK293T ont été déprivées en sérum pendant 15h avant d’être infectées à MOI 10 par la souche CHIKV-
luc. Aux temps indiqués, les cellules ont été récoltées et lysées. Les échantillons ont été analysés par immunoblot 
(Input), ou soumis à une immunoprécipitation des formes Rac-GTP activées (IP). La révélation a été effectuée à 
l’aide de l’anticorps Anti-Rac1, clone 23A8 fourni. 
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avec nsP1, est susceptible d’induire le recrutement de ce complexe PAK1-β-PIX (Nola 

et al. 2008, Momboisse et al. 2009). 

2. Rôle fonctionnel des protrusions induites par 
nsP1  

Malgré leur description ancienne, le rôle des protrusions induites par nsP1 reste 

encore inconnu. Plusieurs questions se posent : Ces structures sont-elles nécessaires 

à certaines étapes du cycle viral (entrée, réplication, assemblage/bourgeonnement, 

propagation de cellules à cellules), ou bien sont-elles de simples externalités de ce 

cycle, symptômes d’un bouleversement organisationnel de la cellule hôte ? Sont-elles 

un prérequis du remodelage membranaire nécessaire à la formation d’organelles de 

réplication ? Enfin : sont-elles impliquées dans l’évitement immunitaire de la cellule 

hôte ? 

Au regard du fait que ces protrusions sont des sites de bourgeonnements, on peut 

imaginer que ces protrusions agissent de manière similaire aux longues extensions en 

participant à la propagation virale (Martinez and Kielian 2016, Jose et al. 2017a, Girard 

et al. 2023a). Une autre hypothèse, au regard de ce phénotype, est également le fait 

que les particules bourgeonnantes situés au niveau des protrusions courtes sont 

protégées de l’internalisation par des CPV-I (Spuul et al. 2010). Enfin, il est également 

possible que la formation de ces protrusions favorise la réinfection des cellules, en 

permettant le surfing des particules virales.  

Il convient de rappeler que ces hypothèses ne sont pas aisées à vérifier. Si toutefois, 

le ciblage par mutations des protéines structurales permet l’observation d’un virus 

réplicatif mais peu ou pas productif, le ciblage de nsP1 est considérablement plus 

complexe au vu de son rôle central dans les premières étapes du cycle viral.  

Pour tester le rôle éventuel des filopodes formés par nsP1, nous avons infecté des 

cellules préalablement transfectées avec les constructions GFP-nsP1WT, GFP-nsP13A 

ou le contrôle GFP. En infectant ces cellules à un temps court nous souhaitions 

observer si la présence ou l’absence de protrusions sont favorables ou détrimentaire 

aux premières étapes du cycle viral. Pour mesurer cet effet nous avons utilisé la 
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cytométrie en flux ainsi que la souche CHIKV-mCherry décrite précédemment 

(Kümmerer et al. 2012).  

Nos résultats obtenus montrent qu’avec une efficacité de transfection proche (>80%), 

la part de cellules infectées par notre souche CHIKV diminue lors de la surexpression 

de GFP-nsP1WT. Cette inhibition est encore marquée lorsque les cellules surexpriment 

GFP-nsP13A. Ces résultats semblent donc indiquer que la surexpression de nos 

constructions nsP1 est délétères au cycle viral de CHIKV. Cet effet inhibiteur semble 

s’exercer sur les étapes précoces et intermédiaires de l’infection, situées entre la 

reconnaissance des récepteurs viraux nécessaires à l’entrée et la traduction des 

protéines virales. 

L’une des hypothèses possibles de ce phénotype est que les protéines surexprimées 

entrent en compétition avec la machinerie de réplication formée par le virus infectieux. 

De ce fait, la protéine nsP1 surexprimée pourrait entrer en compétition avec la 

polyprotéine partielle P123 pour former un complexe avec nsP4 et ainsi nuire à la 

formation des complexes de réplications fonctionnels. On peut également envisager 

que la forme surexprimée de nsP1 perturbe la stœchiométrie des protéines virales 

favorables à l’assemblage du dodécamère nsP1 (Jones et al. 2020a, Zhang et al. 

2021). Toutefois, l’effet d’inhibition plus marqué observé pour la protéine GFP-nsP13A 

ne semble pas corroborer cette hypothèse. En effet, la perte de palmitoylation abolit 

l’interaction membranaire et dirige ce mutant vers le compartiment cytosolique 

(Bakhache et al. 2020) alors que les formes dodécamériques s’assemblent en 

interaction avec les membranes cellulaires (Jones et al. 2020a, Zhang et al. 2021). 

Ainsi, l’interférence consécutive à la surexpression de GFP-nsP13A pourrait être reliée 

aux interactions cytosoliques de nsP1. Enfin, on ne peut pas exclure que cette 

interférence pourrait reposer sur une perturbation de l’évitement des défenses de la 

cellule hôte, comme par exemple la capacitée de nsP1 à antagoniser la voie cGas-

STING (Webb and Fernandez-Sesma 2022). 
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Fig. 62 Effets de la surexpression de la protéine nsP1 sur l’infection par CHIKV. 

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec les plasmides codant pour GFP-nsP1WT, GFP-nsP13A ou le contrôle 
GFP. Après 24h, ces cellules ont été ensuite infectées avec la souche CHIKV-mCherry à MOI 10. Six heures après 
infection, ces cellules sont analysées en cytométries pour les marqueurs GFP et mCherry (A). (B) Pourcentage 
normalisé des cellules infectées (mCherry+) et non infectées (mCherry-) détectées parmi la population de cellules 
transfectées (GFP+). Chaque barre est la moyenne d’un triplicat biologique, et chaque point a été mesuré à partir d’un 
échantillon de 2*104 de cellules.  
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Ces résultats sont néanmoins en accord avec des observations antérieures effectuées 

par l’équipe d’Andres Merits (Kiiver et al. 2008). En effet, il a été observé par Kiiver et 

al. que chez SFV, l’expression de la protéine nsP1 ainsi que d’une protéine mutée sur 

le site de palmitoylation étaint délétères à la réplication virale. A l’aide d’un système 

d’expression inductible, les auteurs ont observé que l’expression de ces protéines 

n’avait pas d’effet sur la viabilité, la traduction ou la transcription cellulaire. A l’inverse, 

l’expression de nsP1 ou nsP1 mutée, a montré des effets négatifs sur la synthèse et 

la traduction des ARNs viraux, mais sans conséquences sur l’entrée ou l’initiation de 

la réplication virale. Plus précisément, la protéine WT a été décrite comme induisant 

un retard de synthèse et de traduction des ARNs viraux génomiques, alors que la 

protéine mutée induisait un effet plus marqué et plus durable sur les ARNs génomiques 

et subgénomiques. On ignore de manière précise le processus moléculaire derrière 

cette interférence, son élucidation contribuerait grandement à notre compréhension 

des premières étapes du cycle réplicatif et pourrait constituer une possible piste 

thérapeutique. 
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3. Modèle d’interaction avec les facteurs cellulaires  

La capacité de déformation membranaire de nsP1 peut être médiée de deux façons. 

D’une part, via les propriétés intrinsèques de la protéine :  ses domaines d’ancrage 

membranaires et sa structure. La première approche est illustrée par l’oligomérisation  

de nsP1 aux cols des sphérules (Jones et al. 2020a, Zhang et al. 2021). Dans ce cas, 

c’est la polymérisation de la protéine couplée à ces sites d’ancrages membranaires 

qui permet de stabiliser la courbure de la membrane plasmique (Tan et al. 2022). 

A l’inverse, la deuxième approche demeurait en grande partie inconnue et relativement 

peu explorée jusqu’à ces dernières années. Cependant, nos résultats relatifs à la 

formation de FLPs induits par nsP1 soulèvent le rôle crucial de la voie Rac1-Pak1-

Arp2 dans ces déformations de même que dans la réplication virale. Ainsi, le 

recrutement de facteurs cellulaires par nsP1 est crucial à ses fonctions de 

déformations ce qui a motivé la mise en œuvre de l’étude protéomique de ce projet.  

On peut expliquer l’absence relative d’études protéomiques précédent nos travaux par 

la difficulté de purification de la protéine nsP1, qui a une haute affinité avec les 

membranes cellulaires. Ainsi, la mise en place de notre protocole a nécessité 

l’utilisation du tampon Brij96, permettant une meilleure solubilisation que les autres 

détergents usuels comme le Triton X-100. Cela peut expliquer le fait que l’étude de 

interactomique précédente effectuée par  Bourai et al n’a pas pu identifier de 

cofacteurs cellulaires de nsP1 (Bourai et al. 2012). Une autre étude protéomique a 

récemment été effectuée par Yin et al, sur l’ensemble des protéines virales  avec une 

méthode proche de la nôtre (immunoprécipitation par GFP trap et spectrométrie de 

masse en tandem) (Yin et al. 2023c). Les cofacteurs de nsP1 identifiés par les auteurs 

sont en nombre plus restreint et de nature différentes que ceux que nous avons 

caractérisés. Cependant, certains cofacteurs identifiés par les chercheurs sont liés à 

des processus cellulaires similaires avec notre propre étude : métabolisme 

mitochondrial et la régulation du cytosquelette.  

Au vu du rôle de la palmitoylation de nsP1 dans sa capacité à déformer les membranes 

cellulaires et dans le cycle viral, notre démarche expérimentale s’est concentrée sur 

l’identification des facteurs interagissant avec cette protéine dans sa forme 

membranaire. L’utilisation des constructions GFP-nsP1WT et GFP-nsP13A combinée à 
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l’immunoprécipitation par GFP-trap, combinée à la spectrométrie de masse en tandem 

(LC-MS/MS) nous a permis l’identification de plus de 300 facteurs cellulaires 

interagissant exclusivement avec la protéine palmitoylée. Ainsi, nous supposons que 

les interactions entre la protéine palmitoylée et les cofacteurs se déroulent à proximité 

des ilots lipidiques riche en cholestérol ou cette forme de nsP1 est adressée 

(Bakhache et al. 2020). Parmi les familles de protéines identifiées, ont été trouvées 

des régulateurs du cytosquelette d’actine. L’étude de deux de ses protéines HAX1 et 

SCRIB à montrer qu’il s’agit de deux facteurs nécessaires à la formation de protrusions 

par nsP1 ainsi qu’à la réplication virale. Le ciblage de ces deux acteurs ayant les 

mêmes conséquences que les cofacteurs précédemment identifiés, on peut supposer 

que leur interaction avec nsP1 est liée à la voie Rac1-Arp2-Pak1. De plus, le fait que 

ces cinq facteurs de régulation du cytosquelette d’actine, soient impliqués à la fois 

dans la formation de FLPs par nsP1 ainsi que dans réplication virale, permet de 

renforcer l’hypothèse que la capacité de nsP1 à former des protrusions est directement 

liées à la formation de sphérule. Ses deux phénotypes sont-ils unis par un lien de 

causalité, de corrélation ou s’agit-il de processus complétement différents ? Nos 

données actuelles ne nous permettent pas de trancher cette question. Seule 

l’identification de conditions ou facteurs cellulaires induisant un seul phénotype et non 

l’autre permettra de trancher cette question.  

Néanmoins, en combinant nos données avec celles déjà présentes dans la littérature, 

nous pouvons esquisser l’ébauche d’un modèle d’interaction entre nsP1 et ses 

différents cofacteurs : 

Tout d’abord, les radeaux lipidiques riches en cholestérol peuvent constituer une 

plateforme d’interaction entre ces facteurs. D’une part nsP1 qui est palmitoylée par les 

palmitoyl-transferase  ZDHHC2 et ZDHHC19, est adressé aux membranes riches en 

cholestérol (Zhang et al. 2019, Bakhache et al. 2020). La Rho-GTPase Rac1 lorsque 

dans son état actif lié au GTP peut subir la même modification post traductionnelle 

pour être adressée vers ces mêmes radeaux lipidiques (Navarro-Lérida et al. 2012, 

Moissoglu et al. 2014). La présence de HAX1 dans ces compartiments n’est, à ce jour 

pas démontrée. Enfin, l’association de nsP1 à ces radeaux lipidiques, de même que 

leur importance dans la réplication virale suggèrent qu’il s’agit d’un domaine privilégié 

de formation des organelles de réplication (Bakhache et al. 2020). 
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Une fois activée, la GTPase Rac1 interagit avec le domaine auto-inhibiteur de PAK1, 

pour induire un changement conformationnel permettant l’activation de PAK1 par 

autophosphorylation (Vadlamudi et al. 2005, Strochlic et al. 2010). Dans une boucle 

de régulation positive, PAK1 est capable de former un complexe avec la GEF β-PIX 

pour permettre l’activation de Rac1 (ten Klooster et al. 2006, Rajah et al. 2019). La 

protéine SCRIB recrute à son tour ce complexe activateur à la membrane plasmique 

via l’interaction de ses domaines PDZ avec β-PIX. En contexte non infectieux, ce 

recrutement se fait de manière privilégié aux sites de formation de lamellipodes (Nola 

et al. 2008). Par conséquent SCRIB permet de contrôler avec précision la localisation 

subcellulaire de l’activation de Rac1, induisant la formation de complexes d’actine 

branchée. Nous avons pu montrer que ce sont les mêmes domaines PDZ qui 

permettent l’interaction entre nsP1 et SCRIB. On peut ainsi supposer que SCRIB serait 

recruté au sein des ilots lipidiques par nsP1 ce qui permettrait le recrutement de Rac1 

activée dans les domaines enrichis en nsP1 avec pour conséquence, la réorganisation 

du cytosquelette d’actine et la déformation membranaire.  

En parallèle, la protéine HAX1 peut se complexer avec Rac1 et la cortactine, 

participant alors au recrutement du complexe Arp2/3 et la formation de lamellipodes 

(Sung et al. 2011, Gomathinayagam et al. 2014). Le complexe Arp2/3 recruté à 

proximité de la membrane plasmique permet donc la formation d’un réseau 

arborescent dense d’actine, contribuant  à la formation de lamellipodes (Mullins et al. 

1998). L’interaction de nsP1 avec HAX1 pourrait constituer un moyen de recrutement 

efficace de ce complexe, favorisant la formation de lamellipodes à la surface des 

cellules infectées. Cependant, nos observations microscopiques n’ont pas mis en 

lumière de colocalisation membranaire de HAX1. Il serait pertinent d’observer la 

localisation de la protéine endogène et de comparer le rôle potentiel des différents 

isoformes de la protéine dans ce processus (Trebinska et al. 2010). 
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La formation de protrusions de type FLPs résulterait de la formation et de la rétractation 

des lamellipodes induits par nsP1. Dès lors, la contribution d’Arp2 dans la formation 

des FLPs induits par nsP1 peut être lié au modèle de nucléation convergente des 

filaments d’actine  (Lee et al. 2010). 

Les parallèles que nous avons établis dans les fonctions de SCRIB et HAX1 dans la 

formation des FLPs induits par nsP1 et dans la réplication du génome viral, permettent 

de supposer que de mécanismes identiques pourraient participer à la déformation de 

la membrane plasmique au cours de la formation des sphérules. Les résultats 

antérieurs de l’équipe (Bakhache et al. 2020) et d’autres laboratoires (Lasswitz et al. 

2022) ont, en effet démontré que les radeaux lipidiques agissent comme support pour 

la formation de sphérules et le recrutement des facteurs proviraux.  

 

Fig. 63 Modèle d’interaction de nsP1 avec ses cofacteurs cellulaires 

(1) La protéine nsP1 palmitoylée par les palmitoyl-transferase cellulaires ZDHHC2 et ZDHHC19 est adressée 
au sein d’ilots lipidiques riches en cholestérol. (2) Rac1 activée et palmitoylée est adressée au niveau des 
radeaux lipidiques. (3) Rac1 induit l’activation de la protéine PAK1 via son auto-phosphorylation. PAK1 
s’associe alors avec la GEF β-PIX. (4) nsP1 recrute SCRIB au niveau des radeaux lipidiques via l’interaction avec 
ses domaines PDZ. SCRIB recrute alors le complexe Pak1-β-PIX à la membrane plasmique et permet le 
recrutement local de Rac1 activée. (5) HAX1 forme un complexe comprenant la protéine Rac1 ainsi que la 
cortactine. Ce complexe est adressé aux radeaux lipidiques via le recrutement de HAX1 par nsP1. (6)  La 
cortactine permet le recrutement du complexe Arp2/3 et la formation d’un réseau d’actine arborescent dont 
la croissance permet la formation de filopodes. (7) La convergence des filaments d’actine combinée à la 
rétractation des lamellipodes, induit la formation de fines protrusions. (8) Les sphérules se forment à 
proximité des radeaux lipidiques et recrutent les cofacteurs cellulaires proviraux. 
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Bien que ce modèle basé sur les données bibliographiques et nos propres résultats, 

soit cohérent, il est encore hautement spéculatif. Des études plus poussées des 

interactions entre le cytosquelette d’actine et ses régulateurs Rac1, SCRIB et HAX1, 

et la formation de sphérules, sera donc absolument nécessaire pour faire la lumière 

sur ce phénotype. Il serait, par exemple, important de déterminer le recrutement de 

ces différents acteurs dans les radeaux lipidiques de cellules exprimant la protéine 

nsP1 isolée ou encore infectées par le CHIKV. 

4. nsP1 une cible thérapeutique à l’avenir 

Le rôle canonique de nsP1dans le coiffage des ARNs viraux via son activité MTase-

GTase essentiel à la poursuite du cycle infectieux et à la propagation virale a 

rapidement motivé le développement d’inhibiteurs spécifiques. Les spécificités de 

cette réaction, bien distincte de celle assurant le coiffage des ARN cellulaires (Decroly 

et al. 2012), a permis de dessiner des molécules capables de perturber ce processus 

mais sans effet sur le coiffage des ARNs cellulaires. Cette  approche a été au cœur 

du développement des composés MADTPs que nous avons étudiés (Gigante et al. 

2014, 2017, Delang et al. 2016, Gómez-SanJuan et al. 2018). Le développement de 

ces molécules se heurte cependant à l’acquisition par le CHIKV, de mutations 

compensatoires (Delang et al. 2016). 

De plus, les données de la littérature permettent de se questionner sur les 

conséquences d’une réduction du capping des ARN des Alphavirus. En effet, la 

présence d’ARN non coiffés est décrite comme un élément important dans la 

résistance virale à la réponse interféron (LaPointe et al. 2018b, 2020). Dans ce 

contexte, une stratégie de double ciblage incluant une inhibition partielle du capping 

par de faibles doses de MADTPs permettrait de préserver la réponse interféron. 

Bien que préliminaires, nos résultats obtenus en combinant les composés MADTP 

avec l’Imipramine, inhibiteur du métabolisme du cholestérol valident la combinaison 

du ciblage de l’activité MTase/GTase de nsP1 et de cofacteurs lipidiques de cette 

protéine. L’intérêt de cette approche est de mettre l’utilisation de concentrations 

réduites de MADTP susceptible de limiter l’acquisition de ces phénotypes de 

résistance. L’imipramine étant une molécule cliniquement approuvée et déjà utilisée 
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en tant que traitement antidépressif, son utilisation in vitro en combinaison avec les 

molécules MADTPs reste une stratégie plausible. 

La stratégie de double ciblage de nsP1 que nous proposons pourrait également être 

déclinée en ciblant les enzymes responsables de la palmitoylation de nsP1. Cette 

modification, responsable de l’adressage de nsP1 vers les ilots lipidiques riches en 

cholestérol est assurée par les palmitoyl-transférases ZDHHC2 et ZDHHC19 (Zhang 

et al. 2019) est, par la biosynthèse cellulaire de palmitate, précurseur à cette réaction 

enzymatique (Bakhache et al. 2019, Zhang et al. 2019). La fatty acid synthase (FASN), 

responsable de la synthèse de ce lipide est d’ores et déjà une cible thérapeutique de 

composés autorisés pour leur usage clinique chez l’homme, tels que l’Orlistat. Il est 

donc ainsi envisageable de cibler cette protéine avec des effets secondaires limités 

(Baenke et al. 2013). Il serait donc intéressant de poursuivre l’évaluation de double 

ciblage thérapeutique de nsP1 par une combinaison MADTP/Orlistat. 

Au-delà de cette réflexion, il pourrait être, à terme, possible de combiner les composés 

de type MADTP avec des inhibiteurs des cofacteurs de nsP1 que nous avons identifiés 

au cours de cette thèse. Cela suppose de confirmer le rôle de Rac1, Arp2, Pak1, HAX1 

et SCRIB dans la formation des sphérules de réplication par des approches 

complémentaires, notamment de microscopie électronique visant à rechercher les 

conséquences d’une invalidation sur la formation de ces compartiments. Il n’existe, à 

l’heure actuelle, aucun inhibiteur de HAX1 ou de SCRIB connu. Le développement de 

telles molécules se heurterait au rôle de ces protéines dans l’inhibition de l’apoptose 

et dans la détermination de la polarité cellulaire et la suppression de tumeurs. La 

cartographie détaillée les interactions entre HAX1 et SCRIB et nsP1 pourrait offrir une 

alternative en permettant de dessiner des molécules capables d’entrer en compétition 

pour la liaison de nsP1.  

A l’échelle de l’organisme infecté, la protéine nsP1 est connue pour son importance 

dans la pathogenèse des Alphavirus. Cette fonction a été assignée à plusieurs résidus 

dans la séquence de nsP1, comprenant les résidus cystéine portant la palmitoylation 

de nsP1. En effet, il a été constaté que les mutations inhibant cette modification 

diminuent la neurovirulence du SFV chez la souris. Plus précisément, lorsque le 

domaine palmitoylation de nsP1 ont été mutés chez SFV, le virus dépourvu de cette 

modification de nsP1 reste réplicatif, mais ne circule plus dans le cerveau et n’induit 
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plus de mortalité (Ahola et al. 2000). Outre la palmitoylation, six mutations dans la 

séquence nsP1 de RRV ont permis d'atténuer l'infection virale chez la souris en 

réduisant la réplication virale dans certains tissus. Plus précisément, il est apparu que 

le virus présentant ces 6 mutations nsP1 se répliquait moins dans le tissu musculaire 

squelettique et était plus sensible à l'IFN de type I  (Stoermer Burrack et al. 2014, Haist 

et al. 2017). 

De manière générale, l’étude des modes d’interactions entre nsP1 et ses partenaires 

cellulaires est essentielle à l’élaboration de contremesures thérapeutiques. Les 

données issues de notre crible protéomique ont permis d’identifier de nouveaux 

partenaires cellulaires de nsP1. Ces partenaires sont impliqués dans des processus 

cellulaires jusqu’alors peu décrits comme impliqués dans le cycle viral comme le 

métabolisme mitochondrial ou le repliement protéique. La découverte de ces candidats 

constitue potentiellement une porte d’entrée vers l’étude de fonctions provirales de 

nsP1 inconnues jusqu’alors. L’étude de ces partenaires cellulaires, pourrait permettre 

à l’avenir, d’identifier de nouveaux axes thérapeutiques.  
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Résumé 
Résumé : Le virus Chikungunya (CHIKV) est un virus émergent à fort impact sur la santé humaine vectorisé par les moustiques 

du genre Aedes. Il peut être la cause d’arthralgies invalidantes et persistantes. Le CHIKV n’est, à l’heure actuelle, la cible 

d’aucun vaccin ou traitement antiviral spécifique. 

Le génome du CHIKV code pour quatre protéines non structurales. Parmi ces protéines, la méthyl-guanylyl-transférase virale 

nsP1 est responsable de l’ancrage du complexe de réplication viral dans la bicouche lipidique. Assemblée sous forme 

dodécamérique, nsP1 forme un pore situé au col des organelles de réplication du CHIKV assurant l’organisation et la maintenance 

de ces compartiments indispensables à la réplication du génome viral. Lorsqu’elle est exprimée isolément, la protéine nsP1 
génère des déformations membranaires de la cellule hôte semblables à des filopodes. Ce phénotype nécessité la présence d’un 

domaine de palmitoylation si tué en position 417-CCC-419. Les mécanismes impliqués dans la fonction de déformation 

membranaire de nsP1 sont inconnus. L’objectif de cette thèse a consisté à rechercher les mécanismes cellulaires contribuant à 

la fonction de déformation membranaire de nsP1. 

Nous avons caractérisé les filopodes formés par la protéine nsP1 isolée comme des protrusions membranaires riches en actine 

et hautement dynamiques. Des approches d’invalidation par siRNA et par inhibiteurs chimiques nous ont permis d’identifier la 

Rho-GTPase Rac1, la serine/threonine kinase PAK1 et la protéine nucléatrice d’actine Arp2 comme des acteurs essentiels dans 

la formation de ces extensions membranaires. Afin de préciser les mécanismes impliqués, nous avons analysé l’interactome de 

nsP1 par spectrométrie de masse. Parmi les partenaires cellulaires identifiés, nous avons démontré le rôle fonctionnel des 

protéines HAX1 et SCRIB, également impliquées dans la régulation de la voie Rac1-PAK-Arp2. Outre leur rôle critique dans la 

formation de filopodes, ces partenaires de nsP1 se sont avérés indispensables dans la cellule infectée pour la réplication du 

génome du CHIKV et d’Alphavirus proches. Ces observations mettent en lumière l’existence de mécanismes communs aux 

déformations membranaires induites par nsP1 et la réplication virale 

 

Abstract : Chikungunya virus (CHIKV) is an emerging virus with a major impact on human health, vectored by mosquitoes of the 

Aedes genus. It can cause disabling and persistent arthralgia. CHIKV is not currently the target of any specific vaccine or antiviral 

treatment. 

The CHIKV genome encodes four non-structural proteins. Among these proteins, the viral methyl-guanylyl-transferase nsP1 is 

responsible for anchoring the viral replication complex in the lipid bilayer. Assembled in dodecameric form, nsP1 forms a pore 

located at the neck of CHIKV replication organelles, ensuring the organization and maintenance of these compartments essential 

for viral genome replication. When expressed isolated, the nsP1 protein generates filopodia-like membrane deformations in the 

host cell. This phenotype requires the presence of a palmitoylation domain if killed at position 417-CCC-419. The mechanisms 

involved in the membrane remodeling function of nsP1 are unknown. The aim of this research work was to investigate the cellular 

mechanisms contributing to the membrane deformation function of nsP1. 

We characterized the filopodia formed by the isolated nsP1 protein as highly dynamic, actin-rich membrane protrusions. 

Invalidation techniques using siRNA and chemical inhibitors enabled us to identify the Rho-GTPase Rac1, the serine/threonine 

kinase PAK1 and the actin-nucleating protein Arp2 as key players in the formation of these membrane extensions. To clarify the 

mechanisms involved, we analyzed the nsP1 interactome by mass spectrometry. Among the cellular partners identified, we 

demonstrated the functional role of the HAX1 and SCRIB proteins, also involved in regulating the Rac1-PAK-Arp2 pathway. In 

addition to their critical role in filopodia formation, these partners of nsP1 were shown to be indispensable in the infected cell for 

CHIKV and related Alphavirus genome replication. These observations highlight the existence of mechanisms common to nsP1-

induced membrane deformation and viral replication. 
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