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RESUME

Le genre Morbillivirus comprend entre autre le virus de rougeole (MeV) et le virus
de la maladie de Carré (CDV), des agents pathogénes majeurs chez leurs hétes
respectifs. L'un des signes caractéristiques de cette infection est I'apparition d'une
immunosuppression chez I'héte empéchant I'établissement d’une réponse immunitaire
nécessaire pour neutraliser I'infection. Cette immunosuppression est principalement
induite par la synthése de la protéine V, responsable de la virulence. En effet, elle est
capable de bloquer les voies de signalisation des interférons de type | en interagissant
avec I'ARN helicase MDAS ou bien les facteurs de transcription STAT1 et STAT2.

Au cours de précédant travaux, nous avons observé une induction différentielle
des génes stimulés par les interférons (ISG) en présence de protéines V mutées sur le
résidu Y110 incapable d'interagir avec STAT1 ou sur la cystéine C255 empéchant
linteraction avec STAT2 et MDAS. Afin d'identifier des ISG et des voies de
signalisations responsables d'une réponse antivirale contre le CDV, nous avons
effectué une étude transcriptomique avec les différentes protéines V. Nous observons
la présence de deux profils transcriptionnels distincts. Le premier correspond a une
forte induction des ISG en absence ou en présence de la protéine V mutée sur le résidu
C255 (Vc2s5s) tandis qu'un second profi montre une réduction importante de
I'induction des ISGs en présence de la protéine VWT et de la protéine V mutée sur le
résidu Y110 (Vy110H). Parmi cette diminution, on observe I'absence de protéines
majeures de l'immunité innée comme la voie d'induction des IFN ou de la voie des
complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH). Pour mieux caractériser le rdle de la
protéine V sur le CMH, nous avons confirmé par PCR en temps réel I'expression des
génes de la voie du CMH et nous observons une diminution en présence de la protéine
V des génes de la voie classique tels que HLA et TAP. Nous avons de plus montré par
cytométrie en flux que l'induction de I'expression a la surface de CMH de classe | était
diminuée en présence de V.

En conclusion, cette étude a contribué a la caractérisation du role de la protéine
V sur l'immunosuppression. En bloquant les voies des interférons, elle inhibe la



synthése de génes de la réponse antivirale et de I'immunité innée et en interférant avec
la voie de CMH, elle empécherait la présentation a la surface de la cellule d’antigénes
viraux diminuant I'établissement et I'efficacité d'une réponse immunitaire adaptative.

Christophe Goncalves Veronika von Messling, Pascale Duplay,
directrice de recherche co-directrice de recherche
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CHAPITRE 1 - REVUE DE LITTERATURE

1.1 Les morbillivirus

1.1.1 Taxonomie

Les virus @ ARN simple brin (ARNsb) de polarité négative forment I'ordre des
Mononegavirales. Cet ordre inclus les familles Bornaviridae, Filoviridae, Rhabdoviridae
et Paramyxoviridae. Au sein de cette derniére, nous retrouvons deux sous-familles de
virus : la sous-famille Pneumovirinae qui comprend les genres Metapneumovirus et
Pneumovirus, et la sous-famille Paramyxovirinae formée des genres Respirovirus,
Rubulavirus, Henipavirus, Avulavirus et Morbillivirus (King 2012). Le genre Morbillivirus
se compose de plusieurs agents pathogénes qui infectent de nombreux mammiféres.
Parmi ceux-ci, le virus de la rougeole (MeV) est le seul & infecter les humains et reste
encore aujourd’hui un agent pathogéne responsable de la mortalité infantile dans les
pays en voie de développement (Moss and Griffin 2006). Le virus de la maladie de
Carré (CDV) est un virus proche de MeV et infecte plusieurs espéces de carnivores
appartenant notamment a la famille des canidés ou a la famille des mustélidés tels que
le chien et le furet respectivement (Summers and Appel 1994; Barrett 1999). Le phocine
distemper virus et dolphin morbillivirus infectent respectivement les phoques et les
dauphins tandis que le virus de la peste bovine est un morbillivirus ayant causé de
nombreux dégéts économiques dans le domaine agricole (Normile 2008).

1.1.2 Morphologie, organisation génomique et réplication
1.1.21 Morphologie

Les morbillivirus sont des virus de formes sphériques ou pléomorphes dont le
diamétre varie de 100 a 300 nm. La nucléocapside virale est composée de 'ARN viral,
encapsidé par la nucléprotéine (N) virale, de la polymérase virale constituée de la
phosphoprotéine (P) et de la protéine polymérase (L). L'ensemble forme le complexe
ribonucléoprotéique (RNP) et sert de base a la réplication du virus (Rima and Duprex
2009). L'enveloppe virale est composée d'une part par une couche lipidique issue de la



membrane cellulaire de la cellule infectée, et d’autre part des protéines de la matrice
(M) du cbté interne qui interagit avec la RNP et des glycoprotéines virales, la protéine
d'attachement (H) et de fusion (F) (Figure 1) (Lamb 2007).

1.1.2.2 Le génome morbilliviral

Les morbillivirus sont des virus a ARN simple brin de polarité négative a structure
hélicoidale et d'une longueur d'environ 16 kilobases. Leur génome est non segmenté et
est composé de six génes codant pour huit protéines (Fig.2) (Griffin 2007). Le premier
geéne transcrit code pour la protéine N qui va servir & encapsider I'ARN viral grace a sa
propriété de liaison a 'ARN (Liston et al. 1997). Le géne codant pour P permet la
syntheése d'une protéine qui servira entre autres de cofacteurs pour 'ARN polymérase
virale (Hamaguchi et al. 1983; Horikami et al. 1992). Ce géne va aussi coder pour deux
autres protéines dites accessoires parce qu'elles ne sont pas nécessaires a la
réplication du virus : les protéines V et C. La protéine V est synthétisée a partir du cadre
de lecture du géne P et une guanosine non appariée va étre rajoutée lors de la
transcription de 'ARNm (Thomas et al. 1988; Cattaneo et al. 1989) tandis que la
protéine C va étre codée a partir d'un autre cadre de lecture ouvert présent dans le
gene P (Haas et al. 1995). Ensuite, le géne codant pour la protéine de matrice (M) sera
transcrit. Cette protéine va servir de support pour I'assemblage du virus en s’associant
avec les membranes lipidiques de la cellule hote d’une part (Riedl et al. 2002) et en
permettant I'ancrage des glycoprotéines virales dans celle-ci (Cathomen et al. 1998;
Tahara et al. 2007). Ces derniéres serviront a I'attachement du virus & son récepteur a
la fusion des membranes virales et cellulaires. Le dernier géne transcrit sera celui de la
polymérase L.



> Tuomere de protéines de a fusion (F)

Proteme de Ly matnice (M)

- Homoadiméres de proteines
d'henmugglutimme (1

Complexe nbonucléoproteique:

— Protcine de la polymerase (L)

=—— Phosphoprotéine (P)
<—— Nucléoprotéine (N)
<—— ARN b (-)

Figure 1. Représentation schématique des morbillivirus (Delpeut et al. 2012). Les morbillivirus sont
pléomorphes exprimant & leur surface les deux glycoprotéines virales H et F. L’ARN viral encapsidé par
la nucléoprotéine (N) et associé a la polymérase L et la phosphoprotéine P forme le complexe
ribonucléoprotéique (RNP). La protéine de matrice M sert 2 fixer le RNP et organiser I'enveloppe virale.



1.1.2.3 La réplication morbillivirale

Dans le contexte d'une infection virale, le virus va s'associer a son récepteur a la
surface de la cellule par lintermédiaire de la protéine H. Cette association va activer la
protéine F qui entraine la fusion de la membrane cellulaire avec la membrane virale
(Navaratnarajah et al. 2009). Ceci méne au relargage du RNP dans le cytoplasme de la
cellule, lieu de réplication virale (Lamb 2007).

Une fois relaché, le RNP va servir de matrice a la production des différents ARN
viraux gréce a la présence de plusieurs copies de la polymérase virale déja présente. A
la fin de la transcription d’'un géne, la polymérase virale reste attachée a I'ARN
génomique viral jusqu’au prochain géne ol elle réinitiera sa transcription. Cependant, il
arrive que la polymérase se détache du génome viral entre la transcription de deux
genes viraux entrainant une diminution de la fréquence de réinititiation. Cela a pour
conséquence la formation d'un gradient de transcription des ARNm viraux, avec le géne
N comme étant le plus transcrit et le géne L comme le moins transcrit (Figure 2)
(Cattaneo et al. 1987; Homann et al. 1990).

Puis, lorsque le niveau de protéines N non assemblées est suffisant, 'ARN
polymerase ARN-dépendante (RdRp) arréte de transcrire les ARNm viraux et produit un
intermédiaire de réplication, I'antigénome de polarité positive (Blumberg et al. 1981;
Vidal and Kolakofsky 1989). Ce dernier va servir a son tour de matrice pour la synthése
de génome de polarité négative. Pendant leur transcription, les ARN génomiques viraux
nouvellement formés sont immédiatement encapsidés par les protéines N (Gubbay et
al. 2001). La polymérase virale s'associe au complexe ARN-protéines N par
lintermédiaire d'interactions avec les protéines N et P formant ainsi de nouveaux RNPs
fonctionnels pour la création de nouveaux virions (Kingston et al. 2004).
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1.1.3 La protéine V

1.1.3.1 Synthése

La protéine V est retrouvée chez tous les paramyxovirus. C'est une protéine trés
conservée qui est synthétisée a partir du cadre de lecture du géne P. Le géne P
posséde une région riche en guanosine et adénosine appelée domaine d'édition de
FARN. Lors de la transcription du géne P, il arrive que la polymérase virale « bégaye »
et ajoute une guanosine non appariée dans ce domaine d'édition par un mécanisme
nommeé « RNA editing ». Cet ajout aura pour conséquence de décaler le cadre de
lecture du gene et 'apparition prématurée d’'un codon STOP. Il en résulte une protéine
tronquée de 299 acides aminés et d’un poids moléculaire d’environ 40kDa (Figure 3A)
(Cattaneo et al. 1989).

1.1.3.2 Structure et domaines fonctionnels

L'ajout de ce nucléotide non apparié va avoir pour conséquence la production
d'une protéine virale possédant un domaine N-terminal commun avec la protéine P
mais un domaine C-teminal unique. Cette derniére est une région riche en cystéines qui
va étre capable de se lier a deux atomes de zinc (Liston and Briedis 1994; Paterson et
al. 1995). Cette structure en doigt de zinc est unique du fait qu'elle ne partage aucune
similarité avec les autres domaines en doigt de zinc connus mais reste trés conservée
parmi les protéines V des autres paramyxovirus (Horvath 2004; Lamb 2007). Malgré ce
niveau de conservation les réles et les mécanismes d’action de la protéine peuvent
varier d’'un paramyxovirus a un autre (Horvath 2004; Fontana et al. 2008).

C'est en comparant des souches sauvages et vaccinales de MeV que des
différences de réponses au niveau des voies de signalisation des interférons ont été
observées. Ces différences ont pu étre imputées par la suite a trois mutations sur la
protéine V (Ohno et al. 2004). La premiére touche un résidu tyrosine dans le domaine
N-terminal de V. Au sein des morbillivirus, le domaine N-terminal semble &tre important
pour la rétention dans le cytoplasme de la protéine STAT1 activée et de ce fait
empéche l'induction des génes dépendants de STAT1 (Ohno et al. 2004; Devaux et al.
2007; Bankamp et al. 2008; Nakatsu et al. 2008; Ramachandran et al. 2008; Caignard
et al. 2009). Des études de génes rapporteurs ont démontré que ce résidu tyrosine en
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position 110 était responsable de cette inhibition de la translocation nucléaire de
STAT1. De plus, cet effet ne se limite pas uniquement a la protéine V mais s'étend
aussi a la protéine P étant donné qu'elles partagent le méme domaine N-terminal
(Devaux et al. 2007).

Les deux derniéres mutations observées issues de la comparaison de
séquences de la protéine V affectent des résidus du domaine C-terminal. Cependant il
a été démontré que seule la premiére mutation qui affecte le résidu cystéine 272 du
domaine en doigt de zinc de la protéine est importante. Des essais de génes
rapporteurs ont montré qu'une mutation sur un résidu de doigt zinc ne bloque plus la
voie d'activation et de réponse des interférons de type |. Cet effet a été associé a une
défaillance de la protéine V a interagir directement avec I'ARN hélicase MDAS et avec
le facteur de transcription STAT2 (Ohno et al. 2004; Ramachandran et al. 2008;
Ramachandran and Horvath 2010). De plus, la mutation d'un résidu cystéine provoque
une atténuation de la virulence in vivo lors d’une infection chez le furet par le CDV,
déemontrant I'importance de cette structure sur la pathogénése (Svitek et al, article en
préparation).

Cependant, ce sont des résidus de la région C-terminale n’ayant pas de réle
dans cette structure en doigt de zinc qui interagissent avec I'ARN hélicase MDAS5 et les
facteurs de transcription IRF3 et STAT2 (Caignard et al. 2009; Ramachandran and
Horvath 2010; Irie et al. 2012). En effet, I'acide glutamique en position 235 est
responsable de l'interaction directe entre MDAS et la protéine V de MeV et cette
interaction est suffisante pour bloquer ['activation des génes des interférons
(Ramachandran and Horvath 2010). Plus récemment, il a méme été montré que la
partie C-terminale de V est aussi impliquée dans le blocage de la dimérisation du
facteur IRF3 et ainsi inhibe sa translocation nucléaire et I'activation des génes des
interférons (lrie et al. 2012). Cet effet serait complémentaire avec son effet sur MDA5
pour le blocage de l'activation des génes IFNa et IFNB. Dans une autre étude, I'acide
aspartique situé en position 248 permet l'interaction de la protéine V avec STAT2
(Ramachandran et al. 2008). Deux autres résidus identifiés, les tryptophanes 240 et
250, sont aussi importants pour cette interaction mais dans une moindre mesure



(Figure 3B) (Caignard et al. 2009). Cette interaction avec STAT2 jouerait un réle dans le
blocage de I'activation des génes dépendants de STAT2. Ainsi le domaine en doigt de
zinc de la protéine V est nécessaire mais n’est pas responsable a lui seul de I'inhibition
des voies de I'immunité innée.
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Figure 3. Synthése et conservation de la protéine V. (A) Synthése de la protéine V a partir du cadre
de lecture du géne P et représentation schématique de la structure en doigt de zinc prédite. (B)
Alignement de séquence du domaine C-terminal de différentes protéines V de paramyxovirus. En violet
sont représentés les résidus important pour linteraction avec 'ARN hélicase MDAS (Ramachandran et
al). En rouge sont représentés les résidus interagissant avec STAT2 identifiés par des expériences de
doubles hybrides (Caignard et al 2009) et en vert et bleu ceux identifiés par immunoprécipitation
(Ramachandran et al. 2008)



1.2 La pathogenése morbillivirale

Tous les morbillivirus causent une pathogenése similaire chez leurs hotes
respectifs bien que la finalité de l'infection peut varier selon I'espéce. Une infection par
MeV ne se révéle pas en général mortelle mais on estime qu’environ 20 millions de
personnes ont été infectées en 2012, principalement dans les pays en voie de
développement (W.H.O 2012). La mortalité associée a une infection par le CDV chez le
chien, quant a elle, varie de 30% a 90% respectivement (Appel 1969; Moss and Giriffin
2006).

Les morbillivirus se transmettent principalement par aérosol et sont hautement
contagieux (Appel 1969; Griffin 2007). Une infection par un morbillivirus se caractérise
par l'apparition d'une forte fiévre associée a des rougeurs cutanées, des signes gastro-
entériques et respiratoires et une immunosuppression importante (Moss and Griffin
2006). L'hdte devient contagieux quelques jours avant I'apparition des éruptions
cutanées et lorsque les symptdmes sont les plus sévéres. Durant la premiére semaine
de l'infection, le virus se réplique dans les tissus lymphatiques du tractus respiratoire
supérieur ou il va infecter les cellules immunitaires via le récepteur SLAM présent a la
surface des cellules (Sakaguchi et al. 1986; lwatsuki et al. 1995; Zhu et al. 1997;
Navaratnarajah et al. 2009). Ensuite, le virus est amplifié dans les organes lymphoides
de I'ndte tels que le thymus, la rate ou les tissus lymphatiques associés aux muqueuses
(MALT) (Appel 1969; von Messling et al. 2004). Cette virémie va induire une
immunosuppression se traduisant par une leucopénie transitoire et une inhibition de la
prolifération lymphocytaire (von Messling et al. 2003; Heaney et al. 2005; Moss and
Griffin 2006).

Enfin, le virus va finir par se répandre dans les cellules épithéliales par
lintermédiaire du récepteur Nectin-4 de I'organisme infecté comme la peau, les tissus
épithéliaux des poumons ou les intestins (von Messling et al. 2004; Takeda 2008;
Beineke et al. 2009). L'absence d'une part de systéme immunitaire causée par
limmunosuppression et l'infection d’autre part des cellules épithéliales qui méne a une
perte d’intégrité de la barriére épithéliale rendent l'individu infecté susceptible a des



infections secondaires. Ce sont ces infections secondaires qui sont souvent
responsables de la mort de I'héte (Moss and Griffin 2006).

Une infection par le CDV chez son héte va reproduire les mémes signes
cliniques qu'une infection avec MeV a savoir des éruptions cutanées, fiévre, perte de
poids, signes respiratoires, conjonctivite, une immunosuppression et dans de rares cas
des signes neurologiques (von Messling et al. 2003).

1.2.1 Les cellules immunitaires, cibles principales du virus

Les cellules immunitaires sont les cibles principales de linfection morbillivirale
(von Messling et al. 2004). Ce tropisme s'explique par la présence a la surface de
cellules immunitaires du marqueur CD150 ou SLAM (Signaling Lymphocytes Activation
Molecule) qui sert de récepteurs a tous les morbillivirus. (Griffin 2007; Navaratnarajah et
al. 2009). En effet, un virus ne pouvant plus interagir avec ce récepteur n'est plus
capable d'infecter les lymphocytes et ne cause aucune immunosuppression (von
Messling et al. 2006; Leonard et al. 2010). SLAM est un récepteur de la superfamille
des récepteurs SLAM. Il est présent uniquement a la surface des thymocytes, des
lymphocytes activés, des cellules dendritiques matures, et des macrophages. La famille
des récepteurs SLAM est importante pour I'établissement de la réponse immunitaire en
regulant I'expression de cytokines telles que l'interleukine 4 (IL-4), I'lL-12 ou en encore
le « tumour necrosis factor alpha », TNFa (Engel et al. 2003). Dés lors, son utilisation
par les morbillivirus contribue fort probablement a I'immunosuppression a plusieurs
niveaux.

1.2.2 Les effets de I'infection sur la réponse immunitaire

Du fait que les cellules immunitaires sont les cibles primaires des morbillivirus,
des changements au niveau de la réponse immunitaire vont étre observés. Une
leucopénie va apparaitre dés la premiére semaine d'infection et se traduit par une
diminution du nombre de lymphocytes B et T, de monocytes et de neutrophiles (Pillet
and von Messling 2009). Cette diminution va provoquer entre autre des lésions dans les
nodules lymphatiques, la rate ou encore les amygdales (Beineke et al. 2009). Une perte
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de prolifération lymphocytaire en présence de mitogénes a aussi été observée (von
Messling et al. 2003; Heaney et al. 2005). Des études ont montré qu’une infection par
MeV induit un arrét du cycle cellulaire dans les cellules T et la production d'lL-10
capable d'inhiber la synthése de cytokines et la prolifération lymphocytaire (Taga et al.
1993; Schnorr et al. 1997). L'IL-10 n’est pas la seule cytokine affectée par I'infection.
Une diminution de I'lL-12 et de I'lFNy a déja été observée lors d’une infection par MeV
chez 'lhomme ainsi qu'une augmentation de I'lL-4 (Atabani et al. 2001; Moss et al.
2002). Lors d'une infection mortelle par CDV chez des furets, la production d'IFN de
type | et Il, d'IL-2, IL-6, IL-4 et TNFa se retrouve diminuée (Svitek and von Messling
2007).

1.2.3 Les protéines virales dans 'immunosuppression

Des réles immunosuppresseurs ont été attribués & plusieurs protéines
morbillivirales.

La protéine N de MeV est capable d'interagir et de se fixer sur le récepteur a la
nucléoprotéine (NR) & la surface des lymphocytes et des cellules thymiques. La
présence de la protéine N dans le milieu extracellulaire pouvant s'expliquer par le
relachement de celle-ci aprés la mort des cellules infectées (Laine et al. 2003).

L'expression des glycoprotéines virales des surfaces H et F est capable d'induire
une inhibition de la prolifération lymphocytaire. Le contact de cellules exprimant les
glycoprotéines virales provoquerait sur les cellules non infectées I'arrét du cycle de
réplication cellulaire en phase G0/G1 (Schnorr et al. 1997; Weidmann et al. 2000). Cet
arrét serait provoqué par le clivage de la protéine F qui bloquerait la voie de
signalisation Akt impliquée dans I'activation des cellules T non infectées (Schnorr et al.
1997; Weidmann et al. 2000; Avota et al. 2001; Schneider-Schaulies et al. 2002).

La protéine non structurale C est importante pour l'infectivit¢ du virus mais
possede un réle moins prononcé dans I'immunosuppression. Lors d'une infection par un
virus MeV n’exprimant la protéine C dans le modéle macaque, une augmentation de la
synthese de cytokines pro-inflammatoires et d'IFN a été observée comparativement a
une infection au virus de type sauvage (Devaux et al. 2008). A l'inverse chez le furet,
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une infection par un virus CDV ne produisant plus cette protéine reste mortelle et garde
sa capacité a induire une leucopénie et une inhibition de la prolifération (von Messling
et al. 2006).

La protéine accessoire V, quant a elle, est essentielle dans I'immunosuppression
et la mortalité associée a l'infection. Ainsi un virus CDV ne synthétisant plus de protéine
V n'est plus mortel chez le furet. Une leucopénie et une perte de prolifération
lymphocytaire sont observées dés la premiére semaine d'infection mais demeurent
transitoires, et les animaux infectés recouvrent leurs capacités dés la deuxiéme
semaine d'infection. Une absence d'inhibition des cytokines a de plus été observée
conférant a la protéine V un réle important dans la réponse immunitaire dirigée contre le
virus (von Messling et al. 2006; Svitek and von Messling 2007). L'interaction de cette
protéine avec des éléments majeurs de la voie de signalisation de 'immunité innée peut
expliquer ce phénoméne mais les mécanismes moléculaires restent cependant a étre
caractérisés.

1.3 Interférence avec I'immunité innée

L'immunité innée est une réponse rapide mais non spécifique de I'organisme
face a un agent étranger. Elle est capable de ralentir la propagation de ces agents et
d'initier une réponse immunitaire adaptative (Biron 1994). Suite a l'infection d’'une
cellule par un virus, la production d'IFN est déclenchée par la reconnaissance de motifs
structuraux propres a l'agent infectieux, les MAMP (microbe associated molecular
patterns) (Janeway et al. 1996). On dénombre quatre principaux types de MAMP
viraux : I'ARN double brin (ARNdb), 'ARN simple brin (ARNsb), 'ADN CpG non méthylé
et les glycoprotéines d’enveloppe. La détection de ces motifs moléculaires s'effectue
grace a des récepteurs spécialisés appelés PRR (pattern recognition receptor) qui
auront pour réle d'assurer la discrimination entre les molécules du soi et du non-soi et
de promouvoir une réponse immunitaire contre I'agent pathogéne (Akira et al. 2006;
Kawai et Akira 2007; Thompson et Locarnini 2007). On distingue ainsi deux grandes
familles de PRR décrites pour détecter les virus : les récepteurs Toll-like (TLR) et les
ARN helicases « retinoic acid-induced gene | (RIG-I)-like » (RLH).
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1.3.1 Récepteurs TLR

La famille des TLR comprend 13 membres, chacun spécialisé dans la détection
de motifs différents. Les TLR1 a 9 sont communs & 'homme et a la souris, tandis que le
TLR10 semble fonctionnel uniquement chez I'homme et les TLR11-13 chez la souris
(Takeda et Akira 2005; Akira et al. 2006; Thompson et Locarnini 2007). Bien qu'ils
soient exprimés principalement par les cellules présentatrices d’'antigénes comme les
cellules dendritiques ou les macrophages, la majorité des cellules de lorganisme
exprime les TLR. Leur expression peut étre induite par différents agents pathogénes,
cytokines ou stress cellulaires (Takeda et Akira 2005). Les membres de la famille des
TLR partagent une structure protéique composée d’un domaine extracellulaire riche en
leucine (LRR), nécessaire a la reconnaissance des PAMP, un domaine
transmembranaire hydrophobe et un domaine de signalisation cytoplasmique, le
domaine TIR (Tolliinterleukin-1 receptor), responsable des interactions avec les
protéines adaptatrices contenant elles aussi un domaine TIR (O'Neill et Bowie 2007).

Bien qu'initialement décrits comme médiateurs de [immunité innée
antibactérienne, il s'est avéré que les TLR jouent aussi un réle dans la réponse
antivirale, en particulier dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC). Ainsi, les
TLR3, TLR7/8 et TLR9 sont les plus impliqués dans la défense contre les infections
virales en détectant les acides nucléiques viraux (Eisenacher et al. 2007; Kawai et Akira
2007). Contrairement aux autres TLR qui sont exprimés a la surface cellulaire, ces
derniers sont localisés dans des compartiments endosomaux (Akira et al. 2006;
Vercammen et al. 2008). L'interaction de ces récepteurs avec leurs ligands se
déroulerait aprés linternalisation du virus dans les endosomes au cours de l'entrée
virale pour les TLR7-9 et aprés lyse des cellules infectées et relargage des ARNdb
viraux pour TLR3. La liaison du ligand au TLR cible provoque une dimérisation et un
changement conformationnel de celui-ci, induisant le recrutement sélectif de molécules
adaptatrices spécifiques : MyD88 pour les TLR7-9 et TRIF/TICAM1 pour TLR3 (Kawai
et al. 2004, Vercammen et al. 2008). Ces adaptateurs coordonnent I'activation de
plusieurs voies de signalisation contribuant a la synthése d’IFN-a/B et de cytokines pro-
inflammatoires (Fig. 3) (Kawai et Akira 2007).
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Alors que [l'inhibition des voies des TLR et son importance dans la pathogenése
de virus & ARNsb de polarité positive tel le virus de I'hépatite C ou de virus 3 ADN
comme le virus de la vaccine a été démontrée (Li et al. 2005; Stack et al. 2005;
Shehata et al. 2006; Sato et al. 2007), le role des virus & ARNsb de polarité négative
sur l'inhibition de cette voie de signalisation a été soulevé. En effet, des diminutions de
linduction des IFN de type | activée par la voie des TLR7/9 ont été observées dans des
pDC infectées par MeV (Fig. 3) (Schlender et al. 2005; Klein Klouwenberg et al. 2009).
Les mécanismes restent encore incertains bien qu'il semblerait que I'inhibition par MeV
de la voie des TLR7/9 se ferait indirectement en empéchant la kinase iKK alpha de
phosphoryler le facteur de transcription IRF7 (Pfaller et Conzelmann 2008).

1.3.2 Récepteurs cytosoliques de MAMP viraux : RLH

Les TLR forment un systéme d’alerte efficace en cas de tentative d’intrusion d’'un
agent pathogéne et permettent d'initier dans des délais trés brefs une forte réponse
antimicrobienne. Toutefois, leur action reste limitée de par leur localisation : les TLR
sont localisés a la surface cellulaire ou a l'intérieur de compartiments endosomaux et
sont incapables de détecter les virus intracytoplasmiques (Thompson et Locarnini
2007). De plus, I'expression des TLR est de maniére générale restreinte aux cellules
immunitaires : ils joueraient donc un role limité dans des infections qui visent
principalement d'autres types cellulaires. L'étude de modéles ou [lactivation de
I'expression des TLR est bloquée ou absente a permis d'identifier un second systéme
de détection de la réplication virale intracellulaire.

1.3.2.1 Reconnaissance des MAMP par les RLH

Deux études ont identifié les hélicases RIG-I et melanoma differentiation-
associated gene 5 (MDAS) comme PRR intracellulaires capables de générer une
réponse de type IFN-a/f et pro-inflammatoire suite a la détection des ARN viraux
(Andrejeva et al. 2004; Yoneyama et al. 2004). Ces ARN hélicases appartiennent a la
superfamille des hélicases 2 (Bamming et Horvath 2009) et partagent la méme
structure : un domaine hélicase en carboxy-terminal de type DExD/H, requis pour la
détection des acides nucléiques (Lu et al. 2010), et deux domaines CARD (caspase
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(MyD88, TRIF, TRAF) (Boehme et Compton 2004). La protéine V de MeV et le RSV sont capables de
bloquer la voie de transduction des TLR7/9.
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recruitment domain) a I'extrémité amino-terminale, nécessaires pour la signalisation (Li
et al. 2009).

RIG-I et MDAS sont exprimées de fagon ubiquitaire dans la plupart des tissus et
sont inductibles par les IFN, ce qui permet une amplification autocrine et paracrine du
systéme de détection (Kato et al. 2005). L’activité des RLH est régulée dans la cellule
par un certain nombre de protéines comme des E3 ubiquitine ligases telles que TRIM25
ou RNF125 (Arimoto et al. 2007; Gack et al. 2007).

Bien que ces récepteurs partagent de fortes homologies de séquences, ils sont
capables de distinguer différents motifs d’ARN viraux (Saito et Gale 2008). RIG-| a plus
d'affinité pour les ARNdb contenant une extrémité 5'-triphosphate au niveau de son
extrémité carboxy-terminale et d’'une taille comprise entre 25 et 1000 nucléotides
(Schlee et al. 2009; Schmidt et al. 2009). Du fait de sa longueur, de sa structure et de
modifications post-traductionnelles majeures (addition d'une coiffe en 5', modifications
nucléosidiques), ce type d’ARN est absent du cytosol de I'héte et démontre ainsi son
appartenance au monde viral (Kato et al. 2006; Marques et al. 2006; Saito et Gale
2008). RIG-I a été montrée comme étant essentiel pour la reconnaissance in vivo de
nombreux virus & ARN incluant les flavivirus, les orthomyxovirus, les paramyxovirus et
les rhabdovirus (Kato et al. 2006).

Le mode de reconnaissance des ARN du non-soi par MDA5 est moins connu
que pour RIG-I. In vivo, MDA5 a été décrit initialement comme activateur de la
signalisation IFN en réponse aux poly(l:C) et a 'infection par 'TEMCV, un membre de la
famille des Picornaviridae (Gitlin et al. 2006; Kato et al. 2006). MDA5 n'est pas capable
de reconnaitre les ARNdb avec des extrémités 5'-triphosphates, mais posséde une
forte affinité pour les ARNdb possédant une coiffe non méthylée (Zust et al. 2011). De
plus, la liaison et I'activation de MDAS par les ARNdb dépendent de la longueur de ces
derniers ; il faut ainsi des ARNdb supérieurs a 1 kb pour activer la signalisation issue de
MDAS (Kato et al. 2008).
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1.3.2.2 Activation et signalisation des RLH

En absence de stimulus, RIG-I est maintenu sous une forme monomérique
inactive dans la cellule via la présence d'un domaine répresseur (RD) & son extrémité
carboxy-terminale induisant un repliement de la protéine et de ce fait empéche
I'exposition de son domaine CARD (Saito et al. 2007). La liaison de I'ARN viral sur le
domaine RD active le domaine ATPase de RIG-l induisant un changement
conformationnel de RIG-I (Gee et al. 2008; Myong et al. 2009). Ce changement
provoque son homodimérisation (Yoneyama et Fujita 2009). L'E3-ubiquitin ligase
TRIM25 va ensuite polyubiquitinyler le domaine CARD de RIG-lI et permettre le
recrutement de la protéine adaptatrice MAVS (Gack et al. 2007; Gack et al. 2008; Zeng
et al. 2010). La liaison entre RIG-1 et MAVS se produit via une interaction entre la région
CARD de RIG-I et un motif CARD présent a I'extrémité amino-terminale de MAVS
(Meylan et al. 2005; Seth et al. 2005; Xu et al. 2005). De méme, MDAS s'associe avec
MAVS via une interaction de type CARD-CARD (Kawai et al. 2005). La régulation de
I'activation de MDAS reste moins élucidée.

En plus de son domaine CARD, MAVS contient une région riche en proline et un
domaine transmembranaire (TM) en carboxy-terminal permettant I'ancrage de MAVS
dans la membrane mitochondriale (Seth et al. 2005). La forme activée de MAVS peut
s'associer a d’autres partenaires comme TRAF3 (Saha et al. 2006). Cette association
activerait les facteurs de transcription IRF-3 et IRF-7 indispensables a l'induction d'IFN-
a/B via les kinases IKKe et TBK1 (Figure4). En paralléle, MAVS permet I'activation de la
voie NF-kB par l'intermédiaire des protéines de la famille TRAF (Kawai et al. 2005; Seth
et al. 2005; Xu et al. 2005). De plus, I'activation des voies IRF-3 et NF-kB par MAVS
serait orchestrée par TRADD, une protéine connue jusqu’alors comme un adaptateur
du récepteur au tumour necrosis factor (TNF) (Michallet et al. 2008).

1.3.3 Blocage des voies d’induction des IFN

Les virus de l'ordre des Mononegavirales ont développé différentes stratégies
afin de limiter la production d'IFN induit par les MAMP. Elle consiste a limiter la
production d’ARN viral dans le but de réduire l'intensité de la réponse IFN ou de bloquer
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leur reconnaissance au niveau des RLR (Figure 5). Ces blocages s'effectuent
principalement par les protéines accessoires C et V et dans une moindre mesure la
protéine P.

L'une des défenses principales des virus demeure I'encapsidation des génomes
et anti-génomes viraux par les protéines N qui empéche d'une part la formation
d’ARNdb et d’autre part cache les motifs 3'ppp et les méthylations 2’0 aux extrémités
des ARN.

La protéine C des paramyxovirus joue aussi un rdle de régulateur de
transcription viral en limitant la synthése d’ARN viral (Cadd et al. 1996; Baron et Barrett
2000; Reutter et al. 2001; Malur et al. 2004). En I'occurrence, une infection par un virus
MeV n'exprimant plus la protéine C va amener a une plus forte synthése d’ARN viral et
une diminution de synthése protéique. Cela conduira & 'accumulation d’ARN viraux
dans les cellules et facilitera leur reconnaissance par les RLR (Reutter et al. 2001;
Nakatsu et al. 2006). De méme, la protéine C de MeV va activer la protéine cellulaire
ADAR1 et induire la déamination des extrémités 3'ppp des ARN viraux et bloquer
l'activation des senseurs RIG-| et PKR (Toth et al. 2009).

Les protéines V de paramyxovirus comme hPIV-2, SeV ou MeV vont cibler la
voie des RLR a plusieurs niveaux. Dans un premier temps, le domaine en doigt de zinc
situé en C-terminal de la protéine V va interagir avec le domaine hélicase de la
protéine MDAS (Childs et al. 2007). Cette interaction va bloquer I'oligomérisation de
MDAS ainsi que son activité GTPase (Childs et al. 2009; Parisien et al. 2009). Dans un
second temps, il a été récemment montré que les protéines V de SeV, MeV et NDV
bloquent la translocation nucléaire du facteur IRF3 et empéche lactivation de
promoteur IRF3-dépendant (Irie et al. 2012). En plus du blocage des protéines RIG-I et
MDAS5 de la voie des RLR, la protéine V de MeV est aussi capable de bloquer la
translocation nucléaire de la sous-unit¢ p65 de NF-xB, bloquant la voie NF-xB
dépendante et linduction de nombreuses cytokines induites par ce facteur de
transcription (Schuhmann et al. 2011).

18



—

Paramyxovirus ;
| Protéine V
MDAS =~ ------ ':"-a ------ .
SUMO ---=+, : @POPRE g b 4++A,
Vo | (] e
IRF-3,I87 | popy Protsine C HT"’"“'M':’"
: | Protaine v e Famas ‘l.: -
: [ Rubulavirus| Y ewovrowe * ¥
: | Protéine v : *
$ e, ; ! e ':
R T o - - - R e L R 1 “—————1| Replication !
: IRF-3RF-7 TKB1/IKKe | Rep ;
s A n
TRt U SRS NFKB pSO/p65 <-----+ IKKo/IKKB A~ soop 23315 5
W= i Tt ss, |
00 2, TEN-B A — | Mononegavirales :
2 MeV [ Prowinen F—ro!
Protéine V | (encapsidation)

—_— ':
| RSV 1&g PRS- S S
[Prottine Ns2] TN

Figure 5. Voies d’induction des IFN et interférence virale. Voies de détection principales des virus de
Yordre Mononegavirales par les senseurs RIG-I et MDAS et stratégies d’évasion virales les mieux
caractérisées. Les lignes rouges représentent le blocage ou la compétition pour la liaison entre les
protéines. Les lignes noires représentent le déroulement normal de la voie de signalisation (Gerlier et
Lyles 2011).
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1.3.4 Laréponse al'lFN

L'expression de nombreux génes de la réponse antivirale est amplifiée et/ou
conditionnée par l'action des IFN. On dénombre trois familles d'IFN. Les deux
principales sont les familles des IFN de types | et Il régulées respectivement par les
IFNo/B, IFNy.

1.3.4.1La voie des IFN de type |

Les cellules sensibles a I'lFN-a/B sont celles qui présentent a leur surface le
récepteur IFNAR (Novick et al. 1994). Ce récepteur, composé des sous-unités IFNAR-1
et 2, recrute les tyrosines kinases Jak1 et Tyk2, dés fixation de son ligand. Cette liaison
provoque la phosphorylation des protéines Jak1 et Tyk2, et permet le recrutement puis
la phosphorylation des facteurs de transcription Signal Transducer and Activator of
Transcription 1 (STAT1) et STAT2. Les STAT activés dimérisent et s'associent a un
troisiéme facteur, IRF-9, pour former le complexe ISGF3 (Platanias 2005). Ce complexe
est ensuite transloqué dans le noyau ou il va se fixer sur des séquences de régulation
appelées IFN stimulated response elements (ISRE) et activer ainsi la transcription de
nombreux génes (Fig. 5) (Randall et Goodbourn 2008). Ces génes ont principalement
un réle d'amplification de la réponse aux IFN de type | mais aussi dans la synthése de
protéines antivirales ou encore dans la présentation des complexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH) de classe | (de Veer et al. 2001).

1.3.4.2La voie des IFN de type li

Les cellules immunitaires sont les seules a posséder des récepteur a I''FNy
(IFNGR) a leur surface (Biron 1994). Aprés activation par fixation de I'IFNy, les tyrosines
kinases JAK1/JAK2 seront phosporylées activant le recrutement, la phosphorylation et
’homodimérisation de STAT1. Cette dimérisation permet la translocation nucléaire de
STAT1 et l'activation de génes possédant des éléments de régulation & linterféron
gamma (GAS) (Platanias 2005). Les protéines produites vont avoir un réle dans
I'activation des macrophages et des cellules NK en augmentant la présentation
antigénique par le CMH de classe |l et la réponse cytotoxique (Biron et Brossay 2001).
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1.3.4.3 Interférence virale sur la voie JAK/STAT

La voie JAK/STAT est une cible privilkgiée des virus de l'ordre des
Mononegavirales. La protéine V de MeV va se lier 4 JAK1 afin de bloquer la
phosphorylation de STAT1 et de ce fait son activation (Caignard et al. 2007). Les
protéines P et V des morbillivirus peuvent également se lier directement & STAT1 par
Fintermédiaire de leur domaine N-terminal commun (Devaux et al. 2007; Rothlisberger
et al. 2010). En plus, le domaine C-terminal unique va quant & lui &tre essentiel pour
interagir avec STAT2 notamment grace a des résidus tryptophanes conservés
(Caignard et al. 2007). Cette double inhibition de STAT1 et STAT2 permet de bloguer la
translocation nucléaire des diméres STAT1/STAT1 mais aussi STAT1/STAT2 et
bloquer Factivation a la fois des voies des IFN de types | et Il (Devaux et al. 2007;
Ramachandran et al. 2008; Caignard et al. 2009; Rothlisberger et al. 2010). Mais
d'autres meécanismes d'inhibition ont été élucidés comme par exemple celui de la
protéine V des rubulavirus et les protéines NS1 et NS2 des pneumovirus vont adresser
les protéines STAT vers le protéasome et induire leur dégradation au lieu de bloquer
leur activation (Figure 6) (Elliott et al. 2007).

1.3.5 Controle de la synthése virale par les ISG

L'expression de plusieurs centaines de génes est régulée par I''FN de type |
dans les cellules stimulées (de Veer et al. 2001). Ces génes de réponse a I'lFN ou IFN-
stimulated genes (ISG) ont un réle essentiel dans 'immunité innée. lls possédent en
général soit une activité antivirale, soit participent eux-mémes a la signalisation IFN
(RLH, IRF-7, STAT1) et produisent ainsi une amplification de la réponse IFN et une
activation de la réponse immunitaire adaptative (Sadler et Williams 2008). On regroupe
les effets antiviraux des ISG en différents groupes : I'hydrolyse des ARNm, le blocage
de la traduction des ARNm, le blocage de la transcription, la mutation des ARNm
viraux, le détournement du trafic des protéines virales, I'induction de la mort cellulaire
par I'apoptose et I'expression des CMH de classe | et |I.
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1.3.5.1 L’hydrolyse des ARNm

L’hydrolyse d’ARNm va se faire par I'action de ribonucléases. Les protéines OAS
et RNase L restent les mieux caractérisées. La protéine OAS (oligoadénylate-
synthétase) induit I'activation de la ribonucléase L (RNase L) via la synthése, a partir
d’ATP, d’oligoadénylates liés en 2’-5’. La RNase L clive ainsi les régions simples brins
d’ARN cellulaires ou viraux et diméres d’ARN clivés contenant des groupements 3'-
phosphate (Silverman 1994). |l est intéressant de noter que ces petits fragments d’ARN
sont capables d’activer les RLH pour induire la synthése d'lFN-a/B (Malathi et al. 2007).

1.3.5.2 Le blocage de la traduction

La PKR est une sérine-thréonine kinase qui peut se lier aux ARNdb a son
extremité amino-terminale, et posséde une activité enzymatique dans sa partie carboxy-
terminale (Meurs et al. 1990). En présence d’ARNdb, la protéine subit un changement
conformationnel activant son domaine kinase. Cette activation va permettre la
phosphorylation du facteur d'initiation de la traduction elF2a le rendant inactif et
induisant de ce fait I'arrét de la traduction des ARN messagers viraux et cellulaires
(Williams 1999).

Les protéines de la famille ISG56 sont aussi impliquées dans le blocage de la
traduction. Le prototype de cette famille, la protéine 1ISG56 est fortement induite en
présence d'interféron de type | ou des virus 8 ARN négatif tels que SeV ou encore RSV
(Der et al. 1998; Elco et al. 2005; Janssen et al. 2007). Ce sont des protéines
cytoplasmiques possédant des motifs tétratricopeptides répétés plusieurs fois (TPR)
interagissant entre eux et qui permettent la formation de grands complexes protéiques
(D’Andrea et Regan 2003). Les protéines de la famille ISG56 vont se fixer a la sous-
unite elF3e du complexe elF3 et bloquer [initiation de la traduction en empéchant la
formation du complexe ternaire elF2/GTP/Met-tRNAi (Hui et al. 2003).

1.3.5.3 Le blocage de la transcription virale

Les protéines GTPases telles que Mx1 vont inhiber la multiplication de nombreux
virus a ARN tels que Influenza (Haller et Kochs 2002). Mx1 est exclusivement induit par
les IFN de type |. Elle agit en séquestrant les composants viraux nécessaires a la
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réplication au niveau du réticulum endoplasmique lisse (Accola et al. 2002; MacMicking
2004; Torisu et al. 2004).

1.3.5.4 La mutation des ARNm viraux

Les protéines comme ADAR1 vont modifier les ARN viraux changeant un
adénine en inosine qui sera reconnu comme guanine par les ribosomes et les ARN
polymérases au lieu d’'une thymine. Ce mécanisme introduit des mutations au sein du
genome viral menant a la production de particule virale non viables (Pfaller et al. 2011).

1.3.5.5L’expression des CMH

Les CMH sont des molécules présentatrices de peptides antigéniques a la
surface des cellules. La reconnaissance des CMH par leurs récepteurs spécifiques va
permettre linduction d'une réponse immunitaire contre ces cellules et induire leur
élimination. Il existe deux familles de CMH, les CMH de classe | exprimés a la surface
de toutes les cellules et les CMH de classe Il exprimés a la surface des cellules
présentatrices d'antigénes professionnelles (cellules dendritiques, les lymphocytes B
activés, les macrophages) (Neefies et al. 2011).

Les CMH de classe | expriment des peptides antigéniques intracellulaires
dégradés par le protéasome (Sijts et Kloetzel 2011). Ces peptides sont apprétés au
niveau du réticulum endoplasmique sur des chaines lourdes HLA et légéres p2m par
lintermédiaire des protéines de transport TAP (Reits et al. 2003). Ces molécules sont
ensuite exocytées pour étre reconnues par des lymphocytes T CD8 (Jones et al. 1998).
Une stimulation par les IFN de types | et |l va induire une augmentation d'expression
des génes HLA, p2M ou encore TAP associés au CMH de classe | (Giacomini et al.
1988).

Les CMH de classe |l sont la deuxiéme classe de CMH qui exprime des peptides
antigéniques préalablement endocytés. lls se composent de deux chaines o et B qui
vont s’associer dans le Réticulum Endoplasmique puis sont transportées par le Golgi
jusqu'aux vesicules endosomales ou les peptides antigéniques sont dégradés. Une fois
dans I'endosome, les peptides antigéniques se lient sur le CMH de classe |l et sont
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transportés a la surface ou ils sont reconnus par les lymphocytes T CD4 et certains
lymphocytes B (Vignali 1994; Neefjes et al. 2011). Contrairement au CMH de classe |,
les IFN de types |l sont associés a I'expression des génes de la chaine o et p du CMH
de classe |l (Giacomini et al. 1988).

Du fait de l'importance des CMH dans la réponse immunitaire, de nombreux
virus ont développé des mécanismes pour empécher la présentation antigénique par
les CMH. Les mécanismes viraux les plus étudiés restent ceux des virus & ADN qui
vont bloquer entre autres la dégradation des peptides par le protéasome ou la
transcription des génes du CMH (Horst et al. 2011). Cependant le rdle des protéines
des paramyxovirus sur les voies de CMH est encore méconnu bien que des études ont
montré une relation entre une diminution d’expression des CMH et linfection virale
(Neumeister et al. 2001; Yilla et al. 2003).

1.4 Problématique, hypothéses et objectifs de travail

Le genre Morbillivirus comprend le MeV, le CDV ainsi que d'autres virus infectant
les animaux. Le CDV est responsable d'une maladie proche de celle de la rougeole
mais qui touche les carnivores tels que les chiens et les furets. Lors d’'une infection par
MeV et CDV dans leurs hotes naturels, une immunosuppression va apparaitre
empéchant I'établissement d’'une réponse immunitaire nécessaire pour neutraliser
l'infection (Moss et Griffin 2006).

Les morbillivirus sont des virus @ ARN simple brin de polarité négative avec un
genome codant pour six génes. L'un de ces génes code pour trois protéines : la
phosphoprotéine P et deux protéines accessoires, V et C. La protéine accessoire V des
virus du genre Morbillivirus interfére avec la réponse immunitaire innée de I'héte in vitro
et est donc un facteur de virulence important (Kerdiles et al. 2006). Ainsi la protéine V
de MeV va s’associer avec plusieurs protéines cellulaires impliquées dans les voies de
signalisation des interférons, tels que I'ARN hélicase MDAS (Andrejeva et al. 2009) et
les protéines STAT1 et STAT2 (Ramachandran et al. 2008, Rothlisberger et al. 2010).
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Néanmoins, l'importance relative de ces interactions et leurs implications dans la
pathogénése morbillivirale demeurent encore inconnues.

Des virus mutants ont été caractérisés précédemment dans le laboratoire. L'un
de ces virus (CDV VY110H) est muté sur la tyrosine en position 110 de la protéine V le
rendant incapable d'interagir avec la protéine STAT1 et ainsi de bloquer & la fois la voie
des IFN de type | et de type Il. Un second virus produisant une protéine V portant une
mutation sur une des cystéines de son domaine conservé en forme de doigt de zinc
(CDV Vc2sss) est incapable d'interagir avec les protéines MDAS et STAT2 et d'inhiber
la voie d'induction des IFN ainsi que la voie de réponse aux IFN de type |. Bien que le
virus CDV VY110H ne soit plus capable de bloquer la voie des IFN de type | et Il, il s’est
révélé létal lors d’une infection chez le furet. Au contraire, le virus CDV Vc255s n'a
provoque qu’une maladie bénigne malgré sa capacité a inhiber la voie des interférons
de type |l en bloquant la translocation nucléaire des homodiméres STAT1/STAT1.

En plus de ces observations, Il a été précédemment démontré au cours de tests
par géne rapporteur que le contréle de la transcription du géne Mx1 corrélait avec la
létalité des virus. Cette régulation de la transcription de Mx1 n'a pas été observée avec
ISG54, un autre géne ISG. Ces résultats suggérent la présence d'un contrdle sélectif
des ISG par la protéine V. Nous émettons I'hypothése que la protéine V du CDV
interfére avec la réponse immunitaire en provoquant une induction différentielle des ISG
qui conduira a 'immunosuppression morbillivirale.

Pour tester cette hypothése, j'ai produit trois lignées cellulaires HelLa exprimant
constitutivement la protéine VWT, VY110H et VC255S. J'ai caractérisé et comparé les
profils transcriptionnels de ces lignées cellulaires suite a une stimulation aux IFN. Nous
avons ensuite identifié les voies de signalisation impliquées dans la régulation des ISG
et enfin déterminé le role de la présentation antigénique par les CMH dans
limmunosuppression.
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CHAPITRE 2 - MATERIELS ET METHODES

2.1 Lignées cellulaires et entretien

Les cellules épithéliales humaines HelLa (CCL-2, ATCC) et les dérivés HelapCg,
HeLaVwT, HelaVy110H et HeLaVc2s5s ont été cultivées dans le milieu Dulbecco's
modified Eagle medium (DMEM, Invitrogen) complémenté avec 5% de sérum fétal
bovin (FBS, Invitrogen). Lorsque les cellules atteignent 90% de confluence, le milieu est
remplacé par PBS1X - 0.2 g/L EDTA (Versene, Invitrogen) et les cellules sont incubées
a 37°C, 5% CO jusqu'a détachement. Les cellules sont ensuite récupérées puis
centrifugées 5 min & 800 g. Le culot est resuspendu dans un volume approprié de
DMEM+5% FBS et 10% des cellules sont remises dans le flacon.

2.2 Génération des lignées cellulaires stables

2.2.1 Transfection

Un puit d'une plaque a 6 puits a été ensemencé par des cellules HeLa dans du
DMEM+5% FBS et incubé a 37°C, 5% CO; jusqu’a atteindre 90% de confluence. Juste
avant la transfection, le milieu est remplacé par de DMEM et le mélange de transfection
préparé. Briévement, 4 ng de plasmide vide pCG ou bien codant soit pour la protéine
VWT, le mutant VY110H ou le mutant VC255S et 8 ulL de Turbofect (Fermentas) ont été
mélangé dans 500 pL d’'OPTIMEM (Invitrogen) puis incubé 20 min a température
ambiante. Le mélange de transfection est ensuite déposé goutte a goutte dans le puit
ensemence et la plaque est incubée 24 h a 37°C, 5% CO,.

2.2.2 Sélection des cellules

Le jour suivant, les cellules ont été détachées par de la Versene, divisée en trois
puis resuspendues dans le milieu de sélection DMEM+5% FBS contenant 250 pug/mL
de Zeocin (Invitrogen) pour ensemencer 3 nouveaux puits d'une plaque a 6 puits. Les
cellules sont ensuite incubées & 37°C, 5% CO, dans le milieu de sélection jusqu’a
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Fapparition d'llots. La sélection peut durer de 1 a 2 semaines avant que des
échantillons de protéines ont été prélevés pour tester I'expression des protéines
transfectées par immunobuvardage.

2.2.3 Isolement de clones par la méthode de dilution en série

Le but est d’obtenir un ilot cellulaire provenant d’'un clone cellulaire. Pour cela,
une plaque 96 puits est ensemencée comme décrit dans la figure 6. Brigdvement, les
cellules sont récupérées, centrifugées et comptées. Dans un premier temps, nous
visons 150 cellules dans les 32 premiers puits. Nous allons préparer 5 000 cellules
dans 3.5 mL de milieu de sélection dans une boite de pétri stérile et nous distribuons
100 pL de ce mélange dans chacun des 32 premiers puits. |l reste environ 0.3 mL de
milieu contenant 450 cellules dans la boite de pétri. Dans un second temps, nous
rajoutons a nouveau dans la boite de pétri 3.2 mL de milieu de sélection. Nous avons
ainsi dilué d’environ dix fois la concentration cellulaire initiale. Nous redistribuons 100uL
du mélange dans les 32 puits suivants de la plaque. Enfin, nous recommencons une
derniére fois I'étape précédente afin d’obtenir une seconde dilution de la concentration
de cellules que nous distribuons dans les puits restants (Figure 7).

Les cellules sont entretenues dans du DMEM+10% FBS avec 250 ug/mL de
Zeocin a 37°C, 5% CO; jusqu'a leur confluence. Elles sont ensuite détachées puis
ensemencées dans une plaque 6 puits dans du milieu de sélection jusqu'a leur
confluence. Les protéines sont récupérées pour tester I'expression des protéines
recombinantes. Une seconde dilution en série est ensuite ré-effectuée a plus forte
dilution. Lorsqu'une population clonale a été sélectionnée, une flasque T25cm? est
ensemencee dans du milieu de sélection. Les protéines sont extraites a nouveau afin
de vérifier le niveau d'expression de la protéine transfectées et un test par cytométrie
en flux est effectué afin d’évaluer si la population sélectionnée est monoclonale.
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Figure 7. Sélection clonale par dilution en série. Un mélange de cing mille cellules resuspendues dans
3.5mL de milieu de sélection est produit. Cent uL de ce mélange contenant approximativement 150
cellules est distribué dans chacun des 32 premiers puits d’'une plaque 96 puits. Une dilution au dixiéeme
est effectuée en rajoutant 3.2mL de milieu de sélection sur le mélange initial restant et 100 pL contenant
environ 15 cellules ont été mis dans chacun des 32 puits suivants. L'étape de dilution est répétée une
troisieme fois pour les 32 derniers puits de la plaque afin d’avoir environ 1.5 cellules dans chacun des
puits.
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2.2.4 Vérification de I'’expression de la protéine V

2.2.4.1 Extraction des protéines

Les cellules sont d’abord lavées trois fois dans du PBS 1X froid puis lysées dans
du tampon RIPA (1mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1% sodium deoxycholate, 50 mM
Tris-HCI [pH 7.4], 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl) contenant un cocktail
d'inhibiteur de protéases (Roche) a 4°C sous agitation pendant 20 min. Le lysat est
ensuite récupéré et centrifugé a 12 000 g pendant 15 min & 4°C. Le surnageant est
récupére et conservé a -80°C jusqu’a utilisation.

2.2.4.2Immunobuvardage

Les échantillons sont mélangés avec un volume équivalent de tampon Laemmli
(Tris HCL pH 6.8, 2% SDS, 10% glycérol, 0.01% bromophénol blue, DTT 100mM) et les
protéines sont dénaturées apres ébullition & 100°C pendant 5 min et transférées sur
glace. Les échantillons sont ensuite chargés sur un gel de polyacrylamide 10% en
condition dénaturantes (SDS-PAGE 10%). Le gel est transféré sur une membrane de
polyvinyl-difluoride (PVDF, Millipore Corporation) & 12V pendant 30 min dans du
tampon semi-dry (Tris 250mM, glycine 2M). La membrane est récupérée et bloquée a
4°C dans du tampon de blocage pendant la nuit. Le lendemain, elle est lavée trois fois
par du tampon de lavage (TBS 1X, 0.1% Tween 20) pendant 5 min puis incubée
pendant 1h dans du tampon de blocage contenant un sérum de lapin reconnaissant les
residus 18 a 39 de la partie N-terminale de la protéine V (von Messling et al. 2006). La
membrane est soumise a trois nouvelles étapes de lavages puis incubée 1 h avec du
tampon de blocage contenant un sérum anti-lapin couplé avec la péroxidase (Sigma-
Aldrich). La membrane est & nouveau lavée trois fois et finalement incubée 5 min avec
'ECL Plus Western Blot Détection Kit (GE Healthcare) avant d'étre révélée par systéme
d’'imagerie (Kodak).

2.2.4.3 Cytométrie en flux

Les cellules des lignées cellulaires HeLaVwT, HeLaVy110H, HeLaVc2s5s ont été
ensemencees dans des plaques a 6 puits contenant du DMEM+10% FBS jusqu'a 80%
de confluence. Les cellules sont ensuite récupérées aprés 5 min d'incubation dans de la
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Versene a 37°C, 5% CO; et lavées dans du tampon Perm/Wash (BD Biosciences).
Aprés centrifugation a 800g pendant 5 min, le culot est resuspendu dans du
Cytoperm/Cytofix (BD biosciences) a 4°C durant la nuit puis soumis a une étape de
lavage dans du tampon Perm/Wash et centrifugé 5 min a 800g. Les cellules sont
incubées pendant 45 min avec I'anticorps anti-P/V clone 3.768 (Orvell et al. 1985) a 4°C
puis a nouveau lavées dans le tampon Perm/Wash et centrifugées a 800g pendant
5min. Un second marquage est alors effectué avec un anticorps anti-souris couplé a la
phycoérythrine (JacksonlmmunoResearch Laboratories, Inc.) pendant 45 min & 4°C &
I'abri de la lumiére. Une derniére étape de lavage est effectuée et les échantillons sont
resuspendus dans 300 pl de 1% paraformaldéhyde (PFA) et lus sur le cytométre BD
FACSCalibur jusqu'a I'acquisition de 10 000 événements.

2.3 Préparation des échantillons pour I’'analyse transcriptomique

2.3.1 Stimulation des HelLa

Chaque lignée cellulaire est ensemencée dans quatre puits d'une plaque a 6
puits a raison de 300 000 cellules par puits et gardée a 37°C, 5% CO, dans du
DMEM+5% FBS jusqu'au lendemain. Pour chaque lignée, deux de ces puits seront
incubés en présence d'IFN tandis que deux autres serviront de contréle non stimulé.
Pour cela, le milieu est remplacé et les cellules incubées dans du DMEM+5% FBS avec
ou sans IFNa a une concentration de 1000 U/mL (R&D Systems) pendant 12 h & 37°C,
5% CO2 (Figure 8).

2.3.2 Extraction d’ARN

L'ARN de chacune des lignées est récupéré a l'aide du RNAeasy mini Kit
(Quiagen). Pour ce faire, les cellules sont lavées trois fois dans du PBS 1X gardé a 4°C.
Les cellules sont ensuite lysées dans 350 pL de tampon RLT contenant 10 pL/mL de B-
mercaptoéthanol. Le lysat est transféré sur une colonne QlAshredder et centrifugé a
vitesse maximale pendant 2 min. Le flow-through est recueilli puis mélangé avec 350
pL d'éthanol a 70% et purifi€ sur une mini colonne RNAeasy. L'’ARN est élué dans 30
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uL d'eau sans ARNase puis aliquotés en fraction de 10 ulL et conservé a -80°C jusqu'a
utilisation.
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Figure 8. Processus expérimental de détermination des génes induits par les IFN dans les lignées
exprimant la protéine V. Les lignées cellulaires sont produites puis stimulées par PIFN. L’ARN et les
protéines sont extraits et soumis respectivement & l'analyse par biopuce et immunobuvardage. Les
données des biopuces sont recueillies, normalisées et comparées suivant les différentes conditions. Elles
sont soumises & des analyses statistiques de regroupement et les fonctions des génes identifiés sont
récupérées dans la base de données GO. Dans un demier temps, 17 génes sélectionnés par cette étude
sont confirmés quantitativement par immunobuvardage ou PCR quantitative en temps réel.
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24 Analyse des puces a ADN

2.4.1 Latechnologie lllumina

La technologie lllumina est un systéme permettant I'étude d’expression
génomique a haut débit. Elle repose sur un réseau de billes en silicium au sein
desquelles des oligonucléotides sont attachés. Les billes sont déposées aléatoirement
dans des puits présents sur une surface prédéfinie (par exemple une lame de verre) et
la biopuce ainsi générée est décodée en identifiant la combinaison billes-
oligonucléotides présente dans chaque puit.

2.4.1.1 Description de la puce lllumina HumanHT-12

La puce lllumina HumanHT-12 v4.0 utilisée permet de détecter le niveau de
transcription des génes déja caractérisés ou prédits ainsi que les différentes versions
résultant d'épissage alternatif. Pour cela, chaque puce posséde plus de 47 000 sondes
représentant 99.98% du génome humain. Chaque sonde est congue afin de couvrir
toute la base de données NCBI RefSeq Release 38 et Unigene. De plus, la surface sur
laquelle les billes sont déposées peut contenir jusqu'a 12 échantillons a tester facilitant
les études a haut débit.

2.4.1.2Fonctionnement de la puce

L'analyse de I'expression des génes est effectuée en deux étapes et repose sur
I'utilisation des sondes oligonucléotidiques d’'une taille de 79 bases divisées en deux
parties. La partie 5’ se compose de 50 nt congus pour s’hybrider avec les transcrits du
génome humain. La partie 3' code pour 29nt qui servira a l'identification de la bille.
Chaque partie 3' d'une sonde est unique et permet d'identifier I'oligonucléotide sans
ambigiité une fois déposée sur la puce (Figure 9A).

Jusqu'a 47 000 oligonucléotides différents sont ainsi créés. L'ARN extrait des
cellules est transformé en ADNc double brin par transcription inverse afin de rendre les
échantillons plus stables dans la durée. Pour I'hybridation, 'ADNc produit est transcrit in
vitro en ARNc. Lors de cette transcription, les bases d'uraciles sont marquées a la
biotine qui permettra d'évaluer le niveau d'expression du géne correspondant. L'’ARNc
marqué est mélangé avec les sondes oligonucléotidiques pour hybridation. Les billes de
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silicium sont alors introduite dans le mélange et déposées aléatoirement en quantité
égale et uniformément a la surface de la plaque en verre contenant les puits & billes
(Figure 9B). La plaque est lavée et incubée en présence d’'une molécule fluorescente
reconnaissant la biotine. La puce est ensuite lue grace a un laser qui évaluera l'intensité
du signal de chaque bille.

Une derniére étape est nécessaire afin d'identifier la bille qui a été lue. Ce
décodage sera possible grace a la séquence unique d'identification présente sur
l'oligonucléotide. La puce est alors incubée séquentiellement avec des sondes de 3nt
de couleurs différentes (verte pour la carboxyfluorescéine, rouge pour cyanine 3, ou
non marqué) a trés fortes concentrations qui vont venir s’hybrider sur la partie 3' de la
sonde oligonucléotidiques, puis lavées afin de retirer tous signaux non spécifiques.
Ainsi aprés chaque étape d’hybridation, les billes seront soient vertes, soient rouges,
soient non colorées et si I'on assigne un chiffre a chaque couleur (0 pour non coloré, 1
pour vert et 2 pour rouge), on obtient un code d'identification numérique. Des étapes
d’hybridation sont répétées plusieurs fois jusqu'a I'obtention d'un code d’identification
numérique permettant de distinguer sans ambiguité l'identité de chaque bille et des
sondes d’'oligonucléotides (Gunderson et al. 2004).

La Figure 9C donne un exemple d'identification par hybridation séquentielle. A la
premiére hybridation, le vert est détecté. Nous assignons alors le nombre 1 a cette bille.
A la seconde hybridation, le vert est 4 nouveau détecté et le nombre 1 est & nouveau
assigné. Nous répétons les hybridations jusqu'a ce que nous obtenions alors le code
11012202 qui nous permettra d’identifier la bille et la séquence d'oligonucléotides qui y
est rattachée.
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Figure 9. Fonctionnement la puce lllumina HumanHT-12. (A) L’ARNc extrait des cellules et biotinylé va
s’hybrider la partie 5' de la sonde oligonucléotidique. La partie 3' servira a son identification et a son
attachement a la bille de silicium. (B) Les billes sont placées sur une plaque en verre pouvant héberger
jusqu'a 12 échantilions différents. (C) Exemple d'identification. La bille isolée posséde le code 11012202.
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2.4.2 Evaluation de I’expression des génes

La qualité des ARN extrait des différentes lignées cellulaires stables est évaluée
par nanodrop et par gel d’'électrophorése avant d’étre envoyées au centre d'innovation
Génome Québec et de I'Université McGill. La qualité des échantillons est de nouveau
évaluée par bioanalyzer afin de s'assurer qu'ils n'ont pas été dégradés durant le
transport. L'hybridation de 'ARN sur les puces et leur décodage ont ensuite été
effectués (Figure 8).

Les données obtenues sont tout d'abord normalisées en utilisant I'algorithme
Limma au sein de l'application FlexArray. La variance entre chaque échantillon est
inferieure & 0.001. La différence d'expression des génes aprés stimulation par I'IFN
dans chaque lignée est évaluée par le test statistique EB de Wright et Simon. Toute
expression de génes supérieures a 2 (p<0.05) est considérée comme significative.

2.4.3 Clusterisation et analyse fonctionnelle

Les génes ayant le méme profil d'expression ont été regroupés sous forme de
clusters en utilisant I'algorithme de distance des K-moyen (K-mean) par corrélation de
Pearson avec un maximum de 50 itérations a partir du logiciel MEV. Sept clusters ont
été isolés car ils représentaient la meilleure classification. Une seconde clusterisation
hiérachique (HCL) calculant les moyennes des distances entre chaque groupe (average
distance clustering) a été effectuée en paralléle sur les différents échantillons et a
identifié deux groupes de deux échantillons se ressemblant. Les génes de chacun des
sept clusters ont été soumis au logiciel DAVID afin de rechercher les processus
biologiques et les voies de signalisation les impliquant en interrogeant les base de
données GO (Gene Ontology) et KEGG respectivement (Dennis et al. 2003). Le seuil
d'analyse du logiciel DAVID a été fixé de telle sorte que chaque résultat soit constitué
d'au moins 5 génes et d'une p-value<0.001 (Figure 8).
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2.4.4 Validation des données de la puce a ADN
2.4.4.1 Veérification par PCR temps réel

L'expression de 17 génes sélectionnés a de plus été évaluée par PCR
quantitative en temps réel. Les échantillons d’ARN utilisés pour la biopuce ont été
envoyés au service de génomique de I'IRIC. Le niveau de transcription des génes
ACTB et HPRT1 a été utilisé afin de normaliser I'expression des 17 autres génes. Le
niveau de transcription des ARNm est représenté par la formule changement
d'expression=2"4,

2.4.4.2 Vérification par immunobuvardage

L'immunobuvardage est effectué comme décrit dans la partie 3.2.4.2 Une
premiére incubation avec des anticorps dirigés contre les protéines Mx1 (Origene),
STAT1 et STAT2 (Santa-Cruz Biotechnology) est faite et des anticorps secondaire anti-
souris ou lapin couplé a la péroxidase (Sigma-Aldrich) sont utilisés pour la détection.

2.5 Evaluation du niveau d’expression des CMH de classe |

2.5.1 Préparation des échantillons

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits dans du
DMEM+10% FBS jusqu'a 50% de confluence. Le milieu a été changé puis remplacé par
du DMEM+10% FBS contenant 1000 U/mL d’IFN« pendant 12 h, 24 h et 48 h & 37C,
5% CO2. Pour chaque temps d'incubation, un puit non stimulé est aussi utilisé et
servira a normaliser le niveau d’expression des CMH de classe | par rapport aux
cellules stimulées

2.5.2 Cytométrie en flux

Pour chaque puits, les cellules sont divisées en deux groupes qui serviront pour
les marquages de surfaces et les marquages intracellulaires. Pour les marquages
intracellulaires du CMH de classe |, les cellules sont fixées et perméabilisées pendant
20 min a 4°C dans du Cytoperm/Cytofix (BD biosciences). Les cellules sont ensuite
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lavées dans le tampon de FACS pour le marquage de surface ou du tampon
Perm/Wash pour le marquage intracellulaire. Les cellules sont ensuite centrifugées a
800 g pendant 5 min. Les cellules sont incubées avec I'anticorps anti-HLA-PE
(Biolegends) pendant 30 min a 4°C a I'abri de la lumiére. Les cellules sont & nouveau
lavées dans le tampon FACS et centrifugées & 800 g pendant 5 min puis resuspendues
dans 500 pL de PBS 1X. Le niveau d'expression des CMH de classe | est ensuite

mesure par un cytométre BDFortessa (BD Biosciences) jusqu'a acquisition de 25 000
événements.
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CHAPITRE 3 - RESULTATS

3.1 Lafonctionnalité des protéines V est conservée dans les lignées
cellulaires stables HeLaVWT, HeLaVY110H et HeLaVcC255S

3.1.1 Les lignées stables sont issues de populations monoclonales et expriment

les protéines VWT, VY110H et VC255S & niveau équivalent

Afin d’étudier les effets de la protéine V sur la réponse immunitaire, nous avons
choisi de générer des lignées cellulaires stables capables d’exprimer constitutivement
les protéines VWT, VY110H et VC255s. L'utilisation d'une population cellulaire homogéne
nous permettra d’empécher I'apparition d’'un signal provenant de cellules n’exprimant
pas la protéine V et d’'un effet indirect de celles-ci aprés stimulation sur le reste de la
population cellulaire.

Nous avons choisi la lignée cellulaire HelLa d'une part parce qu'il s'agit de
cellules épithéliales, I'une des cibles de I'infection morbillivirale, et d’autre part parce
quelle a été utilisée précédemment dans des études de profilage transcriptionnel. De
plus, l'origine humaine de cette lignée nous assure la disponibilité de réactifs pour les
validations subséquentes. Suite a la transfection, une premiére sélection clonale par
dilution en série a été effectuée en présence de zéocine. Aprés avoir testé I'expression
de la protéine V par immunobuvardage dans les clones sélectionnés (données non
présentées), nous avons procédé a une seconde sélection clonale. Nous avons isolés
des populations cellulaires monoclonales exprimant I'une des protéines V que nous
avons testées par immunobuvardage (Figure 10 A) et cytométrie en flux (Figure 10 B-
D). Pour chacune des protéines V, une vingtaine de clones ont été isolés et par la suite,
regroupés en trois populations cellulaires pour chaque protéine V afin d'éviter tout biais
provoqué par un clone mal fonctionnel. Ces lignées serviront & établir les profils
transcriptionnels des cellules en présence de V.
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Figure 10. Evaluation des niveaux d’expression de la protéine V des clones cellulaires stables
aprés sélection. (A) Expression des protéines V dans les lignées cellulaires stables aprés sélection. Les
extraits protéiques totaux ont été récupérés pour I'analyse. Un sérum dirigé contre la partie N-terminale
de la protéine V a été utilisé. (B-D) Analyse de I'expression de la protéine VWT, VY110H et V2555 dans
ces mémes lignées par cytométrie en flux. L'anticorps monoclonal dirigé contre la protéine P est utilisé.
En noir est représenté le signal en présence de contréle isotypique, tandis qu'en bleu, rouge et violet est
représentée le niveau d'expression de la protéine V dans les lignées. 10 000 événements ont été
acquisitionnés sur un BD FACSCalibur.
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3.1.2 L’expression des protéines VWT et VY110H bloque la réponse a I'IFN

La protéine V des morbillivirus interfére avec la réponse immunitaire en bloquant
par exemple la réponse aux IFN. Avant d'effectuer I'analyse transcriptomique, nous
avons évalué si I'expression constitutive de la protéine V dans nos lignées stables
permettait de maintenir une inhibition de la réponse antivirale. Les lignées HelLapcG
(exprimant constitutivement le plasmide d'expression vide pCG utilisé pour I'expression
de la protéine V), HeLaVWT, HelLaVY110H, HeLaVC2s5s, ont été stimulées par I'lFNo
afin d'enclencher la synthése des ISG. Dans un premier temps, I'expression de Mx1,
une protéine induite par les IFN, est détectée uniquement dans les lignées HelLapcCG et
HelLaVC255s suite a la stimulation (Figure 11). De plus, I'expression de la protéine VWT
et les protéines mutantes VY110H et VC255S sont synthétisées en quantité équivalente
en présence et absence d'IFN, malgré de légéres variations des protéines VWT et
VC255s observées aprés stimulation qui n'ont pas été reproduites dans des expériences
supplémentaires (Figure 16). Ceci nous indique d'une part que I'expression de la
protéine V n'est pas régulée par cette cytokine, et confirme d’autre part que seules les
protéines VWT et VY110H empéchent I'induction d'un état antiviral.

pCG vwrt VY1i10H V2555
IFNu - + N + - + = +
Mx1 I oty ——— I

Actine R —— connny @

Figure 11. Expression des protéines Mx1 et V dans les lignées aprés stimulation par I'IFN. Les
extraits protéiques totaux issus des lignées stables ont été récupérés aprés 12 h de stimulation par 1000
U/mL d'IFNa. Un sérum dirigé contre la partie N-terminale de la protéine V et un anticorps monoclonal
ciblant Mx1 ont été utilisés pour la détection des protéines.
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3.2 Les protéines VWT et VY110H réduisent la transcription des ISG

La protéine VY110H ne bloquent plus les voies des IFN de type | et Il mais un
virus portant cette mutation demeure toujours virulent. A I'inverse, un virus produisant la
protéine VC255s perd sa virulence bien qu'il conserve sa capacité d'interférer avec la
voie des IFN de type Il. Pour caractériser cette corrélation entre la virulence et une
expression différentielle des ISG, nous avons comparé les profils transcriptionnels des
cellules produisant les différentes protéines V mutées par micropuces a8 ADN. En
absence d’IFN, le niveau de transcription reste relativement similaire dans toutes les
lignées. A I'opposé, en présence d'IFN, deux types de profils apparaissent. Le premier,
comprenant les cellules HeLapCG et HeLaVC25ss, indique une forte augmentation de la
transcription des génes induits par les IFN tandis que le second, constitué des lignées
HeLaVWT et HeLaVY110H, ne montre qu’une augmentation limitée de la transcription de
certains génes uniquement (Figure 12 et Annexe |l et lll).

Aprés stimulation, 104 génes sont régulés a la hausse dans les cellules
HelLapCgG, alors que seuls 35 et 34 génes sont augmentés dans les lignées HeLaVwT et
HelLaVY110H, respectivement. Cependant, bien qu’'activées, le niveau d'induction de ces
génes dans les HeLaVwT et HelLaVY110H reste inférieur & celui observé dans les
HelLapCG (jusqu'a 1.5 fois) (Figure 13 A et B). Les cellules HeLaVc2s5ss, quant a elles,
ne montrent qu'une trés faible interférence de la protéine V sur I'activation des ISG avec
97 génes surexprimés a des niveaux similaires aux HeLapCG (Figure 13 C). Pour finir,
en étudiant les différences dans les profils transcriptionnels des lignées HelLa exprimant
les différentes protéines V, nous avons constaté qu’'environ la moitié des génes (55
génes) était exclusivement induit en présence de VC255S. Trente génes sont communs
aux trois profils mais leur induction dans les HeLaVwt et HeLaVY110H reste trés réduite
par rapport aux HelLaVc255s (Figure 13 D), indiguant que seules les protéines VWT et
VY110H limitent fortement I'activation des ISG.
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Figure 12. Profils transcriptionnels des différentes lignées HelLa transgéniques en absence et
présence d’IFN. Les profils sont regroupés par lignées cellulaires en fonction de leur similarité dans une
carte d'expression « heatmap ». Un code de couleur allant du rouge au vert représente lintensité des
signaux avec la couleur rouge désignant un signal d'intensité minimale tandis que la couleur verte
désigne un signal d'intensité maximale.
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Figure 13. Analyse comparative des profils transcriptionnels des génes activés par I'IFN.
Diagrammes de Venn montrant les génes communs entre les cellules HeLapCG et HeLaVwT (A) ou
HeLaVYy110H (B) ou HeLaVc2ss5s (C). Comparaison entre les 3 différentes protéines V (D). Le nombre de
genes communs dont la différence d'induction entre chaque lignée est supérieure a 1,5 est indiqué en
bas du diagramme. Seuls les génes dont l'induction est supérieure a 2 aprés stimulation et avec une p-
value<0.05 ont été sélectionnés pour I'analyse comparative.
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3.3 Laprotéine V cible majoritairement les génes impliqués dans la
réponse immunitaire antivirale

Les ISG ont des réles trés variés afin de lutter contre les agents pathogénes.
Pour mieux caractériser les effets de la protéine V sur la réponse antivirale, nous avons
classifié les ISG identifiés dans notre analyse de micropuces & ADN en fonction de leur
fonction moléculaire, de la location cellulaire, ou de leur implication dans un processus
biologique (Gene Ontology). Cela a révélé qu’une forte proportion des ISG induits était
impliquée dans les processus de réponse immunitaire et antivirale ou encore dans le
metabolisme des protéines (Figure 14 A). lis ont principalement un réle dans la liaison
aux ARN (Figure 14 B) et sont impliqués dans la présentation antigénique du CMH de
classe | (Figure 14 C). La liste de toutes les fonctions reconnues est indiquée dans
'annexe 2.

Les profils transcriptionnels ont été soumis & une étude statistique afin d’identifier
les groupes de génes ou clusters se comportant de fagon identique (Figure 15 A). Les
clusters 1, 2, 3 et 5 ne contenaient pas un nombre significatif de génes associés a des
fonctions biologiques similaires. Les trois clusters restant sont par contre composés de
génes impliqués dans les processus de réponses immunitaires et antivirales (P<109)
ainsi que dans les voies des IFN de type | et des cytokines (P<10™). Les profils
transcriptionnels des clusters 4 et 6 montrent une augmentation d'induction des génes
de la réponse immunitaire et antivirale dans les cellules HeLapCG et HeLaVc2sss alors
que ceux-ci sont fortement réduits dans les HeLaVwT et HeLaVY110H. Cependant les
genes composant le cluster 7 ne semblent pas beaucoup affectés par la protéine V
(Figure 15 B).
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Figure 14. Classification fonctionnelle des génes régulés par la protéine V. Les 104 génes régulés
par la protéine V sont regroupés selon les critéres de classification de la base de données GO :
processus biologiques (A), fonction moléculaire (B) et composant cellulaire (C). Seules classes sur-
représentées aprés soumission et ayant une p-value<0.001 ont été récupérées pour 'analyse.
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Figure 15. Profils transcriptionnels des génes activés par les IFN aprés clusterisation. (A) Carte
d'expression des clusters des génes aprés analyse selon la méthode des K-moyen. Les génes dont
linduction est supérieure & 2 et avec une p-value<0.05 sont considérés dans l'analyse statistique. Un
minimum de 7 clusters permet de différencier les différents sous-groupes de génes. La liste des génes de
chaque cluster se trouve en annexe 1. (B) Les génes de trois clusters sont impliqués dans des fonctions
biologiques communes avec une p-value<0.001. Les données représentent une moyenne de trois
réplicats.
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3.4 Laprotéine V bloque I'expression des ISG identifiés par biopuce

Afin de confirmer I'exactitude des données de lanalyse des biopuces au niveau
transcriptionnel et protéique, nous avons comparé d’'une part le niveau d’expression de
deux génes du cluster numéro 4 fortement induits, Mx1 et OAS1, par gPCR en temps
réel et d'autre part des génes Mx1, STAT1 et STAT2 par immunobuvardage.

La quantification des ARNm des génes Mx1 et OAS1 par qPCR en temps réel a
démontré une réduction significative est observée aprés stimulation en présence de la
protéine VWT ou VY110H comparativement aux cellules HeLapCG et HeLaVc2ss5s (Figure
16 A et B) confirmant les résultats des analyses par biopuce.

Une analyse d’expression protéique par immunobuvardage a démontré I'absence
de la protéine Mx1 dans les cellules non stimulées ainsi qu’un niveau d'expression
basal des protéines STAT1 et STAT2. De plus, nous constatons que Mx1 est produite
seulement dans les cellules HeLapCG et HeLaVc255s suite a la stimulation tandis que le
niveau des protéines STAT1 et STAT2 est aussi augmenté. Cependant, 'expression de
ces derniéres reste a un niveau basal dans les cellules HeLaVWT et HelLaVy110H
(Figure 16 C). Ces données sont cohérentes avec celles obtenues dans 'analyse
transcriptomique et prises ensembles nous permettent de valider I'étude par puce a
ADN.
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Figure 16. Validation des données de biopuces. Comparaison de l'induction des génes OAS1 (A) et
MX1 (B) par qPCR temps réel et puce & ADN. Les données représentent l'expression des génes dans les
cellules stimulées par I'lFN par rapport aux cellules non stimulées. Un test de Student sur une moyenne
de 3 réplicats a été effectué par rapport aux valeurs des cellules HeLapCG. ** : p<0.01 et ***: p<0.001.
(C) Expression des protéines STAT1, STAT2, Mx1 et V par immunobuvardage aprés 12h de stimulation
par 1000 U/mL d'IFNa.
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3.5 Les génes des voies des RLR et des CMH de classe | sont
particuliérement visés par la protéine V

Pour identifier les voies de signalisation impliquant les ISG affectés par la
protéine V afin de découvrir de nouveaux rdles de la protéine V dans
Fimmunosuppression, nous avons interrogé la base de données KEGG. Cette base de
données rassemble toutes les interactions protéines-protéines identifiées et regroupe
leur réle dans les voies de signalisation connues. Cela nous a permis a l'identification
de plusieurs voies de signalisation afin de mieux cibler le réle de la protéine V (Tableau

1).

Voie de Génes impliqués

signalisation

Rougeole 13 5.73E-13 | ADAR, IRF9, DDX58, IRF7,
MX1, OAS1, OAS2, OAS3,
IFIH1, TNFS1, STAT1, STAT2,

. EIF2KA2
. O DDX58, IFIH1, [SG15, IRF7,
Voie des RLR 6 1.42E-04 TRIM25, CXCL10
Voie du CMH de 6 ; 97E-04 PSME1, PSME2, TAP1, HLA-C,
classe | ) HLA-B, HLA-E, HLA-F

Tableau 1. Identification des voies de signalisation affectées par la protéine V déduites des profils
transcriptionnels. Les voies de signalisation de la base de données KEGG ont servi de base d’'analyse
pour la recherche de voie de signalisation régulées par V. Un minimum de 5 génes et une p-value<0.001
ont eté utilisées comme critére de sélection pour I'identification.
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La premiére voie de signalisation ressortant de cette analyse est celle de la voie
de signalisation de la rougeole. Ce résultat attendu nous confirme une fois de plus le
rapport entre CDV et MeV et I'activité conservée de leur protéine V. Nous y voyons que
ce sont principalement les voies des RLR et JAK/STAT qui sont touchées ainsi que
certains genes de I'apoptose comme la protéine TRAIL ou CASP1 (Annexe | Figure 22).
La seconde voie de signalisation affectée par la présence de V est celle des RLR avec
les protéines RIG-I, MDAS5, 1ISG15 ou encore IRF7 régulées a la baisse. De plus, on
remarque que certains génes de voies de signalisation activées par la voie des RLR
sont aussi touchés. Ainsi ce sont la voie des MAPK, de I'apoptose ou encore du
protéasome qui semblent étre compromises (Annexe 1 Figure 23). La derniére voie de
signalisation identifiée est celle des CMH de classe |. En effet, 'expression des génes
des chaines lourdes HLA ou des transporteurs TAP n'est pas induite en présence de V
(Figure 17).
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Figure 17. Voie de signalisation des CMH de classe | et Il. Schéma basé sur le diagramme HSA04612
de la base de données KEGG. En rouge sont représentés les génes dont l'induction est bloquée par la
protéine V par biopuce. En vert et bleu sont indiqués les génes impliqués dans la voie des CMH de
classe | et de classe Il respectivement, et ne sont pas régulés par V.
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3.6 La protéine V bloque la voie des CMH de classe |

Parmi les voies de signalisation identifiée, nous avons décidé d'étudier le role de
la protéine V sur al voie des CMH de classe | car la régulation a la baisse des génes du
CMH de classe | laisse la possibilit¢ d’'une baisse defficacité de la présentation
antigénique en présence de V. Alors que linterférence des virus a ADN sur la
presentation antigénique est bien établie (Fruh et al. 1999), ceci n’est pas connu pour
les virus @ ARNsb a polarité négative.

3.6.1 La transcription des génes de immunoprotéasome et du CMH de classe |

est bloquée par V

Dans un premier temps, nous avons cherché a confirmer les observations des
profils transcriptionnels en évaluant le niveau d’expression des génes du CMH de
classe | par gPCR en temps réel. Une diminution de l'activation de deux génes de
limmmunoprotéasome, PSMB8 et PSMBS9, apparait en présence de la protéine VWT ou
VY110H. De plus, en présence de la protéine VC255s, ces génes sont plus fortement
induits que dans les cellules n'exprimant pas la protéine V (Figure 18).

Une fois les protéines virales dégradées par immunoprotéasome, les peptides
antigéniques sont amenés et apprétés par les protéines TAP1 et TAP2 au niveau des
chaines lourdes HLA et B2M. En comparant le niveau d'induction de ces génes, nous
constatons que pour tous les génes testés, leurs inductions sont réduites
significativement lorsque la protéine VWT ou VY110H est exprimée. Par contre,
Finduction de ce mémes génes est identique dans les lignées HeLapCG et HeLaVc2sss,
a I'exception du géne HLA-A, qui est activé environ 1,5 fois plus dans les HeLaVc255s
(Figure 19).
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Figure 18. Niveau d'induction des génes du protéasome par qPCR temps réel. Expression des
genes de I'immunoprotéasome PSMB8 (A) et PSMB9 (B) dans les cellules stimulées par I''FN par rapport
aux cellules non stimulées dans les lignées HelLa stables. Un niveau d'induction inférieur a 0.5 ou
supérieur a 2 est considéré comme biologiquement significatif. Un test de Student sur une moyenne de
trois replicats a été effectué par rapport aux valeurs des cellules HeLapCG. ** : p<0.01.
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Figure 19. Niveau d’induction des génes du CMH de classe I. Expression des génes du CMH de
classe | dans les cellules stimulées par I'IFN par rapport aux cellules non stimulées dans les lignées
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3.6.2 La protéine V bloque Pexpression du CMH de classe | a la surface des

cellules

Basée sur notre observation que la protéine V bloquait I'induction des génes des
voies du CMH de classe |, nous avons investigué la conséquence de cet effet sur
Fexpression des CMH de classe | a la surface des cellules par cytométrie en flux.
Jusqu'a présent, notre étude a montré que l'activation des génes du CMH de classe |
était inhibée dans les cellules HeLaVwT et HeLaVY110H et non dans les HeLaVc2sss.
Etant donné les similitudes entre les profils transriptionnels des lignées cellulaires
HeLaVwTt et HelaVY110H ainsi que HelapCG et HeLaVC2s5s, nous avons choisi de
concentrer notre analyse dans les lignées HeLaVwT et HelLapCcG car elles sont
susceptibles d'indiquer la plus grande différence sur I'expression du CMH de classe |.
Apres stimulation, le CMH de classe | est induit & la surface des HeLapCG alors que son
expression se maintient & un niveau basal dans les HeLaVwT (Figure 20).

FNu 12h 24h 48h

M u'

CMH de dasse T
e +1FN —{F N ] 1sotypique

Figure 20. Expression a la surface des cellules du CMH de classe 1. Le niveau d'expression du CMH
de classe | & la surface des cellules HeLapCG et HeLaVwT sans IFN (noir) et aprés 12 h, 24 h, et 48 h de
stimulation a FIFNa (rouge) est analysé par cytométrie en flux. Les cellules marquées par un contréle

isotyique sont représentées par la courbe grise. 25 000 événements ont été acquis et lus sur un BD
LSRFortessa.
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La quantification du CMH de classe | & la surface des cellules a montré une
augmentation de leur expression, jusqu’a trois fois, seulement en absence de V (Figure
21 A).

Enfin, pour s'assurer que cet effet ne soit pas provoqué par une rétention du
CMH de classe | dans la cellule par la protéine V, nous avons analysé le niveau
d’expression total du CMH de classe | dans les cellules. Nous remarquons que la
quantitt de CMH de classe | dans les cellules est augmentée en présence d'IFN
seulement dans les HelapCG alors qu’elle se maintient & un niveau basal en présence
de la protéine V (Figure 21 B). Ces données confirment que la protéine V interfére avec
le CMH de classe | en bloguant son expression.
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Figure 21. Quantification de Finduction du CMH de classe | par cytométrie en flux. Le niveau
d'expression du CMH de classe |  la surface (A) et total (B) dans les cellules aprés 12 h, 24 h, et 48 h de
stimulation & FIFN par rapport aux cellules non stimulées dans les lignées stables HelLapcG (gris) et
HeLaVwT (noir). 25 000 événements ont été acquis sur un BD LSRFortessa. Un test de Student sur une
moyenne de 3 réplicats a été effectué par rapport aux valeurs des cellules HeLapCG aux différents
temps. ** : p<0.01 et ***: p<0.001.
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CHAPITRE 4 - DISCUSSION

La protéine V des morbillivirus inhibe ou & défaut régule la réponse de défense
cellulaire face a l'infection. Cette inhibition joue un réle important dans Ia virulence et
Fimmunosuppression morbillivirale. En interagissant avec des molécules clés de la
réponse aux IFN, elle est capable d’empécher la synthése d’IFN de type | et de bloquer
leur effet. En étudiant la pathogenése grace & des virus recombinants, une infection par
un virus portant une mutation sur la tyrosine 110 en partie N-terminale de la protéine V
s'est prouvée létale dans des furets bien qu'il ne soit plus capable d'inhiber la voie des
IFN de type | et ll. A l'opposé, un virus codant pour une protéine V dont la structure en
doigt de zinc est absente ne s'avére pas mortel bien qu'il ne soit plus capable de
bloquer Ia voie des IFN de type | (Svitek et al, article en préparation). Cette aptitude a
bloquer sélectivement la voie des IFN nous a amené a caractériser son impact sur
I'expression d'ISG en détail.

4.1 La protéine V régule I'expression des ISG

L'étude des profils transcriptionnels a montré dans un premier temps que
I'expression de la protéine V dans les cellules & I'état quiescent ne perturbe pas la
transcription des génes nécessaires au fonctionnement normal de la cellule. C'est
cependant uniquement lors de la présence d’'une réponse de défense cellulaire, en
l'occurrence celle des IFN de type |, que I'effet de la protéine V se manifeste. Donc
suite a une stimulation aux IFN, une forte inhibition des ISG est observée en présence
de la protéine VWT ou VY110H mais pas VC255S.

La majorité des ISG régulés sont impliqués dans la réponse immunitaire et
antivirale, affectant les génes de la voie des RLR tels que RIG-I et MDAS, et de la voie
JAK/STAT avec STAT1, STAT2 et IRF9. Cette faculté de diminuer I'expression des
genes des principales voies de réponse & une infection est intéressante étant donné
quelle s'ajoute a la capacité de la protéine V a bloquer directement ces voies. Elle
serait alors capables non seulement d’empécher I'activation d’'une réponse IFN mais
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aussi de bloquer la boucle d’amplification normalement initiée par celle-ci (Platanias et
al, 2008).

La capacité de la protéine V des morbillivirus & bloquer Ia translocation nucléaire
des protéines STAT1 et STAT2 empéche l'activation des ISG dépendants de ces
activateurs transcriptionnels (Platanias et al, 2008). Cependant, le blocage partiel de
linduction des ISG par les protéines VWT et VY110H laisse supposer la présence
d'autres activateurs transcriptionnels activés par les IFN non régulés par la protéine V.
En effet, il existe plusieurs protéines de type STAT pouvant étre activés par les IFN. lis
s'associent et forment des homo- ou hétérodiméres qui induiront Ia transcription de
genes (Platanias et al, 2008). En plus des STAT, d'autres molécules possédent la
capacité d'induire la transcription des ISG. Plus particulierement, I'activation par I'IFN
de la voie de signalisation PI3K ainsi que de la voie des MAPK qui conduira a la
phosphorylation de p38 est capable d'induire directement la transcription des ISG
(Ronni et al, 1995, Bandyopadhyay et al. 1995, Grant et al. 1995). Les paramyxovirus
hPIV3 et SeV, par exemple, modulent la réponse a I'IFN en bloquant la voie JAK/STAT
mais aussi la voie des MAPK en interagissant avec les protéines STAT1 et GRB2
respectivement (Caignard et al, 2009).

4.2 La protéine V retarde I'apparition de la réponse immunitaire
adaptative

L'inhibition des ISG va permettre de moduler la réponse immunitaire innée. Dans
notre étude, plusieurs génes des voies des RLR et JAK/ STAT et des CMH de classe |
sont fortement supprimés par la protéine V. De plus, on remarque la diminution
d'expression d'autres génes, TRAIL, CASP1 et PKR, qui sont impliqués dans les voies
de l'apoptose, de la synthése de cytokines et des MAPK respectivement.

Linfection  morbillivirale s'accompagne d'une immunosuppression se
caractérisant entre autre par une leucopénie et une baisse de la prolifération
lymphocytaire et d’une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires (von
Messling et al, 2006, Svitek et al, 2007). Dans cette étude, une diminution de
I'expression de la protéine CASP1 a été observée. La protéine CASP1 est responsable
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du clivage de la cytokine pro-inflammatoire IL-1 en IL-1B qui aura un réle dans divers
processus cellulaires comme la prolifération cellulaire, la différenciation ou encore
I'apoptose (Loppnow et al, 2000). En agissant sur CASP1, la protéine V réduirait la
production et donc les effets d'IL-1B. Cette diminution pourrait expliquer en partie
linhibition de la prolifération cellulaire que I'on observe durant une infection
morbillivirale et mais aussi I'inhibition de I'apoptose (Piliet et al, 2009).

L'apoptose est une voie de défense de la cellule a linfection. Les cellules
apoptotiques sont rapidement phagocytées facilitant la présentation des antigénes
viraux (Albert et al. 2004). Les morbillivirus sont capables de provoquer ou de bloquer
I'apoptose (Pillet et al. 2009 ; Cruz et al. 2006 ; Esolen et al. 1995 ; Thot et al. 2009).
Une étude a montré que la protéine V de MeV interagit avec p73 et empéche
I'activation de p53 et de I'apoptose alors qu'une autre étude montre, au contraire, un
effet de l'infection par MeV sur PKR qui activerait 'apoptose (Cruz et al, 2006, Thot et
al, 2009). Dans le cas d'une infection par CDV, une inhibition de I'apoptose spécifique
aux types cellulaires a été observée durant une infection Iétale chez les furets (Pillet et
al, 2009). En tenant en compte de la régulation & la baisse des génes TRAIL, PKR et
EiF2aK observée dans notre étude, il est possible que la protéine V contribue a
linhibition de I'apoptose en empéchant la synthése de ces trois protéines.

Les CMH sont des protéines majeures de la réponse immunitaire. lls permettent d'initier
la réponse immunitaire adaptative. Du fait de leur importance, de nombreux virus
notamment a ADN vont bloquer leur expression pour empécher la reconnaissance
antigenique (Fruh et al, 1999). Cependant, le réle des morbillivirus sur I'expression des
CMH est trés peu caractérisé (Yilla et al 2003, Leopardi et al, 1993). Nous avons
montré que Finduction des génes des chaines lourdes HLA et secondaire p2M était
inhibée par la protéine V aprés stimulation. Cette observation a été confirmée par
cytomeétrie en flux ol nous avons vu un blocage de I'induction des génes du CMH qui
empéche leur surexpression a la surface des cellules exprimant la protéine VWT.
Cependant la présence d'un niveau d'expression basal des CMH de classe | dans les
cellules produisant Ia protéine V nous montre que cet effet inhibiteur n'est pas causé
par une induction de la dégradation des CMH par la protéine V. De part cela, le virus
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laisserait a la cellule la possibilité de toujours exprimer a sa surface le CMH de classe |I.
Les cellules NK expriment a leur surface des récepteurs de type killer-cell
immunoglobulin-like (KIR) qui régulent les fonctions cytotoxiques de cellules NK en
interagissant avec les CMH de classe | & la surface des cellules cibles. Cette interaction
a pour réle de bloquer I'activation des cellules NK (Vilches et Parham 2002). Cependant
lors d’'une infection, la diminution d’expression des CMH de classe | va empécher
linteraction du CMH de classe | avec les récepteurs KIR et conduire a I'activation des
cellules NK et la destruction des cellules infectées (Mocikat et al. 2003). Notre étude a
montré que la protéine V des morbillivirus va maintenir un niveau d’expression basal du
CMH de classe | qui pourrait empécher la détection d’'une baisse du CMH de classe |
par les cellules NK activées et leur destruction. Enfin, le blocage d’'une surexpression
des CMH de classe | a la surface des cellules retarderait la reconnaissance des
peptides antigéniques par le TCR du lymphocyte T (Gao et Jacobsen 2000) et donc la
mise en place de la réponse immunitaire adaptative laissant le temps au virus de se
répliquer et de se propager.

4.3 La structure en doigt de zinc est importante pour une réponse
efficace aux IFN

La protéine V des morbillivirus est importante pour 'immunosuppression et le
contréle de la réponse immunitaire (von Messling et al. 2006). Le résidu Y110 est
responsable de son interaction avec la protéine STAT1 et du blocage des voies de
signalisation des IFN de type | et de type Il (Ohno et al. 2004; Caignard et al. 2007;
Devaux et al. 2007; Bankamp et al. 2008; Nakatsu et al. 2008; Ramachandran et al.
2008). La particularité de cette protéine reste son domaine C-terminal formant une
structure en doigt de zinc hautement conservée chez les paramyxovirus (Horvath 2004;
Lamb 2007). Des mutations sur les résidus cystéine le composant rendent la protéine
incapable d'inhiber les voies d’induction des IFN et de réponse aux IFN de type | (Ohno
et al. 2004). Son réle dans la virulence et la Iétalité du virus est d’autant plus important
qu’un virus portant I'une de ces mutations devient atténué in vivo (Svitek et al, article en
préparation). Dans notre étude, l'abolition de la structure en doigt de zinc permet
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linduction des ISG a un niveau similaire a celui observé dans des cellules normales. i
semble en effet que le role de domaine C-terminal de la protéine V dans la régulation
de ces ISG soit important pour la virulence provoquée par celle-ci.

Reécemment, des résidus, autre que les résidus cytéine, responsables de
linteraction avec les molécules MDAS et STAT2 ont été identifiées au sein de cette
structure. Trois résidus, W246, D248 et W250 sont importants pour l'interaction directe
de V avec STAT2 (Ramachandran et al. 2008; Caignard et al. 2009). Une protéine
mutée sur I'un de ces résidu va perdre sa capacité & inhiber la voie des IFN de type |
mais conservera sa capacité a bloquer la voie MDA5. Une étude transcriptomique en
présence de ce mutant montrera probablement un profil similaire a celui observé avec
la protéine VC255s étant donné que les deux protéines V mutantes partagent leur
incapacité a bloquer la réponse aux IFN de type I. Enfin, la mutation sur le résidu 235
va empécher linteraction de V avec MDA5 et de ce fait, la production
d’IFNB (Ramachandran et Horvath 2010). Elle reste cependant capable de bloquer la
voie des IFN de type . Il est probable que si I'on étudie la réponse aux ISG de cellules
exprimant cette protéine V, le profil transcriptomique sera partagé. D’une part, les
genes régulés uniquement par la voie MDA5 ne pourront pas étre induits a 'inverse des
ISG induit spécifiquement par STAT2. Mais du fait de ia redondance de la réponse aux
IFN et des boucles d'amplification provoquées par ces deux voies, Iintensité de la
réponse pourrait étre plus faible.

Au vu des resultats de cette étude et des connaissances actuelles sur la protéine
V des morbillivirus, une introduction des mutations abolissant l'interaction avec STAT2
au sein de virus recombinants ménera a son atténuation étant donné qu'il sera capable
de répondre aux IFN et d’activer les ISG nécessaires au contrSle de I'infection. Par
contre, un virus dont la protéine V ne bloque plus MDA5 sera probablement moins
attenué que son homologue précédent. En effet, il sera toujours capable de bloquer les
voies de réponses aux IFN et donc sera encore virulent voire mortel.
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44 Conclusion

Nous avons vu que les protéines VWT et VY110H, qui sont associées a la
mortalité in vivo, réduisent considérablement l'induction des ISG contrairement a la
protéine Vc255s et va de ce fait bloquer les réponses immunitaires. Les résultats
obtenus en présence du mutant VC255S suggérent que la forte inhibition de I'induction
des ISG, bien que partielle, soit responsable de la virulence de la protéine V et que la
structure en doigt de zinc est importante pour celle-ci. En plus du blocage de la voie des
IFN, cette inhibition va se traduire par une interférence avec des voies de I'apoptose et
des CMH de classe I. En bloguant ces voies, le virus retardera la destruction des
cellules infectées par les lymphocytes T CD8 et les cellules NK Iui permettant de se
répliquer sans interférence. Pour conclure, notre étude aura soulevé l'importance de la
structure en doigt de zinc de la protéine V dans l'induction des ISG et le rdle de la
protéine V dans le retardement de la réponse immunitaire adaptative.

Une étude plus approfondie sur la présentation antigénique et sur I'induction de
la réponse immunitaire adaptative lors d’'une infection est cependant nécessaire afin de
mieux caractériser son importance sur la pathogenése. Nous pouvons aussi pousser
I'étude transcriptomique et regarder la réponse cellulaire chez des PBMC de furets
infectés par différents virus mutants. Nous pourrions étudier I'importance du type
cellulaire dans le contréle de l'infection mais aussi caractériser le role de la régulation
des cytokines durant l'infection. Pour conclure, notre étude aura soulevé I'importance
de la structure en doigt de zinc de la protéine V dans linduction des ISG et suggére un
role de la protéine V dans le retard de la réponse immunitaire adaptative.
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ANNEXE | : VOIES DE SIGNALISATION COMPLEMENTAIRES
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Figure 22. Voie de signalisation de MeV. Schéma basé sur le diagramme HSA05162 de la base de
données KEGG. En rouge sont représentés les génes dont linduction est bloquée par la protéine V
identifiés dans les profils transcriptionnels. En vert sont indiqués les génes des voies de signalisation
(violet) impliquant des génes régulés par la protéine V. En bleu les génes de voies de signalisation
n'ayant aucune interaction avec la protéine V.
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Figure 23. Voie de signalisation des RLR. Schéma basé sur le diagramme HSA04622 de la base de
données KEGG. En rouge sont représentés les génes dont I'induction est bloquée par la protéine V
identifiés dans les profils transcriptionnels. En vert sont indiqués les génes des voies de signalisation
(violet) impliquant les génes bloqués par la protéine V.
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ANNEXE Il : TABLEAU D’EXPRESSION DES GENES

Génes induits ;

Cluster #1
. e Niveau d’induction
Nom officiel Description HeLapcG | HelLaVwT |HelLaVy110H | HeLaVc2sss
CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 14,14 3,69 1,72 3,61
cytochrome P450, family 2, subfamily J,
CYP2J2 polypeptide 2 2,77 1,23 1,06 1,23
GBP4 guanylate binding protein 4 2,19 1,20 1,03 1,31
tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
TNFSF10 member 10 2,83 1,29 1,02 1,90
Cluster #2
Nom officiel Description UL LT
HelLapCG HeLaVwT | HeLaVY110H | HelLaVC255S
C190RF66 chromosome 19 open reading frame 66 4,18 1,77 1,68 5,16
guanylate binding protein 1, interferon-
GBP1 inducible, 67kDa 4,27 2,32 2,15 4,93
major histocompatibility complex, class |,
HLA-B C; major histocompatibility complex, class ; 3,25 1,66 1,63 3,95
,B | I -
IFIH1 interferon induced <<_4=._ helicase C domain 6.25 2,81 2.14 7.47
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Cluster #2 (suite)

Niveau d’induction

Nom officiel Description
HelLapCG HeLaVwTt | HeLaVY110H | HeLaVC255s
IRF1 interferon regulatory factor 1 2,09 1,59 1,52 2,31
LAMP3 _<mom03m_-mmmoo_m~mma membrane protein 3.03 1,65 1.30 3.33
poly (ADP-ribose) polymerase family,
PARP10 member 10 4,31 1,57 1,70 4,81
poly (ADP-ribose) polymerase family,
PARP14 member 14 6,14 2,42 2,35 7,41
proteasome (prosome, macropain)
PSMBS8 subunit, beta type, 8 (large multifunctional 3,67 1,64 1,76 4,20
peptidase 7)
SP110 SP110 nuclear body protein 3,85 1,83 1,81 4,55
TDRD7 tudor domain containing 7 3,72 1,87 1,60 4,16
UBE2L6 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6 15,47 5,14 3,72 17,78
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Cluster #3

Nom

Niveau d’induction

officiel Description HeLapcG | HeLavwT |HeLaVy11oH | HeLaVczsss
HERC6 hect domain and RLD 6 6,48 1,94 2,35 6,19
) major histocompatibility complex, class |, H
HLA-H (pseudogene) 2,29 1,26 1,27 2,23
IFITM2 interferon induced :.m:mwhwmacqm:m protein 2 (1- 3,78 1,87 1,99 3.79
IRF7 interferon regulatory factor 7 7,33 2,1 2,58 6,65
interferon-induced guanylate-binding protein
LOC400759 pseudogene 2,12 1,24 1,23 2,05
OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa 10,48 2,48 3,29 10,56
PHF11 PHD finger protein 11 3,65 1,81 1,95 3,58
PLSCR1 phospholipid scramblase 1 6,54 2,30 2,45 6,52
proteasome (prosome, macropain) activator
PSME1 subunit 1 (PA28 aipha) 2,45 1,42 1,50 2,53
SAMD9 sterile alpha motif domain containing 9 5,19 2,26 2,52 5,33
SLC25A28 solute carrier family 25, member 28 2,26 1,30 1,39 2,16
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Cluster #4

Niveau d’induction

o Description
officiel P HelLapCG HeLaVwT Imrmb\ Y110 | HeLaVcasss
C1R complement component 1, r subcomponent 2,23 1,22 1,26 2,01
CFH complement factor H 2,14 1,27 1,20 1,85
DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58 5,84 2,38 1,95 4,79
DDX60 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60 3,89 1,53 1,69 3,13
DDX60L | DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60-like 2,95 1,36 1,31 2,45
ECGF1 thymidine phosphorylase 4,49 1,58 1,80 3,74
EIF2AK2 eukaryotic :m:m_mzn..: initiation factor 2-alpha 3.61 1,79 2.15 3.27
kinase 2
HES4 hairy and enhancer of split 4 (Drosophila) 3,54 1,28 1,58 3,07
HLA-E major histocompatibility complex, class |, E 3,77 1,37 1,62 3,09
HLA-F major histocompatibility complex, class |, F 2,37 1,21 1,21 1,99
15,1250 Unknown 4,88 1,68 1,88 4,33
1S 4892 Unknown 3,75 1,92 2,01 3,45
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Cluster #4 (suite)

Niveau d’induction

Bomofficlel Description Helapce | Helavwr | HeLaVY110 | ) avcaosss
IDOA indoleamine m.w-&oé@m:mmm 1 2,14 1,31 1,06 1,80
IF135 interferon-induced protein 35 12,02 2,75 3,03 10,76
IF144 interferon-induced protein 44 8,20 2,79 3,31 7,27

interferon-induced protein with
iyt tetratricopeptide repeats 1 17,95 4,96 581 14,44
interferon-induced protein with
i tetratricopeptide repeats 2 13,56 3,69 2,90 11.69
interferon-induced protein with
(S tetratricopeptide repeats 3 Se0 3,60 3,16 14,94
IFITM3 interferon induced transmembrane protein 4.03 1,84 227 3.27
3 (1-8U)
ISG15 ISG15 ubiquitin-like modifier 9,87 2,86 4,72 7,71
1ISG20 interferon stimulated exonuclease gene 8.25 2.29 2,03 7.06
20kDa
LAP3 leucine aminopeptidase 3 3,19 1,63 1,42 2,90
LOC100128274 putative p150 3,06 1,35 1,37 2,39
LOC643384 Unknown 3,10 1,35 1,28 2,68
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Cluster #4 (suite)

Nom e Niveau d’induction
officiel Desciiption HelapcG | HeLaVwT |HeLaVy11oH | HeLaVcasss
LYGE lymphocyte m:amm: 6 complex, locus E 3,36 1,32 1,19 2,53
MX2 myxovirus (influenza virus) resistance 2 (mouse) 13,07 2,90 1,83 10,22
NT5C3 5'-nucleotidase, cytosolic Il 3,17 1,90 1,29 2,77
0OAS2 2'-5"-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 9,42 2,32 1,66 8,52
OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 6,51 1,90 1,73 5,73
PARP9 | poly (ADP-ribose) polymerase family, member 9 7,75 2,75 2,91 6,95
PNPT1 polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1 2,25 1,28 1,17 1,96
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta
JELE type, 9 (large multifunctional peptidase 2) 523 1.72 1,48 4,13
TRIM22 tripartite motif-containing 22 4,66 1,43 1,16 3,36
TRIM25 tripartite motif-containing 25 2,18 1,25 1,45 1,97
TRIMS tripartite motif-containing 5 3,10 1,42 1,36 2,88
TXNIP thioredoxin interacting protein 2,01 1,14 1,26 1,73
UBA7 ubiquitin-like modifier activating enzyme 7 4,43 1,41 1,29 4,00
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Cluster #4 (suite)
Nom oy Niveau d’induction
officiel Description HeLapcG | HeLaVWT | HeLaVy11oH | HelLaVcasss
| WARS | tryptophanyl-tRNA synthetase 2,41 1,18 117 2,02 |
. XAF1 |  XIAP associated factor 1 4,74 1,72 1,32 3,26
ZC3HAV1 zinc m:mm_. CCCH-type, antiviral 1 2,80 1,49 1,39 2,55
Cluster #5
Nom e Niveau d’induction
officiel Description HeLapcG | HeLaVwT |HelLaVy11oH | HeLaVcasss
ADAR adenosine deaminase, RNA-specific 2,88 1,24 1,52 3,24
DTX3L deltex 3-like (Drosophila) 1,93 1,19 1,40 2,16
IRF9 interferon regulatory factor 9 7,52 2,96 5,84 8,19
KIAA1618 ring finger protein 213 2,04 1,18 1,27 2,21
LGALS3BP lectin, mm_moﬁomam-wm_ﬂﬂmmq“m. soluble, 3 binding 2.85 1,34 1,50 3.08
PARP12 poly (ADP-ribose) no_ﬁsmmqmmm family, member 3.01 1,64 1.91 438
peroxisomal proliferator-activated receptor A
PRIC285 interacting complex 285 14,95 2,98 5,07 17,30
signal transducer and activator of transcription
STAT2 2. 113kDa 5,34 2,08 2,65 6,35
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Cluster #6

Nom e Niveau d’induction

officiel Description HeLapcG | HelLavwt |HeLaVy11oH | HeLaVc2sss
BST2 NPC-A-7; bone marrow stromal cell antigen 2 2,08 1,24 1,22 2,13

caspase 1, apoptosis-related cysteine

CASP1 peptidase (interleukin 1, beta, convertase) 3.07 1,59 113 2,97
CD68 CD68 molecule 3,90 1,41 1,22 3,92
CFB complement factor B 2,98 1,44 1,34 2,86
H1FO0 H1 histone family, member O 2,46 1,03 1,06 2,51
HCP5S HLA complex P5 3,08 1,43 1,33 3,01

HERCS hect domain and RLD 5 8,83 2,71 2,79 9,06
IFI116 interferon, alpha-inducible protein 6 4,77 2,02 2,06 5,08
IF144L interferon-induced protein 44-like 12,61 4,91 5,14 13,43

IFITMA1 interferon induced :m:mm.wwmaoqm:m protein 1 (9- 20,52 4,47 3.80 20,22
LBA1 tetratricopeptide qmum.m.” and ankyrin repeat 237 1,32 1,19 252

containing 1
LOC389386 similar to LAP3 protein 2,47 1,25 1,20 2,46

NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73) 2,05 1,26 1,22 1,97
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Cluster #6 (suite)

Nom e Niveau d’induction
officiel Description HeLapcG | HeLaVwT | HeLaVy11oH | HeLaVcasss
OAS1 2' 5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 19,43 3,85 3,84 21,14
PDGFRL platelet-derived growth factor receptor-like 2,09 1,35 1,14 2,09
proteasome (prosome, macropain) activator
PSME2 subunit 2 (PA28 beta) 2,15 1,48 1,42 2,24
SAMDIL sterile alpha motif domain containing 9-like 3,84 1,93 1,65 4,04
SLC15A3 solute carrier family 15, member 3 7,81 2,08 1,70 7,30
STAT1 signal transducer and activator of transcription 8.03 325 313 8.80
1, 91kDa
TLR3 toll-like receptor 3 2,09 1,27 1,15 2,08
TMEM140 transmembrane protein 140 2,92 1,63 1,31 2,74
TMEM®62 transmembrane protein 62 2,46 1,33 1,15 2,47
TRIM21 tripartite motif-containing 21 2,95 1,63 1,45 3,00
USP18 ubiquitin specific peptidase 18 8,16 2,64 2,17 8,58
USP41 ubiquitin specific peptidase 41 2,36 1,26 1,16 2,27
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Cluster #6 (suite)

Nom Description Niveau d’induction
officiel P HeLapcG | HelLaVwT | HeLaVY110H | HelLaVc2sss
ZNFX1 NFX1-type zinc m:mm?oo:ﬁmm:m:m protein 1 2,52 1,29 1,35 2.6
Cluster #7
Nom e Niveau d’induction
officiel B cription HeLapcG | HeLaVwT | HeLaVy11oH | HeLaVcasss
) major histocompatibility complex, class |, C;
RS major histocompatibility complex, class |, B 1,69 119 1,26 2,09
IFI127 interferon, alpha-inducible protein 27 59,19 23,96 25,35 96,27
IFI6 interferon, alpha-inducible protein 6 17,43 6,98 6,86 24,45
myxovirus (influenza virus) resistance 1,
k) interferon-inducible protein p78 (mouse) 91,86 40,93 48,54 129,68
TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B 5.01 2.40 2.44 7.37

(MDR/TAP)

Tableau 2. Liste des génes régulés différentiellement en présence d’IFN dans les lignées stables. Les génes sont
organisés en clusters comme indiqués dans la figure 14.
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ANNEXE IV : LISTE DES ANNOTATIONS GO

Cluster #1:
Catégorie GOID Nom zo.da_.m P-value
de génes
Processus biologique | GO:0019373 Epoxygenase P450 pathway 1 2.540E-2
G0:0071614 linoleic acid epoxygenase activity 1 7.962E-3
G0:0008404 arachidonic acid 14,15-epoxygenase activity 1 7.962E-3
G0:0008392 arachidonic acid epoxygenase activity 1 7.962E-3
Fonction moléculaire G0:0008405 arachidonic acid :;m.-m_uoxv@m:mmm m.o.m<=< 1 7.962E-3
G0:0003958 NADPH-hemoprotein reductase activity 1 2.388E-2
G0:0008391 arachidonic acid monooxygenase activity 1 2.388E-2
G0:0005125 cytokine activity 1 2.804E-2
G0:0005126 cytokine receptor binding 2 2.831E-2
Cluster #2
Catégorie GOID Nom zoju_.m P-value
%ngom
G0:0019221 cytokine-mediated signaling pathway 4 1.430E-3
G0:0060337 type | interferon-mediated signaling pathway 3 1.497E-3
Processus biologique | GO:0060333 interferon-gamma-mediated signaling pathway 3 1.702E-3
G0:0044419 interspecies interaction between organisms 4 8.564E-3
G0:0032480 negative regulation of type | interferon production 2 2.592E-2
Fonction moléculaire G0:0003950 NAD+ ADP-ribosyltransferase activity 2 3.816E-3
G0:0016763 transferase activity, transferring pentosyl groups 2 1.314E-2
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Cluster #3

SR Nombre
Catégorie GOID Nom de génes P-value

G0:0060337 type | interferon-mediated signaling pathway 3 7.660E-4
G0:0002376 immune system process 6 2.905E-3

Processus biologique | GO:0006955 immune response 5 4.990E-3
G0:0009615 response to virus 3 1.725E-2
G0:0019221 cytokine-mediated signaling pathway 3 2.961E-2

Composant cellulaire | GO:0008537 Proteasome activator complex 1 3.779E-2

Cluster #4

Catégorie GO ID Nom Nombre | b alue
de génes

G0:0060337 type | interferon-mediated signaling pathway | 13 | 3.794E-21 |
G0:0019221 cytokine-mediated signalingpathway | 13 | 5.945E-14
G0O:0009615 response to virus | 12 | 3.204E-13
G0:0051707 response tootherorganism | 13 | 3.928E-10

Processus biologique | GO:0009607 response to bioticstimulus | 13 | 5161E9
G0O:0051704 multi-organism process _ 1 1% | 1.228E-8 |
G0:0006955 immune response | 14 | 9.282E-8
G0:0002376 immune systemprocess | 16 | 5.637E-7
G0:0032480 negative regulation of type | interferon productio 4 1.374E-4
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Cluster #4 (suite)

Catégorie GOID Nom nzoom_.MW.Mm P-value
G0:0060337 _type | interferon-mediated signaling pathway | 13 | 3.794E-21
G0:0019221 ____cytokine-mediated signaling pathway 1 13 5.945E-14
| GO:0009615 | response to virus B | 12 3.204E-13
1 GO:0051707) ~~ responsetootherorganism | 13 | 3.928E-10
| GO:0009607 ~__ response to biotic stimulus 1 13 5.161E-9
G0:0051704 - multi-organism process 1 15 1.228E-8
G0O:0006955 | immune response ] 14 9.282E-8
| GO:0002376 | immune system process - zﬁ 16 | 5.637E-7
L G0:0032480 |  negative regulation of type | interferon productio | 4 1.374E-4
Processus biologique | 50.0001818 |  negative regulation of cytokine production | 5 3.488E-4
G0O:0032479 |  regulation of type | interferon production | 4 | 8.748E-4
G0:0045087 innate immune response 7 1.019E-3
G0:0032606 type | interferon production 4 1.425E-3
G0:0006952 defense response 10 1.840E-3
G0:0044419 interspecies interaction between organisms 7 2.175E-3
G0:0060333 interferon-gamma-mediated signaling pathway 4 4.885E-3
G0:0035457 cellular response to interferon-alpha 2 5.386E-3
G0:0035455 response to interferon-alpha 2 1.791E-2
G0:0032020 ISG15-protein conjugation 2 2.684E-2
Fonction moléculaire | GO:0003723 RNA binding 9 1.563E-3
GO:0000175 3'-5'-exoribonuclease activity 2 2.967E-2
G0:0016896 exoribonuclease activity, producing 5'- 2 4 550E-2
phosphomonoesters
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Cluster #4 (suite)

S Nombre
Catégorie GOID Nom de génes P-value
Fonction moléculaire | GO:0032393 MHC class | receptor activity 2 4.550E-2
Composant cellulaire | GO:0042612 MHC class | protein complex 2 2.936E-2

Cluster #5

Catégorie GOID Nom AEDLLG P-value

de génes
G0:0060337 type | interferon-mediated signaling pathway 3 1.041E-4
Processus biologique | GO:0019221 cytokine-mediated signaling pathway 3 4.078E-3
G0:0006382 adenosine to inosine editing 1 4.604E-2
Fonction moléculaire G0:0003692 left-handed Z-DNA binding 1 2.711E-2
netl olecu G0:0003726 | double-stranded RNA adenosine deaminase activity 1 4.066E-2
Composant cellulaire | GO:0005654 Nucleoplasm 4 4.339E-3
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Cluster #6

Catégorie GOID Nom aﬂowﬁﬂ..oom P-value
G0:0009615 - response to virus | 6 | 5.274E-5
| GO:0051707 - response to other organism ! 7 | 4.627E-4
G0:0060337 | type | interferon-mediated signalingpathway | 4 | 7.931E-4
o G0:0002376 immune system process B | 10 | 1.452E-3
Processus biologique | G0:0009607 response to biotic stimulus 7 1.809E-3
G0:0006955 immune response 7 3.293E-2
G0:0006952 defense response 7 3.796E-2
G0:0007249 I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade 4 4.303E-2
G0:0051704 multi-organism process 7 4.511E-2
Fonction moléculaire | GO:0008234 Cysteine-type peptidase activity 3 4.512E-2
Composant cellulaire | GO:0042612 MHC class | protein complex 2 2.936E-2
Cluster #7
Catégorie GOID Nom nﬂomﬁw_%m P-value
| GO:0060337 |  type | interferon-mediated signaling pathway | 4 1.513E-7
G0:0019221|  cytokine-mediated signaling pathway 4 | 2.116E-5
Processus biologique . antigen processing and presentation of peptide antigen
G0:0002474 " via MHC dlass | - T 2 - 2.108E-3
G0:0006955 immune response 4 4.326E-3
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Cluster #7 (suite)

Catégorie GOID Nom Nombre P-value
de génes

G0:0048002 | antigen processing and presentation of peptide antigen 2 7.045E-3

G0:0042981 regulation of apoptotic process 4 1.197E-2

G0:0043067 regulation of programmed cell death 4 1.247E-2

G0:0010941 regulation of cell death 4 1.344E-2

G0O:0006917 induction of apoptosis 3 1.808E-2

Processus biologique | GO:0012502 induction of programmed cell death 3 1.835E-2
G0:0019882 antigen processing and presentation 2 2.696E-2

G0:0002376 immune system process 4 3.019E-2

G0:0006915 apoptotic process 4 3.044E-2

G0:0012501 programmed cell death 4 3.161E-2

G0:0043065 ‘positive qmmh_mao: of apoptotic process 3 4.946E-2

G0:0046980 tapasin binding 1 3.227E-2

G0:0046979 TAP2 binding 1 4.302E-2

Fonction moléculaire | GO:0015421 oligopeptide-transporting ATPase activity 1 4.302E-2
G0:0046977 TAP binding 1 4.302E-2

G0:0046978 TAP1 binding 1 4.302E-2

e e ealitimire G0:0042825 TAP complex 1 2.100E-2
g G0:0042824 MHC class | peptide loading complex 1 2.625E-2

Tableau 3. Liste des annotations GO des génes régulés différentiellement en présence d’IFN dans les lignées
stables. Les annotations sont organisées en clusters comme indiqués dans la figure 14.
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