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RÉSUMÉ 
 

Les coronavirus humains (HCoV) sont des virus ubiquitaires et initialement identifiés 
comme des pathogènes respiratoires. La manifestation la plus fréquente de l’infection est le 
rhume, mais ces virus peuvent également être à l’origine de pathologies respiratoires plus 
sévères chez les personnes susceptibles, notamment les personnes âgées, les nouveau-nés et 
les patients immunodéprimés. Bien que la majorité des complications soient associées aux 
voies respiratoires inférieures, certaines souches ont démontré un opportunisme en ayant 
développé un tropisme neurologique, la neuroinvasion, c’est-à-dire la capacité à envahir le 
système nerveux central (SNC) à partir de la périphérie. En effet, des travaux réalisés dans le 
laboratoire ont notamment démontré que la souche OC43 (HCoV-OC43) est neuroinvasive et 
neurotrope chez l’humain et la souris et également neurovirulent en souris. De plus, HCoV-
OC43 infecte les cultures neuronales humaines et provoque la mort cellulaire de celles-ci, bien 
que les mécanismes impliqués dans ce phénomène ne soient pas élucidés. Les maladies 
neurologiques étant des maladies extrêmement complexes et multifactorielles, la présence du 
virus au SNC pourrait s’avérer une composante importante dans l’apparition ou l’augmentation 
de la sévérité des désordres neurologiques.  

 
Ainsi, dans le cadre de mon projet de doctorat, j’ai utilisé un variant de HCoV-OC43 

ayant acquis deux mutations ponctuelles (H183R et Y241H), situées dans la région de liaison du 
récepteur de la glycoprotéine S, suite à une infection persistance de cellules neurales humaines. 
Ces mutations réintroduites dans un clone infectieux (rOC/Us183-241) m’ont permis, par la suite, 
d’établir que ces mutations procurent une neurovirulence accrue en souris comparativement au 
variant de référence (rOC/ATCC). Bien que l’inoculation intracérébrale du virus de référence 
cause des symptômes s’apparentant à une encéphalite chez les souris infectées, le virus 
rOC/Us183-241 augmente la sévérité de ces symptômes et provoque un taux de mortalité plus 
importante chez les souris infectées. Bien que la rapidité de dissémination à travers le SNC et 
l’activation plus soutenue de l’inflammation par les astrocytes participent sans aucun doute à 
l’augmentation de la neurovirulence du virus mutant par rapport au virus de référence, la mort 
neuronale représente une avenue qui pourrait contribuer à la sévérité des neuropathologies.  
 

La mort cellulaire régulée (MCR) représente l’ensemble des mécanismes et des facteurs 
cellulaires associés qui sont activés par la cellule en réponse à un stimulus et qui mène à la 
mort de celle-ci. Parmi ces facteurs, le facteur Bax associé à l’apoptose, provoque la 
perméabilisation de la membrane mitochondriale en formant des pores qui perturbent la 
génération d’ATP et laisse sortir le contenu mitochondrial dans le cytosol. Bien que ce facteur 
semble activé chez les neurones infectés par HCoV-OC43, ce dernier ne joue pas de rôle 
prépondérant dans la mort neuronale. La nécroptose est une forme de mort cellulaire 
apparentée à la nécrose se traduisant par la destruction des membranes plasmiques, la 
libération du contenu cellulaire et la libération de molécules pro-inflammatoires dans 
l’environnement extracellulaire. En absence de caspase-8 fonctionnelle ou lors d’une expression 
endogène importante de la Receptor-interacting protein 3 (RIP3), cette protéine kinase pro-
nécroptotique active le facteur MLKL. Dans certains cas, le facteur RIP1 est également 
nécessaire à l’activation de MLKL en s’associant avec RIP3. Ce nouveau complexe, appelé 
nécrosome, s’oligomérise pour former des pores à travers la membrane plasmique, ce qui mène 
à la destruction de l’intégrité cellulaire. À l’inverse de Bax, les facteurs RIP1, RIP3 et MLKL, tous 
reliés à la nécroptose, semblent être impliqués dans la mort neuronale et être davantage activés 
par la présence du virus mutant. En effet, l’infection de cultures neuronales humaines et murines 
provoque l’activation de ces facteurs et l’inhibition de l’expression de RIP1, par ARN interférant, 
provoque une augmentation de la survie de la lignée neuronale humaine. De plus, l’inhibition de 
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RIP1 provoque une augmentation du nombre de particules infectieuses, suggérant l’aspect 
antiviral de cette MCR. Finalement, le facteur MLKL est également activé et relocalisé à la 
membrane des neurones infectés, ce qui confirme le rôle important que ces facteurs et la 
nécroptose jouent dans la mort neuronale induite par le virus HCoV-OC43. 
 

En conclusion, les résultats présentés dans cette thèse démontrent, pour la première 
fois, l’implication des facteurs associés à la nécroptose dans un contexte de réponse neuronale 
à la présence du virus HCoV-OC43. Cette réponse neuronale s’effectue, fort probablement, 
dans l’optique d’établir une réponse antivirale contre le virus HCoV-OC43 et de protéger le SNC. 
Toutefois, l’activation de cette voie de mort cellulaire pourrait s’avérer délétère pour l’organisme 
en accélérant la perte neuronale, la neuroinflammation et l’accumulation de dommages et ainsi 
contribuer à la neuropathologie, notamment observée en souris. 
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ABSTRACT 
 
 Human coronaviruses (HCoV) are found around the world and were initially identified as 
respiratory pathogens. HCoV are mostly associated with the common cold, but they are also 
involved in more severe respiratory disorders in more susceptible populations such as the 
elderly, newborn and immunocompromised individuals. Even though the majority of symptoms 
are related to respiratory tract complications, some strains have developed a neuroinvasive 
property, defined as the capacity to reach the central nervous system (CNS) from the periphery. 
We have previously demonstrated that the OC43 strain (HCoV-OC43) has neuroinvasive and 
neurotropic properties both in humans and mice with a neurovirulent potential. Moreover, HCoV-
OC43 can infect neuronal cell lines, which leads to cell death, but the molecular mechanisms 
involved are still poorly understood. Regarding the origin and complexity of neurological 
diseases, the potential threat of CNS infection by viruses could contribute to the onset or 
exacerbation of these diseases. 
 
 During my thesis project, I worked on a HCoV-OC43 variant harboring two point 
mutations (H183R and Y241H), located within the receptor-binding site of Spike (S) glycoprotein, 
were found following persistent infection on neural cell lines. After these mutations were re-
introduced into an infectious clone, the mutant virus (rOC/Us183-241) demonstrated an increase in 
neurovirulence in the mouse model compared to wild-type virus (rOC/ATCC). Although both 
viruses induced symptoms related to viral encephalitis after intracerebral inoculation, the 
infection by the mutant increased the severity of the pathology and mortality of infected mice. In 
addition to the capacity of the mutant virus to disseminate more rapidly within the CNS and to 
the astrocyte-mediated inflammation to contribute to the neurovirulence, regulated cell death 
(RCD) could not be ignored as an important process during the neuropathology. 
 
 The regulated cell death regroups all mechanisms and cellular factors that are activated 
by the cell in response to a stimulus and leads to cell death. Among these factors, Bax (mostly 
associated with apoptosis) is relocalized to the mitochondrial outer membrane where it forms a 
pore that inhibits the generation of ATP by interfering with membrane potential and allows the 
release of other factors from mitochondria towards the cytosol. Although this factor seems to be 
activated during HCoV-OC43 infection, Bax does not play a significant role in the associated 
neuronal cell-death. Necroptosis is a form of cell death similar to necrosis, which results in the 
disruption of the intracellular and cytoplasmic membrane and to the release of pro-inflammatory 
contents in the environment. In the absence of caspase-8 activity or higher endogenous 
expression of the Receptor-interacting protein 3 (RIP3), this pro-necroptotic kinase is 
phosphorylated at multiple sites, which is necessary to activate MLKL. Under certain conditions, 
RIP1 is recruit by RIP3 to activate MLKL. This pseudokinase that mediates the disruption of 
cellular membranes form the necrosome. Unlike Bax, RIP1, RIP3 and MLKL, factors related to 
necroptosis, are involved during neuronal cell death and mutant infection increases the 
activation of these factors. Indeed, infection of human or murine cell cultures by HCoV-OC43 
activates necroptosis-related factors and inhibition of RIP1 expression by RNA interference 
(RNAi) induces an increased survival of infected human neuronal cell lines. Moreover, the use of 
RNAi increases the production of infectious viral particles, suggesting a potential antiviral 
mechanism of necroptosis in this context. The effector factor MLKL is also activated and 
relocalized to the cytoplasmic membrane, confirming the essential role of these factors during 
neuronal cell death induced by HCoV-OC43. 
 

In conclusion, results presented in this thesis show, for the first time, the role played by 
necroptosis-related factors during neuronal cell death induced by HCoV-OC43. This neuronal 
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response is potentially initiated to counteract viral replication and protect the host against viral 
propagation in the CNS. However, the activation of this MCR could be deleterious for the host by 
accumulating damages, increasing inflammation and accelerating the loss of neurons. These 
consequences would contribute to the observed neuropathology in mice. 
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SARS-CoV : Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 

SEP : Sclérose en plaques 

SLA : Sclérose latérale amyotrophique 

SNC : Système nerveux central 

SNP : Système nerveux périphérique 

STAT1 : Signal transducer and activator of transcription 1 

TLR : Récepteur homologue à Toll (Toll-like receptor) 

TGF-β : Facteur beta de croissance des tissus (Tissus growth factor beta) 

TMEV : Virus de l’encéphalite murine de Theiler (Theiler’s murine encephalitis virus) 

TMPRSS : Transmembrane serine protease 

TNFα : Tumour-necrosis alpha 

TRIF : Toll/Interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein inducing interferon beta 

VSV : Virus de la stomatite vésiculaire 

WNV : Virus du Nil occidental (West Nile virus) 
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CHAPITRE I : ÉTAT DES CONNAISSANCES 
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1. LE SYSTÈME NERVEUX CENTRAL (SNC) 
 

1.1 Structure du SNC 
 

Le système nerveux central (SNC) est composé de l’encéphale, lui-même subdivisé en 

quatre régions : le cerveau (télencéphale), le diencéphale, le tronc cérébral et le cervelet, ainsi 

que de la moelle épinière (Figure 1). Le cerveau, siège de l’intelligence, représente la plus 

grosse partie de l’encéphale et comprend plusieurs structures impliquées dans le traitement des 

informations sensorielles et motrices (Guyton, 1989). Bien que l’encéphale ne pèse que 2 % du 

poids total d’un adulte, cet organe utilise plus de 20% de l’oxygène et du glucose consommés, 

témoignant ainsi de son importance (Mink et al., 1981). Le diencéphale est localisé entre le 

cerveau et le tronc cérébral et comprend le thalamus et ses organes dérivés, qui sont 

responsables de diverses fonctions incluant la cognition, la perception de certaines sensations 

et la régulation des comportements. Les informations, captées par les organes sensoriels, sont 

acheminées par le système nerveux périphérique (SNP) au SNC où elles sont traitées. Les 

influx nerveux repartent en sens inverse pour acheminer une réponse de l’organisme à son 

environnement. Le tronc cérébral, qui fait la jonction entre le diencéphale et la moelle épinière, 

relaie les influx sensitifs et les commandes motrices entre l’encéphale et la moelle épinière. La 

quatrième région de l’encéphale, le cervelet, se trouve à l’arrière de la boite crânienne et 

coordonne les mouvements et régit la posture et l’équilibre. Finalement, bien plus qu’une simple 

autoroute pour les influx nerveux ou les commandes motrices entre l’encéphale et le SNP, la 

moelle épinière préside également les réflexes et est le siège de l’intégration des différents 

potentiels post-synaptiques (Guyton, 1989). 

 

Étant donné l’importance que revêt le SNC pour l’organisme, celui-ci est bien protégé par 

un ensemble de structures qui tente de minimiser les dommages qui pourraient y survenir. Dans 

un premier temps, le SNC est entouré d’os qui forme la boite crânienne et les vertèbres. 

Ensuite, sous la boite crânienne, les méninges forment un ensemble de tissus (dure-mère, 

arachnoïde et pie-mère) qui protège le SNC (encéphale et moelle épinière) contre les 

dommages ou les blessures. Le liquide céphalo-rachidien (LCR), qui circule autour et à 

l’intérieur de l’encéphale et de la moelle épinière entre les régions arachnoïdes et pie-mère, 

protège le SNC en faisant office de coussins contre les secousses venant de l’extérieur. De 

plus, le LCR constitue un milieu chimique propice aux influx nerveux et apporte des nutriments 

aux tissus nerveux et évacue les déchets vers le sang (Liddelow, 2011). 
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1.2 Composantes du SNC 
 

1.2.1 Les neurones 
 

Chez l’homme, on estime le nombre de neurones constituant le SNC à environ 1013 et 

ceux-ci forment l’unité fonctionnelle de base du système nerveux en formant des réseaux 

permettant la dissémination d’influx nerveux et la transmission d’informations d’un endroit à un 

autre (Pelvig et al., 2008). La morphologie et la structure des connexions entre les neurones 

diffèrent énormément dépendamment de la région du SNC ou du type de neurone. Cependant, 

certaines structures comme le corps cellulaire ou soma, l’axone et les dendrites sont conservés, 

peu importe le type de neurones. Ainsi, le corps cellulaire contient le noyau et l’essentiel du 

Figure 1. Schéma d’une coupe latérale d’un cerveau humain. L’encéphale est composé du cerveau ou 
télencéphale, du diencéphale, du tronc cérébral et du cervelet. La moelle épinière, connectée à 
l’encéphale par le tronc cérébral, complète les parties du SNC. Tiré de 
http://www.ikonet.com/fr/ledictionnairevisuel/static/qc/le_systeme_nerveux, 25 mai 2016 
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cytoplasme incluant la machinerie nécessaire à la synthèse des différentes protéines 

structurales ou catalytiques du neurone. Le corps cellulaire constitue aussi le centre de la cellule 

d’où s’étendent les prolongements axonaux, à savoir les dendrites et l’axone (Takano et al., 

2015). Les dendrites émergent donc du corps cellulaire pour assurer un contact avec les autres 

neurones au niveau de la synapse qui permet le passage d’influx nerveux entre les neurones. 

Les dendrites sont caractérisées par une diminution du diamètre de leur structure depuis le 

corps cellulaire jusqu’à leur extrémité et par la présence de nombreux ribosomes pour la 

synthèse de protéines, notamment ceux régulant les neurotransmetteurs. Ainsi, les dendrites 

forment les régions d’intégration post-synaptique. Certaines protéines associées aux 

microtubules (MAP) sont spécifiques aux neurones; par exemple, MAP2 est localisée 

uniquement aux dendrites alors que MAP3 est retrouvée dans les axones. À l’inverse des 

dendrites, les axones sont lisses et adoptent une structure régulière. Le transport de protéines 

membranaires, d’enzymes et de précurseurs de neurotransmetteurs à travers l’axone s’effectue 

à l’aide des protéines du cytosquelette et de vésicules qui peuvent se déplacer du corps 

cellulaire à l’extrémité de l’axone (transport antérograde) ou l’inverse (transport rétrograde). Les 

prolongements axonaux permettent la conduction des potentiels d’action qui déclenche la 

libération de neurotransmetteurs aux extrémités axonales ramifiées, ce qui transfère l’influx 

nerveux à travers le bouton synaptique et la propagation de l’information d’un neurone à un 

autre (Y. N. Jan et al., 2010, Koch et al., 1993). D’ailleurs, les neurones ont la capacité de 

produire et de transmettre un potentiel d’action ou influx nerveux d’un neurone à un autre à 

partir d’une suite successive de dépolarisation membranaire. L’axone est parcouru de 

transporteurs membranaires qui laissent passer des ions, notamment le potassium, le sodium, le 

calcium et le chlore. La différence de la concentration en ions de part et d’autre de la membrane 

plasmique détermine localement le potentiel transmembranaire qui se déplacera le long de 

l’axone. La transmission de l’influx nerveux d’un neurone à un autre s’effectue à travers la 

synapse, qui peut être du type chimique ou électrique. Les synapses chimiques sont plus 

fréquentes que les synapses électriques et leurs fonctions sont davantage variées. En effet, les 

synapses électriques sont majoritairement retrouvées au niveau des neurones sensoriels du 

système nerveux périphérique (Szczupak, 2016). Ces synapses sont constituées de neurones 

extrêmement proches les uns des autres qui sont reliés entre-eux par des jonctions 

communicantes. Cette proximité est nécessaire puisque la transmission de l’influx nerveux 

n’utilise pas de neurotransmetteurs mais se propage directement d’un neurone à un autre 

(O'Brien, 2014, Pereda, 2014). Dans le cas d’une synapse chimique, l’influx nerveux au niveau 

de l’axone déclenche la fusion d’une vésicule synaptique transportant un neurotransmetteur 
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avec la membrane externe de l’axone terminal. La libération du neurotransmetteur dans la fente 

synaptique lui permet d’atteindre le récepteur situé au niveau des dendrites et de poursuivre le 

passage de l’influx nerveux. Il existe plusieurs types de neurotransmetteurs qui ont des fonctions 

diverses. L’adrénaline et la noradrénaline sont les neurotransmetteurs qui sont produits lors de 

stress importants et qui commandent une action rapidement. À l’inverse, la sérotonine et l’acide 

aminobutyrique gamma (GABA) contribuent respectivement au bien-être, au cycle de sommeil, 

à la régulation du système digestif et au contrôle moteur, à la vision et à l’établissement d’un 

état calme. L’acétylcholine est majoritairement impliquée dans les processus reliés à la mémoire 

et l’apprentissage alors que le glutatamate, le neurotransmetteur le plus abondant dans le SNC, 

régule le développement mais également la mémoire et l’apprentissage. Enfin, l’endorphine est 

relâchée durant l’exercice et provoque l’euphorie ou un état de quiétude alors que la dopamine 

est associée aux sentiments de plaisir et à la dépendance (Rangel-Gomez et al., 2016, 

Robinson et al., 2016, Tritsch et al., 2016). Ces neurotransmetteurs peuvent ensuite influencer 

le passage d’ions à travers la membrane cytoplasmique de l’axone et augmenter (excitateurs) 

ou diminuer (inhibiteurs) la probabilité du déclenchement du potentiel d’action (Kandel, 2000). 

 

1.2.2 Les astrocytes 
 

Les astrocytes sont sans contredit les cellules gliales les plus abondantes à travers le 

SNC et les plus importantes pour les neurones. En effet, quatre types différents d’astrocytes ont 

été identifiés et ceux-ci participent tous au maintien de l’homéostasie des neurones (Hu et al., 

2016). Parmi leurs nombreuses fonctions, les astrocytes guident les prolongements axonaux 

lors de la neurogenèse et la migration des neurones impliquées dans l’organisation du cortex 

cérébral en sécrétant des facteurs de croissance tels que le Nerve growth factor (NGF), le Glial 

cell-derived neurotrophic factor (GDNF) ou le Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (Farina 

et al., 2007, Nag, 2011). Les astrocytes maintiennent aussi le métabolisme en assurant l’apport 

en métabolites énergétiques aux neurones qui ne consomment que du glucose (Belanger et al., 

2011, M. R. Freeman, 2010). De plus, le flux sanguin ainsi que l’intégrité de la barrière hémato-

encéphalique sont régulés par les astrocytes (Quaegebeur et al., 2011, Sofroniew et al., 2010). 

Les astrocytes sont également responsables du contrôle des ions extracellulaires ainsi que du 

recyclage des neurotransmetteurs entre les synapses (Danbolt, 2001, Simard et al., 2004). 

D’ailleurs, les astrocytes sont particulièrement importants à proximité des synapses 

glutamatergiques puisque ceux-ci, à l’aide des transporteurs de glutamate (GLT-1) et des 

transporteurs de glutamate-aspartate (GLAST), vont recycler le glutamate afin d’éviter son 



 

 

 

6 

accumulation et le développement de l’excitotoxicité glutamatergique éventuelle (Regan et al., 

2007, Rothstein et al., 1996). Finalement, les astrocytes contribuent à la réponse immunitaire 

dans le SNC en sécrétant une panoplie de cytokines, de chimiokines et de reactive oxygen 

species (ROS) en réponse à la détection d’un pathogène (Farina et al., 2007). Plusieurs études 

ont démontré la présence de récepteurs aux signaux de dangers (récepteurs aux damage-

associated molecular patterns, DAMPs) et récepteurs de type Toll 2, 3 et 4 (Toll-like receptor, 

TLR) à la surface des astrocytes (Rossi, 2015). Par contre, la réponse immunitaire initiée par les 

astrocytes peut s’avérer délétère pour le SNC puisque l’activation de ces cellules gliales peut 

exacerber les dommages aux tissus. Cette dualité dans les conséquences d’une activation 

illustre bien la possibilité qu’une dérégulation des astrocytes puisse être impliquée dans les 

maladies neurologiques. 

 

1.2.3 Les oligodendrocytes 
 

Les oligodendrocytes sont les cellules gliales responsables de la production et du 

maintien de la myéline dans le SNC, structure responsable d’isoler et protéger les 

prolongements axonaux des neurones. Dans un premier temps, les cellules précurseures 

d’oligodendrocytes (OPC) prolifèrent et migrent autour des neurones. Ensuite, ces OPC se 

différencient en oligodendrocytes en présence de platelet-derived growth factor (PDGF), de 

fibroblast growth factor : (FGF), d’insuline, d’hormones thyroïdiennes et de stéroïdes sécrétés 

par les neurones ou les astrocytes (Nishiyama et al., 2009, Swiss et al., 2011). Les 

oligodendrocytes forment alors une gaine de myéline autour des axones qui est constituée de 

80% de lipides et de 20% de protéines. Le pourcentage de lipides est assez important étant 

donné que ces lipides proviennent d’une extension de la membrane des oligodendrocytes eux-

mêmes. Les protéines constituant la myéline sont majoritairement la protéine basique de la 

myéline (Myelin basic protein, MBP), la glycoprotéine de myéline d’oligodendrocyte (Myelin 

oligodendrocyte glycoprotein, MOG) et la protéine protéolipidique (Proteolipid protein, PLP). Un 

oligodendrocyte peut fournir la gaine de myéline à plusieurs axones et cette gaine est constituée 

d’une accumulation de couches concentriques (environ 50) autour de l’axone avec certains 

endroits laissés à découvert appelés nœud de Ranvier (Chong et al., 2012, Nave, 2010). La 

gaine de myéline assure au neurone une étanchéité relative aux ions (sodium, potassium) afin 

que ce dernier puisse maintenir la propagation des signaux à travers l’axone (Michalski et al., 

2015). Suivant la myélinisation des axones, les oligodendrocytes occupent d’autres fonctions 

relatives au support métabolique des axones. En effet, à l’aide d’exosomes, la myéline est 
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capable d’excréter et de fournir du lactate aux axones, un métabolite utilisé pour produire de 

l’ATP (Fruhbeis et al., 2013, Funfschilling et al., 2012). Même si aucune molécule régulatrice 

spécifique pour la différenciation ou l’extension de la myéline n’ait été trouvée, le glutamate et la 

neuregulin-1 (Nrg1) auraient la capacité d’influencer ces processus (B. G. Brinkmann et al., 

2008, Wake et al., 2011a). 

 

1.2.4 Les microglies 
 

Les microglies représentent les macrophages résidents du SNC et composent environ 5-

10% de toutes les cellules constituant le SNC (Frost et al., 2016). Contrairement aux autres 

cellules du SNC, les microglies ont comme origine les cellules précurseures érythromyéloïdes 

qui, lorsque la barrière hémato-encéphalique devient plus sélective, se développent en microglie 

dans le SNC (Ginhoux et al., 2015). Ces cellules gliales, lorsqu’elles sont activées, prennent une 

morphologie moins ramifiée et davantage de types amiboïdes, facilitant leurs fonctions de 

phagocytose et de motilité. De plus, les microglies peuvent également exprimer les complexes 

majeurs  d’histocompatibilité (CMH) de type I et II pour devenir des cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) et sécréter une panoplie de facteurs impliqués dans la réponse immunitaire, 

dont des cytokines (TNF-α, IL-1, IL-6, TGF-β, IL-10), des facteurs neurotropes (NGF, BDNF, 

GDNF) ou des composés potentiellement cytotoxiques (NO, glutamate) (Wake et al., 2011b). 

Les microglies ne font pas qu’éliminer les débris cellulaires ou les cellules mortes dans le SNC 

mais ont de nombreuses autres fonctions et interagissent avec les astrocytes, oligodendrocytes 

et neurones. En effet, les microglies seraient impliquées dans la différenciation de cellules 

souches neurales en astrocytes par la sécrétion du Leukaemia inhibitor factor (LIF) et d’IL-6 et 

dans la différenciation des OPC en oligodendrocytes matures en produisant du NF-κB, IL-6, IL-

1β et de l’Insuline-like growth factor (IGF-1) (Lu et al., 2013, Nakanishi et al., 2007, Nicholas et 

al., 2001, O'Kusky et al., 2012, Shigemoto-Mogami et al., 2014). Finalement, les microglies 

participent également à la transmission synaptique, notamment en régulant le niveau basal de 

glutamate relâché par les astrocytes (Parkhurst et al., 2013, Pascual et al., 2012). Cette 

activation des microglies pourrait toutefois s’avérer délétère pour l’hôte dans certaines 

circonstances puisque celles-ci joueraient un rôle dans la démyélinisation lors d’infections 

virales ou pourraient être associées aux maladies neurodégénératives et neuroinflammatoires 

comme l’Alzheimer ou la sclérose en plaques (SEP) (Chatterjee et al., 2013, Das Sarma, 2014). 
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1.2.5 La barrière hémato-encéphalique 
 

La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une structure multi-cellulaire qui protège le 

SNC de l’entrée de composés toxiques ou de pathogènes présents dans la circulation sanguine 

et qui restreint le passage au SNC de leucocytes ou de grosses molécules comme notamment 

les cytokines ou les immunoglobulines. La majorité des vaisseaux sanguins entrant dans le SNC 

sont assujettis à cette barrière qui est constituée de brain microvascular endothelial 

cells (BMECs), d’astrocytes, de péricytes et de microglies. Les BMECs forment la structure de 

base à laquelle l’extrémité des astrocytes est rattachée et sécrètent des facteurs solubles qui 

assurent l’intégrité de la barrière et le maintien des jonctions serrées (Hawkins et al., 2005). Les 

péricytes régulent quant à eux l’angiogenèse, l’intégrité des vaisseaux et le flux sanguin 

(Kutcher et al., 2009). Enfin, les microglies répondent aux stimuli par la sécrétion de cytokines et 

de métalloprotéinases de la matrice (MMP) (Rock et al., 2004). Malgré ces mesures, la 

perméabilité de la BHE peut tout de même être altérée lorsque l’intégrité des jonctions serrées 

entre les cellules constituantes est affectée, notamment par la présence des cytokines IL-1β, IL-

6 et TNFα ou les MMP, favorisant du même coup, l’entrée de leucocytes (Miner et al., 2016, 

Nair et al., 2015). En réponse à la perméabilisation de la BHE, les cellules endothéliales 

peuvent, en présence d’interféron de type I et III (IFN I et III), stabiliser la structure par la 

formation de nouvelles jonctions serrées afin de contribuer à limiter la perméabilisation (Daniels 

et al., 2014, Sorgeloos et al., 2013). D’ailleurs, de nombreux virus sont aptes à briser l’intégrité 

de la BHE pour atteindre le SNC et une perméabilisation accrue de la BHE a été observée pour 

de nombreuses maladies neurologiques, notamment la SEP, la sclérose latérale amyotrophique 

(SLA) ainsi que la maladie d’Alzheimer (Alvarez et al., 2011, Bataveljic et al., 2014, Deane et al., 

2007). 

 

1.3 Système immunitaire en général	  
 

 La présence de nombreux microorganismes dans l’environnement a poussé l’évolution 

du corps humain à se doter d’une panoplie de cellules et de plusieurs mécanismes capables de 

faire face aux différentes menaces afin de garder l’organisme en santé. L’ensemble des cellules 

agissant pour protéger l’organisme contre toutes agressions forme donc le système immunitaire 

et initie un large éventail de réponses. 
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 La peau est considérée comme la première défense de l’organisme contre les 

pathogènes puisqu’elle est pratiquement imperméable à la majorité des pathogènes. Cette 

barrière physique est composée de cellules épithéliales solidement attachées les unes aux 

autres par des jonctions serrées et recouvertes par des cellules kératinisées. La production de 

kératine par ces dernières confère à la peau sa propriété imperméable à l’eau et la protection 

extérieure (J. X. Wang et al., 2016). Les muqueuses représentent un prolongement de la peau 

où les tissus sont plus perméables à l’échange de divers composés avec l’environnement et 

sont retrouvées au niveau du tube digestif (Turner, 2009), des voies respiratoires (S. Sato et al., 

2012) et de l’appareil uro-génital (Mestecky et al., 1999). Afin de réduire le risque d’invasion 

microbienne, les cellules constituant les muqueuses sécrètent du mucus, une épaisse couche 

de glycoprotéines, de protéoglycans et d’enzymes (Singh et al., 2002). Le milieu acide de 

l’estomac et du vagin permet également de limiter la présence de pathogènes à ces endroits. 

 

 Le système immunitaire fait intervenir deux types de réponses à la présence d’un 

pathogène, les réponses immunitaires innée et adaptative. Les mécanismes du premier type de 

réponse sont toujours les premiers à être activés et sont rapidement mis en place bien qu’ils ne 

soient pas spécifiques au pathogène. Dans un premier temps, la réponse immunitaire innée 

peut compter sur de nombreux leucocytes circulants dans le sang et les tissus pour repérer et 

éliminer les débris cellulaires, les pathogènes et autres substances étrangères par phagocytose. 

La phagocytose est un processus effectué par différents phagocytes et qui consiste à ingérer le 

débris cellulaire, la cellule morte ou le pathogène à l’intérieur d’une vésicule intracellulaire 

appelée phagosome. La fusion subséquente du phagosome avec un lysosome, vésicule 

contenant des enzymes hydrolytiques et des ROS, entraîne la formation du phagolysosome qui 

permet l’élimination du contenu de ce dernier (S. A. Freeman et al., 2014). Parmi les 

phagocytes, les neutrophiles sont les plus nombreux et arrivent généralement les premiers au 

site d’infection même si leur demi-vie est assez courte (environ 1-2 jours). En plus de la 

phagocytose, les neutrophiles libèrent le contenu de vésicules sécrétrices contenant plusieurs 

enzymes et molécules antimicrobiennes dans l’environnement (Ramadass et al., 2016). Bien 

que moins nombreux, les macrophages sont les cellules les plus efficaces pour effectuer la 

phagocytose. À l’origine, les monocytes circulent dans la circulation sanguine et se différencient 

ensuite en macrophages lors de leurs migrations vers le tissu endommagé ou infecté. Les 

macrophages sont attirés aux lésions ou au site d’infection par la présence de chimiokines et 

peuvent persister plusieurs mois parmi les tissus endommagés (Lavin et al., 2015). Les cellules 

dendritiques, retrouvées principalement dans les tissus et les muqueuses, sont également en 
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mesure de phagocyter les pathogènes et de les dégrader dans le phagolysosome (Mildner et al., 

2014). Bien que les basophiles et éosinophiles ne soient pas capables de phagocytose, ils sont 

impliqués dans la réponse innée, surtout lors de la présence de parasites, en sécrétant divers 

composés impliqués dans le processus inflammatoire (histamine, protaglandine, leucotriène, 

TNFα) et des molécules antimicrobiennes (ROS, enzyme protéolytique) (Stone et al., 2010). Le 

contrôle de l’activation de ces leucocytes est primordial puisque les réactions allergiques ont 

pour origine la reconnaissance d’un allergène par ceux-ci, déclenchant alors une 

hypersensibilité du système immunitaire (S. H. He et al., 2013). Finalement, les cellules Natural 

killer (NK) ne ciblent pas directement les pathogènes mais attaquent plutôt les cellules de l’hôte 

dont l’intégrité est compromise par la présence d’un pathogène intracellulaire ou par un état 

tumoral. Les cellules NK réussissent à identifier ces cellules ‘’défectueuses’’ en interagissant 

avec le complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH I), une structure protéique 

retrouvée chez toutes les cellules nucléées (Vivier et al., 2008). En effet, les protéines 

intracellulaires sont assujetties à la dégradation par le protéasome, qui génère ainsi plusieurs 

peptides qui seront associés au CMH de type I dans le réticulum endoplasmique. Ensuite, le 

CMH ainsi chargé de son peptide sera relocalisé à la surface de la membrane cytoplasmique (A. 

Williams et al., 2002). À l’aide des récepteurs Killer-cell immunoglobulin-like (KIR), les cellules 

NK vont interagir avec ces structures CMH/peptides et déclencher une suite d’évènement pour 

éliminer la cellule dans le cas où le peptide présenté est d’origine microbienne. Ainsi, dans un 

contexte ou la cellule est saine, la présentation d’un peptide de celle-ci entrainera l’inhibition de 

l’activité cytolytique de la cellule NK (Marcenaro et al., 2011). Dans le cas où un pathogène 

prend le contrôle de la cellule et diminue ou inhibe l’expression des CMH de type I, les cellules 

NK possèdent également un récepteur de CMH qui détecte un changement dans l’expression 

de ce dernier. Ainsi, si les cellules NK ne détectent pas un niveau suffisant de CMH, un 

phénomène appelé Recognition of missing-self est déclenché par ces cellules pour provoquer la 

mort cellulaire (Raulet, 2006). À travers l’activation des cellules du système immunitaire, 

l’implication des cytokines, molécules assurant la communication cellulaire de la réponse du 

système immunitaire, est primordiale dans le processus d’inflammation qui consiste à repérer la 

menace, à recruter les cellules du système immunitaire, à éliminer la menace et les cellules 

mortes et enfin à réparer les tissus endommagés. Les cytokines regroupent les chimiokines, les 

interleukines, les interférons et le TNFα (Dinarello, 2007). Les chimiokines sont responsables du 

recrutement des cellules immunitaires aux régions touchées par un pathogène ou une blessure 

physique alors que les interleukines (IL) jouent différents rôles dépendamment du type. 

Certaines vont stimuler la prolifération (IL-1, 2, 3, 4, 11, 15, 17, 21), la différenciation (IL-2, 3, 4, 
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6, 7, 12, 13, 20, 21) ou l’activation (IL-1, 5, 6, 9, 10, 12, 18, 25-27) d’un type de cellule 

immunitaire alors que d’autres vont agir comme répresseur de la réponse immunitaire (IL-13, 

14) (Dinarello, 2000, Kelso, 1998). Les interférons (IFN) sont regroupés et classés en trois 

groupes soient les IFN de type I, II et III. Pratiquement tous les types cellulaires du corps humain 

expriment les différents IFN de type I (IFN-α, -β, -ε, -κ et -ω) suite à la détection d’ARN 

bicaténaire dans le cytosol dont l’origine est majoritairement issue d’infections virales (de Weerd 

et al., 2012). Suite à leur expression, les IFN sont relâchés dans l’environnement et se fixent à 

leur récepteur (IFNα/β receptor, IFNAR). La liaison des IFNα/β au IFNAR peut se faire sur la 

cellule ayant sécrété ces IFN (effet autocrine) ou sur le récepteur des cellules voisines (effet 

paracrine), permettant ainsi aux cellules à proximité d’un site d’infection de se prémunir contre 

l’infection virale (Uze et al., 2007). Une fois le récepteur activé, la signalisation intracellulaire 

entraine l’arrêt de la croissance cellulaire, la dégradation des ARN cellulaires et viraux par 

l’activation de la RNAse L et inhibe la synthèse protéique à l’aide de la protéine kinase R (PKR), 

une enzyme qui phosphoryle et inhibe le eukaryotic translation initiation factor (eIF2a), sous-

unité nécessaire à la traduction des ARNm (Randall et al., 2008). De plus, les IFN de type I 

stimulent l’activation des macrophages, des cellules NK et des lymphocytes B et augmentent 

l’expression des CMH de type I pour accélérer la présentation des peptides viraux 

intracellulaires (Pogue et al., 2004). L’IFN-γ est le seul type d’IFN de type II et est seulement 

produit par les cellules NK et les lymphocytes CD4 Th1 et CD8 cytotoxiques. La présence de cet 

IFN entraine l’activation des cellules NK et des macrophages, oriente la différenciation des 

cellules T vers le type Th1 au détriment du type Th2 et augmente l’expression des CMH de type I 

et II (Schoenborn et al., 2007, Schroder et al., 2004). Puisque découvert récemment, peu de 

choses sont connues sur les IFN de type III (IFN-λ1, 2 et 3). Néanmoins, ceux-ci se lient à un 

complexe composé des récepteurs IL10R2 et IFNLR1 et seraient impliqués dans la réponse 

antivirale (Hermant et al., 2014, Vilcek, 2003).  

 

Par l’induction des phagocytes, la sécrétion des cytokines et le déclenchement des 

processus inflammatoires, la réponse immunitaire innée tente de contenir l’infection tout en 

préparant le terrain à la réponse immunitaire adaptative, plus spécifique. En plus d’éliminer le 

pathogène par la phagocytose et les protéines étrangères par endocytose, ces mécanismes 

permettent aux macrophages et cellules dendritiques d’activer la réponse immunitaire 

adaptative. Cette réponse débute par le transport des cellules dendritiques ou des macrophages 

à partir des sites d’infections vers les organes lymphoïdes secondaires. Les pathogènes ou les 

phagocytes circulant dans le sang se retrouvent dans la rate alors que ceux issus d’une infection 
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des tissus se déplacent dans la lymphe et arrivent au ganglion lymphatique le plus proche (Gray 

et al., 2012, Randolph et al., 2005). Arrivés aux organes lymphoïdes secondaires, les 

macrophages ou les cellules dendritiques présentent les peptides étrangers à leur surface à 

l’aide des CMH de type I ou II. Les complexes CMH/peptides sont alors soumis aux nombreuses 

cellules T naïves qui peuplent la rate et les ganglions lymphatiques (Mantegazza et al., 2013, 

ten Broeke et al., 2013). La reconnaissance de ces complexes par les lymphocytes T non 

différenciés est assurée par les T-cell receptors (TCR), déclenchant par la suite la 

différenciation, la maturation et l’activation de ces cellules (Huppa et al., 2003, Paul et al., 2013). 

Dépendamment du peptide présenté et du type de cytokines présentes, les cellules naïves 

deviendront des lymphocytes T CD8 cytotoxiques ou des lymphocytes T CD4, également 

appelées cellules T auxiliaires. Les lymphocytes T CD8 sont spécialisés dans la lutte contre les 

pathogènes intracellulaires, notamment les virus, et utilisent leur TCR afin d’interagir avec les 

peptides chargés sur les CMH de type I des cellules infectées. Si la reconnaissance du peptide 

d’origine virale résulte en une forte affinité avec le TCR, en plus de signaux de co-stimulation, le 

lymphocyte T CD8 va sécréter plusieurs cytotoxines (perforine, granzyme, granulysine, ligand 

Fas) menant à la mort de la cellule infectée (Harty et al., 2000, M. A. Williams et al., 2007). Les 

lymphocytes T CD4 ont davantage un rôle d’assistance et orientent l’activation des autres 

cellules du système immunitaire. D’ailleurs, l’abondance ou l’affinité des complexes 

CMH/peptides pour les TCR influence la différenciation des cellules T auxiliaires en TH1 ou TH2. 

En effet, les peptides présentés en grande quantité ou à forte affinité aux TCR engendrent les 

cellules TH1 alors que l’inverse favorise les cellules TH2 (Kaiko et al., 2008). La présence de 

cellules auxiliaires TH1 favorise un état inflammatoire, une activation plus importante des 

macrophages et la production d’IFN-γ (Mauri et al., 2012, Y. Zhang et al., 2016b). L’activation 

des lymphocytes TH2 entraine le développement d’une réponse plus large par l’activation et la 

production d’anticorps par les lymphocytes B (Hirahara et al., 2013, Romagnani, 2006). De la 

même façon que pour les lymphocytes T, les cellules B naïves sont retrouvées dans les organes 

lymphoïdes secondaires. L’endocytose d’antigènes étrangers par les cellules B permet ensuite 

la présentation antigénique par les CMH de type II aux lymphocytes TH2. Ces derniers 

réagissent en sécrétant les cytokines nécessaires à la différenciation et à la prolifération des 

cellules B en plasmocytes. Ces plasmocytes sont alors responsables de la production et la 

sécrétion d’anticorps spécifiques à l’antigène (Mauri et al., 2012, Y. Zhang et al., 2016b). La 

présence de ces lymphocytes B va progressivement diminuer pour arrêter la réponse 

immunitaire mais certains de ces lymphocytes vont persister dans l’organisme et devenir des 
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cellules mémoires afin de contrer rapidement toutes nouvelles infections du pathogène ayant les 

mêmes antigènes (Kurosaki et al., 2015). 

 

1.4 Infection virale du SNC 
 

1.4.1 Stratégies virales d’entrée au SNC 
 

Considérant que le SNC est un endroit du corps où l’activation du système immunitaire 

en lien avec la présence d’antigènes étrangers est limitée, il n’est pas surprenant de constater 

que plusieurs virus se sont adaptés pour atteindre et envahir ce site, afin d’échapper à une 

réponse immunitaire rapide (McGavern et al., 2011, Shrestha et al., 2013). En effet, la proximité 

du système immunitaire à travers les différents tissus accélère la réponse à la présence de 

pathogènes, ce qui peut prendre davantage de temps lorsqu’un virus se retrouve au SNC où les 

différents leucocytes doivent passer à travers la BHE. Différentes stratégies virales se sont 

développées pour atteindre le SNC malgré la présence de la BHE dont le rôle est justement de 

rendre plus difficile l’entrée des virus au SNC. Ainsi, certains virus peuvent passer à travers la 

BHE soit par un transit direct impliquant la voie sanguine, soit en évitant la BHE par une route 

non-hématogène, c’est-à-dire via le système nerveux. Cela dit, certains virus ne sont pas 

confinés à une seule voie et peuvent avoir plus d’une façon d’entrer au SNC. La première voie 

d’entrée des virus au SNC impliquant la voie sanguine peut être sous-divisée en trois stratégies.  

Fragilisation des jonctions serrées des BMEC. Avant de pénétrer dans le SNC, certains virus 

vont proliférer à leur site d’infection respectif et prendre la circulation sanguine avant d’atteindre 

et d’altérer indirectement la BHE. Le coronavirus murin (Mouse hepatitis virus, MHV) est 

capable d’inhiber la production d’IFN-β par les BMEC infectés, ce qui entraine une diminution de 

l’expression des protéines de jonctions serrées ZO-1, VE-cadherine et occludine affectant ainsi 

la perméabilité de la BHE (Bleau et al., 2015). De plus, le Virus T-lymphotrope humain (HTLV-1) 

(Afonso et al., 2008), l’adénovirus murin de type 1 (MAV-1) (Gralinski et al., 2009) ainsi que le 

virus du Nil occidental (WNV) (Verma et al., 2010) ont également la capacité d’altérer l’intégrité 

des jonctions serrées pour passer dans le SNC. La production de cytokines et de molécules pro-

inflammatoires suivant la virémie peut également altérer l’intégrité des protéines claudines et 

occludines, protéines transmembranaires qui assurent aussi l’étanchéité entre les cellules de la 

BHE, ce qui va faciliter le passage des virus au SNC (Sandoval et al., 2008). 
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Infection des BMEC et transport des virions à la membrane basolatérale. L’utilisation de 

BMEC en culture a permis de constater que plusieurs virus ont la capacité de les infecter et les 

nouveaux virions sont transportés et relâchés à la membrane basolatérale située du côté du 

SNC. Parmi ces virus, notons le polyomavirus JC (Chapagain et al., 2007), le virus de la 

poliomyélite (Coyne et al., 2007), le virus Epstein-Barr (EBV) (Casiraghi et al., 2011), le virus 

MAV-1 (Gralinski et al., 2009), le virus HTLV-1 (Afonso et al., 2008) ainsi que le virus WNV 

(Verma et al., 2010).  

Cheval de Troie ou l’infection de leucocytes. La méthode du cheval de Troie consiste à 

infecter les leucocytes présents dans le sang qui, éventuellement, traverseront la BHE pour 

atteindre le SNC en présence de cytokines ou chimiokines pro-inflammatoires. L’un des virus les 

mieux caractérisés utilisant cette méthode est le VIH. En effet, ce virus, présent dans le sang, 

commence par infecter les lymphocytes T et les monocytes/macrophages circulants et devient 

latent (Alexaki et al., 2008). Ensuite, on suppose que l’entrée initiale de ces leucocytes infectés 

dans le SNC serait due à une repopulation de cellules immunitaires en périphérie du SNC, en 

parallèle d’une altération de la perméabilisation de la BHE par la présence de cytokines ou 

chimiokines pro-inflammatoires. En effet, suivant l’infection des leucocytes par le VIH, 

l’expression de chimiokines (CCL2 et CXCL12), de cytokines (IL-6) et de MMP (MMP-9) 

augmente, ce qui contribue à fragiliser l’intégrité de la BHE et à faciliter l’entrée des cellules 

immunitaires infectées au SNC (Ancuta et al., 2006, Strazza et al., 2011). Le virus JC possède 

également la capacité d’infecter le SNC par cette voie suite à sa réactivation à partir de 

réservoirs périphériques, notamment les cellules T CD4+ (Weber et al., 2001). En effet, 

l’interaction entre les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes B permet probablement alors au 

virus de se propager aux lymphocytes B. Par la suite, le virus JC utilise les lymphocytes B pour 

migrer vers le SNC et traverse la BHE pour infecter les oligodendrocytes (Chapagain et al., 

2010, Houff et al., 1988). Enfin, notons que le virus de la polio, le coxsackievirus (CVB) et 

l’entérovirus EV71 ont également la capacité d’infecter des leucocytes mais le lien entre la 

neuroinvasion reste à être confirmé (Freistadt et al., 1996, Y. W. Lin et al., 2009, Tabor-Godwin 

et al., 2010). 

 

La deuxième voie d’entrée virale au SNC consiste à utiliser le réseau du système 

nerveux et peut être subdivisée en deux stratégies. 

Infection virale par le nerf olfactif. La connexion la plus courte entre le SNC et le milieu 

extérieur est le nerf olfactif, ce qui en fait un raccourci de choix pour les virus qui atteignent le 

SNC à partir de la cavité nasale. Le nerf olfactif est composé, entre autres, de neurones 
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récepteurs olfactifs (NRO) dont les dendrites sont dirigées vers la cavité nasale (côté apical) et 

le prolongement axonal (côté basal) se prolonge jusqu’au bulbe olfactif. Le virus de l’Influenza, 

le virus HSV-1, le virus de la poliomyélite, le virus Hendra, le virus Nipah, le virus de la stomatite 

vésiculaire (VSV), le virus MHV (van Riel et al., 2015) et fort probablement le coronavirus 

humain HCoV-OC43 (St-Jean et al., 2004) sont capables d’atteindre le SNC en empruntant 

cette voie d’entrée. 

Infection virale à partir des nerfs périphériques autre que le nerf olfactif. La capacité de 

certains virus à utiliser le SNP pour entrer au SNC procure l’avantage d’éviter la BHE. L’accès 

au SNC à partir des nerfs est donc plus facile, plus direct et ne provoque pas nécessairement 

l’activation d’une réponse immunitaire importante (van Riel et al., 2015). Ainsi, le virus de la 

poliomyélite, l’adénovirus, le virus de la rage, le CVB ainsi que le virus herpes simplex (HSV-1) 

se lient à leur récepteur respectif, situé sur les neurones moteurs ou sensoriels et utilisent le 

transport neuronal rétrograde pour atteindre le corps cellulaire neuronal et entrer rapidement au 

SNC (H. I. Huang et al., 2015a, McGavern et al., 2011). Le HSV-1 est particulier alors qu’il 

commence par infecter les kératinocytes, afin de générer de nouveaux virions, pour ensuite se 

propager aux neurones sensoriels et atteindre le SNC (Mori et al., 2005).  

 

1.4.2 Réponse immunitaire en réponse aux infections virales 
 

Une fois le SNC atteint, le virus tentera de s’établir dans les meilleures conditions 

possibles et mettre en place une réplication et une dissémination efficace tout en évitant le 

système immunitaire. Plusieurs facteurs influenceront la réponse cellulaire et l’activation du 

système immunitaire dans le SNC, notamment le type de virus, le type de cellules infectées 

(neurotropisme), la région du SNC infectée, la façon du virus à se propager, l’âge de l’hôte, etc 

(Figure 2). 
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La réponse immunitaire innée est la première étape de défense de l’hôte contre la 

présence d’un virus et fait intervenir les mécanismes responsables de la reconnaissance de ce 

dernier. Cette reconnaissance est assurée par un ensemble de récepteurs, les Pattern 

recognition receptors (PRRs). Ces PRRs détectent les motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) et sont divisés en cinq classes, 

les TLR, les récepteurs de type RIG-I (RLR) et les récepteurs de type NOD (NLR), les 

récepteurs lectines de type C (CLR) ainsi que les récepteurs de type Absent in myelona 2 

(AIM2) (ALR) (Palm et al., 2009, Shayakhmetov, 2010). Ces PRRs détectent des structures 

Meningitis
Aseptic meningitis is classically defined as non-bacterial
inflammation of the tissues lining the brain. Any inflam-
mation or pathology that also involves the parenchyma is
referred to as meningoencephalitis or encephalitis (dis-
cussed below). The vast majority of aseptic meningitis
cases are caused by human enteroviruses (HEV) [27,28]
that mostly target children [29,30]. However, many other
viruses have the ability to cause meningitis including St.
Louis encephalitis virus (SLEV) [31], bunyaviruses [32–
34], mumps virus [35], lymphocytic choriomeningitis
virus (LCMV) [36], HSV-1 and 2 [37,38], and human
immunodeficiency virus (HIV)-1 [39]. Because most adult
infections resolve without long term sequelae, pathologi-
cal data are scarce. Common symptoms such as fever,
headache, and neck stiffness are usually treated with
supportive care, and these symptoms are driven in part

by pleocytosis and elevated cytokines in the cerebrospi-
nal fluid [40].

Animal models have helped elucidate some of the mech-
anisms that drive the pathogenesis of viral meningitis.
Neonatal humans are especially at risk for developing
severe morbidity and mortality following infection by
group B coxsackieviruses and echoviruses [41,42]. A
pathological report of a child who succumbed to coxsack-
ievirus B5 noted intense inflammation around the choroid
plexus as well as the lateral and fourth ventricles [43].
This is consistent with experimental data showing that
the choroid plexus in coxsackievirus B3 (CVB3)-infected
neonatal mice is heavily populated with virus-infected
myeloid cells undergoing apoptosis [15]. Similarly,
LCMV targets the choroid plexus and ependymal cells
as well as stromal and innate immune cells in mice
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Brain regions affected by viruses that cause meningitis and encephalitis. Abbreviations: AV, alphaviruses; BV, bunyaviruses; CMV,
cytomegalovirus; CP, choroid plexus; HEV, human enteroviruses; HIV, human immunodeficiency virus; HSV, herpes simplex virus; JCV, John
Cunningham virus; JEV, Japanese encephalitis virus; LCMV, lymphocytic choriomeningitis virus; MeV, measles virus; Mumps, mumps virus; Nipah,
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Figure 2. Schéma représentant les régions ou les types cellulaires du cerveau affectés par une 
infection virale. Les cellules neuronales et gliales peuvent être la cible de nombreux virus et 
différentes régions sont susceptibles d’être un foyer d’infection. Abréviation : AV, Adénovirus; BV, 
Bunyavirus; CMV, Cytomégalovirus; HEV, Entérovirus Humain; HIV, Virus d’immunodéficience 
humaine; HSV, Virus Herpès Simplex; JCV, Virus John Cunningham; JEV, Virus de l’encéphalite 
japonaise; LCMV, Virus de chorioméningite lymphocytaire; MeV, Virus de la rougeole; Mumps, 
oreillons; PV, Virus de la poliomyélite; RV, Virus de la rage; SLEV, Virus de l’encéphalite de St-Louis; 
TBEV, Virus de l’encéphalite transmis par les tiques; WNV, Virus de Nil occidental. Tiré de Swanson 
PA et McGavern DB, Current opinion in virology, 2015. 
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différentes et ne sont pas retrouvés uniformément à travers les différents types de cellules 

neurales ou autres. 

TLR. À ce jour, 10 TLR ont été identifiés chez l’humain et sont exprimés dans les endosomes 

(TLR3, 7, 8 et 9) ou à la surface de la cellule (TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10). Bien que la majorité des 

cellules du SNC expriment les TLR, les microglies, étant les cellules immunitaires de 

prédilection dans le SNC, expriment tout le répertoire de TLR (Jack et al., 2005) et augmentent 

leur expression lorsqu’elles sont en présence d’un pathogène (Olson et al., 2004). Les 

microglies peuvent également détecter les PAMPs qui sont issus d’infections systémiques 

même lorsque l’intégrité de la BHE n’est pas affectée, suggérant que ces motifs peuvent 

traverser la BHE et activer les microglies ou les macrophages résidents (Okun et al., 2011). Les 

neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes expriment également plusieurs TLR, 

notamment les TLR3, 4, 7/8 et 9 qui reconnaissent respectivement les ARN bicaténaires (double 

brin, db), les glycoprotéines virales, les ARN monocaténaires (simple brin, sb) et l’ADN riche en 

îlots CpG hypométhylés  (Mukherjee et al., 2015, Peltier et al., 2010, Y. Zhou et al., 2009). Les 

astrocytes expriment principalement le TLR3 bien que les TLR2, 4, 5 et 9 aient également été 

détectés, mais à des niveaux faibles (Bsibsi et al., 2002, Jack et al., 2005). Le TLR3 semble tout 

de même avoir un rôle prépondérant dans la reconnaissance et la limitation de la réplication 

virale autant chez les astrocytes infectés par le virus HSV (Reinert et al., 2012) que les 

neurones infectés par le virus WNV (Daffis et al., 2008). 

NLR. Les NLR sont des structures impliquées dans la reconnaissance de pathogènes 

intracellulaires et qui initient la formation de l’inflammasome. Ce dernier active alors la caspase-

1, nécessaire à la maturation des cytokines IL-1β et IL-18 (Martinon et al., 2002). Il existe six 

formes d’inflammasomes qui se distinguent par la présence ou l’absence de domaines 

spécifiques et la configuration de ceux-ci. Toutefois, quatre formes d’inflammasomes seulement 

sont retrouvées au SNC soit NLRP1 chez les neurones, le NLRP2 chez les astrocytes et le 

NLRP3 chez les microglies (Kigerl et al., 2014). En plus de reconnaître le virus, l’inflammasome 

détecte la présence d’ATP au niveau cytoplasmique, notamment le NLRP2 des astrocytes, ce 

qui contribue à initier une réaction inflammatoire et une réponse immunitaire plus rapide contre 

l’infection (Minkiewicz et al., 2013).  

RLR. Les RLR sont des senseurs cytoplasmiques qui détectent l’ARN viral et activent la 

réponse à l’IFN. À l’heure actuelle, trois RLR ont été identifiés soient RIG-I, MDA5 et LGP2. Les 

deux premiers sont respectivement activés par l’ARN db court triphosphorylé en 5’ (< 2kb), 

l’ARN db long (> 2 kb), alors que le stimulus activant le troisième est encore inconnu (Peltier et 

al., 2010). Les neurones possèdent MDA5 et RIG-I et l’activation de ces deux RLR limite la 
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réplication virale, entre autres pour le virus WNV chez les neurones infectés du cerveau et de la 

moelle épinière (Fredericksen et al., 2008). De plus, l’une des protéines adaptatrices des RLR, 

la protéine mitochondriale de signalisation antivirale (Mitochondrial antiviral-signaling protein, 

MAVS), est essentielle dans l’élimination des virus WNV, Sindbis et JEV, suggérant l’importance 

de cette voie antivirale dans le SNC (Carty et al., 2014). Les astrocytes possèdent également 

les mécanismes de reconnaissance RLR. D’ailleurs, la présence du virus VSV, dans le cerveau 

de souris infectées, provoque une augmentation des niveaux en ARNm et en protéines 

correspondant à RIG-I et MDA5 dans les astrocytes, contribuant ainsi à générer une réponse 

immunitaire protectrice contre ce virus neurotrope (Furr et al., 2008). 

CLR. Les CLR représentent un groupe hétéroclite de différents récepteurs cytosoliques ou 

endosomales qui reconnaissent des structures lectin de type C, notamment le mannose, le 

galactose, le Β-glycan ou les asialoglycoprotéines, en présence de calcium (Geijtenbeek et al., 

2009). La reconnaissance de certains virus par les CLRs participent à l’immunité anti-virale en 

diminuant l’inflammation et les dommages aux tissus infectés, notamment pour les virus HSV-1 

(Zelenay et al., 2012), Vaccinia (Iborra et al., 2012) et Chikungunya (Long et al., 2013). 

Cependant, pour certains virus neuroinvasifs, tels que le JEV ou le virus de la Dengue, leurs 

détections par les CLRs semblent au contraire contribuer à accentuer l’inflammation au CNS 

(Hoving et al., 2014). D’ailleurs, en bloquant cette voie lors d’une infection in vivo par le JEV, 

une réduction des dommages neuronaux, de la production de cytokines pro-inflammatoires, de 

la perméabilisation de la BHE et de l’infiltration cellulaire a été observé dans le SNC (S. T. Chen 

et al., 2012). 

ALR. Le récepteur AIM2 est le facteur le plus caractérisé dans ce groupe et est un senseur 

cytosolique qui détecte l’ADN bicaténaire principalement d’origine virale. Une fois l’ADN db 

associée à AIM2 via sa partie C-terminal, la partie N-terminal de la protéine interagit avec ASC 

pour former un complexe responsable du recrutement et de l’activation de la caspase-1. Cette 

dernière assure ensuite le clivage et l’activation des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18 

(Hornung et al., 2009).  

 

 Suivant la détection de virus dans le SNC par les PRRs, les TLR, RLR et NLR activeront 

les Interferon regulated factors (IRFs) et le Nuclear factor καρρα B (NF-kB) menant 

respectivement à l’expression des IFN et de cytokines pro-inflammatoires. Suite à l’expression 

des IFN, la liaison des IFN de type I (IFNα et IFNβ) à leur récepteur (IFNAR) mène à 

l’expression de divers gènes en réponse à l’IFN (ISGs), responsables d’inhiber l’entrée, la 

traduction de tous les ARNm présents dans la cellule et la réplication ou la sortie du virus 
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(Schneider et al., 2014). D’ailleurs, plusieurs ISGs, notamment les ISG49, 54 et 56, sont 

exprimés dans le SNC suite à une infection virale (Fensterl et al., 2012). Cette activation n’est 

pas limitée aux cellules gliales puisque les neurones peuvent aussi répondre activement suite à 

une infection virale par la sécrétion des IFN de type I (Delhaye et al., 2006). En réponse à 

l’infection du SNC par les virus WNV, VSV, JEV, HSV-1 ou MHV, autant les neurones que les 

astrocytes, les oligodendrocytes et les microglies participent à la réponse liée à l’IFN pour 

restreindre la réplication virale par la production d’IFN de type I  (H. Cho et al., 2013, Lafaille et 

al., 2012, Reinert et al., 2012). Dans le cas du virus VSV, l’introduction intranasale de ce virus 

déclenche la sécrétion des IFN de type I dans le SNC, démontrant ainsi la portée de ce système 

pour prévenir la réplication et la dissémination virale au SNC (van den Pol et al., 2014). Notons 

également l’activation de la protéine kinase R (PKR) ainsi que de l’endonucléase RNAse L suite 

à l’activation des ISGs dans le SNC. La PKR détecte la présence cytoplasmique d’ARN db viral 

et inhibe la synthèse protéique de la cellule afin de restreindre la traduction des ARN viraux 

(Meurs et al., 1992). La RNAse L, quant à elle, dégrade l’ARNm cellulaire ou viral, inhibant du 

même coup, la réplication virale et la synthèse protéique du virus autant que de la cellule 

(Silverman, 2007). Ces systèmes antiviraux sont d’ailleurs impliqués dans le contrôle d’infection 

du SNC par les virus WNV (Samuel et al., 2006) et MHV, bien que ce dernier semble être en 

mesure d’interférer et d’inhiber la RNAse L (L. Zhao et al., 2012b).  

 

En parallèle à la réponse liée à l’IFN, la production de cytokines/chimiokines pro-

inflammatoires contribue à l’établissement d’un environnement propice à l’élimination du virus 

(Akira et al., 2006). Les astrocytes sont les cellules gliales qui produisent et sécrètent le plus de 

cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-10, IFNγ, TNFα) et de chimiokines (MCP-1, CCL5, 

CCL20, CXCL12, CXCL2, CX3CL1), contribuant du même coup à activer les autres cellules 

gliales et à attirer les cellules du système immunitaire périphérique (Farina et al., 2007). Les 

microglies, en plus d’acquérir un phénotype phagocytaire, sécrètent aussi les cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et TNFα ainsi que des espèces oxygénées réactives (ROS) et de l’oxyde 

nitrique (NO), accélérant ainsi l’élimination des cellules infectées (Chatterjee et al., 2013, 

Lehnardt, 2010, Suh et al., 2009).  

 

Enfin, une réponse adaptative du système immunitaire périphérique se met également 

en place, entre autre par le recrutement au SNC de lymphocytes T CD4+ et CD8+, largement 

causé par la chimiokine CXCL12 produite par les astrocytes (Cruz-Orengo et al., 2011) (Figure 

3). Bien que la déplétion des lymphocytes T CD4+ n’altère pas le recrutement des cellules T 
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CD8+, il semble que leur absence diminue la survie et l’action de ces dernières, empêchant un 

contrôle efficace de la réplication virale (Phares et al., 2012). En plus de maintenir une réponse 

soutenue et efficace des cellules T CD8+, les cellules T CD4+ sécrètent également de l’IL-21, 

une cytokine qui participe à l’activation des cellules B pour la production d’anticorps (Phares et 

al., 2013). Les lymphocytes T CD8+ sont particulièrement importants à la réponse antivirale 

dans le SNC, surtout lorsque les neurones sont infectés (Divito et al., 2006). Les cellules T 

CD8+ vont utiliser un arsenal diversifié pour contrôler la propagation virale en produisant de 

l’IFNγ, du TNFα, de la perforine, des granzymes, les ligands Fas ou TRAIL et provoquer la mort 

des cellules infectées (Russo et al., 2015). Les microglies et les macrophages pourront alors 

éliminer les débris et autres cellules mortes du SNC contribuant à la restauration du SNC. 

Hormis la présence de microglies comme CPA dans le SNC, les neurones peuvent aussi 

soutenir une expression assez importante des gènes codant le CMH, complexe responsable de 

la présentation d’antigènes viraux. En effet, alors que la présence de CMH de type I est 

fortement réprimée chez les neurones en santé, l’infection du SNC par le virus de la rage (Irwin 

et al., 1999), le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) (Truong et al., 2009), le virus 

HSV-1 (Abendroth et al., 2000), le virus de la rougeole (Gogate et al., 1996) ou le virus JEV 

(Das et al., 2009) entraine une augmentation de la présentation antigénique du neurone aux 

lymphocytes T par les CMH de type I. Les microglies peuvent également augmenter l’expression 

des CMH en contexte d’infection (Steel et al., 2009). Lorsque l’infection virale est contrôlée, les 

CPA, incluant les microglies, vont mettre en place un processus pour réprimer l’activation de la 

réponse immunitaire adaptative et rétablir l’homéostasie. Ce processus passe par la production 

de deux ligands de mort programmée (PD-L1 ou PD-L2) qui sont sécrétés par les CPA, les 

lymphocytes T régulateurs (Treg), les cellules myéloïdes ainsi que les cellules endothéliales. La 

liaison de ces ligands aux récepteurs PD-1, présents à la surface des cellules NK, des 

lymphocytes T et des lymphocytes B, entraine alors l’activation de l’apoptose et la mort des 

cellules stimulées (Nguyen et al., 2015). La mort cellulaire des lymphocytes T est activée dans 

le SNC afin de met fin à la réponse immunitaire (Lafon et al., 2008). 
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1.4.3 Adaptation, persistance et évasion virale 
 
La présence de la BHE limite la libre circulation des composantes du système 

immunitaire inné et l’absence de lymphocytes B, de macrophages et de cellules dendritiques 

pour activer rapidement les lymphocytes T fait en sorte que le SNC est immunologiquement 

moins rapide ou moins efficace par rapport à d’autres organes (Lauvau et al., 2015). Or, cette 

particularité du SNC fait de cet organe, un endroit propice aux virus neurotropes qui cherchent à 

s’établir et à persister chez l’hôte à l’abri temporaire du système immunitaire (Koyuncu et al., 

2013). Ainsi, après une première phase aiguë où le virus neurotrope se réplique et se dissémine 

abondamment à travers le SNC, certains virus ont adopté différentes stratégies pour devenir 

persistants dans le SNC et ainsi se maintenir dans l’organisme (Galluzzi et al., 2010, 

Ramakrishna et al., 2002). La persistance virale au SNC peut découler du blocage des 

mécanismes cellulaires antiviraux ou de la répression de l’expression des gènes viraux (Kunz et 

al., 2006, McGavern et al., 2011, Weber et al., 2007). Néanmoins, cette persistance virale peut 

découler d’une infection latente ou d’une infection chronique. 

damage cleanup and initiation of repair (Figures 1 and 2; Movies S1 and S3), although adaptive
T and B cell responses can also participate [37]. After SCI, it was found that monocytes are
recruited to the injury site via distinct routes based on their activation phenotypes [38]. ‘Classical’
monocytes (Ly6Chi CX3CR1lo CCR2hi) with proinflammatory and phagocytic properties were the

Key Figure

Debris Cleanup (A) and Regulation of Viral Clearance (B) in the Central
Nervous System (CNS)
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Figure 2. (A) Dead cells and debris such as myelin are cleared from the lesion site by resident microglia and peripherally-
derived macrophages. Cellular phagocytosis is mediated in part by recognition of phosphoserines on dead cell membranes
by scavenger receptors. Activated astrocytes surround the lesion area to form the glial scar, which acts as a physical barrier
to infiltrating cells and also may secrete anti-inflammatory cytokines or growth factors (transforming growth factor beta,
TGF-b). (B) Viral control is primarily orchestrated by T cells and/or B cells (not shown). Cytotoxic lymphocytes (CD8+)
recognize MHC I-displayed viral peptides on the surface of infected cells and form an immune synapse in order to secrete
effector molecules (e.g., granzyme B) onto the target cells. T helper cells (CD4+) recognize MHC II peptides expressed by
microglia/macrophages as well as dendritic cells (not shown) and secrete antiviral cytokines (e.g., interferon gamma, IFN-g).
Immunosuppressive cytokines (interleukin 10, IL-10) as well as upregulation of programmed death ligand 1 (PD-L1) on
target cells act to dampen the inflammatory response and limit immunopathology. Abbreviations: OD, oligodendrocyte; Mf,
macrophage; TCR, T cell receptor.
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Figure 3. Réponse immunitaire adaptative dans le SNC suite à une infection virale. La sécrétion de cytokines 
et chimiokines pro-inflammatoires par les neurones et cellules gliales mène à l’entrée et l’activation des 
macrophages et des lymphocytes T CD4+ et CD8+ au SNC. Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les 
peptides viraux présentés par les CMH de type I à la surface des cellules infectées et sécrètent des 
molécules effectrices (i.e. granzymes B) à la cellule ciblée. Les lymphocytes T CD4+ reconnaissent les 
peptides présentés par les CMH de type II exprimés par les macrophages/microglies et produisent des 
cytokines antivirales (i.e. IFNγ ). La présence de cytokines immunosuppressives (i.e. IL-10) ainsi que 
l’expression du ligand de mort PD-L1 par les microglies réduisent la réponse inflammatoire et limitent les 
dommages induits par la réponse immunitaire. Tiré de Russo MV et McGavern DB, Trends in immunology, 
2015 



 

 

 

22 

Infection latente. Une infection virale dite latente est définie comme un état dormant durant 

lequel la réplication virale est maintenue à sa plus faible expression ou cesse complètement 

pour n’avoir que le matériel génétique viral dans la cellule hôte, qui peut alors s’intégrer ou non 

au génome cellulaire. Cet état n’élimine donc pas le virus et un changement dans la condition 

immunologique de l’hôte, par exemple la suppression du système immunitaire, peut réactiver la 

réplication active du virus et provoquer une nouvelle phase aiguë. Plusieurs virus parmi la 

famille des Herpesviridae dont les virus HSV-1 et Varicelle zona (VZV) sont des virus latents 

(McGavern et al., 2011). Lorsque les virions atteignent les neurones sensoriels des nerfs 

périphériques, ils deviennent quiescents et se réactivent lorsque les conditions deviennent 

favorables à leur dissémination. Par exemple, quand le système immunitaire perd de sa force à 

cause de l’âge, du stress ou d’une autre infection, le virus latent en profite pour sortir de sa 

torpeur et déclenche les mécanismes qui assurent la réplication et la dissémination des 

nouveaux virions. Le virus JC est également considéré comme latent puisque ce dernier se 

réactive à partir de réservoirs périphériques lorsque le système immunitaire est supprimé. 

Ensuite, les virions migrent vers le SNC pour infecter majoritairement les oligodendrocytes et 

causer une maladie appelée leucoencéphalopathie multifocale progressive (Weber et al., 2001). 

Infection chronique. L’infection chronique diffère de l’infection latente par une réplication 

constante où le système immunitaire n’est pas en mesure de restreindre le virus, ce qui 

engendre souvent des maladies chroniques caractérisées par un débalancement continu de 

l’homéostasie au SNC (Giraudon et al., 2009, Karim et al., 2014). La réplication virale peut être 

soutenue et constante, telle qu’observée pour le virus de la rougeole (Schonberger et al., 2013), 

le virus de la poliomyélite (D. C. Miller, 1995), le virus de l’encéphalomyélite de Theiler (TMEV) 

(Lipton, 1975), le virus LCMV (Chakraborty et al., 2010) et plusieurs entérovirus (H. I. Huang et 

al., 2015a). Dans certains cas, la réplication virale produit une faible quantité de nouveaux 

virions, notamment pour les virus HIV et HTLV, ce qui engendre des pathologies dégénératives 

plus lentes (Lepoutre et al., 2009, Petito et al., 1999). 

 

1.4.4 Pathologies neurologiques associées aux infections virales 
 

Plusieurs facteurs peuvent contribuer à l’émergence ou à l’augmentation de la sévérité 

de maladies neurologiques suite à une infection virale au SNC. Le type de virus, l’efficacité de la 

réplication virale, la persistance virale, la route d’infection, l’âge, le fond génétique de l’hôte et 

l’étendue des dommages aux cellules neurales peuvent tous influencer la neuropathologie. 
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Ainsi, autant le virus lui-même que la réponse immunitaire découlant de l’infection peuvent être 

délétères pour le SNC et mener au développement ou à l’exacerbation de maladie(s) 

neurologique(s). D’une part, le virus peut causer des dommages aux cellules, altérer les 

fonctions neuronales ou induire la mort cellulaire et d’autre part, la réponse immunitaire à 

l’infection peut être détournée par mimétisme moléculaire ou devenir incontrôlable, ce qui 

provoque des dommages et la mort des cellules neurales (Fujinami et al., 2006). Ainsi, les virus 

neurotropes peuvent être virulents (neurovirulence) et devenir des agents étiologiques de 

maladies neurologiques en initiant la pathologie ou en augmentant la sévérité des symptômes. 

Le Tableau 1 présente différents virus qui sont associés aux maladies neurologiques ou 

potentiellement reliés à la sévérité des symptômes.  

 

 
Tableau 1. Infections virales du SNC et pathologies associées ou hypothétiques. Modifié de Desforges M, 

Meessen-Pinard M et Talbot PJ., 2016; McGavern DB et Kang SS, De chiara G et al, 2012; Huan HI et Shih SR 
2015; Swanson PA et McGavern DB 2015 

Virus Hôte Site d’infection Pathologie 

Arenaviridae    

LCMV Humain Microglie Méningite, œdème cérébral 

Bunyaviridae    

Virus de la Crosse Humain  Encéphalite 

Coronaviridae    

HCoV Humain SNC SEP, Encéphalite? 

MHV Souris Neurone, astrocyte, 

oligodendrocyte 

Encéphalomyélite, modèle SEP 

Flaviviridae    

JEV Humains, 

bétails 

SNC Encéphalite, paralysie légère 

TMEV Souris Neurone, microglie, 

oligodendrocyte 

Encéphalomyélite 

WNV Humain  Encéphalite, paralysie légère 

SLEV Humain  Encéphalite, méningite 

TBEV Humain SNC Encéphalite, paralysie légère 

Herpesviridae    
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Virus Hôte Site d’infection Pathologie 

CMV Humain, 

souris 

Glandes salivaires, 

macrophage 

Encéphalite, encéphalomyélite, 

SEP? 

EBV Humain Cellules épithéliales, 

lympocytes B 

Encéphalite, méningite, SEP? 

HSV-1 Humain Neurone sensoriel Méningite, SEP?, AD? 

VZV Humain Neurone sensoriel Méningite, encéphalite, SEP? 

Orthomyxoviridae    

Virus influenza Humain Neurone, astrocyte Encéphalomyélite, PD?, SEP? 

Paramyxoviridae    

Virus de la rougeole Humain Neurone, astrocyte Encéphalite, SEP? 

Picornaviridae    

Coxsackievirus Humain Neurone, astrocyte Méningite, encéphalite, SLA?, PD? 

Poliovirus Humain Neurone moteur Méningite, encéphalite, 

poliomyélite 

Echovirus Humain  Méningite 

Enterovirus 71 Humain Neurone Méningite, encéphalite 

Polyomaviridae    

Virus JC Humain Oligodendrocytes Leucoencéphalopathie progressive 

multifocale 

Rhabdoviridae    

Virus de la rage Humain Neurone Encéphalomyélite, SEP? 

Retroviridae    

HTLV-1 Humain Lymphocytes T Myélopathie, SEP? 

VIH Humain Monocyte CD16+, 

microglie, astrocyte 

Démence, AD? 

AD : maladie d’Alzheimer; HCoV : Coronavirus humain; PD : maladie de Parkinson; SLA : Sclérose latérale 
amyotrophique; SLEV : Virus de l’encéphalite de St-Louis; SEP : Sclérose en plaques; TBEV :Tick-borne 
encephalitis virus 
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2. LES CORONAVIRUS 
 

2.1 Généralité et taxonomie 
 

Le terme corona, qui signifie couronne en latin, a été désigné pour nommer les 

coronavirus suite aux premières observations de ceux-ci par microscopie électronique. En effet, 

les coronavirus, par la présence de la protéine structurale S, retrouvée en grande quantité à la 

surface du virion, donne un aspect qui rappelle une couronne (Davies et al., 1979). Les 

coronavirus sont des pathogènes ubiquitaires initialement identifiés comme étant des virus 

respiratoires et entériques pouvant infecter un large spectre d’hôtes, majoritairement les 

mammifères (rongeurs, porcs, chats, chiens) incluant l’humain mais également les oiseaux 

(Vabret et al., 2009). Les premiers coronavirus humains (HCoV) qui ont été identifiés à la fin des 

années 60 sont les souches 229E et OC43 causant des infections relativement bénignes dont le 

rhume (Hamre et al., 1966, McIntosh et al., 1967). Ce n’est qu’en 2002 qu’un regain d’intérêt 

pour les coronavirus humains s’est manifesté, suite à l’émergence d’une nouvelle souche, le 

SARS-CoV. Cette souche, hautement contagieuse, est devenue pandémique et cause, entre 

autres, une détresse respiratoire importante. Cette pandémie a affecté principalement les pays 

asiatiques du sud-est (Chine, Hong Kong, Singapour, Taiwan) et l’Amérique du Nord (Canada, 

USA), et a été suivie par la découverte de deux autres souches circulantes chez l’humain, 

également majoritairement associés aux rhumes, soient les souches NL63 et HKU1. Environ 10 

ans après l’apparition du SARS-CoV, un autre coronavirus, causant une pathologie respiratoire 

similaire moins contagieuse mais davantage sévère chez l’Homme, a émergé au Moyen-Orient 

et a été nommé Middle-East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV). Le MERS-CoV 

serait potentiellement issu d’une transmission zoonotique du chameau, animal réservoir 

présentant des signes cliniques modérés, à l’homme suite à une adaptation du virus au niveau 

du récepteur viral à la surface des cellules (Reusken et al., 2016). 

 
Selon la classification de Baltimore, les coronavirus font partis de l’ordre des Nidovirales, 

de la famille des Coronaviridae (suivi de la sous-famille des Coronavirinae) et sont répartis à 

travers quatre genres soient les α-, β-, γ- et δ-coronavirus (Figure 4). Parmi les quatre souches 

endémiques chez l’humain, HCoV-229E et -NL63 se retrouvent dans le genre α-coronavirus 

alors que les deux autres souches HKU1 et OC43 sont situées dans le genre β-coronavirus. À 

l’intérieur du genre β-coronavirus, il existe quatre subdivisions identifiées par les lettres A, B, C 

et D (de Groot et al., 2013). Les souches HKU1 et OC43 se retrouvent dans la sous-division A 
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alors que les souches émergentes SARS-CoV et MERS-CoV sont respectivement situées dans 

les subdivisions B et C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG 1 (A) Taxonomy of Coronaviridae according to the International Committee on Taxonomy of Viruses. (B) Phylogenetic tree of 50 coronaviruses with
partial nucleotide sequences of RNA-dependent RNA polymerase. The tree was constructed by the neighbor-joining method using MEGA 5.0. The scale
bar indicates the estimated number of substitutions per 20 nucleotides. Abbreviations (accession numbers): AntelopeCoV, sable antelope coronavirus
(EF424621); BCoV, bovine coronavirus (NC_003045); BdCoV HKU22, bottlenose dolphin coronavirus HKU22 (KF793826); BuCoV HKU11, bulbul
coronavirus HKU11 (FJ376619); BWCoV-SW1, beluga whale coronavirus SW1 (NC_010646); CMCoV HKU21, common-moorhen coronavirus HKU21
(NC_016996); DcCoV UAE-HKU23, dromedary camel coronavirus UAE-HKU23 (KF906251); ECoV, equine coronavirus (NC_010327); Erinaceous-
CoV, betacoronavirus Erinaceus/VMC/DEU/2012 (NC_022643); FIPV, feline infectious peritonitis virus (AY994055); HCoV-229E, human coronavirus 229E
(NC_002645); HCoV-HKU1, human coronavirus HKU1 (NC_006577); HCoV-NL63, human coronavirus NL63 (NC_005831); HCoV-OC43, human corona-
virus OC43 (NC_005147); Hi-BatCoV HKU10, Hipposideros bat coronavirus HKU10 (JQ989269); IBV-partridge, avian infectious bronchitis virus partridge
isolate (AY646283); IBV-peafowl, avian infectious bronchitis virus peafowl isolate (AY641576); KSA-CAMEL-363, KSA-CAMEL-363 isolate of Middle East
respiratory syndrome coronavirus (KJ713298); MERS-CoV, Middle East respiratory syndrome coronavirus (NC_019843.3); MHV, murine hepatitis virus

Chan et al.

470 cmr.asm.org April 2015 Volume 28 Number 2Clinical Microbiology Reviews

 on February 9, 2016 by IN
R

S-Institut Arm
and-Frappier

http://cm
r.asm

.org/
D

ow
nloaded from

 

Figure 4. Arbre phylogénétique représentant la classification des coronavirus de l’ordre des 
Nidovirales en fonction de leurs genres (α , β , γ  ou δ) et des groupes à l’intérieur du genre beta 
(A, B, C ou D). L’arbre et ses ramifications ont été construits à l’aide de la méthode neighbor 
joining qui tient compte des différences de vitesse d’évolution basées sur les séquences de 
l’ARN polymérase ARN dépendante. L’échelle correspond aux nombres estimés de substitution 
par 20 nucléotides. Tiré de Chan JF et al., Clinical microbiology reviews, 2015. 
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2.2. Structures et fonctions des protéines virales 
 

2.2.1 Généralités 
 

Les coronavirus sont des virus enveloppés d’environ 120 nm de diamètre englobant une 

capside hélicoïdale protégeant un génome d’ARN monocaténaire linéaire de polarité positive 

d’environ 27 000 à 32 000 bases, ce qui en fait les virus à ARN ayant le plus gros génome à ce 

jour. Le génome viral code des protéines non-structurales, responsables de la réplication du 

matériel génomique et de la synthèse des protéines virales alors que les gènes encodant les 

protéines structurales sont nécessaires à la formation des nouveaux virions. Le génome des 

coronavirus possède également des gènes codant des protéines accessoires qui ne sont ni 

impliquées dans la structure du virion, ni directement associées à la réplication virale. Ces 

protéines, qui varient en nombre selon l’espèce virale, influencent une grande variété de 

processus notamment la prolifération cellulaire, la mort cellulaire, la production de cytokines ou 

le processus de pathogenèse (Cruz et al., 2013, Dedeurwaerder et al., 2014, D. X. Liu et al., 

2014a).  

 

2.2.2 Protéines non-structurales 
 

La portion du génome viral encodant les protéines non structurales (nsp) se retrouve 

dans le cadre de lecture 1ab (ORF1ab), qui occupe les deux tiers du génome. Cette portion 

regroupe tous les gènes viraux qui ne sont pas impliqués dans la structure du virion mais qui 

sont nécessaires à la synthèse de l’ARN viral. Suite à la transcription du génome par l’ARN 

polymérase dépendante de l’ARN (RdRp) du virus, la traduction de l’ORF1ab débute par la 

synthèse de la polyprotéine pp1a (correspondant à l’ORF1a seulement) qui sera ensuite clivée 

pour donner les protéines nsp1 à nsp6 (Namy et al., 2006). Dans environ 20 à 30% de la 

traduction de l’ORF1a, le ribosome poursuit son chemin et traduit le cadre de lecture en entier 

(ORF1ab), ce qui produit la polyprotéine pp1ab et donne les protéines nsp1-nsp16 après clivage 

protéolytique (Ziebuhr et al., 2000). Ce phénomène, appelé Programmed ribosomal frameshift, 

est provoqué lorsque le ribosome glisse d’un nucléotide (+1 ou -1), modifiant ainsi le codon à 

traduire et du même coup le cadre de lecture. Parmi les protéines nsp, plusieurs possèderaient 

des rôles non reliés à la synthèse ou à la transcription de l’ARN viral. En effet, certaines 

évidences semblent indiquer que les protéines nsp sont impliquées dans le détournement de la 
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machinerie cellulaire (Lokugamage et al., 2015, Narayanan et al., 2015), la perturbation de la 

réponse immunitaire innée (Mielech et al., 2014) ou le tropisme tissulaire (Roth-Cross et al., 

2009). 

 

Tel que mentionné un peu plus haut, des protéines accessoires situées à l’extérieur de 

l’ORF1ab ont été identifiées chez la majorité des coronavirus et ayant des fonctions diverses qui 

affectent principalement la pathogenèse de ceux-ci. Parmi les alphacoronavirus, le ou les gènes 

codant ces protéines accessoires ont été répertoriés dans le génome des virus FIPV (Haijema et 

al., 2004), TGEV (McGoldrick et al., 1999), PRCoV (D. X. Liu et al., 2014a) et HCoV-229E (D. X. 

Liu et al., 2014a) et jouent un rôle associé à la virulence. Dans le cas du FIPV, la protéine 7a est 

aussi nécessaire à la réplication in vitro et participe comme antagoniste aux IFN de type I 

(Dedeurwaerder et al., 2013). Chez les betacoronavirus, plusieurs protéines accessoires ont été 

identifiées et leurs fonctions varient d’antagoniste à la production d’IFN ou de l’activation des 

ISRE notamment pour le SARS-CoV et le MERS-CoV (D. X. Liu et al., 2014a). Les génomes 

des virus BCoV, HCoV-OC43 et MHV codent également la protéine ns2 qui s’est avérée, à tout 

le moins pour le MHV et le MERS-CoV, être un inhibiteur de l’endonucléase cellulaire RNAse L 

responsable de la dégradation d’ARN db étranger (Thornbrough et al., 2016, L. Zhao et al., 

2012b). 

 

2.2.3 Protéines structurales 

 
Parmi les différentes protéines structurales (Figure 5), la protéine membranaire M est la 

plus abondante dans le virion. Cette glycoprotéine membranaire de type III, formée d’environ 

218 à 263 acides aminés, est principalement impliquée dans le bourgeonnement et la formation 

des virions (Klumperman et al., 1994, Mounir et al., 1992). Cependant, la présence d’autres 

protéines structurales telles que la protéine N ou E faciliterait l’assemblage ou la stabilité de la 

particule virale (Y. L. Siu et al., 2008). D’ailleurs, l’hypothèse la plus récente propose que la 

protéine M forme une matrice par interaction homotypique avec elle-même, entrainant la 

formation d’une structure en treillis qui permettrait ensuite aux protéines N et E de s’insérer et de 

compléter la formation du virion (de Haan et al., 1998, de Haan et al., 2000, Neuman et al., 

2006, Neuman et al., 2011). 

 

La protéine de la nucléocapside N est une phosphoprotéine qui s’associe à l’ARN viral 

lors de son encapsidation durant le processus de formation des nouveaux virions (Davies et al., 
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1981, Davies et al., 1979). Cette protéine chaperonne pour l’ARN joue également un rôle dans 

l’assemblage du virus (Escors et al., 2001, Hurst et al., 2005, Narayanan et al., 2003), la 

réplication/transcription du génome viral (Baric et al., 1988, Denison et al., 1999, van der Meer 

et al., 1999, Zuniga et al., 2010), la traduction de l’ARNm viral (Tahara et al., 1994) ainsi que 

d’antagonistes à l’interféron (Kopecky-Bromberg et al., 2007, Ye et al., 2007). 

 

La protéine d’enveloppe E représente la plus petite protéine structurale chez les 

coronavirus, composée de seulement 76 à 109 acides aminés. Étrangement, cette protéine, qui 

est retrouvée en très faible quantité dans les virions (environ 20 copies par particule), semble 

avoir un rôle primordial dans la production de particules virales bien que l’importance relative de 

cette protéine est variable d’une espèce de coronavirus à une autre (Nieto-Torres et al., 2015, 

Ortego et al., 2002, Ye et al., 2007). D’ailleurs, la protéine E se retrouve dans la membrane du 

Endoplasmic reticulum-golgi intermediate compartment (ERGIC) et présente des 

caractéristiques similaires aux viroporines, protéines qui affectent la perméabilité cellulaire mais 

qui participent à certaines fonctions virales (Gonzalez et al., 2003). En effet, la protéine E peut 

agir comme canal ionique et augmenter la virulence ou le fitness de l’infection tel qu’observé 

pour plusieurs coronavirus, notamment le SARS-CoV (Liao et al., 2004, Liao et al., 2006, Nieto-

Torres et al., 2014(Jimenez-Guardeno et al., 2014), le MERS-CoV (Surya et al., 2015), le MHV 

(Madan et al., 2005) et l’IBV (Ruch et al., 2011). De plus, chez le SARS-CoV, la protéine E 

intervient également dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Nieto-Torres et al., 2015), 

l’altération des jonctions serrées (Teoh et al., 2010) et la régulation de la réponse au stress 

cellulaire (DeDiego et al., 2011). 

 

La protéine hémagglutinine-estérase HE est particulière, en ce sens qu’elle est 

seulement présente chez les coronavirus du sous-groupe 2A du genre β-coronavirus, dont 

HCoV-OC43, -HKU1, BCoV et MHV. Cette protéine transmembranaire de type I possède une 

fonction hémagglutinine, potentiellement impliquée dans l’interaction du virus avec son 

récepteur ayant les acides sialiques 4- ou 9-O-acétylé, mais également une fonction acétyl-

estérase qui permet au virus de détruire sa liaison avec l’acide sialique lors de la relâche virale à 

la fin du cycle réplicatif (de Groot, 2006) ou lors de l’entrée (Rottier, 1990). Ces deux fonctions 

seraient très importantes lors de l’infection ou lors de la relâche du virus de sa cellule hôte, du 

moins pour certaines espèces (Rottier, 1990). Pour les coronavirus humains HCoV-OC43 et -

HKU1, la fonction acétyl-estérase de la protéine HE influence la virulence en augmentant la 

production de particules infectieuses ou en facilitant le relargage des nouveaux virions à la fin du 
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cycle de réplication (Desforges et al., 2013a, X. Huang et al., 2015b). Toutefois, chez le 

coronavirus murin (MHV-A59), cette protéine n’est pas exprimée due à une mutation dans la 

séquence régulatrice de transcription du gène (Luytjes et al., 1988, Shieh et al., 1989) alors que 

pour la souche JHM (MHV-JHM), HE augmente la dissémination virale au SNC et la 

neurovirulence (Kazi et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Glycoprotéine S de spicule 
 

2.3.1 Généralités 
 

Étant donné l’importance de cette protéine, qui dépasse largement sa simple fonction 

structurale, la glycoprotéine S se doit d’avoir un sous-chapitre à elle seule, en plus d’être sans 

contredit la protéine virale la plus étudiée chez les coronavirus. Cette protéine 

Figure 5. Représentation du virion des Coronaviridae. Le génome viral est 
représenté par la ligne, lequel est associé aux protéines de la nucléocapside (N), 
formant ainsi la capside virale. Les protéines de structure de la membrane (M), de 
l’enveloppe (E), de la glycoprotéine de surface (S) ainsi que la protéine 
Hemagglutinin-Estérase (HE) sont associées à l’enveloppe lipidique. Tiré de Bender 
SJ et Weiss SR, J. Neuroimmune Pharmacol.., 2010. 
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transmembranaire de type I possède plusieurs fonctions biologiques largement associées à la 

reconnaissance de la cellule hôte par le virus mais également reliées au tropisme tissulaire, à la 

virulence et à la propagation virale. 

 

2.3.2 Structure 
 

La glycoprotéine S est la protéine la plus abondante à la surface du virion et est 

retrouvée sous forme trimérique (Krueger et al., 2001). Cette protéine d’environ 1300 acides 

aminés est hautement glycosylée et possède de 21 à 35 sites potentiels de N-glycosylation 

situés dans sa partie externe à l’enveloppe (Beniac et al., 2006). Cette section de la protéine S 

est composée de deux domaines soit le domaine S1, distal par rapport à l’enveloppe, et le 

domaine S2 qui est rattaché à l’enveloppe lipidique du virion (de Haan et al., 1999). Le domaine 

S1 est responsable de la liaison au récepteur cellulaire de l’hôte et est constitué d’une région de 

liaison au récepteur (Receptor Binding Domain, RBD) ainsi que d’une région hypervariable, 

possiblement responsable de l’évitement de la reconnaissance de cette protéine par les 

anticorps (Ujike et al., 2015). 

 

Le domaine S1 est séparé du domaine S2 par un site potentiel de clivage protéolytique 

cellulaire nommé S1/S2 (Belouzard et al., 2012). Cependant, ce site n’est pas 

systématiquement retrouvé chez tous les coronavirus. En effet, seules les protéines S des 

souches coronavirales MHV-A59, MHV-JHM, MHV-3, BCoV, SRAS-CoV, MERS-CoV, HCoV-

229E, HCoV-HKU1 et HCoV-OC43 sont clivées au site S1/S2 par différentes protéases 

cellulaires telles que la furine, les cathepsines ou les protéases sérines transmembranaires 

(Transmembrane serine protease, TMPRSS) (Belouzard et al., 2010, Bertram et al., 2013, 

Hasoksuz et al., 2002, Le Coupanec et al., 2015, Qian et al., 2013, K. L. Siu et al., 2014a, Walls 

et al., 2016a). Un deuxième site théorique de clivage (nommé S2’) a également été identifié à 

l’intérieur de la portion S2, en amont du peptide fusion, chez la majorité des coronavirus 

(Belouzard et al., 2009, Millet et al., 2015). Le clivage au niveau de ces sites peut avoir lieu lors 

de l’entrée du virus dans la cellule hôte, lors de la biosynthèse de la protéine S ou lors de la 

sortie du virus. Le clivage de la protéine S est assuré par l’action de protéases cellulaires mais 

cette action est variable selon la souche coronavirale ou le type cellulaire infecté (Millet et al., 

2015). Concernant la protéine S de la souche de laboratoire (référence de l’ATCC) du virus 

HCoV-OC43 (rOC/ATCC), la protéine S ne semble pas être clivée efficacement au site S1/S2. 
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Toutefois, une mutation (G758R), située entre la portion S1 et S2 et retrouvée chez tous les 

HCoV-OC43 issus d’isolats cliniques humains provenant des voies respiratoires, a été identifiée 

comme étant un site de clivage fonctionnel qui mène au clivage de la protéine S. Cette mutation 

en position 758 remplace l’acide aminé glycine en arginine, prédisposant ce site à un probable 

clivage par la furine et par quelques autres proprotéines convertases (Le Coupanec et al., 

2015). 

Le domaine S2 de la protéine S est responsable de l’entrée virale et de la fusion de 

l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire et contient deux régions répétées (Heptad 

Repeat 1 et 2, HR1 et HR2), une région transmembranaire (TM) et un segment de fusion 

peptidique (Fusion peptide, FP) probablement impliqué dans la fusion membranaire du virus à la 

cellule-hôte (Supekar et al., 2004, Y. Xu et al., 2004). 

 

2.3.3 Fonctions 
 

La principale fonction de la glycoprotéine S est de se lier au récepteur cellulaire, ce qui 

implique des changements conformationnels, la fusion de l’enveloppe du virion à la membrane 

plasmique et/ou une entrée virale par endocytose (Belouzard et al., 2012, Heald-Sargent et al., 

2012). La portion S1 de la protéine S détermine également le tropisme cellulaire du virus et les 

différentes souches de coronavirus n’ont pas toutes le même récepteur cellulaire. En effet, parmi 

les α-coronavirus, la souche humaine HCoV-229E et la souche féline FCoV reconnaissent le 

récepteur Aminopeptidase-N (APN) alors que dans le même genre, la protéine S de la souche 

HCoV-NL63 s’associe avec le récepteur cellulaire Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) 

(Pohlmann et al., 2006, M. K. Smith et al., 2006). L’APN est une métalloprotéase de type I 

exprimée dans une multitude d’organes et de cellules et qui est impliquée dans la régulation du 

système immunitaire, l’angiogenèse et la prolifération cellulaire (Luan et al., 2007). Concernant 

ACE2, cette exopeptidase est principalement sécrétée par les cellules endothéliales vasculaires 

ou respiratoires et catalyse la conversion de l’angiotensine I ou II en angiotensine 1-7 ou 1-9 

respectivement (Keidar et al., 2007). La présence de la lectine DC-SIGN (CD209) peut 

également être utilisé par la protéine S du virus HCoV-NL63 pour augmenter l’infection de 

cellules susceptibles mais ACE2 demeure absolument nécessaire à l’infection (Hofmann et al., 

2006). Ces récepteurs sont également reconnus par la souche émergente SARS-CoV, un β-

coronavirus, à la différence que la lectine DC-SIGN/CD209 peut agir comme récepteur alternatif 

à ACE2 (W. Li et al., 2003). Parmi les β-coronavirus, le récepteur cellulaire des coronavirus 
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murins (MuCoV) est la glycoprotéine de surface Carcinoembryonic cell adhesion molecule 1a 

(CEACAM1a), qui fait partie de la superfamille des immunoglobulines et qui possède un rôle 

d’adhésion (Hemmila et al., 2004, R. K. Williams et al., 1991) alors que la souche émergente 

MERS-CoV utilise la peptidase dipeptityl 4 (DPP4), une glycoprotéine qui joue plusieurs rôles, 

notamment dans le métabolisme du glucose, l’adhésion cellulaire, etc. (Raj et al., 2013). En ce 

qui concerne HCoV-OC43, aucun récepteur cellulaire spécifique n’a été identifié pour l’instant 

bien que les acides sialiques acétylés en position C9 sont impliqués dans la liaison du virus à la 

cellule cible (Schwegmann-Wessels et al., 2006) et sont essentiels pour l’infection (M. 

Desforges, communication personnelle). 

 

Suite à la liaison à son récepteur, la protéine S va subir des changements 

conformationnels lui permettant d’exposer un ou deux sites de clivage (S1/S2 et/ou S2’) 

dépendamment de l’espèce virale ou du type cellulaire ciblé. L’hypothèse acceptée à ce jour est 

que le site S2’ est préférentiellement clivé chez tous les coronavirus alors que le site de clivage 

S1/S2, subséquent au clivage de S2’, est variable d’une espèce à une autre (Burkard et al., 

2014). Ces clivages auraient comme fonction de rapprocher et d’insérer le peptide de fusion 

dans la membrane cellulaire. Le repliement de la protéine S permettrait alors aux régions 

répétées (Heptad Repeat, HR) d’adopter une conformation finale pour entamer la fusion 

membranaire entre le virus et la cellule hôte (Bosch et al., 2003, Hulswit et al., 2016, Walls et al., 

2016b). D’ailleurs, il a été suggéré que la souche murine MHV-JHM peut fusionner directement 

avec la membrane plasmique de la cellule hôte et mener à l’internalisation du virus même si ce 

dernier peut également infecter la cellule par endocytose (Nash et al., 1997). Par contre, suite 

au repliement de la protéine S, la majorité des coronavirus sont en mesure d’entrer dans la 

cellule hôte par endocytose, tel que démontré pour les coronavirus HCoV-229E (Nomura et al., 

2004), SARS-CoV (Y. Inoue et al., 2007), MHV (K. S. Choi et al., 2005) and FCoV (Van Hamme 

et al., 2008). Certaines études ont également démontré que le clivage en S1/S2 pourrait 

favoriser une propagation virale de cellules en cellules en formant des syncytiums mais ce 

mécanisme reste à être confirmé chez les coronavirus (de Haan et al., 2004, Yamada et al., 

2009a). Étrangement, chez HCoV-OC43, le clivage en S1/S2 pourrait nuire à la dissémination 

du virus, à tout le moins dans le SNC, même si ce virus ne produit apparemment pas de 

syncytiums (Le Coupanec et al., 2015). 
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2.3.4 Évolution et adaptation 
 

Les coronavirus ont la particularité d’acquérir des mutations dans leur génome, ce qui 

leur permet de produire de nouveaux variants ou différents génotypes et d’accroitre leur 

diversité génétique (Herrewegh et al., 1998, Woo et al., 2006a, Woo et al., 2006b). Cette 

diversité est le résultat de trois caractéristiques particulières des coronavirus : (1) la très faible 

fidélité de la polymérase virale (RdRp) lors de la réplication virale, (2) la grande fréquence de 

recombinaison homologue, ainsi que (3) un génome dont la taille est la plus grande parmi tous 

les virus à ARN. Premièrement, la RdRp des coronavirus possède un taux d’erreur d’environ 1 

nucléotide à tous les 1000 à 10 000 nucléotides répliqués, contribuant ainsi à induire 

énormément de mutations dans le génome viral (Duffy et al., 2008, Jenkins et al., 2002). Par 

contre, il a été démontré récemment que les coronavirus peuvent compter sur une exonucléase 

qui augmente la résistance à l’incorporation de mutations dans le génome viral, ce qui rend ces 

virus davantage fidèles comparativement aux autres virus à ARN (E. C. Smith et al., 2013a, E. 

C. Smith et al., 2013b). Ensuite, le processus de réplication de l’ARN, basé sur un patron copié-

collé (voir section 1.5 portant sur la réplication des coronavirus), augmente les chances d’avoir 

de la recombinaison homologue au niveau des ARN (Lai, 1992, Pasternak et al., 2006). Enfin, 

les coronavirus ayant un très gros génome (environ 27-32 kb), ceux-ci sont ainsi dotés d’une 

plasticité dans l’intégration, la modification et l’adaptation de leurs gènes (Forni et al., 2016, Woo 

et al., 2009). 

 
La diversité génétique ne s’applique pas uniquement aux protéines structurales (Y. 

Zhang et al., 2014) mais les mutations acquises au niveau de la protéine S peuvent influencer 

de façon assez importante la biologie du virus, notamment le tropisme cellulaire ou la virulence. 

Ainsi, chez le coronavirus porcin (Porcine epidemic diarrhea virus, PDEV), l’apparition de 

mutations dans la protéine S, après plusieurs passages en culture cellulaires, procure au virus 

une réplication virale plus efficace mais atténue sa virulence chez l’animal (T. Sato et al., 2011). 

Il a également été démontré chez le coronavirus aviaire (Infectious bronchitis virus, IBV) que 

l’augmentation de la propagation virale par fusion cellule-cellule est issue de plusieurs 

substitutions en acides aminés dans sa région S1, ce qui permet au virus IBV d’élargir son 

tropisme cellulaire et de se propager plus facilement (Yamada et al., 2009b). Chez le 

coronavirus murin (MHV), l’apparition de plusieurs mutations au sein de la région S2 est 

suffisante pour altérer la spécificité du type cellulaire ou l’affinité au récepteur du virus et permet 

d’établir une persistance virale (Baric et al., 1999). Un autre exemple frappant de mutations 
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affectant le tropisme cellulaire d’un coronavirus concerne le coronavirus félin (FCoV). En effet, 

FCoV peut modifier son tropisme cellulaire, passant des cellules épithéliales du système gastro-

intestinal aux macrophages, ce qui fait augmenter considérablement sa virulence (Licitra et al., 

2013). Ainsi, les mutations qui peuvent survenir dans la protéine S peuvent également affecter 

la virulence associée au virus. La présence d’une seule mutation dans la protéine S de la 

souche MHV-JHM contribue à augmenter de façon importante sa virulence dans le SNC, 

probablement en lien avec une augmentation de la réplication virale (Ontiveros et al., 2003). Le 

coronavirus canin (CCoV) est également plus virulent suite à l’apparition de mutations dans sa 

glycoprotéine S (Licitra et al., 2014). 

 

Chez la souche HCoV-OC43, le principal intérêt de cette thèse, plusieurs mutations 

situées dans la glycoprotéine S ont été répertoriées suite à l’infection persistante de lignées 

neurales humaines représentatives du SNC (Figure 6). Parmi la multitude de mutations 

ponctuelles acquises au sein de la protéine S, quatre seulement se sont avérées 

prépondérantes et conservées à travers les passages cellulaires (St-Jean et al., 2006b). Ces 

mutations (D24Y, S83T, H183R et Y241H) ont ensuite été introduites dans un clone moléculaire 

infectieux (pBAC) afin de mieux étudier leur(s) rôle(s) biologique(s) (St-Jean et al., 2006a). Ainsi, 

en parallèle avec le virus de référence (rOC/ATCC) qui provoque une encéphalite en souris, une 

activation des processus inflammatoires ainsi que de la dégénérescence neuronale, le virus 

ayant les quatre mutations (rOC/Us24-241) entraine une aggravation de ses symptômes et 

accentue la mortalité des souris infectées (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2003). En plus 

des symptômes décrits ci-haut, le virus rOC/Us24-241 provoque également une paralysie des 

membres inférieurs, des lésions dans la moelle épinière, une infiltration plus importante de 

lymphocytes T ainsi qu’une production accrue de cytokines et de chimiokines au SNC, tout en 

causant une mortalité beaucoup plus importante des souris infectées, passant de 10% à 80-90% 

(Jacomy et al., 2010). La dissémination accrue dans le SNC et la moelle épinière est fort 

probablement impliquée dans l’augmentation de la neurovirulence de ce virus mutant 

comparativement au virus de référence. D’ailleurs, le virus mutant rOC/Us241 (qui contient une 

seule mutation à l’acide aminé 241) et dont la réplication virale dans le SNC ou la moelle 

épinière est similaire au virus de référence entraine aussi une paralysie des membres inférieurs 

impliquant l’excitotoxicité glutamatergique, sans toutefois provoquer une mortalité importante 

des souris, suggérant que cette mutation est davantage reliée aux dommages à la moelle 

épinière. D’un autre côté, le virus ayant les deux mutations H183R et Y241H, (rOC/Us183-241) 

augmente la mortalité des souris infectées et accélère la réponse cellulaire associée aux 
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protéines mal repliées (Unfolded protein response, UPR) et augmente la mortalité cellulaire de 

cultures neuronales murines et humaines (Favreau et al., 2009, Favreau et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 Le cycle réplicatif 
 

Les coronavirus possèdent un cycle réplicatif particulier ayant donné le nom à l’ordre des  

Nidovirales. En effet, Nido veut dire nid en latin, ce qui est directement relié à la façon dont le 

génome est traduit par la production d’une multitude d’ARNm sous-génomiques (Figure 7). 

Ainsi, suite à l’entrée du coronavirus à l’intérieur de la cellule-hôte et de la décapsidation du 

virus infectieux, l’ARN viral, est relâché dans le cytosol. Dans un premier temps, comme l’ARN 

des coronavirus est de polarité positive et possède une extrémité méthylée (coiffe) en 5’, les 

cadres de lecture ORF1a et ORF1ab sont immédiatement traduits, produisant les polyprotéines 

pp1a et pp1ab. Cependant, la synthèse de la polyprotéine pp1ab requiert un décalage dans le 

cadre de lecture par le ribosome (Ribosomal frame shifting). Ce changement dans le cadre de 

lecture permet la continuation de la traduction de l’ARNm (Namy et al., 2006). Ces polyprotéines 

(pp1a et pp1ab) sont alors clivées par deux protéases virales soit papain-like protease (PLPro) ou 

protease 3C-like (3CLPro) et génèrent environ 16 protéines non-structurales nécessaires pour la 

suite de la réplication et de la traduction des gènes viraux (Sawicki et al., 2007). En présence de 

Introduction

Coronaviruses form a family of enveloped viruses
responsible for respiratory, enteric, and neurological
diseases (Buchmeier and Lane, 1999; Myint, 1994).
Human coronaviruses (HCoVs) are ubiquitous respi-
ratory pathogens known to cause infections of the
upper respiratory tract of the common cold type, but
have also been linked to other type of diseases
(Talbot et al. 2008). Indeed, we have reported that
HCoV can infect and persist in human neural cells
(Arbour et al. 1999a, 1999b; Bonavia et al. 1997), can
activate human glial cells to produce proinflamma-
tory mediators (Edwards et al. 2000), and persist in
human brains (Arbour et al. 2000). Moreover,
the OC43 prototype strain (HCoV-OC43) induces
encephalitis in susceptible mice, with neurons being
the main target of infection (Jacomy et al. 2006;
Jacomy and Talbot, 2003).

The coronavirus spike glycoprotein (S) is respon-
sible for attachment to the host cell receptor. Studies
with recombinant murine hepatitis virus (MHV)-JHM
bearing a modified S protein have identified this
viral spike glycoprotein as a major determinant of
neurovirulence (Phillips et al. 2001). Interestingly,
neurovirulence was associated with accelerated
spread throughout the brain and a heightened innate
immune response characterized by brain-infiltrating
neutrophils and macrophages, suggesting an immu-
nopathogenic component to neurovirulence (Iacono
et al. 2006). Of immediate relevance to the present
study, neurovirulence of HCoV-OC43 in mice was
associated with mutations in the viral S glycoprotein
(Butler et al. 2006).

We have reported that persistent HCoV-OC43 infec-
tions of human neuronal and glial cell lines led to the
appearance of point mutations in the S glycoprotein
gene (St-Jean et al. 2006b). Interestingly, five muta-
tions were predominantly and reproducibly observed,
and four of them, D24Y, S83T, H183R, and Y241H, are

located in the putative receptor-binding domain
(based on homology with the S protein of MHV).
Importantly, these four mutations were the only
ones that had appeared in the S glycoprotein gene
after 35 passages in the human U-87MG astrocytic cell
line (St-Jean et al. 2006b).

The present study was undertaken to investigate
the potential biological significance of these four viral
S mutations in a murine model of HCoV-OC43–
induced neuropathology. Our results demonstrate
that these mutations are sufficient to significantly
increase neurovirulence and modify neuropathology
into a flaccid paralysis associated with eventual
demyelination in BALB/c mice. This modified pathol-
ogy was associated with increased viral spread and
expression of IL-6 and CCL2 in the spinal cord, and a
transient T-lymphocyte infiltration into the central
nervous system (CNS).

Results

Susceptibility to acute encephalitis following
infection with recombinant viruses
To investigate the potential biological relevance of
the four viral mutations D24Y, S83T, H183R, and
Y241H (located in the HCoV-OC43 putative cell
receptor-binding domain) detected in the viral S
gene after 35 passages of the persistently infected
human U-87MG astrocytic cell line, they were intro-
duced into the infectious cDNA clone of HCoV-OC43
(St-Jean et al. 2006a) to yield a recombinant mutated
virus rOC/US24-241 (Figure 1), which was compared
with a recombinant wild-type prototype virus, des-
ignated rOC/ATCC.

BALB/c mice were infected by each recombinant
virus and survival curves were established for mice
infected with rOC/US24-241 or rOC/ATCC, compared
to control (sham-infected [Sham]) mice. During the

rOC/US24-241

H183RS83T

D24Y Y241H

RBD HVR HR1 HR2

S2S1

0 200 400 600 800 1000 1200
1354 aa

Figure 1 Recombinant viruses. Schematic representation of the main structural domains of the human coronavirus 1354–amino acid (aa)
S glycoprotein, as well as the approximate locations of the four predominant mutations acquired after persistent HCoV-OC43 infections of
human neural cells. These mutations, D24Y, S83T, H183R, Y241H, were introduced into the viral genome to yield the rOC/US24-241

recombinant virus, which was compared with the rOC/ATCC recombinant wild-type virus. The rOC/US24-241 is totally identical in its S
gene to mutant virus obtained after 35 passages in the human astrocytic cells line U-87. RBD, putative cell receptor-binding domain (by
analogy to MHV); HVR, hypervariable region; HR, heptad repeat regions. Arrow represents the putative cleavage site in S to yield the
S1 and S2 subunits.
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Figure 6. Représentation des domaines du virus HCoV-OC43 de la glycoprotéine S (S1 et S2) 
et localisation des mutations prédominantes acquises suite à l’infection persistante du virus 
sur des lignées neurales humaines (D24Y, S83T, H183R et Y241H). Les quatre mutations ont 
tous été identifiées dans la région de liaison aux récepteurs. Ces quatre mutations ont été 
réintroduites dans un clone infectieux afin de générer un virus recombinant. La flèche 
représente le site putatif du clivage de la protéine S. Abréviation : RBD, Région de liaison 
aux récepteurs; HVR, Région hypervariable; HR1-2, Région Heptad 1-2. Tiré de Jacomy H et 
al., Journal of Neurovirology, 2010. 
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la protéine de structure N et de l’hélicase, la RdRp formera le complexe RTC responsable de 

générer un brin d’ARN à polarité négative qui servira de patron pour la réplication du génome 

des nouveaux virions (Zuniga et al., 2010). Le complexe RTC va également copier le génome 

de façon discontinue ce qui produira plusieurs ARN de polarité négative de différentes longueurs 

ayant des séquences régulatrices en 3’ (transcription-regulating sequences, TRS). Ces ARN 

seront ensuite retranscrits par les complexes RTC pour former des brins d’ARN sous-

génomiques (ARNsg) de polarité positive, nécessaires à la synthèse des protéines structurales. 

Les motifs TRS seront reconnus ou non par les complexes RTC, ce qui entrainera l’arrêt ou la 

continuation de la transcription des ARNsg (Enjuanes et al., 2006). Les protéines virales ainsi 

traduites seront alors acheminées dans la lumière de vésicules à double-membranes (double-

membrane vesicules, DMV) pour l’assemblage des nouveaux virions. La formation de ces DMV 

ferait intervenir une partie de la machinerie cellulaire associée à l’autophagie (Maier et al., 2012) 

et aurait comme origine les membranes issues des endosomes (van der Meer et al., 1999) ou 

du réticulum endoplasmique (Knoops et al., 2010). L’utilisation d’un tel environnement pour la 

synthèse des virions permet au virus d’entamer les procédures de production de nouvelles 

particules infectieuses dans un microenvironnement protégé contre les systèmes de défense de 

la cellule, par exemple les IFN ou les enzymes qui détectent l’ARN étranger (Gosert et al., 

2002). Par la suite, les nouveaux virions fraichement assemblés seront éventuellement relâchés 

de la cellule-hôte par exocytose à partir du Golgi en acquérant leur enveloppe lipidique (de Haan 

et al., 1999). 
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Figure 7. Cycle réplicatif des Coronaviridae. 1. Le virion, via la glycoprotéine S, se lie à son récepteur situé 
à la surface de la membrane cellulaire de la cellule hôte. Dépendamment du virus, la protéine HE est 
également impliquée dans cette interaction. 2. L’entrée virale s’effectue fort probablement par endocytose 
du virion dans la cellule. 3. L’ARN de polarité positive permet au virus de traduire directement ses protéines 
dans le cytosol sans passer par une étape de réplication de l’ARN de polarité négative à positive. Le virus 
commence par exprimer son ARN polymérase qui produira les ARN viraux de l’ORF1ab. Ensuite, l’ARN 
polymérase utilise le brin d’ARN positif pour générer un brin d’ARN négatif. 4. L’ARN à polarité négative 
servira de patron pour la transcription des ARN sous-génomiques qui seront utilisés pour la synthèse des 
protéines virales structurales et la réplication de nouveaux ARN positif. 5. La protéine N s’associe au brin 
d’ARN positif et les protéines structurales M, S et HE sont incorporées dans la membrane du RE. La 
nucléocapside entre finalement dans la lumière du RE et est intégrée dans la membrane lipidique. 6. Les 
nouveaux virions sont transportés jusqu’à la membrane cytoplasmique par les vésicules du golgi où ceux-
ci sortent par exocytose. Tiré de Lai MM, Cavanagh D, Adv Virus Res., 1997. 
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2.5 Pathologies et réponses immunitaires associées aux infections 
coronavirales 

 

2.5.1 Coronavirus murin 
 

Les coronavirus murins (MuCoV) regroupent une grande variété de souches qui 

possèdent des tropismes différents, influençant par le fait même la pathogenèse et la réponse 

immunitaire subséquente. Les différentes souches de MuCoV ont été divisées en deux sous-

groupes à savoir ceux regroupant les virus uniquement entérotropes et ceux ayant un tropisme 

plus large. Ainsi, la sous-division des souches entérotropes regroupent les virus MHV-D, -Y, RI-

S, LIVIM et DVIM et produisent des infections qui sont confinées au niveau du système gastro-

intestinal (Homberger et al., 1998). Chez les souris adultes immunocompétentes, la présence de 

MHV entérique se limite au niveau du petit intestin, du colon et du caecum et l’infection reste 

relativement bénigne (Barthold et al., 1993). Chez les souris immunosupprimées ou nouveau-

nées, les virus MHV peuvent entrainer des entérites sévères et même la mort des souris 

infectées (Barthold et al., 1993, Compton et al., 2003). En effet, la réponse immunitaire 

adaptative médiée par les lymphocytes B est responsable de l’élimination du virus de la 

muqueuse intestinale alors que les lymphocytes T seraient nécessaires pour prévenir la 

propagation du virus de l’intestin et des tissus lymphoïdes associés à l’intestin (Gut-associated 

lymphoid tissues, GALT) vers d’autres organes (Compton et al., 2004a, Compton et al., 2004b). 

 

Le deuxième sous-groupe de souches murines contient les souches MHV-1, -2, -3, -JHM 

et -A59 dont le tropisme est plus large et qui sont capables d’infecter autant les voies 

respiratoires que le foie ou le SNC. Bien que ces souches soient principalement entérotropes et 

neurotropes, elles entrent généralement dans l’organisme via les voies respiratoires (Carthew et 

al., 1981).  Dans la majorité des cas, le virus infecte d’abord la muqueuse nasale avant de se 

disséminer ailleurs dans les voies respiratoires causant une pneumonie mais peut également 

infecter d’autre organe comme le foie. Les cytokines IFN-γ, TNFα et la chimiokine (MCP-1/CCL-

2) sont généralement sécrétées afin de contrer l’infection. 

 

Les souches MHV ont été initialement identifiées comme étant des pathogènes infectant 

le foie et causant des hépatites de sévérité variable. L’évolution de la maladie varie selon la 

souche virale ou le génotype de la souris. Alors que la souche MHV-2 cause une hépatite 

sévère, la souche MHV-A59 induit une pathologie entérique modérée, caractérisée par une 
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nécrose hépatique qui peut également mener à la destruction des organes lymphoïdes et de la 

rate (T. Hirano et al., 1965, Lamontagne et al., 1989). La dissémination virale subséquente peut 

aussi provoquer l’infection d’autres organes tels que la rate, le cœur, les muscles, les tissus 

lymphoïdes et le cerveau. La souche MHV-3 infecte principalement les macrophages, 

provoquant la mort de ceux-ci par apoptose, ce qui pourrait contribuer à la pathologie hépatique 

(Belyavsky et al., 1998). La production de TNFα, IFN-γ et d’IL-1 de même que la 

reconnaissance d’épitopes viraux (protéines N et S) par les lymphocytes T CD4+ serait 

impliquée dans la réponse immunitaire établie par l’hôte (Chung et al., 1994, Pope et al., 1995). 

 

 Le tropisme neurologique des souches MHV, notamment MHV-JHM et MHV-A59, a été 

particulièrement étudié puisque celles-ci ont été associées à l’apparition d’encéphalites chez des 

souris infectées et reliées à des pathologies démyélinisantes au SNC, ce qui en fait un modèle 

d’étude pour la sclérose en plaques (Marten et al., 2001). La première souche MHV neurotrope 

(MHV-JHM) fut isolée en 1949 chez des souris paralysées qui démontraient des symptômes 

d’encéphalomyélite avec une destruction importante de la myéline (Bailey et al., 1949, Cheever 

et al., 1949). Ces résultats ont également été observés chez le rat (Wege et al., 1998). Cette 

neurovirulence accrue de la souche MHV-JHM pourrait être attribuée à la capacité de la protéine 

S virale d’augmenter l’efficacité du virus à se disséminer à travers le SNC et à infecter un grand 

nombre de neurones (Gallagher et al., 1992, Ontiveros et al., 2003). Comparativement à la 

souche JHM, la souche MHV-A59 est beaucoup moins neurovirulente et létale chez la souris 

alors que 1000 fois plus de virus sont nécessaires pour causer le même taux de mortalité (Lavi 

et al., 1984). Puisque la souche MHV-A59 cause moins de mortalité chez les souris infectées, 

celles-ci survivent plus longtemps et présentent davantage de symptômes cliniques en lien avec 

la démyélinisation, notamment au niveau de la paralysie des membres. Il est donc plus facile 

d’étudier ces effets démyélinisants issus de l’infection à l’aide de souris infectées par MHV-A59 

que par MHV-JHM. Dans tous les cas, MHV infecte plusieurs types cellulaires du SNC, 

principalement les astrocytes, oligodendrocytes, microglies et dans une moindre mesure les 

neurones. Le virus se rend également à la moelle épinière, causant la mort de la majorité des 

souris infectées (Marten et al., 2001). D’ailleurs, le niveau important de particules infectieuses 

produites et la dissémination des virus à la moelle épinière sont deux éléments primordiaux 

dans le phénomène de démyélinisation observé (Marten et al., 2000). L’infection aigue par MHV 

conduit assez rapidement à une réponse immunitaire innée par la sécrétion de différentes 

cytokines pro-inflammatoires ou antivirales comme l’IFN de type I (IFN-α, β), IL1-α, IL1-β, IL-6, 

IL-12 et TNFα ainsi que des chimiokines (Iacono et al., 2006, Pearce et al., 1994, Rempel et al., 
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2004). Les macrophages et les cellules Natural Killer (NK) sont également recrutés au SNC pour 

éliminer les cellules infectées (Templeton et al., 2008, Zuo et al., 2006). Bien que le rôle des 

neutrophiles soit mineur dans l’élimination du virus, ceux-ci facilitent l’accès des leucocytes au 

SNC en sécrétant des MMP, ce qui dégrade la BHE. L’élimination subséquente du virus requiert 

l’activation des lymphocytes T CD8+ qui, aidés par les lymphocytes T CD4+, produisent des 

granzymes et perforines afin d’éliminer les astrocytes et les oligodendrocytes infectés 

(Bergmann et al., 2001, M. T. Lin et al., 1997, Sussman et al., 1989). L’ARN viral peut tout de 

même persister au niveau du SNC même si aucune particule virale n’est détectée. Différents 

mécanismes pourraient expliquer la persistance virale telle l’apparition de quasi-espèces qui 

permet au virus d’éviter d’être reconnu par le système immunitaire ou l’épuisement des cellules 

T CD8+ qui réduit la pression exercée sur le virus. Les souris ayant survécu à l’infection aiguë 

développent généralement une pathologie chronique démyélinisante et il s’avère qu’au niveau 

de la moelle épinière, la perte de myéline est associée à la présence continue de cellules 

immunitaires pro-inflammatoires et d’antigènes viraux (Stohlman et al., 2001). De plus, bien que 

l’infection des oligodendrocytes par le MHV mène à la mort de ceux-ci par apoptose ou nécrose 

et que des marqueurs apoptotiques ont été détectés parmi des oligodendrocytes localisés dans 

des lésions de patients atteints de sclérose en plaques, il semble que la mort des 

oligodendrocytes participe faiblement à la condition démyélinisante (M. H. Barnett et al., 2004, 

Matute et al., 2005). La réponse antivirale médiée par les cellules T CD8+, l’accumulation de 

dommages et la présence de lésions provoquées par les macrophages/microglies semblent 

plutôt représenter des causes plus probables de démyélinisation liée à cette neuropathogénèse 

(Hosking et al., 2010, Lampert et al., 1973, G. F. Wu et al., 1999). 

 

2.5.2 Coronavirus félin 
 

Les infections causées par le coronavirus félin (FCoV) sont endémiques parmi la 

population de chats et restent généralement asymptomatiques bien que certains cas provoquent 

des problèmes entériques assez bénins. Néanmoins, dans environ 5% des cas, l’apparition de 

mutations dans la glycoprotéine S provoque l’émergence d’une nouvelle souche, le FIPV, 

extrêmement virulente ayant un taux de mortalité avoisinant les 100% chez les félins infectés 

(Kipar et al., 2014). L’intestin est reconnu pour être le site de persistance virale mais les 

monocytes/macrophages sont également susceptibles d’être infectés (Kipar et al., 2010). 

L’infection de ces cellules permet au virus de se disséminer à travers l’organisme et de 

provoquer de l’inflammation, causant des dommages aux vaisseaux sanguins (vasculite), la 
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perte de fonctions de plusieurs organes et éventuellement la mort. L’utilisation des 

monocytes/macrophages par le FIPV pour se disséminer à travers l’organisme provoque 

également la neuroinvasion dans environ un cas sur trois (Foley et al., 1998). La présence du 

virus au SNC engendre également de l’inflammation à ce site par le recrutement de leucocytes 

et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Foley et al., 2003), contribuant ainsi à 

l’apparition de pathologies neurologiques telles que la méningite ou des atteintes à la moelle 

épinière (Legendre et al., 1975, Slauson et al., 1972). 

 

2.5.3 Coronavirus porcin 
 

Les porcs sont également susceptibles à un coronavirus, le Porcine hemagglutinating 

encephalitis virus (PHEV), qui cause des gastroentérites mais également des 

encéphalomyélites, principalement chez les porcelets (Jung et al., 2016). Bien que le virus ait 

été retrouvé dans le cerveau de porcelets démontrant des signes d’encéphalomyélites, la 

présence de ce dernier n’induit pas d’inflammation de façon très importante à travers le SNC et 

les cellules infectées ne subissent pas d’effets pathologiques importants (N. Hirano et al., 2004). 

 

2.5.4 Coronavirus bovin 
 

Les bovins n’échappent pas à l’infection par les coronavirus puisque le coronavirus 

bovin, BCoV, cause trois pathologies distinctes soient la diarrhée chez le veau, la dysenterie 

hivernale avec hémorragie chez l’adulte ainsi qu’une infection respiratoire parmi les bovins à 

tous âges. Ce virus infecte le système gastro-intestinal et les voies respiratoires supérieures et 

inférieures (Saif, 2010). La différence de tropisme observée entre les pathologies n’est pas 

totalement élucidée et reste controversée mais il semble que la présence de mutations dans la 

glycoprotéine S de BCoV influence la capacité du virus à infecter les voies respiratoires ou 

gastro-entériques (Yoo et al., 2001). 

 

2.5.5 Coronavirus humains et souches coronavirales émergentes 
 

Tous les coronavirus humains (HCoV), c’est-à-dire les souches HCoV-OC43, -229E, -

NL63 et –HKU1, ont été initialement et principalement reconnus comme des pathogènes 
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respiratoires dont la transmission se fait essentiellement par contact aérosol. Les infections par 

HCoV s’amorcent par la présence de gouttelettes de sécrétions oropharyngées infectées qui 

atteignent les muqueuses nasales. Les primo-infections surviennent généralement en bas âge 

et les réinfections sont fréquentes tout au long de la vie. Pour une personne adulte et ayant un 

système immunitaire compétent, l’infection par HCoV se limite aux voies respiratoires 

supérieures, délimitées par les cavités nasales, le larynx et le pharynx (Vabret et al., 2009). 

Toutefois, ces virus peuvent également atteindre les voies respiratoires inférieures soit la 

trachée, les bronches et les poumons et provoquer des pathologies plus sévères telles que des 

pneumonies, des bronchites, des bronchiolites ou l’exacerbation de l’asthme. Il est à noter que 

de telles complications sont davantage observées chez les personnes âgées, les nouveau-nés 

ainsi que chez les personnes immunodéprimées (Gagneur et al., 2002, Gerna et al., 2006, 

Johnston et al., 1995, Woo et al., 2005). Les souches -OC43 et -229E ont également été 

associées à l’apparition de myocardites et méningites (Riski et al., 1980) et de diarrhées sévères 

(Gerna et al., 1985). Bien que le tropisme d’organe des HCoV soit principalement respiratoire, le 

tropisme cellulaire entre les différentes souches de HCoV est méconnu et assez complexe, tel 

qu’illustré par les différents récepteurs cellulaires utilisés (voir Chapitre I, section 2.3.3.). 

Quelques études sur la souche HCoV-229E ont tout de même révélé que cette souche ne 

polarise pas systématiquement son infection sur les cellules épithéliales des voies respiratoires 

en relâchant les nouveaux virions autant du côté apical (vers la lumière des voies respiratoires), 

évitant probablement ainsi l’exposition au système immunitaire (G. Wang et al., 2000), que 

basolatéral, donnant ainsi la capacité d’infecter d’autres types cellulaires (Dijkman et al., 2013). 

HCoV-229E possède également la capacité d’infecter autant des cultures primaires que des 

lignées immortalisées de monocytes/macrophages ainsi que les cellules dendritiques murines 

qui expriment l’APN (Desforges et al., 2007, Mesel-Lemoine et al., 2012, Wentworth et al., 

2005). Ces observations suggèrent que HCoV-229E pourrait se disséminer ailleurs dans 

l’organisme et être associé à d’autres pathologies. 

 

 L’émergence récente de deux nouvelles souches de coronavirus pouvant infecter 

l’humain, le SARS-CoV et le MERS-CoV, a bouleversé la présomption que les coronavirus ne 

causaient que des infections bénignes. Ces deux coronavirus auraient traversé le réservoir 

zoonotique dans lequel ils résidaient, à savoir la chauve-souris dans le cas du SARS-CoV 

(Guan et al., 2003, W. Li et al., 2005) et le chameau dans le cas du MERS-CoV (Reusken et al., 

2016), pour infecter l’être humain. D’ailleurs, comme leur nom l’indique, ces deux virus causent 

des infections sévères au niveau des voies respiratoires inférieures. Toutefois, la facilité à se 
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transmettre d’un hôte à un autre par aérosol et le taux de mortalité diffèrent grandement entre 

ces deux virus. En effet, le SARS-CoV s’est avéré plus contagieux que le MERS-CoV mais 

moins virulent, puisqu’environ 10 % des personnes infectées par le SARS-CoV sont décédées 

(Peiris et al., 2004) comparativement à environ 35% des patients atteints du MERS-CoV (J. 

Zhou et al., 2015). Le virus SARS-CoV infecte principalement les pneumocytes de type I, 

cellules responsables des échanges gazeux (Haagmans et al., 2004). Cependant, le virus ne 

semble pas se restreindre au niveau des poumons puisque celui-ci a également été retrouvé 

dans le tractus gastro-intestinal, le foie, les reins et le cerveau (Gu et al., 2005). Chez les 

individus infectés par le SARS-CoV, la maladie se traduit par une pneumonie atypique, des 

dommages importants aux alvéoles, de l’oedème pulmonaire, de l’inflammation au poumon, une 

perte de fonction de plusieurs organes, des complications thromboemboliques et la pathologie 

peut progresser pour devenir un syndrome de détresse respiratoire aiguë (Graham et al., 2013, 

Kong et al., 2009). Or, la sévérité de la pathologie réside en partie dans la dérégulation de la 

réponse immunitaire subséquente à l’infection. En effet, les niveaux de cytokines pro-

inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, MCP-1) et de chimiokines (CXCL-1, -2, CCL3 et 

5) sont rapidement augmentés, entrainant une inflammation systémique au niveau des 

poumons, inflammation qui s’avère dommageable pour l’organisme, une immunopathologie par 

« tempête de cytokines (J. Chen et al., 2010, L. He et al., 2006, Kong et al., 2009). Environ 48h 

après l’infection, la réponse cellulaire antivirale liée à l’interféron est littéralement ciblée par le 

virus pour en prévenir l’activation. En effet, plusieurs protéines virales ont été identifiées comme 

étant en mesure d’inhiber l’activation des ISGs (Yoshikawa et al., 2010). La protéine nsp1 du 

SARS-CoV est capable d’inhiber l’IFN de type I de trois façons différentes : en inactivant la 

machinerie traductionnelle de l’hôte, en dégradant l’ARNm de l’hôte et en inhibant la 

phosphorylation et donc l’activation du Signal transducer and activator of transcription 1 

(STAT1), un facteur de transcription impliqué dans l’expression des ISGs (C. Huang et al., 

2011b, Wathelet et al., 2007). De plus, la protéase virale papain-like (PLP), également appelée 

nsp3, bloque la phosphorylation et la translocation nucléaire de l’Interferon regulatory factor 3 

(IRF3) ainsi que la réponse liée au facteur de transcription NF-κB (Devaraj et al., 2007, Frieman 

et al., 2009). Les protéines ORF3b et ORF6 seraient également en mesure de bloquer la voie 

liée à l’IFN en inhibant la voie NF-kB et la voie JAK-STAT respectivement (Frieman et al., 2007, 

Kopecky-Bromberg et al., 2007). Les protéines structurales N et E du SARS-CoV ont également 

la capacité d’interférer dans la réponse immunitaire innée en inhibant la voie de l’IFN et en 

activant l’inflammasome NRLP3 (Nieto-Torres et al., 2015, Totura et al., 2012). De plus, il a été 

démontré que le virus SARS-CoV retarde aussi délibérément la réponse à l’IFN pour augmenter 
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la présence de monocytes/macrophages dans les poumons, ce qui entraine une augmentation 

des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires, une perméabilisation vasculaire accrue et un 

dysfonctionnement dans la réponse des cellules T spécifiques au virus (Channappanavar et al., 

2016). Ainsi, le virus tente de répondre rapidement à la réponse immunitaire innée à l’aide de 

ses diverses protéines pour contrer toutes mesures destinées à l’éliminer. D’ailleurs, la réponse 

immunitaire adaptative, liée à l’activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+, s’avère essentielle 

pour éliminer les cellules infectées et fournir une protection significative contre les complications 

respiratoires issues de l’infection. C’est probablement la raison pour laquelle le virus SARS-CoV 

s’est également adapté pour diminuer le nombre de cellules T CD4+ et CD8+ (T. Li et al., 

2004a) et pour retarder l’activation de celles-ci (Cameron et al., 2008). Même si les mécanismes 

sous-jacents la diminution de la réponse des cellules T CD4+ et CD8+ ne sont pas connus, 

l’hypothèse la plus probable serait une interférence du virus sur les CPA et une activation de 

l’apoptose sur ces cellules T. Évidemment, l’âge de l’hôte influence aussi le retard dans 

l’activation du système immunitaire imposé par le virus (K. D. Kim et al., 2007). 

 

Le virus MERS-CoV infecte également les pneumocytes mais de type II; les cellules 

responsables de la production de surfactant au niveau des poumons (Haagmans et al., 2004). À 

l’instar du SARS-CoV, les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques sont 

susceptibles au MERS-CoV mais non permissive à sa réplication (Tynell et al., 2016, J. Zhou et 

al., 2014a). De plus, les cellules épithéliales bronchiales non-ciliées, alvéolaires et des 

vaisseaux pulmonaires sont susceptibles à l’infection (R. W. Chan et al., 2013). Cette capacité à 

infecter divers types cellulaires représente sans aucun doute une façon pour le virus de se 

disséminer ailleurs dans l’organisme. Ainsi, même si aucune particule virale n’a été détectée 

ailleurs que dans les poumons, l’ARN viral a été retrouvé libre dans le sang, l’urine et les fèces 

de patients atteints du MERS-CoV. De plus, en laboratoire, l’ARN viral a été détecté dans le 

cerveau de souris transgéniques exprimant le récepteur humain du virus, le facteur DDP4 

(Agrawal et al., 2015, Corman et al., 2016). L’infection par le MERS-CoV cause une pathologie 

similaire à celle du SARS-CoV en provoquant également une pneumonie atypique et un 

syndrome de détresse respiratoire aiguë. De même, la réplication du MERS-CoV induit une forte 

expression de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires, notamment IL-8, IL-12, RANTES 

et MCP-1 (Chu et al., 2014, J. Zhou et al., 2014a). Toutefois, les symptômes peuvent s’aggraver 

et conduire notamment à de l’insuffisance rénale (Graham et al., 2013), ce qui n’est pas le cas 

lors d’une infection par le SARS-CoV, même si ce dernier peut infecter les cellules épithéliales 

du tube rénal (Gu et al., 2005). Plusieurs groupes de recherche se sont donc penchés sur 
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l’apparente similarité des pathologies entre ces deux virus en cherchant la cause de la 

différence de sévérité durant l’infection. Ainsi, bien que les deux virus soient en mesure de 

retarder ou d’inhiber l’activation de la voie de l’IFN chez la cellule-hôte, le virus du MERS-CoV 

semble avoir adopté une stratégie unique ciblant le réarrangement structural de la chromatine 

condensé, ce qui empêche la transcription de plusieurs ISGs (Menachery et al., 2014). Ensuite, 

l’infection par le MERS-CoV induit une diminution d’expression des gènes impliqués dans le 

processus de présentations d’antigènes, phénomène totalement inverse chez le SARS-CoV 

(Josset et al., 2013). En effet, l’expression du gène CIITA, un facteur de transactivation des 

CMH de type II, est fortement diminuée tout comme d’autres gènes reliés à la régulation de ces 

CMH lors de l’infection par le MERS-CoV. Suite à des expérimentations effectuées sur des 

cultures de cellules des voies respiratoires infectées, on a observé une diminution de 

l’expression des gènes PSMB8 et 9, deux gènes impliqués dans la formation de 

l’immunoprotéasome (Josset et al., 2013). Enfin, le MERS-CoV est également en mesure 

d’infecter et de provoquer la mort cellulaire des lymphocytes T, évitant ainsi une réponse 

immunitaire adaptative efficace (Chu et al., 2016). Ces modulations des réponses cellulaires et 

immunitaires par le MERS-CoV empêchent l’organisme d’initier une réponse immunitaire 

appropriée contre l’infection et participe sans aucun doute à augmenter la sévérité de la 

maladie. 

 

2.5.6 HCoV-OC43 
 

Bien que la souche OC43 soit un virus respiratoire et un des agents causals du rhume, 

c’est avant tout sa capacité à atteindre le SNC (propriétés neuroinvasives), à se répliquer et se 

disséminer parmi les neurones du SNC (propriétés neurotropes) et à causer des pathologies 

neurologiques en souris (propriétés neurovirulentes) qui ont attisé l’intérêt du laboratoire pour ce 

pathogène. 

 

 Plusieurs éléments ont démontré que le virus HCoV-OC43 possède bien des propriétés 

neuroinvasives, c’est-à-dire la capacité d’envahir le SNC à partir de la périphérie. D’une part, 

lorsque le virus est administré par injection intranasale chez des souris, le virus infectieux ou 

l’ARN viral est détecté aussi tôt que 3 jours post-infection dans plusieurs zones du cerveau dont 

le bulbe olfactif, l’hippocampe et le neo-cortex, dépendamment du variant utilisé (Desforges et 

al., 2013b, Jacomy et al., 2003, Le Coupanec et al., 2015). L’ARN viral a également été détecté 
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dans le SNC de souris jusqu’à 1 an après infection, démontrant que HCoV-OC43 peut aussi 

persister au SNC (Jacomy et al., 2006). Or, même si aucune particule virale n’a été détectée 

dans le cerveau de patients atteints de maladies neurologiques, incluant l’Alzheimer, le 

Parkinson ou la sclérose en plaques, ni chez les patients ne présentant pas de maladies 

neurologiques, l’ARN viral a été détecté dans une proportion significative de divers cerveaux 

humains, ce qui confirme la neuroinvasion naturelle de HCoV-OC43 chez l’humain et suggère la 

possibilité de persistance virale au SNC (Arbour et al., 2000). Jusqu’à aujourd’hui, deux 

hypothèses sont proposées pour expliquer comment le virus peut atteindre le SNC à partir de la 

périphérie; soit par la route hématogène, soit par les différents nerfs qui innervent les 

muqueuses buccales et respiratoires. De plus, il n’est pas exclu que le virus puisse prendre les 

deux voies. Dans le premier cas, l’infection du SNC implique la présence du virus dans le sang, 

sous forme libre ou associé aux leucocytes, d’où il peut infecter les cellules endothéliales qui 

composent la BHE ou les leucocytes circulants, ce qui constituerait un premier réservoir pour 

l’amplification du virus et le passage au SNC. Or, HCoV-OC43 est en mesure d’infecter les 

monocytes/macrophages humains bien que la réplication virale ne semble pas efficace (Collins, 

2002, Desforges et al., 2007). La deuxième voie implique que le virus utilise le transport 

rétrograde des nerfs périphériques et remonte jusqu’au SNC. Le nerf olfactif, qui fait le lien  

direct entre la muqueuse nasale et le bulbe olfactif au niveau de l’encéphale dans le SNC, est le 

nerf le plus probable pour ce genre de dissémination. Quoi qu’il en soit, il n’est pas impossible 

que le virus puisse utiliser les nerfs lingual, facial et trijumeau pour atteindre le SNC, comme le 

font déjà les virus HSV-1 (Flowerdew et al., 2013), VZV (Gilden et al., 2015), VSV (Detje et al., 

2009), influenza A (Park et al., 2002) ainsi que le virus de la maladie Borna (Mori et al., 2005). 

 

 Suite à la neuroinvasion, le virus HCoV-OC43 est aussi en mesure d’infecter les cellules 

qui composent le SNC. Même si le neurone représente la cible principale du virus, d’autres 

types cellulaires (astrocytes, microglies et même oligodendrocytes) sont également susceptibles 

à une infection abortive qui ne produit pas de nouvelles particules virales (Jacomy et al., 2006, 

Jacomy et al., 2003). De plus, le virus est en mesure d’infecter et d’établir une infection 

persistante à l’intérieur de différentes lignées représentatives de tous les types cellulaires 

retrouvés dans le SNC (Arbour et al., 1999a, Arbour et al., 1999b, Arbour et al., 1998). 

 
 Le virus HCoV-OC43 est aussi neurovirulent à divers degrés chez les souris infectées, 

dépendamment des mutations présentes dans la glycoprotéine S. En effet, certains variants 

ayant deux (rOC/Us183-241), ou quatre mutations (rOC/Us24-241) entraînent un taux de mortalité très 
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important (environ 60-80%) chez les souris infectées par voie intracérébrale comparativement 

aux souris ayant reçu le virus de référence rOC/ATCC où 20% seulement des souris sont 

mortes (Brison et al., 2011). Or, les souris ayant reçu une dose intracérébrale du variant 

rOC/Us241 survivent à un taux assez élevé (80%) mais davantage de problèmes moteurs et de 

paralysies des membres inférieurs ont été observés par rapport au souris infectées par le virus 

de référence (Brison et al., 2011). La capacité de ce variant à induire une neuropathologie 

associée à la paralysie et de la démyélinisation appuie l’hypothèse d’un lien entre HCoV-O43 et 

les maladies neurodégénératives et neuroinflammatoires, notamment la sclérose en plaques. 

D’ailleurs, l’infection du SNC par le variant rOC/Us241 entraine une dérégulation homéostatique 

du glutamate, un des nombreux neurotransmetteurs présents dans le SNC, ce qui déclenche 

l’excitotoxicité glutamatergique. Ce phénomène est caractérisé par la diminution de l’expression 

du transporteur de glutamate, GLT-1, situé sur les astrocytes, ce qui empêche le recyclage 

efficace du glutamate et son accumulation dans l’espace inter-synaptique. Cette accumulation 

active alors différents récepteurs tels que le récepteur AMPA et le récepteur NMDA, qui 

dépendent du glutamate et qui sont situés à la surface des dendrites des neurones post-

synaptiques. Cette situation déclenche alors une entrée massive d’ions calcium à l’intérieur du 

neurone et entraine alors la dysfonction du dit neurone (Sattler et al., 2000). L’utilisation 

d’inhibiteurs chimiques des récepteurs AMPA et NMDA diminue considérablement les 

symptômes cliniques reliés aux problèmes moteurs ainsi que la réplication virale du variant 

rOC/Us241, démontrant ainsi le rôle important de ces récepteurs dans les neuropathologies 

observées chez les souris infectées. Même si l’infection virale en elle-même peut contribuer aux 

neuropathologies, l’activation du système immunitaire participe probablement aussi à provoquer 

des dommages neuronaux. En effet, suite à l’infection de souris par HCoV-OC43, la sécrétion 

de plusieurs cytokines (TNFα, IFN-γ, IL-1, IL-6), chimiokines (CCL5, CCL2 et CXCL10) ainsi que 

l’infiltration de lymphocytes T (CD4+ et CD8+) ont été détectées dans le cerveau ou la moelle 

épinière (Jacomy et al., 2010). D’ailleurs, la présence de lymphocytes T autoréactifs capables 

de reconnaitre à la fois le virus HCoV-OC43 et/ou HCoV-229E et les protéines de la myéline a 

été mise en évidence chez les patients atteints de SEP mais pas chez les témoins sains, 

suggérant que le système immunitaire peut exacerber les neuropathologies d’individus 

susceptibles (Boucher et al., 2007). En effet, la présence des lymphocytes autoréactifs chez les 

patients atteints de SEP indique que ces cellules sont devenues sélectives pour la détection des 

épitopes viraux mais ont également la capacité de reconnaitre certaines protéines composant la 

myéline, ce qui peut entrainer l’élimination de celles-ci et accroitre la démyélinisation des 

neurones. De plus, l’utilisation de souris dont l’expression du gène recombination activation 
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gene (RAG) a été inactivée a permis de proposer que le système immunitaire est partiellement 

responsable des neuropathologies induites par HCoV-OC43 (Butler et al., 2006) bien que 

l’utilisation de cyclosporine A, un composé immunosuppresseur, n’a pas permis de réduire les 

neuropathologies en souris C57BL/6 (Jacomy et al., 2003). Finalement, chez l’homme, une 

étude portant sur le décès d’un jeune garçon de 11 mois suite à une encéphalite virale a 

démontré la présence du virus HCoV-OC43 au niveau du cerveau (Morfopoulou et al., 2016). 

Même s’il est impossible d’affirmer que le coronavirus est responsable de la mort de l’enfant, 

dont le système immunitaire était affaibli, cet exemple démontre la neurovirulence du virus parmi 

des individus susceptibles à l’infection et alimente l’hypothèse de l’implication de ce virus parmi 

l’émergence ou la sévérité des maladies neurologiques. 
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3. LES MÉCANISMES DE MORT CELLULAIRE 
 

3.1	  Généralité	  
 

Au cours de leur existence, les cellules eucaryotes doivent répondre à une multitude de 

stress et de perturbations environnementales qui peuvent survenir en tout temps et qui peuvent 

déstabiliser l’homéostasie cellulaire. Heureusement, il existe différents mécanismes pour rétablir 

cette homéostasie. La cellule doit, dans un premier temps, détecter le stimulus pour ensuite 

mettre en place une réponse au stress et se protéger contre d’éventuels dommages (Galluzzi et 

al., 2016). Même si l’organisme bénéficie d’un système immunitaire qui fait intervenir des 

réponses innées et adaptatives, les cellules en elles-mêmes possèdent également des outils 

pour réagir rapidement au stress. La mort cellulaire régulée (MCR) est l’un de ces outils qui 

représentent un moyen extrême de protéger le reste de l’organisme contre un danger, 

notamment en présence de cellules cancéreuses ou lors d’une infection virale par exemple 

(Linkermann et al., 2014). D’ailleurs, l’un des modèles proposés par Kroemer pour expliquer la 

dynamique de l’activation de la mort cellulaire nous montre la compétition existante entre les 

facteurs qui inhibent la mort cellulaire et ceux qui l’activent. Ce modèle propose que suite à un 

stress, telle une infection virale, l’expression des facteurs qui inhibent la MCR va augmenter afin 

de donner à la cellule une période de temps pour établir une réponse du système immunitaire 

adaptatif. Dans le cas où le stress perdure et que la réponse cellulaire n’est pas en mesure 

d’éradiquer la menace, l’expression des facteurs activant la MCR va progressivement 

augmenter jusqu’à atteindre un niveau où la quantité de signaux inhibant la MCR va chuter, 

initiant ainsi les mécanismes de mort cellulaire subséquente (Figure 8). Ainsi, la MCR 

représente un système de défense ultime contre un danger incontrôlable dans l’optique de 

préserver l’homéostasie de l’organisme. De plus, il est primordial de garder en tête que 

l’activation de la MCR peut également avoir des fonctions bénéfiques pour l’organisme. En effet, 

la MCR est impliquée dans l’embryogenèse ainsi que dans la sélection clonale de lymphocytes 

T mais cet aspect de la MCR, appelé mort cellulaire programmée, ne sera pas abordé dans 

cette thèse (Dillon et al., 2016). 
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3.2 Classification des divers types de MCR 
 
 Tracer la ligne entre la vie et la mort cellulaire représente un défi beaucoup plus 

complexe que ce que l’on croyait jusqu’ici. En 1842, le scientifique allemand Carl Vogt fut le 

premier à émettre le principe de mort cellulaire et fut suivi par plusieurs scientifiques qui ont 

tenté de mieux définir ce concept, surtout en se basant sur l’observation de cellules soumises à 

différents stress (Paweletz, 2001). Il a fallu attendre en 1972 pour que la mort cellulaire soit 

caractérisée par des observations phénotypiques et pour lui donner le nom d’apoptose, qui en 

grec veut dire ‘’tomber de’’ (Kerr et al., 1972). À cette époque, l’apoptose faisait référence à un 

mécanisme régulé par l’action de facteurs cellulaires spécifiques, à l’opposé de la nécrose qui 

représente une mort cellulaire davantage accidentelle qui ne fait pas intervenir de protéines 

précises. Depuis, la science s’est énormément intéressée au concept de mort cellulaire, au point 

de le faire évoluer et d’émettre une nouvelle classification. En 2009, le Nomenclature committee 

on cell death (NCDD), regroupant plusieurs chercheurs spécialisés, a émis la recommandation 

de reclassifier les types de mort cellulaire en fonction de caractéristiques biochimiques (ex. 

facteurs cellulaires) au lieu de simples observations (Kroemer et al., 2009) et de faire la 

distinction entre la mort cellulaire régulée (MCR), qui comprend le concept de mort cellulaire 

fragmentation.80 Conversely, the simultaneous ablation of
Bax and Bak1288 or Bcl2l11 and Bmf (encoding two BH3-only
proteins involved in MOMP initiation)289–291 truly prevents the
programmed demise of several cell types, causing their
persistence throughout adult life.292,293 These observations
are compatible with the hypothesis that the phenotype
associated with some defects in the molecular cascades
linking MOMP to caspase activation originates from a delay,
rather than from bona fide inhibition, of PCD. Moreover they
suggest that RCD, be it programmed or caused by micro-
environmental perturbations, can only be avoided by inter-
ventions that target upstream steps of the process.

Caution should also be taken in inferring the actual
etiological value of caspases in RCD based on the therapeutic
administration of Z-VAD-fmk or other broad-spectrum cas-
pase inhibitors. Caspase blockers have indeed been asso-
ciated with (at least some degree of) cytoprotection in rodent
models of various human diseases linked to the excessive
loss of parenchymal cells. These pathologies include, but are
not limited to, neurodegenerative disorders,294–298 traumatic
events299,300 and ischemia/reperfusion injuries of the central
nervous system, heart and kidney.301–304 Nonetheless,
Z-VAD-fmk and similar compounds inhibit not only several
caspases but also a wide panel of non-caspase proteases that
participate in the initiation of RCD, such as calpains.305,306

Moreover, CASP3, caspase-6 (CASP6) and caspase-7

(CASP7) (i.e., the putative executioners of apoptosis) have
been involved in feedforward circuitries that amplify lethal
cues leading to MOMP,307–310 implying that their inhibition
may also counteract the initiation of RCD. Finally, in models of
this type it is difficult to discriminate between the primary wave
of RCD (promoted by experimental interventions) and the
delayed, secondary demise of parenchymal cells caused by
DAMPs (directly or upon the establishment of inflamma-
tion).73,311–313 The cytoprotective effects that Z-VAD-fmk-like
chemicals exert in similar scenarios, which are most reliably
evaluated by histological determinations or functional tests,
might therefore reflect their ability to block the initiation of
DAMP- and inflammation-driven secondary RCD rather than
the execution of stimulus-induced, primary RCD. In line with
this notion, consistent cytoprotection has also been achieved
in vivo by means of anti-inflammatory agents, even when
these compounds do not directly influence RCD.314–317 Taken
together, these observations reinforce the notion that cas-
pases may not mediate RCD but simply accelerate its course,
at least in the mammalian system.

Apparently at odds with the role of PARP1 in the execution
of parthanatos, both the Parp1! /! genotype and the
administration of (relatively unselective) PARP inhibitors
have been associated with bona fide cytoprotection
in rodent models of ischemia/reperfusion injury and
retinal degeneration.318–321 These observations suggest that

Figure 2 Regulated cell death and adaptive stress responses. Regulated cell death (RCD) is often initiated in the context of unsuccessful responses to perturbations of
intracellular or extracellular homeostasis. Two mutually exclusive models can be put forward to explain how failing responses to stress initiate RCD (which in many instances
constitutes a means to preserve the homeostasis of the whole organism or colony). First, according to a ‘conversion model’, RCD-inhibitory signals simply cease at some stage
of the adaptive response and are substituted by RCD-promoting ones. Second, a ‘competition model’ postulates that RCD-inhibitory and -promoting signals coexist and
counteract each other starting from the very detection of microenvironmental alterations, and at some stage the latter predominate over the former. Circumstantial evidence
favors the ‘competition model’ in a majority of experimental scenarios

Cell death: causes versus correlates
L Galluzzi et al

65

Cell Death and Differentiation

Figure 8. Dynamique de la réponse cellulaire en fonction de la MCR. Le modèle de 
compétition entre les signaux pro-MRC et les signaux anti-MCR postule qu’une perturbation 
homéostasique va provoquer une augmentation plus rapide de l’activation de signaux qui 
inhibent la MCR que l’activation de signaux qui l’activent. Si la réponse cellulaire ne permet 
pas de mettre fin à la perturbation, les signaux pro-MCR vont augmenter jusqu’à provoquer 
la mort cellulaire. Tiré de Galluzzi L et al., Cell death and Differenciation, 2015. 
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programmée (MCP) et celui de mort cellulaire accidentelle (MCA) (Galluzzi et al., 2015). Ainsi, 

toute mort cellulaire faisant intervenir un mécanisme moléculaire, dont les composantes sont 

génétiquement codées, est considérée comme une MCR. À l’inverse, la MCA peut être causée 

par une blessure sévère de nature physique (ex. température, pression), chimique (variation de 

pH ou osmotique) ou mécanique (coupure) mais ne fait pas intervenir directement l’expression 

d’un ou de facteur(s) cellulaire(s). La mort cellulaire programmée fait référence à un type de 

mort dont les conséquences sont reliées au développement foetal, à l’homéostasie de tissus ou 

à la sélection clonale des lymphocytes (Galluzzi et al., 2015). D’ailleurs, le NCCD a publié une 

liste exhaustive des différents types de MCR basée sur les facteurs biochimiques associés 

(Tableau 2). Les types de MCR se distinguent entre eux par les facteurs cellulaires associés 

mais également vis-à-vis l’implication des caspases ou de l’inflammation, ce qui peut influencer 

les conséquences sur l’organisme. Il faut tout de même considérer que cette classification a été 

faite dans un but de simplification et pour faciliter la compréhension du concept de différentes 

MCR. Dans les faits, il semble que la frontière tracée entre les MCR ne soit pas toujours bien 

établie puisque l’activation de certains facteurs cellulaires peut être observée dans plus d’un 

type, ce qui complique la caractérisation du phénomène. 
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Tableau 2. Classification fonctionnelle des différents types de MCR. Modifié de (Galluzzi et al., 2012, 

Linkermann et al., 2014). 

Type de RCD Caractéristiques biochimiques 
Dépendant aux 

caspases 

Cause de 

l’inflammation 

Apoptose (voie 

intrinsèque) 

MOMP 

Libération des protéines de IMS 
+/- -- 

Apoptose (voie 

extrinsèque) 

Implique un récepteur de mort (Fas, 

TRAIL, TNFaR) 

Activation des caspase initiatrices (8,10) 

Activation des caspase effectrices (3,6,7) 

++ -- 

Netosis Production de NETs -- -- 

Ferroptose 
Inhibition GPX4 

Peroxydation des lipides 
-- ++ 

MPT-RN 

MOMP persistant 

Implique la cyclophiline D 

Libération AIF ? 

-- 
++ 

 

Nécroptose Activation de RIP1, RIP3 et MLKL -- ++ 

Parthanatos 

Hyperactivation PARP-1 

Accumulation des polymères PAR 

Libération AIF 

-- ++ 

Pyroptose 

Activation inflammasome 

Activation caspase 1, 7 et 11 

Production IL-1β, -18 

++ -- 

Abréviations: AIF : Apoptosis-inducing factor; GPX4 : Peroxydase glutathione 4; IL : interleukine; IMS : 
Espace intramembranaire de la mitochondrie; MLKL : Mixed lineage kinase like domain; MPT-RN : Nécrose 
régulée médiée par la perméabilisation mitochondriale; MOMP : Perméabilisation de la membrane 
mitochondriale externe; NETs : Neutrophil extracellular traps; PAR : poly(ADP-ribose); PARP : poly(ADP-
ribose) polymérase; RHO : rhodopsine; ROCK1 : Protéine kinase associé à RHO; RIP : Receptor-interacting 
protein kinase. 
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3.3 Mécanismes d’action de la MCR 
 

3.3.1 Apoptose 
 

Étant donné que l’apoptose a été étudiée depuis les années 70, il n’est pas surprenant 

de constater qu’elle soit la mieux caractérisée de toutes les MCR. L’activation de l’apoptose, 

représentée à la Figure 9, peut suivre deux voies, soit la voie extrinsèque qui fait intervenir la 

présence de récepteurs de mort ou la voie intrinsèque, reliée au stress intracellulaire et à l’état 

des mitochondries (Danial et al., 2004). 

 

La voie extrinsèque est initiée par la liaison d’un des trois ligands suivants à leurs 

récepteurs respectifs : ligand Fas (FasL/CD95L), TNFα ou TNFα superfamily member 10 (TNF-

related apoptosis inducing ligand, TRAIL) (Wajant, 2003). De façon générale, la liaison du ligand 

à son récepteur provoque la trimérisation du récepteur suivi d’un changement conformationnel 

au niveau cytosolique permettant la formation d’un complexe protéique qui diffère légèrement 

dépendamment du ligand (Kroemer et al., 2007). Les complexes protéiques cytosoliques, 

formés après la liaison des ligands FasL ou TRAIL, se ressemblent beaucoup et font intervenir 

la protéine kinase interagissant avec les récepteurs 1 (Receptor-interacting protein kinase 1, 

RIP1), la protéine associée à FAS avec un domaine de mort (FAS-associated protein with a 

death domain, FADD), plusieurs isoformes de c-FLIP, la protéine cellulaire inhibitrice de 

l’apoptose (cellular inhibitor of apoptosis protein, cIAP), la ligase ubiquitine E3 ainsi que les pro-

caspases-8 et 10 (Lavrik et al., 2005). Dans le cas du récepteur impliquant le ligand TNFα, le 

facteur FADD est remplacé par la protéine TNFR associée à un domaine de mort (TRADD) en 

plus d’autres facteurs notamment les facteurs associés à TNFR 2 et 5 (TRAF2, 5) (Micheau et 

al., 2003). Fait à noter, la protéine cIAP ubiquitine le facteur RIP1 au niveau de la lysine 63 pour 

empêcher ce dernier de s’associer à d’autres facteurs et maintenir son état inactif (Bertrand et 

al., 2008). Ce complexe devient une plateforme pour le recrutement d’autres protéines kinases 

dont le facteur de croissance transformant β (Transforming growth factor β-activated kinase 1, 

TAK1) ainsi que les protéines liant TAK1 (TAK-binding protein 2 and 3, TAB2, 3) (Ea et al., 

2006). Ce nouveau complexe, également appelé complexe I, ne déclenche pas forcement 

l’apoptose puisqu’il va d’abord activer le facteur de transcription NF-κB et permettre l’expression 

des gènes encodant différentes protéines kinases activées par les mitogènes (Mitogen-activated 

protein kinases, MAPK) favorisant la survie cellulaire et l’activation de processus inflammatoires 

(Hacker et al., 2006). Bien que les étapes subséquentes menant à l’apoptose ne soient pas 
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complètement élucidées, il semble que la présence du facteur Cylindromatosis (CYLD), une 

protéine qui possède une activité de déubiquitination, favorise le détachement du complexe 

protéique de la partie cytosolique du récepteur en enlevant la chaine d’ubiquitine sur la protéine 

RIP1 (Wright et al., 2007). La formation de ce complexe II assure principalement l’activation des 

caspases 8 et 10, deux cystéines protéases initialement présentes sous forme de pro-caspases, 

qui deviennent fonctionnelles lorsqu’elles se sont autoclivées (J. Wang et al., 2001). L’inhibition 

des facteurs cIAP, qui ubiquitinent RIP1, favoriserait également la formation du complexe II (L. 

Wang et al., 2008). Les caspases 8 et 10 sont considérées comme des caspases initiatrices 

puisqu’elles vont cliver et activer les pro-caspases effectrices 3, 6 et 7. Ces dernières 

poursuivent la cascade d’activation de l’apoptose en clivant de nombreux substrats cellulaires. 

Parmi ces substrats, la polymérase de poly(ADP-ribose) (PARP), retrouvée au noyau cellulaire, 

est responsable de la réparation de l’ADN (Krishnakumar et al., 2010). Les caspases 3, 6 et 7 

vont également cliver le Inhibitor of caspase-dependent DNAse (iCAD), retrouvé dans le cytosol, 

libérant ainsi CAD au noyau et provoquant la fragmentation de l’ADN génomique (Sakahira et 

al., 1998). Fait intéressant, la caspase 8 peut également cliver le facteur cytosolique Bid et 

générer une forme active (tBid), qui interagit avec des facteurs pro-apoptotiques à la membrane 

de la mitochondrie pour favoriser sa perméabilisation, faisant ainsi un lien avec la voie 

intrinsèque de l’apoptose (X. M. Yin, 2006). 

 

La voie intrinsèque fait suite à la présence de stress intracellulaires tels que la présence 

de dommages à l’ADN, une accumulation de calcium dans le cytosol, une augmentation de 

protéines mal repliées au réticulum endoplasmique, l’apparition de stress oxydatif, etc. Cette 

voie possède comme point central la mitochondrie, siège de la production d’ATP, qui est la cible 

de plusieurs facteurs pro-apoptotiques. D’ailleurs, la régulation de cette voie à la mitochondrie 

est assurée par les protéines de la famille Bcl-2 qui contiennent un ou plusieurs domaines 

homologues à Bcl-2 (Bcl-2 homologue domains, BH) selon leur(s) fonction(s). Ainsi, les facteurs 

pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bok) possèdent les domaines BH1-3 et leur activation provoque 

leur relocalisation et leur oligomérisation à la membrane externe de la mitochondrie afin d’y 

former des pores qui brisent l’intégrité de la membrane de cet organelle et permet le relargage 

d’autres facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol (Kroemer et al., 2007). Les facteurs ayant les 

domaines BH1-4 (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1) sont anti-apoptotiques et interfèrent dans l’activité 

des protéines Bax et Bak lorsque celles-ci sont dans le cytosol ou déjà insérées dans la 

membrane mitochondriale externe. Les facteurs ne possédant que le domaine BH3 sont 

responsables de la régulation et de l’initiation de l’apoptose, avec une efficacité variable. Parmi 
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ceux-ci, les facteurs Noxa, PUMA, Bfm et Bik antagonisent directement les facteurs anti-

apoptotiques alors que les facteurs Bid et Bim favorisent l’activation des facteurs pro-

apoptotiques (Garcia-Saez, 2012, Lalaoui et al., 2015, Zheng et al., 2015). L’intervention des 

facteurs pro-apoptotiques au niveau de la membrane mitochondriale conduit à la formation de 

pores dont le diamètre permet la relâche de molécules excédant 5 kDa (Walther et al., 2009). 

Suite à la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, plusieurs facteurs liés à 

la voie intrinsèque de l’apoptose sont relâchés, dont SMAC/DIABLO et Omi/HtrA2, qui inhibent 

xIAP, lui-même un facteur qui inhibe d’autres caspases (Chai et al., 2000, Yang et al., 2003). De 

plus, le cytochrome C, un transporteur d’électrons dans la chaîne respiratoire, est également 

relâché de la mitochondrie pour se retrouver dans le cytosol où il s’assemble avec la pro-

caspase 9, le facteur Apaf-1 et de l’ATP. Ce complexe, appelé apoptosome, permet l’activation 

de la caspase 9 dont le substrat est la pro-caspase 3, dont le clivage produit la forme active de 

cette caspase effectrice (Cain et al., 2002). Évidemment, en plus de l’activation des caspases, la 

perméabilisation de la membrane des mitochondries génère une dissipation du potentiel 

membranaire et perturbe la chaine respiratoire, contribuant ainsi au processus d’apoptose 

(Kroemer et al., 2007). Le réticulum endoplasmique (RE) joue également un rôle non 

négligeable dans la voie intrinsèque de l’apoptose puisque plusieurs facteurs pro-apoptotiques 

peuvent s’y retrouver. En effet, Bax et Bak sont notamment en mesure de se déplacer au RE 

pour augmenter la perméabilisation de ce dernier et libérer des ions calcium (Ca2+) dans le 

cytosol. La mitochondrie peut aider à maintenir l’homéostasie ionique en absorbant une partie 

des ions Ca2+ présents dans le cytosol. Toutefois, une trop grande quantité de ces ions peut 

contribuer à déstabiliser la mitochondrie et mener à la mort cellulaire (Oakes et al., 2005, L. 

Zhao et al., 2012a, Zong et al., 2003). 
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3.3.2 Nécroptose 
 

Pendant très longtemps, la nécrose a été observée et décrite comme étant un 

mécanisme de mort cellulaire accidentelle sans régulation. Or, la caractérisation plus poussée 

de la mort cellulaire a permis d’établir que, dans certaines circonstances, la nécrose est un 

processus hautement régulé, faisant intervenir certains facteurs cellulaires bien précis. C’est 

Figure 9. Activation de l’apoptose associée à la voie extrinsèque ou intrinsèque. La voie 
extrinsèque de l’apoptose est initiée par la liaison d’un ligand à son récepteur, provoquant la 
formation d’un complexe protéique qui permet l’activation de la caspase 8 ou 10. Ces caspases 
initiatrices clivent les caspases effectrices 3, 6 et 7 qui mèneront à l’apoptose. La caspase 8 est 
également reconnue pour cliver le facteur Bid, qui permet à ce dernier de rejoindre la 
mitochondrie et de participer à la stabilisation du facteur Bax. La voie intrinsèque fait suite à un 
stress intracellulaire et mène à l’activation des facteurs pro-apoptotiques, dont Bax. Une fois 
activé, le facteur Bax s’oligomérise avec lui-même ou avec Bak pour s’insérer dans la membrane 
externe mitochondriale et former des pores laissant sortir une multitude d’autres facteurs pro-
apoptotiques vers le cytosol. Le cytochrome C, avec la pro-caspase 9, le facteur Apaf-1 et de 
l’ATP forment l’apoptosome, complexe protéique qui active les caspases effectrices 3, 6 et 7. 
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ainsi que l’on a découvert la nécroptose. Comme son nom l’indique, la nécroptose provoque des 

changements morphologiques similaires à la nécrose, à savoir la rupture des membranes 

cytoplasmiques, la destruction des organelles et la libération du contenu cytosolique dans 

l’environnement (Vanden Berghe et al., 2013). Ce type de mort cellulaire peut être activé de 

plusieurs façons, dépendamment du type cellulaire, de la présence de certains facteurs 

cellulaires ou du stimulus (Figure 10) (Moriwaki et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La voie d’activation la plus connue et la plus étudiée de la nécroptose est initiée par la 

liaison des mêmes ligands (FasL, TNFa, TRAIL) que ceux utilisés pour la voie extrinsèque de 

l’apoptose. Or, la différence d’activation entre l’apoptose et la nécroptose réside au niveau des 

partenaires du complexe protéique cytoplasmique I et de la capacité de la caspase 8 à cliver ou 

non le facteur RIP1. En effet, lorsque la caspase 8 est fonctionnelle, celle-ci clive RIP1 au 

through TRIF and is localized in the endosome to detect double
stranded RNA (dsRNA) from viruses [50] and endogenous RNA
from damaged and necrotic cells [51]. Similar to TNF-induced
necrosis, TLR3- and TLR4-induced necrosis also requires caspase
inhibition, intact RIP3 activity, RHIM-dependent binding between
TRIF and RIP3, and MLKL (Fig. 1) [52,53]. Surprisingly, RIP1 was
required for TLR3- and TLR4-mediated necrosis in macrophages,
but not in fibroblasts or endothelial cells [53]. The molecular basis
for the differential requirement of RIP1 for TLR3/4-induced
necrosis in different cell types is unknown at present.

DAI (aka DLM-1/ZBP1) is a cytosolic DNA sensor that can
activate type I IFN responses [54]. Infection of mutant murine
cytomegalovirus (MCMV) lacking a functional vIRA/M45 led to
RHIM-mediated interaction between DAI and RIP3 and necrosis of
the infected cells [9,55], indicating that vIRA/M45 prevents
necrosis by blocking DAI-RIP3 interaction through its RHIM.
Although DAI-RIP3 mediated necrosis requires MLKL, RIP1 is
dispensable (Fig. 1) [9,53,55]. Thus, RIP3 partners with distinct
RHIM-containing adaptors to signal for necrosis under different
conditions. Whether RIP3-TRIF, RIP3-DAI or vIRA-RIP3 complexes
adopt similar b-amyloid-like scaffold as the RIP1/RIP3 necrosome
will require further investigation.

Recently, dsRNA-dependent protein kinase (PKR) was reported to
be a novel pro-necrotic partner of RIP1 and RIP3 [56]. Type I or II IFNs
induced PKR activation through the Janus kinase (JAK)-signal
transducer and activator of transcription (STAT) pathway.
Activated PKR interacted with RIP1 and subsequently initiate

RIP1/RIP3-dependent necrosis in the absence of FADD or caspase-8.
However, since PKR does not contain a RHIM, it is unclear how it
engages the RIP kinases. It is also noteworthy that IFNs has been
reported to counteract pro-necrotic signaling through NF-kB-
dependent induction of manganese superoxide dismutase (MnSOD),
which limits cellular damage caused by excessive ROS [57]. Thus,
whether IFNs induce necrosis is tightly controlled by NF-kB-
dependent survival signals and caspase-8 activity (Fig. 1).

4. Non-necrotic function of RIP1 in apoptosis and
inflammatory cytokine production

4.1. RIP1 regulates NF-kB activation

Although RIP1 was originally identified as a death domain (DD)-
containing adaptor for Fas that mediates apoptosis [58], its
primary function is to promote pro-survival signals through
activation of NF-kB downstream of TNFR-1, TLR3, TLR4 and RIG-I.
In addition to the RHIM, RIP1 binds to DD-containing receptors and
adaptors such as TNFRSF1A-associated via death domain (TRADD)
through homotypic DD-DD interaction [58,59]. TNF stimulates the
recruitment of TRADD, RIP1, and TNF receptor-associated factor 2
(TRAF2), TRAF5, cellular inhibitor of apoptosis 1 (cIAP1) and cIAP2,
and linear ubiquitin chain assembly complex (LUBAC) to TNFR1
[60]. RIP1 recruited to this membrane-associated complex, often
referred to as Complex I [61], is heavily ubiquitinated. This
polyubiquitin scaffold facilitates recruitment of NF-kB essential

Fig. 1. Receptor-specific activation of RIP1 and/or RIP3-dependent necrosis. Different upstream stimuli can cause necrosis through pro-necrotic RHIM-containing proteins
such as RIP1, RIP3, TRIF, and DAI. TNF induces the recruitment of RIP1 to TNFR1 complex where RIP1 is ubiquitinated. Inhibition of RIP1 ubiquitination by deubiquitinating
enzymes (DUBs) such as CYLD or SMAC mimetic (SM) leads to formation of the necrosome. RIP3 activates MLKL by phosphorylation. Trimeric MLKL localizes to the plasma
membrane to promote Ca2+ influx via TRPM7. Fas ligand and TRAIL also induce necrosis through RIP1- and RIP3-dependent manner. Stimulation of TLR4 or TLR3 by LPS or
dsRNA respectively leads to the interaction between RIP3 and TRIF. dsRNA also stimulates PKR and subsequently induces necrosis through RIP1 and RIP3. Wild type (WT)
MCMV encodes vIRA/M45 that blocks necrosis by sequestering RIP3 from DAI. In the absence of a functional RHIM in vIRA/M45, MCMV infection promotes RIP3-DAI binding
and necrosis. T cell receptor (TCR) stimulation also induces RIP1/RIP3-dependent necrosis, albeit the mechanism remains unknown. Type I or II IFNs can promote or inhibit
necrosis. When caspases are inhibited, PKR facilitates assembly of the PKR/RIP1/RIP3 complex. On the other hand, PKR also stimulates NF-kB-dependent expression of
MnSOD, which neutralizes ROS to inhibit necrosis. TRAILR, TRAIL receptor; APC, antigen presenting cell; Ag, antigen; IFNR, IFN receptor.

K. Moriwaki, F.K.M. Chan / Cytokine & Growth Factor Reviews 25 (2014) 167–174 169

Figure 10. Activation de la nécroptose associée aux facteurs RIP1 et RIP3. Différents stimuli 
peuvent activer la nécroptose et faire intervenir les facteurs RIP1, RIP3 et MLKL. La liaison de 
ligands (TNFα, ligand de Fas ou TRAIL) à leur récepteur respectif entame la formation de 
complexes cytosoliques où RIP1 est ubiquitiné et maintenu dans une forme inactive. En 
l’absence de caspase 8 active et en présence d’enzymes qui déubiquitine RIP1, ce dernier 
s’associe avec RIP3 et permet l’assemblage de RIP3 avec plusieurs monomères de MLKL qui 
affecteront la membrane cytoplasmique. La stimulation des TLR3, 4 ainsi que de PKR mène 
également à la formation du complexe RIP1/RIP3 et éventuellement à l’assemblage de RIP3 
avec MLKL. Le virus MCMV encode une protéine virale (vIRA/M45) capable d’empêcher la 
formation du complexe RIP1/3, contrairement au virus mutant. Moriwaki K et Chan FK, 
Cytokine and growth factor reviews, 2014. 
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niveau du domaine intermédiaire tel qu’illustré à la Figure 11. Ce domaine est situé entre le 

domaine kinase et le domaine de mort et son clivage inactive RIP1, ce qui promeut l’apoptose 

(Y. Lin et al., 1999). Dans le cas où la caspase 8 n’est pas fonctionnelle ou ne peut cliver le 

facteur RIP1, ce dernier se détache du complexe protéique I et s’associe avec le facteur RIP3 

via leurs motifs d’interactions homotypiques (Receptor-interacting protein homotypic interaction 

motif, RHIM) pour former le nécrosome, complexe qui inclut également le facteur MLKL, 

nécessaire à la destruction des membranes plasmiques (X. Sun et al., 2002). La nécroptose 

peut également être initiée par la stimulation des TLR3 et 4 par l’ARN db ou le LPS, en absence 

d’activité de la caspase 8. Après activation des TLR3 ou 4, le facteur TRIF, qui possède aussi 

un domaine RHIM, va s’associer au nécrosome pour la suite de la nécroptose. Fait intéressant, 

TRIF s’associe avec RIP1 et RIP3 pour déclencher la nécroptose chez les macrophages alors 

que chez les cellules endothéliales et les fibroblastes, seul RIP3 est impliqué (Kaiser et al., 

2013). L’initiation de la nécroptose peut également faire intervenir des voies du système 

immunitaire autres que les TLR, telles que l’activateur dépendant à l’ADN des facteurs 

régulateurs de l’interféron (DAI). Ce senseur cytosolique détecte l’ADN db et mène 

généralement à l’expression de l’IFN de type I mais peut également s’associer à RIP3 via son 

domaine RHIM (Upton et al., 2012). Finalement, malgré l’absence de domaine RHIM, la protéine 

kinase dépendante à l’ARN db (PKR) est également un partenaire pro-nécroptotique puisqu’il 

peut s’associer avec RIP1 et RIP3 et déclencher la nécroptose en absence de FADD ou de 

caspase 8 (Thapa et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suite à la formation du nécrosome, les facteurs RIP1 et RIP3 subiront une série de 

phosphorylation et d’autophosphorylation à de multiples sites qui stabilisent le complexe (Y. S. 

Cho et al., 2009). L’importance de la phosphorylation de ces différents sites a été mise en 

évidence lorsqu‘on a découvert un inhibiteur de l’activité kinase de RIP1, le nécrostatin (Nec-1), 

Caspase 8
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Editing of RIP1 ubiquitylation by A20. A20, first iden-
tified as a negative regulator of NF-κB activation, is an 
important ubiquitin-editing enzyme that targets RIP1 
(REF. 65). Expression of A20 is normally induced upon 
stimulation with TNF, IL-1β or LPS, and overexpression 
of A20 can protect certain cells from TNF-mediated 
apop tosis and necrosis66. A20 functions as a dual 
ubiquiti n-editing protein on Lys63-linked polyubiqui-
tylated RIP1. The N-terminal deubiquitylase domain 
of A20 mediates the removal of Lys63-linked polyubiq-
uitin chains from RIP1, and the C-terminal zinc-finger 
domain of A20 composed of seven C2C2 zinc-fingers, 
specific ally the fourth zinc-finger, is involved in catalys-
ing Lys48-linked polyubiquitylation of RIP1, thereby 
targeting it for proteasomal degradation67. Regulation 
of RIP1 ubiquitylation by A20 is modulated by the 
A20-binding proteins TAX1BP1 (TAX1-binding pro-
tein 1), ITCH (E3 ubiquitin protein ligase Itchy homo-
logue) and RNF11 (RING finger 11)68. A20 is also 
implicated in regulating the NF-κB signalling pathway in 
response to TLR and IL-1 receptor signalling in a manner 
independent of RIP1 ubiquitylation by negatively regu-
lating the activity of E3 ligases such as TRAF6, TRAF2, 
cIAP1 and cIAP2 (REF. 69).

In humans, TNFAIP3, the gene encoding A20, 
is a susceptibility locus for psoriasis, systemic lupus 
erythematosu s, rheumatoid arthritis and Crohn’s 
diseas e70. A20-deficient MEFs are hypersensitive to TNF-
induced cell death with prolonged IKK activity and IκBα 
phosphorylation, leading to sustained NF-κB activation 
and enhanced cytokine production. A20-deficient mice 
develop massive inflammation and cachexia and die pre-
maturely71. Mice with a myeloid cell-specific deficiency 
of A20 have a considerably increased production of TNF, 
IL-6 and nitric oxide, and they develop spontaneou s 
arthritis that resembles human rheumatoid arthriti s72. 
Destructive polyarthritis in myeloid cell-specific 
A20-deficient mice is TLR4–MYD88 dependent but TNF 
independent, which indicates that A20 has an important 
role in limiting TLR signalling in the myeloid cell line-
age. It is not yet clear whether the interaction of A20 with 
RIP1 in the myeloid cell lineage is required to regulate 
TLR signalling or whether the interaction of A20 with 
another regulator of the pathway, such as TRAF6, might 
be important to restrain this inflammatory response.

Regulation of RIP1 signalling by CYLD. CYLD is another 
deubiquitylating enzyme that can interact with RIP1 
and that negatively regulates NF-κB signalling (FIG. 1). 

CYLD, first identified as a tumour suppressor protein, 
is mutated in patients with familial cylindromatosis73. 
The loss-of-function mutation or disruption of the gene 
encodin g CYLD leads to an impaired cell death pheno-
type74–76. CYLD interacts with NEMO to inhibit IKK and 
NF-κB by removing polyubiquitin chains from TRAF2, 
TRAF6 and NEMO, downstream of death receptor com-
plexes. Furthermore, CYLD can deubiquitylate RIP1 
(REF. 77), which might be important for CYLD to trigger 
both apop tosis and necroptosis36. In addition, CYLD is 
negatively regulated by IKK-mediated phosphorylatio n78,79 
and by caspase 8-mediated cleavage80.

CYLD also negatively regulates TAK1 (REF. 81). T cells 
from Cyld−/− mice have constitutively active TAK1. 
Furthermore, Cyld−/− mice, similarly to A20-deficient 
mice, develop spontaneous intestinal inflammation. 
However, A20 is likely to have a broader function than 
CYLD, as A20-deficient mice die during the first two 
weeks of postnatal development, whereas Cyld−/− mice 
are viable into adulthood. Although both A20 and 
CYLD have been proposed to target RIP1 kinase activit y, 
knockdown of CYLD, but not A20, could protect against 
necroptosis36. This dichotomy may be explained by their 
substrate specificity, expression pattern and/or sub-
cellular localization. In summary, deubiquitylation of 
RIP1 functions to modulate RIP1 kinase activity and/or 
its protein levels. A reduction in RIP1 deubiquitylation 
might lead to the activation of an inflammatory response 
and/or suppression of RIP1 kinase activation.

Cleavage of RIP1 by caspase 8
Deficiency in FADD or caspase 8 leads to embryonic 
lethality around day 10.5 which can be rescued by the 
loss of either RIP1 or RIP3 (REFS 82–84). This indicates 
that the RIP1–RIP3 axis is negatively regulated during 
embryonic development by caspase 8 and/or FADD. 
RIP1 is cleaved after Asp324 by caspase 8 during apop-
tosis induced by the activation of death receptors85 
(FIG. 4) and during RIG-I-mediated antiviral responses37. 
Deletion of caspase 8 from basal epidermal keratinocytes 
triggers chronic skin inflammation in mice through the 
activation of interferon regulatory factor 3 (IRF3) and 
TANK-binding kinase 1 (TBK1)86. Thus, caspase 8 has 
an anti-inflammatory role by cleaving RIP1 to limit the 
antiviral response under non-apoptotic conditions.

Caspase 8-mediated cleavage of RIP1 also has an 
important role in maintaining the integrity of the 
intestinal epithelium by regulating the innate immune 
response. Mice that have an intestinal epithelium-specifi c 

Figure 4 | The caspase 8 cleavage site at Asp324 of RIP1 in the intermediate domain. Caspase 8 is an important 
negative regulator of receptor-interacting protein 1 (RIP1). It negatively regulates RIP1 by cleaving it in its intermediate 
domain. Inactivation of caspase 8 or of its adaptor FAS-associated death domain protein (FADD) leads to RIP1-mediated 
necroptosis and embryonic lethality, which can be blocked by RIP1 kinase deficiency or RIP3 mutation.
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Figure 11. Représentation des différents domaines du facteur RIP1. La caspase 8 clive le facteur 
RIP1 en position 324 dans le domaine intermédiaire qui comprend le motif RHIM, nécessaire pour 
l’interaction avec les autres protéines portant ce motif, notamment RIP3. Le domaine kinase en N-
terminal de la protéine est responsable de la phosphorylation du facteur RIP3 alors que le domaine 
de mort situé en C-terminal est impliqué dans la liaison de RIP1 au complexe cytosolique. Tiré de 
Ofengeim D et Yuan J, Nature reviews, 2013. 
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qui inhibe du même coup la nécroptose associée à RIP1 (Degterev et al., 2005, Degterev et al., 

2013). Par la suite, l’utilisation de la mutagenèse dirigée pour inactiver les domaines kinases de 

RIP1 ou RIP3, ainsi que la synthèse d’inhibiteurs contre RIP3, a également démontré la 

nécessité de la phosphorylation dans la cascade d’activation de la nécroptose (Mandal et al., 

2014, Newton et al., 2014). D’ailleurs, la phosphorylation du facteur RIP3 en position sérine 227 

est nécessaire pour la suite de la nécroptose par la liaison au nécrosome du facteur Mixed 

lineage kinase domain-like (MLKL), un facteur clé dans la mort cellulaire par nécroptose. De 

plus, il a récemment été démontré que la protéine chaperonne Heat shock protein 70 (Hsp70) 

est essentielle pour maintenir la liaison du nécrosome à MLKL, pour la phosphorylation de MLKL 

et assurer la suite de la nécroptose (X. M. Zhao et al., 2016). Suite à sa phosphorylation, le 

facteur MLKL se relocalise principalement, mais pas uniquement, à la membrane cytoplasmique 

puisqu’il a également été retrouvé dans la membrane du RE, de la mitochondrie et des 

endosomes  (Rodriguez et al., 2016, H. Wang et al., 2014a). À ce jour, on croit que le domaine 

en hélice (four-helical bundle domain, 4HBD), situé en N-terminal, serait responsable du 

recrutement et de l’insertion du facteur MLKL dans les membranes lipidiques, avec une plus 

grande affinité pour les lipides de type phosphatidylinositol et les cardiolipines (Dondelinger et 

al., 2014, J. Zhang et al., 2016a). L’insertion du facteur MLKL dans les membranes favorise son 

accumulation et son homo-oligomérisation formant ainsi des pores dans la membrane 

cytoplasmique. Pour l’instant, certaines études ont avancé que la présence de MLKL pourrait 

perturber certains canaux ioniques, notamment TRPM7, et provoquer une entrée massive d’ions 

Na2+ et Ca2+ dans la cellule (Cai et al., 2014, X. Chen et al., 2014). Quoi qu’il en soit, il est fort 

probable que MLKL contribue à déstabiliser l’homéostasie osmotique de la cellule et mène à la 

rupture des membranes cytoplasmiques. MLKL a également été observé au noyau, guidé par un 

signal de localisation nucléaire (SLN) qui se trouve dans la région pseudo-kinase en C-terminal, 

suggérant différentes contributions de ce facteur encore inconnues à ce jour (Yoon et al., 2015). 

 

 En provoquant la rupture des membranes cytoplasmiques, MLKL contribue également à 

libérer dans l’environnement extracellulaire différents signaux moléculaires associés aux 

dommages (Damage-associated molecular patterns, DAMPs). Parmi les DAMPs relâchés, 

notons l’ATP, IL-1α, IL-6, IL-33, l’ADN mitochondrial (ADNmt) et HMGB1 dont les rôles exacts 

lorsque libérés restent encore à être éclaircis (Kaczmarek et al., 2013). Étant donné que ces 

facteurs sont pour la plupart pro-inflammatoires, on présume qu’ils participent à l’établissement 

d’un environnement inflammatoire en plus de sensibiliser les cellules voisines au danger en 

cours. Finalement, l’accumulation d’espèces réactives oxygénées (ROS), causant le stress 
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oxydatif, reste sujet à débat quant à une réelle implication durant le processus de nécroptose. 

Certains groupes de recherche ont démontré que la production de ROS suivant l’activation de la 

nécroptose par la présence de TNFα contribuait à la mort cellulaire (Vanlangenakker et al., 

2011a) alors que d’autres ont confirmé l’absence de lien de cause à effet entre les ROS et la 

nécroptose (Tait et al., 2013). En somme, bien que l’implication de la mitochondrie et des ROS 

dans la nécroptose reste controversée, ces éléments pourraient être davantage liés au contexte 

d’activation de la nécroptose comme le type cellulaire ou le stimulus. (Fulda, 2016, K. D. 

Marshall et al., 2014). 

 

3.3.3 Autres formes de MCR 
 
Parthanatos. Ce type de MCR fait suite à l’accumulation de dommages à l’ADN génomique de 

la cellule et fait intervenir PARP-1, une enzyme qui, en conditions physiologiques, participe à la 

réparation de l’ADN (Jeggo, 1998). Lorsque les dommages à l’ADN deviennent trop importants, 

PARP-1 est surexprimé et suractivé, ce qui engendre une production excessive de poly(ADP-

ribose) ou PAR, synthétisés à partir de molécules de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+). 

D’une part, la consommation du pool de NAD+ entraine une diminution importante de ceux-ci et 

une accumulation de la forme réduite (NADH), empêchant ainsi la synthèse de nouvelles 

molécules énergétiques, d’autant plus que la formation des PAR nécessite l’hydrolyse de l’ATP 

(Ethier et al., 2012, Rouleau et al., 2010). De plus, la production excessive de PAR qui dépasse 

la capacité de la poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) à dégrader ces polymères contribue 

à leur accumulation au noyau (Andrabi et al., 2006). Ensuite, l’accumulation des PAR entraine 

leur relocalisation à la mitochondrie où ils interagissent avec le facteur AIF, une protéine 

transmembranaire de la membrane interne de la mitochondrie qui, en conditions physiologiques, 

participe à la phosphorylation oxydative et à la production d’ATP (Y. Wang et al., 2009a). Le 

processus par lequel les PAR facilitent le clivage d’AIF à la membrane mitochondriale n’est pas 

encore totalement élucidé; certaines études avancent la participation de la calpaine, une 

protéase cellulaire (Kar et al., 2010), d’autres non (Y. Wang et al., 2009b). Quoi qu’il en soit, une 

fois clivé, AIF se déplace au cytosol où il s’associe avec la cyclophiline A (CypA), facteur 

nécessaire pour la relocalisation d’AIF au noyau, probablement via les pores nucléaires 

(Krietsch et al., 2012). Une fois rendu au noyau, l’attachement de l’histone H2AX à AIF-CyPA 

complète la formation du complexe qui possède alors une activité endonucléase et provoque la 

fragmentation aléatoire de l’ADN génomique à environ tous les 50 kpb (Baritaud et al., 2010). 
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Pyroptose. Ce type de MCR se situe entre l’apoptose et la nécroptose en ce sens qu’elle fait 

intervenir certaines caspases (caspase 1, 7 et 11) mais entraîne l’activation de l’inflammation, ce 

qui en fait une mort immunogène. Ainsi, la pyroptose est initiée suite à l’activation de différentes 

plateformes reliées à l’inflammasome, notamment les récepteurs NOD (NLR) ou le senseur 

d’ADN cytosolique absent du mélanome 2 (AIM2) (Fernandes-Alnemri et al., 2007, Fernandes-

Alnemri et al., 2009). Les différents complexes de l’inflammasome provoquent le clivage et donc 

l’activation des caspases. La caspase 1 est aussi utilisée pour la maturation protéolytique des 

cytokines pyrogènes IL-1β et IL-18 (Sansonetti et al., 2000). 

 

MPT-RN. La Mitochondrial permeability transition-regulated necrosis (MPT-RN) est une mort 

cellulaire distincte de l’apoptose ou de la nécroptose où la mitochondrie est au cœur du 

processus en faisant intervenir la cyclophiline D (CyPD), une protéine de la matrice 

mitochondriale (Baines et al., 2005, Nakagawa et al., 2005). Une accumulation brusque de Ca2+ 

cytosolique ou l’augmentation du stress oxydatif sur la mitochondrie serait suffisante pour 

provoquer la formation d’un complexe comprenant la cyclophiline D et l’ATP synthétase 

(Kroemer et al., 2007, Lemasters et al., 2009). Pour l’instant, seule la cyclophiline D a été 

identifiée comme un facteur responsable de la formation du pore mitochondrial, notamment 

démontré par la protection cellulaire conférée par un inhibiteur de la CyPD, la cyclosporine A (S. 

Y. Kim et al., 2014). L’identification d’autres partenaires à la CyPD et la caractérisation 

approfondie du mécanisme restent à être effectuées.  

  

Netosis. Ce type de MCR fait référence aux pièges extracellulaires (Neutrophile extracellular 

traps, NETs) sécrétés par les cellules granulocytaires (neutrophiles ou éosinophiles) et qui sont 

des structures composées de chromatines nucléaires, d’histones et de protéines 

antimicrobiennes (V. Brinkmann et al., 2004, Yousefi et al., 2008). En effet, la présence d’un 

pathogène déclenche une vacuolisation massive du cytoplasme, une décondensation rapide de 

la chromatine et une destruction des membranes nucléaires et granulaires des neutrophiles ou 

des éosinophiles afin de piéger le pathogène et de faciliter son élimination (Fuchs et al., 2007). 

Bien que peu de choses soient connues sur ce type de MCR, les ROS semblent y jouer un rôle 

important puisque l’enzyme NADPH oxydase génère énormément de superoxydes, 

probablement dans le but de facilité l’éclatement de la cellule et de ses organelles. 

 

Ferroptose. La ferroptose est le dernier né dans la classification des MCR. Comme son nom 

l’indique, cette MCR est associée à la présence du fer et est caractérisée par la peroxydation 
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des lipides reliée à la présence de fer. Ce type de MCR est déclenché par l’inhibition de la 

protéine transmembranaire Xc -, une protéine qui laisse sortir la cystéine pour faire entrer dans 

le cytosol du glutamate; ce dernier étant nécessaire pour la biosynthèse de glutathion et d’autres 

protéines. L’enzyme glutathion peroxidase (GPX4) utilise justement le glutathion comme 

substrat afin de réduire les hydroperoxydes phospholipidiques qui peuvent s’accumuler dans la 

cellule. Ainsi, suite à une diminution de glutathion intracellulaire, GPX4 n’est plus en mesure 

d’éliminer les composés lipidiques oxydatifs qui endommagent les lipides, ce qui entraine 

inexorablement la détérioration des membranes lipidiques et la rupture de l’intégrité du cytosol.  

 

3.4 Stratégies virales en réponse à la MCR 
 

3.4.1 Activation de la MCR 
 

Considérant le caractère parasitaire des virus, la survie de ces pathogènes dépend de 

leurs capacités à profiter de leurs hôtes. La MCR peut donc s’avérer un moyen efficace pour 

limiter la réplication et la propagation virale dans l’organisme. Il peut donc paraitre assez 

contradictoire que certains virus aient acquis la capacité « d’inciter » les cellules à activer les 

différents mécanismes de MCR. Or, les virus peuvent prendre avantage à accélérer la mort 

cellulaire de leur hôte afin de (i) faciliter la sortie et la dissémination virale, (ii) prévenir la 

présentation d’antigènes viraux par les cellules infectées ou (iii) provoquer la mort de cellules 

immunitaires qui pourrait limiter la propagation virale (Neumann et al., 2015). Le Tableau 3 

présente plusieurs protéines virales qui possèdent la capacité de moduler positivement la MCR 

chez la cellule hôte, soit par un effet direct (ex. interaction avec un facteur cellulaire pro-MCR) 

soit par un effet indirect (ex. interférence avec les facteurs anti-MCR). Parmi les effets directs, 

certaines stratégies virales consistent à faciliter la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale (perte de potentiel mitochondrial, relâche de facteurs pro-MCR, production de 

ROS) ou à apporter des modifications post-traductionnelles sur les facteurs pro-MCR afin de les 

activer (clivage, phosphorylation). Afin d’activer la MCR par des stratégies indirectes, certains 

virus vont chercher à augmenter l’expression des facteurs pro-MCR au niveau transcriptionnel 

ou traductionnel ou vont plutôt tenter de stabiliser les complexes ou facteurs impliqués dans 

l’activation de la MCR (Galluzzi et al., 2008, Sridharan et al., 2014). 
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Tableau 3. Virus et protéines virales qui activent la MCR. 

Virus Protéines virales Facteurs cellulaires Effet 

APOPTOSE    

ADV E4orf4 Activation de PP2A Indirect 

HPV E7 Activation de p53 Indirect 

EBV EBNA1 
Activation de l’apoptose lorsque la 

protéine virale est exprimée 
? 

HBV HBx 
Augmente activité de p53 

Interaction avec VDAC 

Indirect 

Direct 

VIH-1 Tat Augmente l’expression de FasL Indirect 

 Vpr Interaction avec ANT Direct 

SINV E1, E2 Augmente l’activité de NF-kB Indirect 

HCV Core 
Association avec la région cytosolique 

TNFR 
Indirect 

NDV HN Induction de l’expression de TRAIL Indirect 

VSV M Mécanisme inconnu ? 

RABV Glycoprotéine Activation caspase 3 et 8 Direct 

WNV NS3 Activation caspase 3 Direct 

 Protéine capside Séquestration HDM2 (antagoniste Bax) Indirect 

SFV ? Activation de Bak, Bid et caspase 8 Direct 

JEV NS3 Activation caspase 3 et 9 Direct 

TMEV Protéine Leader 
Activation de Bax 

Activation caspase 3 et 9 
Direct 

CVB 3CPro Clivage de Unc93b qui active apoptose Indirect 

MERS-CoV ? Activation caspase 3 Direct 

SARS-CoV Protéine M Activation caspase 8 et 9 Direct 

 7a Inhibition de Bcl-x Indirect 

NÉCROPTOSE    

VACV ? 
Interaction avec RIP1 et RIP3 

Phosphorylation de RIP1 
Direct 

MCMV ? Augmentation ARNm RIP1 Indirect 

Reovirus ? 
Activation RIP1 

Augmentation relâche HMGB1 

? 

Indirect 

HIV-1 Tat Activation de RIP1 et RIP3 ? 
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Virus Protéines virales Facteurs cellulaires Effet 

TMEV ? Phosphorylation de RIP1 Direct 

HSV-1 ICP6, 10 
Phosphorylation de RIP1, RIP3 et 

MLKL 
Direct 

 

 

Parfois, l’activation de la MCR en réponse à un pathogène viral ne se limite pas qu’à un 

seul facteur mais fait intervenir plusieurs protéines associées à plusieurs types de MCR 

différents. Un exemple intéressant illustrant ce propos est le virus humain CMV causant une 

infection de la rétine (rétinite) chez les patients atteints du syndrome d’immunodéficience 

acquise (SIDA). Cette pathologie est causée par la destruction des tissus de la rétine suivant 

l’activation de plusieurs facteurs dont le TNFα, plusieurs caspases (1, 3, 8), RIP1, RIP3, IL-1b et 

IL-18. Ces facteurs étant associés à l’apoptose, la nécroptose et la pyroptose, les auteurs 

concluent que plusieurs types de MCR agissent de concert et contribuent par le fait même à la 

pathologie (Chien et al., 2012). Un autre virus, le virus nécrotique pancréatique infectieux (IPNV) 

a également la capacité d’induire l’apoptose via les facteurs Bad et Bid et la nécroptose reliée à 

RIP1 (W. L. Wang et al., 2011). Ces exemples illustrent bien les interactions possibles entre les 

différents facteurs et font également ressortir la complexité de ces mécanismes. 

  

3.4.2 Neutralisation de la MCR 
 

À l’inverse des stratégies précédentes, il n’est pas surprenant de constater que certains 

virus ont adopté, à travers leur évolution, la stratégie d’inhiber les mécanismes de MCR. Cette 

stratégie est particulièrement essentielle durant les étapes précoces du cycle infectieux afin 

d’éviter une mort cellulaire prématurée privant la production de particules infectieuses. Ainsi, la 

stratégie virale peut consister à cibler directement les facteurs pro-MCR et à les inactiver soit 

par clivage, soit en les gardant dans une conformation inactive ou incapable de s’associer aux 

autres facteurs. À l’inverse, d’autres virus ont adopté une approche indirecte en ciblant les 

facteurs anti-MCR en encodant des facteurs homologues (ex. vBcl-2) ou en augmentant 

l’expression de facteurs anti-MCR. 
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Tableau 4. Virus et protéines virales qui inhibent la MCR. 

Virus Protéines virales Facteurs cellulaires Effet 

APOPTOSE    

HCMV vICA (UL36) Inhibition de caspase 8 Direct 

 vMIA (UL37) Séquestration de Bax Direct 

HHV-8 K7 
Activation de Bcl-2 

Inhibition de caspase 3 

Indirect 

Direct 

VACV N1L Homologue Bcl-2 Indirect 

 F1L Prévient interaction entre Bax et Bak Direct 

 B13R Inhibition de caspases (serpin) Direct 

Cowpox CrmA Inhibition de caspases (serpin) Direct 

 CrmB, C Antagoniste TNFR Direct 

HSV-1 US3 Inhibition de Bad Direct 

EBV LMP-1, EBNA4 Augmente expression Bcl-2 Indirect 

Adenovirus E1B-19K Homologue Bcl-2 Indirect 

MYXV M11L 
Homologue Bcl-2 

Interférence avec Bax 

Indirect 

Direct 

MCMV vICA (M36) Inhibition de caspase 8 Direct 

 vMIA (M38.5) Inhibition de Bax Direct 

 vIBO (M41.1) Inhibition de Bak Direct 

HCV NS2 Inhibition de la relâche CytC Direct 

VIH Tat Augmente expression Bcl-2 Indirect 

HTLV Tax Diminution expression Bim et Bid Indirect 

HCoV PLPs Initie dégradation de p53 Direct 

NÉCROPTOSE    

MCMV vIRA (M45) Perturbe interaction entre RIP1 et RIP3 Direct 

HCMV IE1 
Inhibition de la phosphorylation RIP3 et 

MLKL 
Direct 

HSV-1,2 ICP6, 10 Perturbe interaction entre RIP1 et RIP3 Direct 

CVB 3CPro Clivage de RIP3 Direct 

 

 

L’apparition d’une variété de MCR à travers l’évolution des cellules eucaryotes a permis 

à ces dernières d’avoir un véritable arsenal pour répondre à l’incessante attaque des virus. En 
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parallèle, les virus se sont également adaptés à ces réponses en développant des stratégies 

pour contrer les mécanismes antiviraux, notamment ceux faisant intervenir les MCR. Il n’est 

donc pas surprenant que certains virus se soient dotés de plusieurs stratégies pour contrer plus 

d’une MCR. À ce jour, deux virus de la famille des herpesviridae, HSV-1 et CMV, sont reconnus 

pour bloquer autant l’apoptose que la nécroptose. Le virus HSV provoque une infection qui peut 

devenir latente et dont le contrôle sur l’activation de la mort cellulaire par la cellule s’avère 

essentiel à la persistance du virus (Yu et al., 2016). La protéine ribonucléase réductase R1 chez 

HSV-1 (ICP6) et HSV-2 (ICP10) est en mesure d’interférer avec la caspase 8 et de bloquer 

l’apoptose mais également d’inhiber l’activation de la nécroptose en perturbant l’interaction entre 

RIP1 et RIP3 (H. Guo et al., 2015a). L’autre exemple intéressant concerne le CMV qui peut 

également interférer dans l’activation de l’apoptose et la nécroptose, autant chez la forme 

murine (MCMV) que humaine (HCMV) du virus. En effet, pour ces deux virus, plusieurs 

protéines virales agissent de concert et ciblent la caspase 8 et les facteurs Bax et RIP1, 

empêchant donc autant l’apoptose que la nécroptose de s’activer (Brune, 2011, Handke et al., 

2012, Omoto et al., 2015). Comme les CMV sont des virus dont le cycle réplicatif est 

relativement long, il apparait donc essentiel de ralentir le processus, peu importe le type de 

MCR activé. En somme, la biologie du virus peut influencer sa capacité à interagir avec les 

facteurs cellulaires associés à la MCR pour en tirer un bénéfice. Il est évident que la poursuite 

de la caractérisation des interactions entre les virus et les MCR apportera davantage 

d’exemples de virus ayant la capacité de moduler la MCR à leur avantage.  

 

3.5 Implication de la MCR dans les maladies neurologiques 
 

3.5.1 Généralités 
 

Par définition, les maladies neurologiques sont toutes pathologies qui touchent le SNC 

ou le SNP, ce qui comprend un large éventail de maladies allant de la schizophrénie à 

l’Alzheimer. La vaste majorité des pathologies neurologiques impliquant la mort neuronale sont 

les maladies neurodégénératives caractérisées par la présence d’inflammation et l’activation de 

MCR. Ainsi, bien que plusieurs facteurs cellulaires associés à la MCR soient impliqués dans une 

multitude d’autres pathologies, elles ne seront pas exposées ici. 
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3.5.2 Maladie de Parkinson 
 

La maladie de Parkinson (PD) est une pathologie neurodégénérative qui touche 

principalement le système moteur du SNC. La manifestation de cette maladie se traduit par une 

perte progressive de la motricité et éventuellement par des problèmes cognitifs. La mort des 

neurones dopaminergiques est particulièrement importante au niveau de la substantia nigra, une 

région du mésencéphale, où l’on observe également une accumulation excessive de corps de 

Lewis, un amas de protéines α-synucléine associé à de l’ubiquitine et qui sont sous forme 

d’inclusions cytoplasmiques (Davie, 2008, Michel et al., 2016). Bien qu’à l’heure actuelle, 

l’analyse d’échantillons de cerveaux de patients atteints de Parkinson, jumelés à l’utilisation de 

modèles animaux et de systèmes de cultures cellulaires n’ont pas permis d’identifier un seul 

facteur cellulaire relié à un type de MCR précis, certains éléments commencent à nous donner 

des pistes intéressantes. 

 

Une diminution de l’activité de GPX4, enzyme nécessaire à la réduction de radicaux 

lipophiles, a été observée chez des patients atteints de Parkinson. Une diminution d’activité de 

ce facteur est l’une des caractéristiques de la ferroptose, ce qui laisse croire que cette MCR 

pourrait être impliquée dans cette pathologie (Bellinger et al., 2011, Bellinger et al., 2012, 

Hauser et al., 2013). La nécroptose pourrait également avoir un rôle à jouer, par l’intermédiaire 

de l’excitotoxicité glutamatergique, puisque le traitement d’un modèle de cultures cellulaires pour 

le Parkinson avec Nec-1, un inhibiteur de RIP1, diminue la mort cellulaire de ceux-ci (X. Xu et 

al., 2007). Finalement, l’utilisation de souris transgéniques en tant que modèles pour la maladie 

de Parkinson a permis de démontrer que la suractivation de PARP-1, facteur associé à la 

parthanatos, provoque la mort des neurones dopaminergiques, suggérant la possible implication 

de cette MCR dans la maladie de Parkinson (Lee et al., 2013). 

 

3.5.3 Maladie d’Alzheimer 
 

La maladie d’Alzheimer est la cause la plus fréquente de détérioration neurologique à 

travers le monde. L’accumulation extracellulaire de peptides β-amyloïdes ainsi que 

l’hyperphosphorylation et l’ubiquitination de la protéine Tau, causant un enchevêtrement des 

neurofilaments, sont des caractéristiques typiques de cette pathologie. La principale région du 

cerveau touchée par l’importante perte neuronale se situe au niveau de l’hippocampe et 

l’apoptose serait grandement impliquée dans ce phénomène (Mufson et al., 2016). En effet, une 
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augmentation importante de l’expression du facteur pro-apoptotique Bax ainsi que sa 

localisation au niveau des plaques de peptide β-amyloïdes ont été observée chez des coupes 

de cerveaux de patients atteints de cette maladie (MacGibbon et al., 1997, J. H. Su et al., 1997). 

Le facteur RIP1 et la nécroptose seraient également impliqués dans la mort neuronale au niveau 

de l’hippocampe. La molécule 24(S)-hydroxycholesterol (24S-OHC), responsable de 

l’élimination du cholestérol dans le cerveau, augmente drastiquement chez les patients qui 

souffrent de la maladie d’Alzheimer. Or, en utilisant une lignée humaine de type neuroblastome, 

la présence de 24S-OHC provoque une mort cellulaire par nécroptose, mort neuronale qui est 

inhibée par le traitement avec Nec-1, l’inhibiteur de RIP1 (Kolsch et al., 2001, Yamanaka et al., 

2011). De plus, une diminution de marqueurs reliés à l’Alzheimer (Tau, β-amyloides, mGlu2, 

mGlu5) et l’augmentation de l’apprentissage et de la mémoire ont été observées dans un 

modèle de souris pour l’Alzheimer lorsque Nec-1 était administré (Qinli et al., 2013). 

 

3.5.4 Sclérose en plaques (SEP) 
 

La sclérose en plaques est une maladie démyélinisante et inflammatoire de la matière 

blanche du cerveau et de la moelle épinière accompagnée de dégénérescence axonale où la 

mort cellulaire touche principalement les oligodendrocytes mais également les neurones et les 

microglies (Buck et al., 2011, Mahad et al., 2015). 

 

La mort cellulaire observée serait principalement attribuable aux facteurs RIP1, RIP3 et 

MLKL, tous associés à la nécroptose, tel que démontré à l’aide du modèle animal de sclérose 

en plaques (Experimental autoimmune encephalitis, EAE). De plus, des études  faites à partir 

d’échantillons de cerveaux de patients atteints de la SEP ainsi que des cultures cellulaires 

d’oligodendrocytes ont également démontré le rôle potentiel de ces facteurs dans cette 

pathologie. En effet, une diminution de l’activité de la caspase 8, caractéristique associée à 

l’activation de la nécroptose, de même qu’une expression significative des facteurs RIP1, RIP3 

et MLKL, ont été observées dans les lésions corticales de la matière blanche chez les patients 

atteints de SEP. De plus, à partir de cultures d’oligodendrocytes traitées avec le cuprizone pour 

détruire la myéline, une augmentation de l’expression de RIP1 a été observée, suivie par une 

protection importante contre la démyélinisation en présence de Nec-1. Finalement, le modèle 

EAE a permis de constater la faible activité de la caspase 8 ainsi qu’une augmentation de 

l’activité de RIP1 (Dhib-Jalbut et al., 2015, Ofengeim et al., 2015b). Ces données permettent 
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d’émettre l’hypothèse que la nécroptose et les facteurs cellulaires associés jouent un rôle dans 

cette pathologie. 

  

3.5.5 Sclérose latérale amyotrophique (SLA) 
 

La SLA, ou maladie de Lou Gehrig, est une pathologie neuromusculaire qui cible 

majoritairement les neurones moteurs du cerveau et de la moelle épinière, ce qui entraine 

progressivement une paralysie du corps (Kanning et al., 2010). Bien que peu de choses soient 

connues sur cette maladie, la forme héréditaire de la SLA serait reliée à la présence de 

mutations au niveau de l’enzyme superoxide dismutase (SOD), enzyme responsable de la 

détoxification de radicaux libres (Clement et al., 2003, Rosen et al., 1993). 

 

La dégénérescence des neurones, mais également celle des astrocytes, impliquerait 

également la nécroptose. En effet, à l’aide de modèles en culture cellulaire représentant les 

formes héréditaires et sporadiques de la maladie, plusieurs groupes de recherche ont démontré 

que les facteurs RIP1 et MLKL sont activés et que la présence de Nec-1 diminue 

considérablement la perte des neurones moteurs (Pirooznia et al., 2014, Re et al., 2014, H. 

Zhao et al., 2015). Toutefois, une étude réalisée par hybridation in situ sur des coupes de 

moelles épinières de patients atteints de SLA, a démontré une diminution de l’expression de Bcl-

2, un facteur anti-apoptotique, concomitante à une augmentation de l’expression du facteur pro-

apoptotique Bax (Mu et al., 1996). Ainsi, il est possible que l’apoptose et la nécroptose puissent 

jouer un rôle dans la mort des motoneurones et l’apparition de la SLA. 

 

3.5.6 Maladie de Huntingdon 
 

La maladie de Huntingdon est une maladie qui survient lorsqu’un individu hérite d’une 

mutation dominante autosomale qui provoque une répétition de poly-glutamine au niveau de la 

protéine Huntingtine (HTT). Ces répétitions entrainent l’agrégation des protéines HTT entre 

elles, ce qui entrave leur fonction qui consiste à transporter des vésicules contenant le brain-

derived neurotrophic factor (BDNF). Ce dysfonctionnement des protéines HTT peut 

éventuellement causer la mort des neurones atteints. Cette maladie assez rare se caractérise 

par des problèmes cognitifs et moteurs (Walker, 2007, Zuccato et al., 2010). 
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 La maladie étant rare, peu d’études ont été effectuées afin d’identifier les mécanismes 

inhérents à la dégénérescence observée. Toutefois, en 2011, une étude utilisant le modèle de 

souris transgénique (R6/2) qui développe spontanément la maladie et une lignée neuronale 

striatale (ST14A) qui exprime les fragments Htt, a démontré que le facteur RIP1 et la nécroptose 

seraient fort probablement impliqués dans la mort neuronale. En effet, les auteurs ont constaté 

que l’administration de Nec-1 chez les souris R6/2 ralentissait la progression de la maladie et 

que la présence de l’inhibiteur de RIP1 apportait une protection partielle contre la mort cellulaire 

de la lignée ST14A. Cependant, l’effet protecteur attribué à l’inhibition de la nécroptose reste 

somme toute modeste, suggérant que plus d’un mécanisme de MCR est impliqué (S. Zhu et al., 

2011). 

 

3.6 Implication de la MCR suite une infection virale du SNC 
 

Tel que mentionné à la section 1.3.4, les conséquences d’une infection virale au SNC 

peuvent s’avérer néfastes pour l’organisme et le virus peut devenir un agent étiologique d’une 

maladie neurologique, ou à tout le moins, participer à la sévérité de cette dernière. Dans 

certains cas, la maladie ou les symptômes neurologiques peuvent découler de l’activation de la 

MCR, dépendamment du pathogène, des cellules ciblées, de la zone touchée ou de l’intensité 

dans l’activation des processus de mort cellulaire. À ce jour, la presque totalité de la littérature 

scientifique portant sur les mécanismes de MCR activés au SNC suite à une infection virale a 

majoritairement identifié l’apoptose comme étant le mécanisme en jeu. Quoi qu’il en soit, il est 

évident que la caractérisation approfondie des processus de mort cellulaire suivant une infection 

virale au SNC permettra d’identifier l’implication d’autres MCR parmi ces maladies ou 

symptômes neurologiques. 

Encéphalite. L’encéphalite est l’une des manifestations les plus fréquemment retrouvées lors 

d’une infection du SNC par un virus neurotrope. L’encéphalite, définie comme une inflammation 

intense d’une partie ou de l’ensemble du cerveau, peut découler de l’infection et de la 

propagation d’un virus à travers l’encéphale (Swanson et al., 2015). Cette inflammation peut être 

le résultat de l’activation des divers processus inflammatoires du système immunitaire suite à la 

détection du virus mais peut également être la conséquence de l’activation de la MCR chez les 

cellules infectées. Plusieurs virus, dont les alphavirus (J. T. Jan et al., 1999), le virus de la 

poliomyélite (Autret et al., 2007), le coxsackievirus B (Feuer et al., 2003), l’entérovirus 71 (Kuo 

et al., 2002), le WNV (van Marle et al., 2007), le HSV-1 (Perkins et al., 2003) ainsi que le virus 

de la rage (Morimoto et al., 1999) sont reconnus pour infecter et déclencher l’apoptose chez les 
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neurones, en parallèle à l’établissement d’encéphalite. Dans le cas des alphavirus, ceux-ci 

peuvent également causer la mort des neurones infectés indirectement par la relâche de 

cytokines pro-inflammatoires des cellules gliales (Schoneboom et al., 2000) ou par une 

exacerbation de l’excitotoxicité glutamatergique (Nargi-Aizenman et al., 2001). 

 

Myélite. L’inflammation de la moelle épinière, également appelée myélite, peut aussi faire 

intervenir la MCR, dépendamment du virus. La présence du WNV à la moelle épinière et 

l’infection des neurones dans cette région alimentent l’inflammation (Morrey et al., 2008). 

L’activation d’une MCR peut également avoir des conséquences différentes dépendamment du 

type cellulaire infecté. L’infection des oligodendrocytes par le coronavirus murin MHV provoque 

également la mort de ces cellules par apoptose, ce qui entraine la perte de myéline autour des 

neurones (Y. Liu et al., 2006, Schwartz et al., 2002). Le virus JC infecte également les 

oligodendrocytes mais la dégénérescence de ces cellules par apoptose s’effectue uniquement 

suite à un état immunodéprimé de l’hôte infecté (Swanson et al., 2015). 

 

Encéphalomyélite. Dans le cas d’une inflammation du cerveau ainsi que de la moelle épinière, 

on parle alors d’encéphalomyélite. Le virus Sindbis, un alphavirus transmis à un hôte par un 

moustique infecté, infecte les neurones et provoquent la mort neuronale (Griffin, 2011). Bien que 

les mécanismes de mort cellulaire ne soient pas élucidés, la mort des neurones infectés, de 

même que la présence du virus au SNC participe à l’établissement des processus 

inflammatoires et de la pathologie (Griffin, 2016). L’infection de neurones par le virus TMEV 

déclenche également la mort neuronale, potentiellement par apoptose et/ou nécroptose, 

contribuant ainsi à la pathologie inflammatoire (Jelachich et al., 1996, Son et al., 2015). 

 

Troubles neurocognitifs associés au VIH. Même si le VIH n’infecte pas les neurones, la 

présence de certaines protéines virales (gp120, tat) est associée à la dégénérescence 

neuronale observée sur des cultures neuronales de rats (Chi et al., 2011, C. Xu et al., 2011) ou 

humaines (Y. Zhang et al., 2012, Q. Zhu et al., 2015). L’activation de cette mort neuronale, 

possiblement par apoptose, serait également l’une des causes des désordres neurocognitifs 

associés au VIH. Ces troubles neurologiques comprennent la démence, l’encéphalopathie, des 

problèmes de mémoire et de concentration (Jones et al., 2006). 
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4. CONCLUSION 
 

Le coronavirus humain HCoV-OC43 a démontré qu’il ne se limite pas à être seulement 

un virus respiratoire mais est également capable d’opportunisme en infectant le SNC. 

Considérant que la neuroinvasion et le neurotropisme du virus HCoV-OC43 ne sont plus à 

démontrer, il n’en reste pas moins à établir la relation entre la neurovirulence et l’infection au 

SNC. L’importance de l’infection au SNC par HCoV-OC43 pourrait jouer un rôle dans l’apparition 

ou accentuer la sévérité des maladies neurodégénératives et neuroinflammatoires. D’ailleurs, 

certaines mutations retrouvées dans la glycoprotéine S, acquises suite à une infection 

persistante de lignées neurales humaines, ont permis au virus mutant d’être davantage 

neurovirulent en modèle murin et de provoquer une mort cellulaire plus importante des neurones 

en cultures cellulaires. Sachant que le virus HCoV-OC43 provoque la mort cellulaire des 

neurones infectés, la caractérisation du ou des mécanisme(s) ainsi que les facteurs associés ont 

été le cœur de ce projet. Les résultats de notre étude, présentés dans cette thèse, ont permis 

d’établir que l’apoptose ne joue pas de rôle prépondérant dans la mort des neurones, même si 

cette voie semble initialement activée. Dans notre modèle cellulaire, la nécroptose, une voie de 

mort cellulaire encore méconnue, semble être davantage impliquée. D’une part, l’activation de 

ce processus semble être une réponse neuronale à l’infection pour limiter la réplication et la 

propagation virale dans l’optique éventuelle à protéger l’ensemble du SNC. D’autre part, le 

suicide cellulaire pourrait également contribuer à une importante perte neuronale et la mise en 

place d’un environnement inflammatoire qui accentuent les neuropathologies suivant l’infection 

du SNC par le coronavirus HCoV-OC43.  
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
 

Le coronavirus humain HCoV-OC43 est un pathogène respiratoire qui possède 

également des propriétés neuroinvasives et neurotropes puisqu’il est en mesure d’infecter le 

SNC à partir de la périphérie en infectant principalement les neurones, autant chez l’humain que 

chez la souris. Alors que le virus de référence est aussi neurovirulent en causant des 

encéphalites chez le modèle murin, la souche possédant les deux mutations H183R et Y241H, 

localisées dans la glycoprotéine S, acquises lors d’infections persistantes de cultures neurales 

humaines, provoque une augmentation de la mort cellulaire en cultures cellulaires. La relation 

entre la neurovirulence et la mort neuronale induite par le virus n’est pas établie de même que 

les mécanismes de mort cellulaire régulée (MCR) ne sont pas caractérisés. 

 

 Ainsi, considérant le caractère neuroinvasif, neurotrope et neurovirulent du virus HCoV-

OC43 et que la réponse neuronale à l’infection se traduit par une mortalité importante des 

neurones, nous avons émis l’hypothèse que la réponse neuronale pourrait se traduire 

notamment par l’activation de divers mécanismes de MCR pouvant accentuer les 

neuropathologies. 

 

 Pour vérifier cette hypothèse, nous avons établi, d’une part, l’importance des mutations 

dans la protéine S du virus mutant dans la neurovirulence chez le modèle murin. D’autre part, en 

comparant le virus de référence au virus mutant, nous avons utilisé deux modèles de cultures 

neuronales (murines et humaines) afin d’identifier les facteurs cellulaires impliqués dans la mort 

neuronale et de mieux comprendre les mécanismes en jeu.  
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RÉSUMÉ 

Les coronavirus humains (HCoV) sont des pathogènes respiratoires qui possèdent 

des propriétés neuroinvasives, neurotropes et neurovirulentes, ce qui illustre l’importance 

d’étudier l’implication possible de ces virus dans les maladies neurologiques. La souche 

OC43 (HCoV-OC43) induit la mort neuronale, ce qui peut contribuer à la 

neuropathogenèse. Ici, nous avons démontré que le virus HCoV-OC43 ayant deux 

mutations ponctuelles parmi la glycoprotéine S (rOC/Us183-241) est davantage neurovirulent 

en souris comparativement au virus de référence (rOC/ATCC) et induit davantage de 

mortalité cellulaire parmi les modèles de cultures neuronales humaines et murines. Afin 

d’évaluer le rôle de la mort cellulaire régulée (MCR) dans la neuropathogenèse induite par 

HCoV-OC43, nous avons évalué si l’inhibition de Bax, un facteur régulateur dans 

l’apoptose, ou RIP1, un facteur régulateur dans la nécroptose, a affecté le pourcentage de 

mortalité neuronale après infection avec le virus HCoV-OC43. Nous avons trouvé que 

l’apoptose liée au facteur Bax ne joue pas de rôle significatif durant la MCR suivant 

l’infection étant donné que l’inhibition d’expression de ce facteur par ARN interférent ne 

confère pas de protection cellulaire contre la mort cellulaire. Cependant, nous avons 

démontré que les facteurs RIP1 et MLKL sont impliqués dans la mort neuronale puisque 

l’inhibition de l’expression de RIP1 par ARNi et MLKL par un inhibiteur chimique a 

augmenté la survie cellulaire. Ensemble, ces résultats indiquent que RIP1 et MLKL 

contribuent à la mort cellulaire par nécroptose après infection avec HCoV-OC43 afin de 

réduire la réplication virale. Cependant, cette MCR pourrait mener à une perte neuronale 

au SNC de la souris et accentuer les processus inflammatoires, ce qui se répercute dans la 

sévérité de la neuropathogenèse.  
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ABSTRACT 

Human coronaviruses (HCoV) are respiratory pathogens with neuroinvasive, 

neurotropic and neurovirulent properties, highlighting the importance to study the 

potential implication of these viruses in neurological diseases. The OC43 strain 

(HCoV-OC43) was reported to induce neuronal cell death which may participate in 

neuropathogenesis. Here, we show that HCoV-OC43 harboring two point mutations in the 

spike glycoprotein (rOC/Us183-241) was more neurovirulent than the wild-type 

HCoV-OC43 (rOC/ATCC) in mice and induced more cell death in murine and human 

neuronal cells. To evaluate the role of regulated cell death (RCD) in HCoV-OC43-

mediated neural pathogenesis, we determined if knockdown of Bax, a key regulator of 

apoptosis, or RIP1, a key regulator of necroptosis, altered the percentage of neuronal cell 

death following HCoV-OC43 infection. We found that Bax-dependent apoptosis did not 

play a significant role in RCD following infection, as inhibition of Bax expression 

mediated by RNA interference did not confer cellular protection against the cell death 

process. On the other hand, we demonstrated that RIP1 and MLKL were involved in 

neuronal cell death as RIP1 knockdown and chemical inhibition of MLKL significantly 

increased cell survival after infection. Taken together, these results indicate that RIP1 and 

MLKL contribute to necroptotic cell death after HCoV-OC43 infection to limit viral 

replication. However, this RCD could lead to neuronal loss in the mouse CNS and 

accentuate the neuroinflammation process reflecting the severity of neuropathogenesis.   
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IMPORTANCE OF THE STUDY 

Because they are naturally neuroinvasive and neurotropic, human coronaviruses are 

suspected to participate in the development of neurological diseases. Given that the strain 

OC43 is neurovirulent in mice and induces neuronal cell death, we explored the neuronal 

response to infection by characterizing the activation of RCD. Our results revealed that 

classical apoptosis associated with the Bax protein is not playing a significant role in 

HCoV-OC43-induced neuronal cell death and that RIP1 and MLKL, two cellular proteins 

usually associated with necroptosis (a RCD back-up system when apoptosis is not 

adequately induced), both play a pivotal role in the process. As necroptosis disrupts 

cellular membranes and allows the release of damage-associated molecular patterns 

(DAMP) and may induce the production of pro-inflammatory cytokines, it may represent 

a pro-inflammatory cell death mechanism that contributes to excessive neuroinflammation 

and neurodegeneration and eventually to neurological disorders after a coronavirus 

infection.  
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INTRODUCTION 

Human coronavirus (HCoV) are largely associated with common cold whereas 

elders, newborns, infants or immune-compromised individuals are more susceptible to 

develop severe lower respiratory infection such as pneumonia or bronchitis (Vabret et al., 

2009). Over the years, evidence has accumulated to support the idea that HCoV can act as 

opportunistic pathogens that can be associated with other pathologies, including 

neurological disorders (Arabi et al., 2015, Forgie et al., 2009, McGavern et al., 2011, 

Riski et al., 1980, Yeh et al., 2004). Moreover, HCoV-OC43 has recently been detected in 

the brain of an immunodeficient child who died from fatal encephalitis (Morfopoulou et 

al., 2016). 

Like its murine counterpart, mouse hepatitis virus (MHV), which is recognized to 

induce neurological disorders in mice models (Buchmeier et al., 1987, Hosking et al., 

2010), we have previously demonstrated that the human coronavirus strain OC43 (HCoV-

OC43) possesses neuroinvasive and neurotropic properties that allow the virus to invade, 

spread and persist within the murine central nervous system (CNS) where neurons 

represent the main target during the acute phase of infection (Jacomy et al., 2006, Jacomy 

et al., 2003). Furthermore, HCoV-OC43 is also naturally neuroinvasive in humans as 

RNA was detected in human brain samples of patient suffering neurological diseases such 

as Alzheimer’s, Parkinson’s disease, multiple sclerosis and in controls (Arbour et al., 

2000). Furthermore, we have previously demonstrated that HCoV-OC43 has the capacity 

to induce neuronal cell death (Favreau et al., 2009, Jacomy et al., 2006) associated with 

the induction of the unfolded protein response (UPR) and ER stress, as well as 

degeneration of neurons (Brison et al., 2011, Brison et al., 2014, Favreau et al., 2009, 
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Favreau et al., 2012, Jacomy et al., 2010). However, the exact underlying mechanism of 

neuronal cell death induced during HCoV-OC43 infection remains poorly understood and 

its involvement in neuropathogenesis is still unclear. 

Regulated cell death (RCD) represents a large homeostasis system that controls 

several aspects of a cell life (Linkermann et al., 2014). One of these roles may be 

considered as a defense mechanism against viral infection in order to control or limit 

propagation and protect the entire organism (Galluzzi et al., 2008, Upton et al., 2014). 

Different RCD pathways are now identified based on biochemical features in order to 

improve our understanding of cell response to stress (Galluzzi et al., 2012). The most 

known and studied form of RCD is caspase-dependent apoptosis, characterized by 

extracellular stress signals sensed by receptors (extrinsic apoptosis) or intracellular stress 

(intrinsic apoptosis), which activates specific cellular factors, including caspase-8 and the 

pro-apoptotic Bax protein, which converge to trigger the activation of downstream 

effector caspases (Lettau et al., 2011, Seol et al., 2001, Wajant et al., 2003). More 

recently, necroptosis, another form of RCD, has gained attention as this regulated necrosis 

independent of caspases can act to replace classical apoptosis pathways (Feoktistova et al., 

2012). Necroptosis often involves attachment of TNFα to its receptor (TNFR1) on the cell 

surface, which can induce a downstream death signal characterized by a core component 

composed of receptor-interacting protein kinase 1 (RIP1) and RIP3 interacting with each 

other (Meylan et al., 2005). In the case where caspase-8 activity is somehow abrogated, 

RIP1 can interact with RIP3 and the complex is activated by phosphorylation (Y. S. Cho 

et al., 2009, Christofferson et al., 2012, Dunai et al., 2011, Y. Y. Zhang et al., 2013). The 

RIP1-RIP3 complex then participates in the cell-membrane disruption mediated by the 
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phosphorylated form of mixed lineage kinase domain-like (MLKL) and ultimately in cell 

death (Baines, 2010, Cai et al., 2014, X. Chen et al., 2014). 

In the present study, we sought to further investigate the underlying mechanisms of 

HCoV-OC43-induced neuronal cell death after infection, by identifying cellular factors 

involved in the different pathways associated with RCD and their potential association 

with neuropathogenesis during a CNS infection. Overall, the global portrait suggests that 

Bax-dependent apoptosis is not significantly involved during infection of human neuronal 

cells by HCoV-OC43, but that necroptosis, which involves RIP1 and MLKL, seems to 

play a central role in the regulation of neuronal cell death in order to limit viral replication 

and propagation.  
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MATERIALS AND METHODS 

Ethics and biosafety statement. All animal experiments were approved by the 

Institutional Animal Care and Use Ethics Committee (IACUC) of the Institut national de 

la recherche scientifique (INRS) and conform to the Canadian Council on Animal Care 

(CCAC). Animal care and used protocols numbers 1304-02 and 1205-03 were issued by 

the IACUC of INRS for the animal experiments described herein. All the experiments 

with both wild-type and mutant viruses (S protein with a potential gain-of-function) were 

approved by the institutional biosafety committee (IBC) at INRS (certificate 2013-07) as 

all BSL2 safety level measures were applied to prevent infection of all laboratory workers 

and potential spread of viruses. 

Cell lines, viruses and reagents. The human neuroblastoma LA-N-5 cell line (a 

kind gift from Dr Stephan Ladisch, George Washington University School of Medicine, 

USA) was routinely cultured at 37°C with 5% CO2 in RPMI (Life Technologies) 

supplemented with 15% (vol/vol) of fetal bovine serum (FBS, GE Healthcare), 10 mM 

HEPES, 1 mM Sodium Pyruvate (NaPy) and 100 µM nonessential amino acids (Life 

Technologies). The LA-N-5 cells were differentiated into neurons as previously described 

(Favreau et al., 2009, Hill et al., 1998) for all experiments. Briefly, cells were seeded in 

RPMI supplemented with 15% (vol/vol) FBS, 10 mM HEPES, 1 mM NaPy, 100 µM non-

essential amino acids and the next day and every two days for a period of 6 days, 10 µM 

all-trans retinoic acid (Sigma-Aldrich) was added to the same medium supplemented with 

10% (vol/vol) of FBS. The HRT-18 cells (kind gift from the late David Brian, University 
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of Tennessee) were cultivated in minimal essential medium alpha (MEM-alpha, Life 

Technologies) supplemented with 10% (vol/vol) FBS. 

 The recombinant wild-type (wt) reference HCoV-OC43 (rOC/ATCC) virus and the 

recombinant mutant HCoV-OC43 virus (rOC/Us183-241), containing two point mutations 

within the S spike glycoprotein (H183R and Y241H), were generated using full-length 

cDNA clone as previously described (Favreau et al., 2009, St-Jean et al., 2006a). LA-N-5 

cells were infected at a multiplicity of infection (M.O.I.) of 0.2 during two hours at 37oC 

for adsorption and then incubated with RPMI supplemented with 2.5% (vol/vol) FBS for 

indicated time post-infection. For infection of LA-N-5 cells with the wild-type Indiana 

strain of Vesicular Stomatis Virus (VSV), a MOI of 1 was used and viruses were 

incubated in a minimal volume for 1h at 37°C. The media was replaced by RPMI with 2.5 

% (vol/vol) FBS and then cells were incubated at the indicated times. 

Staurosporine (STS) was purchased from Sigma-Aldrich and used to treat LA-N-5 

cells at a final concentration of 500 nM and incubated overnight at 37°C. 

Necrosulfonamide (NSA) was purchased from Abcam and used at 2 µM. 

Mice, survival curve, body weigh variation and evaluation of clinical scores. 

Twenty-two day-old female BALB/c mice (Charles River) were inoculated by the 

intracerebral route with 102,5 Tissue Culture Infective Dose (TCID)50 of wt or mutant 

virus, as previously described (Jacomy et al., 2010). Groups of 10 mice were subjected to 

observation on a daily basis for survival and body weight variations over a period of 22 

days post-infection. Clinical scores were evaluated using a scale with 4 distinctive levels, 

as previously described (Le Coupanec et al., 2015). Briefly, asymptomatic mice were 

classified as number 0; 1 for mice symptoms of abnormal flexion of the four limbs; 2 for 
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mice presenting social isolation, ruffled fur and hunched backs and number 3 was 

attributed to mice that were in moribund state or dead. 

Primary cultures of mouse CNS. Embryos at 14 to 16 days of gestation were 

removed from pregnant anesthetized CD1 mice. The cortex and hippocampus of the 

embryonic pup brains were harvested and placed in Hanks balanced salt solution (HBSS) 

medium, without Ca2+ and Mg2+, supplemented with 1.0 mM sodium pyruvate and 10 mM 

HEPES buffer. The tissues were incubated in 5 ml of solution of HBSS and trypsin-EDTA 

0.5% (ratio 10:1 respectively) for 15 min at 37°C with gentle tilting to mix. After 

digestion, the tissues were washed 5 minutes three times with HBSS, and the medium was 

removed and replaced by fresh HBSS medium (without Ca2+ and Mg2+, supplemented 

with 1.0 mM sodium pyruvate and 10 mM HEPES buffer). Tissues were gently pipetted 

up and down with a Pasteur pipette to dissociate the cells. After a decantation step of 5 

min at room temperature, supernatants were then transferred into a 50 ml tube with 36 mL 

of neurobasal medium (Life Technologies) supplemented with 0.5 mM GlutaMAX-I (Life 

Technologies), 10 mM HEPES buffer, B27 supplement (Life Technologies), gentamycin 

and 10% of Horse serum. This step was realized twice to increase the final amount of 

cells. Cells were then seeded at approximately 1x105 cells/cm2 and grown on collagen-

poly-D-lysine (3:1 for a final concentration at 50µg\mL)-treated glass coverslips for 

immunofluorescence assay in the same medium, which was replaced by fresh neurobasal 

medium without horse medium the next day. The medium was changed every 2 days after 

and the cultures were ready for infection after 7 days in culture. For experiments where 

RNA/proteins or virus was harvested, cells were seeded without glass coverslips in 24 or 

6-well plates respectively. 
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Cell viability assay. Cell viability of LA-N-5 cells was monitored using PrestoBlue 

(Life Technologies) through reduction of resazurin-like reagent according to the 

manufacturer’s protocol. Briefly, cells were plated at 2.5x103 per well, grown and 

differentiated with all-trans retinoic acid (Sigma-Aldrich) in Cell+ 96-well plates 

(Starstetd). After indicated time post-infection, PrestoBlue was added in each well and 

optical density read as substraction from 570nm-600nm every hour for three hours with a 

microplate reader (Bio-Rad). Cell viability was determined according to slope regression 

analysis for each sample and compared to the slope from mock-infected cells. Cell 

viability of murine primary cultures of CNS was monitored using the reduction of 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide dye (MTT assay) following the 

manufacturer’s instruction (Roche). Briefly, after indicating time post-infection, 50 µl of 

MTT labeling reagent were added in primary cultures of mouse CNS seeded in 24-well 

plates containing 500 µl of NeuroBasal medium. After incubation of cells at 37°C for 1 h, 

550 µl of MTT solubilisation buffer were added in each wells and then incubated at 37°C 

for 18 h. From each well of the 24-well plate, 200 µl were transferred in 5 new wells of 

96-well plates and the OD was measured in replicates at 570 nm using a microplate 

readers (Bio-rad). 

Quantification of infectious virus production by IPA. Indirect 

immunoperoxydase assay (IPA) was performed to evaluate viral production as free virus 

(in the cell culture medium) and as cell-associated virus, as previously described (Lambert 

et al., 2008). Briefly, serial dilution of infected LA-N-5 cells supernatant (free virus) or 

frozen/thawed whole cell lysates (cell-associated virus) were added on HRT-18 cells 

seeded in 96-well plates and incubated at 37°C with 5% CO2 for four days. The cells were 
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washed once with PBS and fixed with methanol containing 0.1% v/v hydrogen peroxide. 

The primary antibody was the mouse mAb 4.3E4 (1/2) added to each well to detect viral S 

glycoprotein and incubated at 37°C with 5% CO2 for two hours then washed three times 

with PBS. The cells were then incubated with the goat anti-mouse secondary antibody 

(KPL) conjugated with horseradish peroxidase at 37°C without CO2 for two hours and 

washed again with PBS three times. Immune complexes were detected with 0.2 mg/ml of 

3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Sigma-Aldrich) and 0.01% hydrogen 

peroxide (H2O2) in PBS. Viral titers were analyzed by the Karber method, as previously 

described (Lambert et al., 2008). 

RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative PCR. Total RNA from cells 

was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s 

protocol. Total RNA quantification was determined using a Nanodrop N-1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific) and cDNA synthesis was performed using the 

Superscript III First-Strand kit (Life Technologies) with 2 µg of RNA according to the 

manufacturer’s instructions. Detection and quantification of gene expression of each gene 

of interest were performed using specific primers and the SsoFast EvaGreen Supermix 

(BIORAD). PCR products were detected and quantified using the Rotor-Gene 6000 

quantitative real-time PCR (qPCR) instrument (Corbett Life Science). 

Protein extraction and Western Immunoblotting. Total proteins were extracted 

from whole cell lysates in Petri dishes (cells kept on ice) with cell scraper (Sarstedt) and 

washed with 5 ml of PBS. Cells were centrifuged at 3500 rpm for 5 min at 4°C and 

washed once with 1 ml of PBS. The cells were transferred to a microtube and centrifuged 

again at 3500 rpm for 5 min at 4°C and the pellet was resuspended in RIPA buffer (0.15 
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mM NaCl, 1% (vol/vol) Nonidet P-40, 0.5% (wt/vol) deoxycholate, 0.1% (wt/vol) SDS 

and 0.05 M Tris pH 8.0) containing fresh Protease inhibitor cocktail set I (Calbiochem). 

Cell lysates were incubated on ice for 20 minutes and centrifuged at 14 000 rpm for 10 

minutes at 4°C. The supernatants were transferred to a new tube and conserved at -80°C 

for further analysis. 

Protein concentrations were measured using the bicinchoninic acid (BCA) protein 

assay kit (Novagen) according to the manufacturer’s protocol. Equal amounts of proteins 

were subjected to Sodium Dodecyl Sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) using 10% or 4-15% Criterion XT Precast gels (BIORAD) and then transferred to 

Polyvinyl difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad) with a trans-Blot semidry transfer cell 

apparatus. The membranes were blocked for one hour at room temperature (RT) with 5% 

wt/vol nonfat milk in Tris-Buffered saline containing 0.1% (vol/vol) Tween 20 (TBS-T) 

and incubated with TBS-T containing primary antibodies with 5% (wt/vol) nonfat milk at 

4°C overnight. Western blots were performed for detection of Bax, RIP1, RIP3 and 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) proteins using rabbit anti-human 

Bax antibody (1/2000; sc-493, Santa Cruz Biotech), mouse anti-human/mouse RIP1 

antibody (1/2000; clone38, BD Biosciences), rabbit anti-human RIP3 antibody (1/2000; 

27-361, ProSci) and rabbit anti-human GAPDH antibody (1/10 000; sc-25778, Santa Cruz 

Biotech) as primary antibodies respectively. The membranes were washed three times 

with TBS-T at RT for 5 min before being incubated with anti-mouse or anti-rabbit 

secondary antibodies (GE Healthcare) coupled to horseradish peroxidase (HRP) for 1 h at 

RT. After three washes, the bands were visualized by chemiluminescence using the 

Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad) and loading was normalized to the 

housekeeping protein GAPDH. 
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Lentivirus production, transduction, overexpressing clones and generation of 

knock-down LA-N-5 cell populations. Lentiviral pseudoparticles used for gene silencing 

were produced following transfection of HEK293T cells with pLP1, pLP2, pVSV-G 

(Sigma-Aldrich) and short hairpin RNA (shRNA) vectors. The Mission pLKO.1 shRNA 

vector against Bax (shRNA #1: TRCN0000312626, shRNA #2: TRCN0000312627), RIP1 

(shRNA #1: TRCN00000705, shRNA #2: TRCN00000709) and the control shRNA (non-

target shRNA) were purchased from Sigma-Aldrich. Overall, 5x106 cells were plated in 

petri dishes pre-coated with sterile PBS containing gelatin 0.1% (vol/vol). Then, cells 

were co-transfected with 6 µg of each vectors per petri dish and Lipofectamine 3000 (Life 

Technologies) according to manufacturer’s protocol. After 5 h, the medium was replaced 

by DMEM supplemented with 10% (vol/vol) FBS and then incubated for 96 h at 37°C 

with 5% CO2. The supernatant was harvested and lentiviral pseudoparticles were 

concentrated using the Lenti-X Maxi Purification Kit (Clontech) before being purified and 

eluted in sterile PBS with PD-10 columns according to manufacturer’s protocol (GE 

Healthcare). 

For the transient knock-down of RIP1 expression, LA-N-5 cells were differentiated 

into neurons with retinoic acid for 6 days and lentiviral pseudoparticules were added to a 

MOI of 10. After 24 h, the medium was replaced with RPMI containing retinoic acid to 

complete the differentiation and the cells were incubated for another 48 h before 

proceeding to infection with HCoV-OC43. 

For stable Bax knock-down, undifferentiated LA-N-5 cells were transduced with 

Bax lentiviral pseudoparticles and cell populations were selected with 2 µg/ml puromycin 

after 24h in RPMI supplemented with 20% (vol/vol) FBS. A population of LA-N-5 cells 
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transduced with empty vector (EV) selected as previously described were used as 

reference cells. All populations of Bax knock-down LA-N-5 cells were maintained in 

RPMI 15% FBS supplemented with 1 µg/ml puromycin during all experiments. The 

expression level of Bax in all populations was analyzed by qPCR and western blots. 

Immunofluorescence/Immunohistochemistry. For immunofluorescence assay, 

cells were washed with sterile PBS then fixed with 4% wt/vol paraformaldehyde (PFA, 

Fisher) for 30 min at RT. After another washing with PBS, cells were permeabilized with 

100% methanol at -20°C for 5 min and washed once again with PBS. Cells were incubated 

with different primary antibodies: mouse anti-spike HCoV-OC43 protein (1-10.C3) 

monoclonal antibody (1/2; hybridoma supernatant), polyclonal rabbit anti-S protein of the 

bovine coronavirus (BCoV; 1/1000), monoclonal mouse anti-microtubule-associated 

protein 2 (MAP2) antibody (1/1000; 556320, BD Biosciences), polyclonal rabbit anti-glial 

fibrillary acidic protein (GFAP) antibody (1/1000; Z0334, Dako), rabbit anti-MLKL 

(1/200; M6687, Sigma-Aldrich) or rabbit anti-phosphorylated MLKL (1/200; EPR9514, 

Abcam) for 1 hour at RT and then washed three times with PBS. Cells were incubated for 

1 hour at RT with secondary antibodies (Life Technologies) anti-mouse AlexaFluor 488 

(1/1000), anti-rabbit AlexaFluor 488 (1/1000), anti-mouse AlexaFluor 647 (1/1000) or 

anti-mouse AlexaFluor 568 (1/1000) and then washed three times with PBS. Nucleus were 

detected with 4’, 6’-diamidino-2-phenyl-indole (DAPI) for 5 min at RT and washed once 

with PBS. For experiments of non-permeabilized LA-N-5 cells, antibodies were diluted in 

cold media (RPMI 5% FBS) and added on chilled cells on ice for 1 hour before been 

washed twice with cold media. Then, ice-cold cells were incubated with secondary 

antibody diluted in cold media for 1 hour, washed and fixed in PFA 4% for 20 min at RT. 
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For Immunohistochemistry (IHC), mice infected (wt or mutant virus) or not (sham) 

were perfused with 4% wt/vol PFA and whole brain were carefully harvested from mice 

infected at 5, 7 and 9 days after intracerebral injection of each virus. Brain tissues were 

sectioned using a vibratome (VT1000E, Leica) to yield 60-µm sections. Prior to staining, 

sections were incubated with a solution of two droplets of H2O2 in PBS for 10 min at RT 

and washed with PBS. Sections were then blocked with a solution of PBS containing 1 

droplet of horse normal serum according to the manufacturer’s protocol (ABC kit 

Vectastain, Vector Laboratories) for 1 hour at RT. Tissue sections were incubated with 

primary antibodies for detection of N protein (1/1000; ascites fluid of the 4-E11.3 

hybridoma) and activated astrocytes (1/1000; rabbit anti-glial fibrillary acidic protein 

antibody (GFAP), Dako) overnight at 4°C. Tissue sections were washed with PBS three 

times and then incubated with secondary biotinylated antibody against mouse 

immunoglobulin G before revealing with ABC Vectastain kit. 

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using SimStat or XLSTAT 

software. Data are represented as mean ± SD. For experiments on mice, statistical 

significance for survival curves was analyzed using Keplan-Meier followed by a post-test 

Log-rank (Mantel-Cox) and weight variation was analyzed with Kruskal-Wallis followed 

by Tukey’s post hoc test. For cell experiments, statistical analysis were conducted by 

student T test or one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc 

test. 
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RESULTS 

rOC/Us183-241 is more neurovirulent than rOC/ATCC in mice despite a similar 

production of infectious viral particles in the CNS. We have previously shown that 

HCoV-OC43 infection leads to human neuronal cell death (Favreau et al., 2009) and that a 

variant harboring two point mutations in the viral spike (S) glycoprotein (rOC/Us183-241) 

showed a significant increase in virus-induced neuronal cell mortality compared to the 

reference variant (rOC/ATCC) (Favreau et al., 2012). Some other variants of HCoV-

OC43 were shown to have different levels of neurovirulence in infected mice. However, 

the relationship between neuronal cell death and neurovirulence remains poorly 

understood. In order to evaluate the neurovirulence of HCoV-OC43, we compared 22-day-

old BALB/c mice infected by the intracerebral route (IC) with the wild-type (wt, 

rOC/ATCC) or the mutant virus (rOC/Us183-241), the latter known to increase cell death of 

the infected human neuronal cell lines LA-N-5 (13). Neurovirulence of both viruses was 

monitored by survival curves, as already reported (Brison et al., 2011), but weight loss 

and clinical scores of neurological symptoms (Le Coupanec et al., 2015) were also 

evaluated and all these parameters indicated that the S mutant virus rOC/Us183-241 was 

more neurovirulent than the wt virus rOC/ATCC (Fig. 12A-C). Although we observed 

multiple clinical signs related to encephalitis for both viral infection as seen by social 

isolation, abnormal flexion of the four limbs, ruffled fur and hunched back, most of all 

mice infected by the mutant virus presented four levels of clinical scores more rapidly 

(Fig. 12C) and eventually a higher mortality rate compared to mice infected by the 

reference virus. To determine whether the difference in neurovirulence observed between 

rOC/Us183-241 and rOC/ATCC was related to viral replication in the CNS, we measured 
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infectious viral particles in brain and spinal cord every 2 days over a period of 22 days 

(Fig. 12D). Titers of infectious particles in the brain were the same for both viruses 

although rOC/Us183-241 could be cleared more rapidly than the wild-type virus as observed 

at 9 dpi (Fig. 12D, left panel). Similar to the brain, infection of the spinal cord by both 

viruses resulted in a similar production of viral particles, however the mutant virus 

replicated more rapidly in the spinal cord (Fig. 12D, right panel). Altogether, these results 

indicate that rOC/Us183-241 was more neurovirulent than the reference virus in mice 

infected after IC inoculation. 

Viral dissemination and astrocyte activation are more important following 

rOC/Us183-241 infection compared to rOC/ATCC. Hippocampus is one of the first 

regions where HCoV-OC43 spreads in the mouse CNS (Jacomy et al., 2010). Histological 

examination revealed that rOC/Us183-241 reached this portion of the brain faster than 

rOC/ATCC for which no antigens were observed before 7 dpi (Fig. 13A). The infection 

with either virus showed similar disseminated pattern in other regions of the brain such as 

olfactory bulb and cortex (data not shown). As both viruses spread within the CNS, 

astrogliosis, considered as a marker of inflammation, was also investigated and was 

detected in the hippocampus (Fig. 13B). Both viruses induced a mild and similar 

activation of astrocytes at 5 dpi however, unlike the reference virus, infection with the S 

mutant virus maintained a moderate activation of astrocyte until 7 dpi. 

rOC/Us183-241 disseminates more rapidly than rOC/ATCC virus in neuronal cell 

cultures. In order to study the link between the neurovirulent properties and neuronal cell-

death induced by either rOC/Us183-241 or rOC/ATCC, we compared two neuronal cell 

culture models. To establish whether the murine mixed primary CNS cultures and human 
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LA-N-5 cells were susceptible at the same rate to the infection between rOC/ATCC and 

rOC/Us183-241, the kinetics of viral spread were evaluated by immunofluorescence up to 48 

hpi (Fig. 14). In murine primary cultures of CNS, the mutant virus spread more rapidly 

than the wild-type virus in neurons as seen at 16 and 24 hpi (Fig. 14A). Although neurons 

are the primary target of infection in murine primary cultures, astrocytes were also 

infected later during infection by both viruses (data not shown). As observed in Fig. 14B, 

the mutant virus also spread more rapidly than the wt virus in LA-N-5 cells up to 32 hpi, a 

time when LA-N-5 cultures were almost all infected by rOC/Us183-241 compared to 

approximately only 50% infection by the wt virus. The difference in viral spread is similar 

to those observed by histological examination in the CNS of infected BALB/c mice (Fig. 

13A). 

rOC/Us183-241 infection increases neuronal cell death in correlation with more 

infectious particles production. Given that the S-mutant virus was more neurovirulent 

and was able to spread faster than the wt virus in the mouse CNS and in neuronal cell 

cultures, we sought to evaluate whether the neuropathogenesis could be related to 

neuronal cell death. Even though both viruses induced cell death in murine mixed primary 

cultures of CNS and human LA-N-5 cells, the mutant virus was significantly more 

cytotoxic compared to wt virus as seen in Fig. 15A and 15B, respectively. The production 

of infectious viral particles in cell culture medium (free virus) was significantly higher for 

mutant virus in LA-N-5 cells whereas no difference was observed in primary cultures 

(Fig. 15C and 15D, upper panel), however, there was a significant increase of cell-

associated infectious particles production for rOC/Us183-241 compared to rOC/ATCC virus 

for both types of cell cultures (Fig. 15C and 15D, lower panel). Taken together, these 
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results indicate that for both neuronal cell cultures, the infection with the mutant virus 

produced more infectious particles that led to an increase in neuronal cell death compared 

to the infection with the wild-type virus. 

Bax-dependent apoptosis does not play a significant role in neuronal cell death 

following HCoV-OC43 infection. To push further our understanding of the difference in 

cytotoxicity between viruses (Fig. 15 and ref 14) and to further characterize the neuronal 

response associated with RCD after infection, we sought to identify which cellular factors 

were involved in both neuronal cell models and to evaluate their relative importance after 

infection by either virus. Bax-dependent apoptosis is one of the best described cell death 

pathway and we have previously reported that Bax was relocalized to mitochondria after 

HCoV-OC43 infection (Favreau et al., 2012). As the regulation of this pro-apoptotic 

factor can also be at the transcriptional level (Miyashita et al., 1994, Miyashita et al., 

1995), we evaluated its mRNA level and found that infection induced a significant 

increase in Bax gene expression between 48 hpi and 72 hpi for both viruses (Fig. 16A). 

Infection with the mutant virus led to a significantly higher increase in Bax gene 

expression compared to the wt virus, which correlated with the induction of a stronger 

induction of neuronal mortality in both neuronal cell cultures (Fig. 15A and 15B). On the 

other hand, the level of Bax protein remained stable and did not correlate with the increase 

in mRNA (Fig. 16B). 

Since neuronal response to infection led to an increased expression of the Bax gene 

and mostly because we already showed that the corresponding protein was relocated to the 

mitochondria (Favreau et al., 2012), we sought to evaluate the role of this factor in 

neuronal cell death. Interestingly, even the most efficient knockdown of Bax expression 



 

 

 

96 

(Fig. 17A; population shRNA Bax #1) did not protect LA-N-5 cells from damages 

induced by rOC/ATCC or rOC/Us183-241 infection at 48 hpi compared to control as seen by 

the same cytopathic effect (rounding of cells and loss of axon indicated by arrowheads and 

arrows respectively) (Fig. 17B, left panels). In order to verify the functionality of the Bax 

protein, we assessed the morphology of LA-N-5 cells in the presence of staurosporine 

(STS) or infected by Vesicular Stomatis Virus (VSV), both known to induce apoptosis 

through a Bax-dependent cell death pathway (Sharif-Askari et al., 2007, W. Xu et al., 

2015). Knockdown of Bax expression with the shRNA #1 abolished the cytopathic effect 

induced by STS or VSV as seen at 24 hpi and reduced the retractions of axons and 

dendrites (Fig. 17B, right panels) whereas the protection of neurons was moderate for 

population shRNA #2 (mild inhibition of Bax expression) following treatment with STS 

or VSV (data not shown). In order to quantify the apparent absence of cellular protection 

in populations infected with rOC/ATCC or rOC/Us183-241, we measured cell viability and 

confirmed that Bax knockdown did not confer any protection against neuronal cell death 

induced during HCoV-OC43 infection (Fig. 17C) even though this knockdown led to a 

strong protection against neuronal cell death induced by STS or VSV at 24 hpi in a dose-

dependent manner compared to the control population (Fig. 17D). Together, these results 

indicate that the pro-apoptotic factor Bax seems functional in the LA-N-5 neuronal cells 

but does not play a significant role in HCoV-OC43-induced neuronal cell death. 

HCoV-OC43 infection induces an increase in RIP1 and RIP3 gene expression. 

To further investigate RCD following coronavirus infection of neuronal cells and again 

evaluate whether there was a difference between viruses, we explored the possible 

involvement of receptor-interacting protein kinase 1 and 3 (RIP1 and RIP3) (Y. S. Cho et 
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al., 2009, Vanlangenakker et al., 2012) largely associated with necroptosis and potentially 

involved in neurological diseases or viral infections (Degterev et al., 2005, King et al., 

2014, Mack et al., 2008, Upton et al., 2012). In murine primary cultures of CNS, an 

increase in RIP1 (Fig. 18A, upper panel) or RIP3 mRNA (Fig. 18A, lower panel) was 

detectable at 48 hpi for both viruses compared to mock-infected cultures even though 

rOC/Us183-241 infection tended to transcribe more RIP1 and RIP3 mRNA. On the other 

hand, there was no significant increase in the level of corresponding proteins following 

infection with either virus, compared to mock-infected, in murine primary cultures of CNS 

(Fig. 18C). In LA-N-5 cells, an increase in RIP1 and RIP3 mRNA was observed for 

mutant infection compared to mock-infected whereas the wild-type virus infection 

induced a modest increase in RIP1 gene expression only (Fig. 18B). Surprisingly, our 

results of Western immunoblotting showed that the amount of the RIP1 protein did not 

increase following wt or mutant infection compared to mock-infected LA-N-5 cells (Fig. 

18D) even if the corresponding gene expression was up-regulated at 48 and 72 hpi (Fig. 

17B). Similarly to RIP1, RIP3 protein expression was stable during wt or mutant virus 

infection.  

Inhibition of RIP1 and MLKL protects against neuronal cell death induced by 

both HCoV-OC43 variants and increases viral replication. Given that neuronal 

response to HCoV-OC43 infection induced an increase in RIP1 gene expression, an 

observation usually associated with necroptosis (Chien et al., 2012), we sought to evaluate 

the importance of this cell death pathway in neuronal cell death and viral production. By 

using RNAi to knockdown the expression of RIP1, we transduced LA-N-5 cells with two 

different shRNA (#1 and #2) and quantified the amount of RIP1 mRNA and protein (Fig. 
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19). Quantitative PCR and Western blot revealed that the shRNA #2 was more efficient to 

knock-down expression of RIP1 (Fig. 19A). Inhibition of RIP1 by knockdown decreased 

the HCoV-OC43-induced cell death at 72 hpi in a dose-dependent manner compared to 

infected LA-N-5 cells transduced with control shRNA (NT) (Fig. 19B). As expected, 

inhibition of RIP1 expression protected LA-N-5 cells more efficiently against wt virus 

infection compared to the mutant infection, as the mortality rate induced by the latter is 

more important. In addition, to establish if viral replication was affected following cellular 

protection conferred by RIP1 knockdown, we quantified the production of wt and mutant 

infectious viral particles. Surprisingly, a significant increase in cell-associated mutant 

infectious particles production was observed at 48 and 72 hpi when RIP1 expression was 

reduced (Fig. 19C). In fact, in the LA-N-5 cells transduced with the most efficient shRNA 

to knockdown RIP1 expression (shRNA #2), almost 50-fold more rOC/ATCC particles 

and 100-fold more rOC/Us183-241 particles were harvested compared to cells that have been 

transduced by non-target shRNA. Thus, these results indicate that a reduction of RIP1 

expression delayed neuronal cell death induced by both viruses allowing an increase in the 

production of cell-associated infectious viral particles. 

To further describe the cascade of events possibly associated with necroptosis and 

involving RIP1 during neuronal cell death induced by HCoV-OC43, we studied the 

activation of the factor Mixed Lineage Kinase domain-like (MLKL), a known downstream 

effector that act as an ion channel, which disturbs the osmotic homeostasis and disrupts 

the integrity of plasma membrane (Cai et al., 2014, Dondelinger et al., 2014). 

Necrosulfonamide (NSA), a chemical inhibitor of MLKL, significantly increased the 

survival of LA-N-5 cells infected by either virus suggesting a role of MLKL in neuronal 

cell death induced by HCoV-OC43 (Fig. 20A). Following infection of LA-N-5 cells by 
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the mutant virus, NSA increased survival up to 86% compared to DMSO-treated cells, for 

which viability was only 44.5%. Inhibition of MLKL also protected cells against mortality 

during infection with the reference virus by increasing viability by 30% compared to 

DMSO-treated cells. Inhibition of MLKL activation did not interfere with viral replication 

(Fig. 20B). To confirm the activation of MLKL following HCoV-OC43 infection, we 

proceeded by detecting its phosphorylated form. Indeed, phosphorylated MLKL was 

observed only after infection whereas in the presence of NSA, both infections showed less 

phosphorylation of MLKL (Fig. 20C). Following activation, MLKL is known to homo-

oligomerize and to translocate to the plasma membrane, therefore we sought to evaluate if 

it was the case during HCoV-OC43 infection. We infected LA-N-5 cells with the 

reference or mutant virus and then the cells were labeled with antibody against the N-

terminal epitope of MLKL, without previous membrane permeabilization to ensure that 

staining detected only the protein inserted into the plasma membrane with the N-terminal 

epitope of MLKL located on the outer side of the membrane. Confocal microscopy 

revealed that MLKL was at the cell surface after HCoV-OC43 infection compared to 

mock-infected cells (Fig. 20D) and that this translocation to the cell surface was more 

important after infection by the mutant virus. Together, these results indicate that MLKL 

is involved in neuronal cell death following HCoV-OC43 infection and that this activation 

is more substantial during infection by the S-mutant virus compared to wt virus.  
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DISCUSSION 

The human coronavirus OC43 (HCoV-OC43) has been demonstrated to be more 

than just a respiratory pathogen as it possesses neuroinvasive and neurotropic properties, 

which raises the interest to study the potential relationship between HCoV-OC43 and 

neurological disease (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2003). In the current study, we 

demonstrated that neurovirulent HCoV-OC43 infection leads to a neuronal response 

associated with the activation of regulated cell death (RCD). Moreover, two point 

mutations in the spike (S) glycoprotein (H183R and Y241H) are sufficient to accelerate 

viral dissemination as well as neuronal cell death. Accordingly, we introduced these 

mutations in the infectious cDNA clone of HCoV-OC43 (pBAC-OC43FL) to produce a 

recombinant mutated rOC/Us183-241 virus. Activation of necroptosis-like pathway may 

represent a neuronal response to HCoV-OC43 infection to limit viral propagation, but 

could also result in deleterious consequences associated with neuronal loss and 

neuropathology in the infected host.  

Several neurotropic viruses such as HIV, HSV-1 and Influenza A virus (IAV) were 

reported to induce neuronal insults such as protein aggregates, oxidative stress, ER stress 

and synaptic alterations during infection, all contributing to neuropathogenesis (Brask et 

al., 2005, Kavouras et al., 2007, J. Xu et al., 2009). Indeed, neurons in the CNS are 

particularly vulnerable to intracellular dysfunction where protein misfolding or synaptic 

alterations could result in neuronal loss (Butterfield et al., 2007, Mattson, 2003, Schondorf 

et al., 2014, Soto, 2003). Our previous studies demonstrated that rOC/Us183-241 infection 

enhanced the unfolded protein response (UPR) and protein synthesis inhibition (Favreau 

et al., 2009), suggesting that this mutant virus could increase ER stress in neurons 
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associated with neurodegeneration and neuropathogenesis in infected mice. These 

observations can also relate to other data, which demonstrated that HCoV-OC43 interferes 

with neurotransmitter homeostasis and induces glutamate excitotoxicity (Brison et al., 

2011, Brison et al., 2014), thus promoting neuronal stress and eventual neuropathogenesis 

in infected mice.  

Herein, our results indicate that the S-mutant rOC/Us183-241 acquired the capacity to 

disseminate more rapidly and to produce more infectious particles than the reference virus 

in the CNS of infected mice as well as in neuronal cell cultures, resulting in an increased 

neurovirulence and induction of cell-death (Figs. 12-15). Moreover, mutations in the viral 

S protein appear to modulate the neuronal cellular response involving inflammation, 

neuronal damage and eventually loss of neurons by RCD activation as seen in other viral 

infection such as MHV, HSV-1 and flavivirus, (Das Sarma et al., 2009, Leyssen et al., 

2003, Zambrano et al., 2008). Indeed, RCD is sometimes known to favor a pro-

inflammatory environment and contribute to neuroinflammation by mediating the release 

of damage-associated molecular pattern (DAMPs) and production of pro-inflammatory 

cytokines (Kaczmarek et al., 2013, Pasparakis et al., 2015). We previously reported that 

HCoV-OC43 infection leads to the production of pro-inflammatory cytokines such as IL-

1, TNFα, IL-6 and T-lymphocytes infiltration (CD4+ and CD8+) in the CNS (Jacomy et 

al., 2010). This, together with the increased astrogliosis observed in the CNS of S mutant-

infected mice (Fig. 13B), suggest that infection by this mutant virus could contribute to 

enhance pro-inflammatory cytokine secretion and to a deleterious neuroinflammation 

process. Similarly, neurovirulence of the murine coronavirus MHV-A59 was linked to the 
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excessive production of pro-inflammatory cytokines by astrocytes and microglial cells in 

brain and spinal cord of infected mice (Y. Li et al., 2004b).  

Apart from activation of neuroinflammation and neuronal damage, RCD activation 

during HCoV-OC43 infection could also serve to restrict the pathogen spread. We 

previously demonstrated that HCoV-OC43 infection induced neuronal cell death in the 

mouse CNS (Jacomy et al., 2006). Despite the lack of precise identification of RCD, these 

results suggest that, while contributing to the elimination of infected neurons, RCD could 

participate in virus-initiated neuropathogenesis. Our data on neuronal cell death indicate 

that the infection by the mutant virus induces more neuronal cell death (Fig. 15). 

Surprisingly, even though we previously showed relocalization of the Bax protein to the 

mitochondria (Favreau et al., 2012) and considering that the murine counterpart of HCoV-

OC43, the mouse hepatitis virus (MHV), was reported to induce Bax-dependent apoptosis 

in oligodendrocytes (Y. Liu et al., 2006, Y. Liu et al., 2007), the pro-apoptotic cellular 

factor Bax was not involved in neuronal cell death induced by HCoV-OC43. This suggests 

that during a coronavirus infection, this pro-apoptotic factor could be activated in a cell-

type specific manner or that the human virus possesses specific strategies to subvert Bax-

dependent apoptosis and evade this type of RCD activation. Although Bax-dependent 

apoptosis is often activated during infection in order to limit viral propagation (Castedo et 

al., 2001, Deng et al., 2008, Parquet et al., 2001), several viruses had acquired diverse 

strategies to block this form of RCD (Lytvyn, 2016). Indeed, cytomegalovirus (Poncet et 

al., 2006), myxoma virus (J. Su et al., 2006), vaccinia virus (Cooray et al., 2007) and 

Epstein-Barr virus (W. L. Marshall et al., 1999) all encode viral Bcl-2 homologs that 

interact with and inhibit Bax activation. Until now, no HCoV-OC43 proteins have been 

shown to have anti-apoptotic properties and further studies are warranted to explore how 
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HCoV-OC43 could interfere with Bax-dependent apoptosis in neuronal cells. On the other 

hand, it was already reported that some intracellular oxidative alterations could results in 

translocation of Bax to the mitochondria without any signs of apoptosis activation 

(D'Alessio et al., 2005). As several viruses are known to destabilize cellular redox state 

during infection (Garofalo et al., 2013, S. Kumar et al., 2009, Nakamura et al., 2002), it is 

possible that HCoV-OC43 infection induces a redox imbalance, promoting translocation 

of Bax to the mitochondria without any consequences on neuronal cell death. 

Other types of RCD are now well described and are activated by different stimuli 

(Galluzzi et al., 2012). Necroptosis is now considered as an alternative RCD pathway 

mostly involved when caspase-8 dependent apoptosis is inhibited or altered or when 

endogenous RIP3 expression is high enough to sensitize cells to necroptosis activation 

(Han et al., 2011). Moreover, many neurological disorders, such as amyotrophic lateral 

sclerosis (Re et al., 2014), Huntington’s disease (S. Zhu et al., 2011), multiple sclerosis 

(Ofengeim et al., 2015b) and ischemic brain injury (Askalan et al., 2015) may be related 

to necroptosis activation as observed by a significant expression or activity of RIP1, RIP3 

and MLKL (Jouan-Lanhouet et al., 2014). The expression and activation of these factors 

are also considered to be a defense mechanism against pathogen invasion (Lytvyn, 2016, 

W. Zhou et al., 2014b). Several viruses, such as HIV (Pan et al., 2014), reovirus (Berger 

et al., 2013), IAV (Nogusa et al., 2016), CMV and HSV (X. Wang et al., 2014b) are 

known to engage activation of RIP1, RIP3 or MLKL in infected cells with HSV-1 and 

HSV-2, and CMV being able to interfere with necroptosis to block cell death (H. Guo et 

al., 2015a, Omoto et al., 2015). Our results show that infection of neuronal cultures by the 

S-mutant virus leads to an increase in RIP1 and RIP3 transcription compared to wt virus. 

As the S-mutant virus is disseminating faster, this could be due to an increased number of 
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infected neurons that are engaging a pro-necroptotic response but also to the fact that these 

mutant-infected cells produce more infectious particles (Fig. 15 and ref 13), which could 

induce a more intense disruption of the cell homeostasis and, in the end, trigger a stronger 

activation of RIP1 and RIP3. Furthermore, as previously suggested (Favreau et al., 2012), 

the faster spreading and increased production of viral particles by the S-mutant virus may 

also implicate other viral factors involved in the regulation of RCD that are produced in 

larger amount compared to wild-type virus, as well as other host-cell factors. Even though 

there were no corresponding increased amounts of the RIP proteins, our results clearly 

indicate that RIP1-associated RCD plays a role in HCoV-induced cell death as seen by a 

significant increased survival of infected LA-N-5 cells in which RIP1 has been knocked-

down (Fig. 19B) Moreover, inhibition of RIP1 expression also results in an increase of 

cell-associated infectious particles production (Fig. 19C), suggesting that RIP1 is 

potentially activated by neurons in response to the infection as an attempt to restrict viral 

replication. MLKL represents the major executioner factor in the necroptotic pathway; 

therefore the significant increased survival of LA-N-5 cells in the presence of MLKL 

inhibitor (NSA) and MLKL phosphorylation and relocalization at the surface of the 

neurons (Fig. 20) suggest that necroptosis-like pathway related to RIP1 and MLKL were 

involved for the cell death induced by HCoV-OC43. Recently, Nogusa and colleagues 

showed that RIP3 can activate both MLKL-driven necroptosis and FADD-mediated 

apoptosis in IAV infected cells to restrict viral propagation and suggested that this process 

may do so by reducing viral replication in infected cells and promoting activation of 

immune cells associated with the release of DAMPs from dying cells (Nogusa et al., 

2016). This is in accordance with our hypothesis that the necroptotic process engaged 

during HCoV-OC43 infection may serve to activate immunity. On the other hand, this 
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caspase-dependent pro-apoptotic role of RIP3 during IAV infection is highly interesting, 

as necroptosis and apoptosis are often seen as mutually exclusive alternative forms of 

RCD. Considering this observation, even though Bax-mediated apoptosis (Fig. 17) and 

caspases (Favreau et al., 2012) are clearly not involved during neuronal cell death in our 

model, we cannot rule out that, in parallel to necroptosis, other forms of RCD may also 

participate during neuronal cell infection by HCoV-OC43. 

As described before (13), HCoV-OC43 induces an ER stress associated with the 

activation of some components of the UPR system, including GRP78. The induction of 

ER stress and activation of GRP78 was previously reported to precede and lead to 

necroptosis activation by an unknown mechanism (Fan et al., 2015, Saveljeva et al., 

2015). Therefore, one can hypothesize that infection by HCoV-OC43 induced an ER 

stress in neurons that initiate RIP1-MLKL-driven necroptosis. Furthermore, inhibition of 

cyclophilin D, an isomerase acting to modulate mitochondrial permeability transition pore, 

has been shown to reduce necroptosis-related cell death in mouse embryonic fibroblasts 

(S. He et al., 2009, Nakagawa et al., 2005). We previously reported that inhibiting 

cyclophilin D in HCoV-OC43-infected LA-N-5 partially protects neurons from cell death, 

supporting the hypothesis that this factor is also at least partially involved in RIP1-MLKL 

necroptosis-like pathway. In sum, HCoV-OC43-induced RCD appears to involve several 

host-cell factors and potential crosstalk between signalling pathways that implicate 

necroptosis. Further studies to continue to characterize the cascade of events that takes 

place during the process and whether the mutations in the viral S protein engage other 

pathways in infected cells are on-going.  

The current study demonstrates that two point mutations located in the viral S 

glycoprotein are sufficient to increase the neurovirulence of HCoV-OC43 in mice. Again, 
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by improving the capacity of the mutant virus to produce more infectious particles and 

disseminate more efficiently, these mutations seem to engage an increased activation of 

RIP1-MLKL necroptosis-like pathway. Therefore, it is reasonable to think that host-cells 

respond to HCoV-OC43 infection within the CNS by engaging a necroptosis-like pathway 

in order to clear or at least limit the infection in case when other types of RCD (like the 

Bax-dependent apoptosis) are unable to accomplish this function. However, when 

infection triggers a stronger activation of this necroptosis-like pathway (mutant vs wild 

type virus), it may induce an excessive neuroinflammation associated with an enhanced 

release of DAMPs (40, 82) and the cellular response to the infection may become 

deleterious for the host. Depending on the viral infection within the CNS, the neuronal 

responses may engage specific factors or pathways of RCD to clear the pathogens but at 

the same time, generating damages that increase susceptibility to neurological disorders 

for the host. The challenge will be to target and modulate specific RCD activation without 

interfering in antiviral responses within the CNS to attenuate the deleterious effect 

following neuronal cell death and improve long term strategies for CNS protection against 

neurological diseases.  
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Figure 12. rOC/Us183-241 is more neurovirulent than rOC/ATCC in infected mice. 

Twenty-two day-old BALB/c female mice received 102.5 TCID50/10 µl of rOC/ATCC or 

rOC/Us183-241 or PBS by the IC route. (A) Survival curves of mice in % over a period of 22 days 

(dpi). (B) Weight variations were measured every two days during 22 days and expressed in % of 

variation compared to day 0. (C) Evaluation of clinical scores (% of mice at each level of the 

scale) of mice infected by rOC/ATCC (left panel) or rOC/Us183-241 (right panel). (D) Production 

of infectious particles was measured in the brain (left panel) and spinal cord (right panel) of 

infected mice. LOD represents Limit of Detection. Results are representative of two independent 

experiments and error bars represent standard deviation (SD). Statistical significance: *, P<0.05, 

***, P<0.001. 
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Figure 13. rOC/Us183-241 disseminates more rapidly in the brain and induces a stronger 

activation of astrocytes compared to rOC/ATCC in infected mice. Histological examination 

of hippocampus of 22 day-old BALB/c mice infected with 102.5 TCID50/10 µl of rOC/ATCC or 

rOC/Us183-241 or PBS. (A) Detection of viral antigen (N protein) at 5 and 7 dpi at magnitude 40X. 

(B) Detection of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in astrocytes (marker of astrogliosis) at 5 

and 7 dpi at magnitude 200X. 
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Figure 14. rOC/Us183/241 disseminates more rapidly than rOC/ATCC in neuronal cell 

cultures. Viral spreading was evaluated by immunofluorescence (IF). (A) Murine primary 

cultures of CNS infected at a MOI of 0.005 with both viruses at different time post-infection 

(hpi). Neurons (red) were strained with a mAb against microtubule-associated protein 2 (MAP2) 

and the S viral protein (green) was detected with a rabbit antiserum. (B) Differentiated human 

neuroblastoma LA-N-5 cells infected at a MOI of 0.2 with both viruses at different times post-

infection. Cells were stained with a mAb against S viral protein (green) and DAPI (blue) was 
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used to observe nucleus. Results are representative of two independent experiments. 

Magnification 100X. 
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Figure 15. rOC/Us183-241 infection increases neuronal cell death and produces more 

infectious particles compared to rOC/ATCC infection. (A and C) Murine mixed primary 

cultures of CNS from BALB/c mice were infected with rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at a MOI of 

0.03. (B and D) Differentiated human neuroblastoma LA-N-5 cells were infected with 

rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at a MOI of 0.2. (A) Cell viability was measured by MTT assay at 

indicated time post-infection and expressed as relative percentage compared to mock-infected 

culture at each time. (B) Cell viability was measured by Presto Blue assay at indicated time post-

infection and expressed as relative percentage compared to mock-infected cells at each time. (C) 

Production of infectious viral particles of free virus (upper panel) and cell-associated virus (lower 

panel) from mixed primary cultures of CNS (C) and LA-N-5 cells (D). Results are shown as 

mean ±  SD of three independent experiments. Statistical significance: *, P<0.05, **, P<0.01 

***, P<0.001. 
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Figure 16. Bax gene expression is increased in neuronal cell cultures during neuronal 

response to HCoV-OC43 infection. (A) Level of Bax mRNA in murine mixed primary cultures 

of CNS (left panel) or differentiated human neuroblastoma LA-N-5 cells (right panel) infected 

with rOC/ATCC or rOC/Us183-241 was measured by Quantitative Real-time PCR (qPCR) at 

indicated times post-infection. (B) Detection of Bax protein in murine mixed primary cultures of 

CNS (left panel) or differentiated human neuroblastoma LA-N-5 cells (right panel) infected with 

rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at indicated times were determined by Western Blot analysis (WB). 

(A) Results are shown as mean ±  SD of three independent experiments. Statistical significance: 

*, P<0.05, **, P<0.01 ***, P<0.001. (B) Results are representative of three independent 

experiments. 
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Figure 17. Bax-dependent apoptosis does not play a significant role in LA-N-5 cell 

death induced by HCoV-OC43 infection. (A-D) Human neuroblastoma LA-N-5 cells were 

transduced with control lentivirus (NT) or lentivirus containing either of two shRNA sequence 

against Bax (shRNA Bax #1 or #2). (A) mRNA and protein expression of Bax was analyzed by 

qPCR (left panel) and WB (right panel) respectively. (B) Images of phase-contrast microscopy 
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corresponding to differentiated LA-N-5 cells expressing shRNA NT or Bax #1 infected with 

rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at 48 hpi or treated with staurosporine (STS) or infected with 

Vesicular stomatis virus (VSV) at 24 hpi. Arrows represent loss of axons or dendrites and 

arrowhead indicate rounding of cells. (C) LA-N-5 cells viability was measured by Presto Blue 

assay and expressed as relative % of viability compared to mock-infected cells at 48 hpi. (D) Cell 

viability was measured by Presto Blue assay and expressed as relative % of viability compared to 

mock-infected cells. Differentiated LA-N-5 cells transduced with the different shRNA were 

infected with Vesicular stomatitis virus (VSV) or treated with staurosporine (STS) for 24 hours. 

(A, B) Results are representative of two independent experiments. (C, D) Results are shown as 

mean ± SD of two independent experiments. Statistical significance: *, P<0.05, **, P<0.01 ***, 

P<0.001. 
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Figure 18. HCoV-OC43 infection increases RIP1 and RIP3 gene expression. Level of 

RIP1 (upper panels) or RIP3 (lower panels) mRNA in murine mixed primary cultures of CNS (A) 

or differentiated LA-N-5 cells (B) infected with rOC/ATCC or rOC/Us183-241. Detection of RIP1, 

RIP3 and GAPDH proteins in murine primary cultures of CNS (C) or differentiated LA-N-5 cells 
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(D) infected with rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at indicated times. (A, B) Results are shown as 

mean ± SD of three independent experiments. Statistical significance: *, P<0.05, **, P<0.01 ***, 

P<0.001. (C, D) Results are representative of three independent experiments.  
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Figure 19. RIP1 is involved in HCoV-OC43-induced LA-N-5 cell death and limits 

production of infectious virus. Differentiated LA-N-5 cells were transiently transduced with 

control lentivirus (shRNA NT) or lentivirus containing either of two shRNA sequences against 

RIP1 (shRNA RIP1 #1 or #2). (A) Expression of RIP1 was analyzed by qPCR (upper panel) and 

WB (lower panel). (B) Cell viability was measured by Presto Blue assay and expressed as 

relative % of viability compared to mock-infected cells at 72 hpi. (C) Production of cell-

associated infectious viral particles for rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at indicated times post-

infection. (A) Results are representative of three independent experiments. (B-C) Results are 
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shown as mean ± SD of three independent experiments. Statistical significance: *, P<0.05, **, 

P<0.01 ***, P<0.001. 
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Figure 20. MLKL is involved in LA-N-5 cell death induced by HCoV-OC43. (A) 

Differentiated LA-N-5 cells were infected with rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at a MOI of 0.2 and 

then treated with 2 µM NSA or DMSO. Cell viability was measured by Presto Blue assay and 

expressed as relative % of viability compared to mock-infected cells at 72 hpi. (B) Production of 

infectious free virus (left panel) or cell-associated virus (right panel) for rOC/ATCC or 

rOC/Us183-241 at indicated times post-infection. (C) Differentiated LA-N-5 cells were treated with 

2 µM NSA or not (DMSO) after infection with rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at a MOI of 1. 

Phosphorylated MLKL was stained in red, viral S glycoprotein in green and nucleus in blue and 

observed by confocal microscopy. Scale bar, 5 µM. (D) Differentiated LA-N-5 cells were 

infected with rOC/ATCC or rOC/Us183-241 at a MOI of 1. The surface distribution of MLKL 

(green) and nucleus (blue) were detected by confocal microscopy. Scale bar, 20 µM (A, B) Data 

are represented as mean ± SD and were obtained from three independent experiments. Statistical 

significance: ***, P<0.001. (C, D) Images shown are representative of two independent 

experiments. 
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CHAPITRE III : MÉTHODOLOGIE 
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1. TECHNIQUES 
 

1.1 Activité enzymatique de la caspase 8 
 

Les cellules LA-N-5 ont été infectées tel qu’indiqué dans la publication n°1 ou 

incubées durant 16h en présence de TNFα (R&D systems), cycloheximide (Sigma-

Aldrich), staurosporine (Sigma-Aldrich) ou zVAD-fmk (Enzo Life sciences) à des 

concentrations finales respectives de 100 ng/ml, 2 µg/ml, 5 µM ou 20 µM. Ensuite, les 

protéines totales ont été extraites au temps indiqué et 150 µg de protéines ont été 

utilisées pour chaque réaction où l’activité enzymatique de la caspase 8 a été mesurée 

selon le protocole de la trousse colorimétrique de l’activité de la caspase 8 (R&D 

systems). 

 

1.2 Inhibition chimique de RIP1 
 
 Les cellules LA-N-5 ou les cultures primaires murines ont été infectées tel 

qu’indiqué dans la publication n°1 pour ensuite être traitées avec l’inhibiteur de l’activité 

kinase de RIP1 nommé nécrostatin Nec-1, Nec-1s ou Nec-1i (Enzo Life sciences) à 

différentes concentrations tel qu’indiqué. 

 

1.3. Analyse du profile de polysomes (Polysome profiling analysis) 
 
 Les cellules LA-N-5 ont été infectées tel qu’indiqué dans la publication n°1 et 

après 24h d’incubation à 37°C, la synthèse protéique a été arrêtée par l’ajout de 

cycloheximide (100 µg/ml) au milieu de culture (RPMI avec 2.5% FBS) pendant 5 min à 

37°C. Les cellules ont ensuite été lavées quatre fois avec une solution de PBS 

contenant du cycloheximide (100 µg/ml) pour être récupérées par grattage. Par la suite, 

les cellules ont été culottées par centrifugation à 1000 x g pendant 10 min à 4°C et le 

culot a été resuspendu dans une solution contenant 425 µl de tampon hypotonique de 

lyse (5 mM Tris pH 7.5, 2.5 mM MgCl2 et 1.5 mM KCl), 10 µl de DTT (500nM), 5 µl de 

cycloheximide (100 mg/ml) et 5 µl de RNAseIn (10 000 unité/ml). Après avoir vortexé le 

culot lysé, 25 µl de Triton X100 10% (v/v) ainsi que 25 µl de sodium déoxycholate 10% 
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(p/v) ont été ajoutés. Le DTT et la RNAse-In proviennent de Promega alors que le Triton 

et le sodium désoxycholate de chez Sigma-Aldrich. La solution est ensuite centrifugée à 

1000 x g pendant 2 minutes à 4°C et le surnageant est déposé sur un gradient de 

saccharose 5-50%. Le gradient avec l’échantillon est alors ultracentrifugé à 36 000 rpm 

pendant 2h à 4°C. Après ultracentrifugation, le tube est placé dans un lecteur UV 

(ISCO) où une aiguille perce le fond du tube pour y injecter une solution de sucrose à 

60% poussant ainsi l’échantillon à travers le lecteur UV qui mesure en continu 

l’absorbance à 254 nm. Ensuite, l’échantillon est séparé en fonction de la densité par le 

collecteur et les différentes fractions sont récupérées dans des microtubes (Eppendorf). 

À partir de ces fractions, l’ARN est extrait par la méthode de trizol-chloroforme. En bref, 

500 µl de chacune des fractions sont déposés dans leurs tubes respectifs contenant 750 

µl de trizol (Qiagen) et conservés sur glace. Après inversion, 500 µl de chloroforme 

(Fischer Scientific) sont ajoutés à chacune des fractions et le tout est vortexé pendant 

15 secondes. Après une incubation de 3 minutes à température de la pièce, la fraction 

est centrifugée à 5000 x g pendant 15 minutes à 4°C. La phase aqueuse est transférée 

dans un autre microtube où de l’iso-propanol froid est ajouté et mélangé par inversion. 

La fraction est alors placée à -20°C pour la nuit afin de précipiter l’ARN et par la suite, 

centrifugée à 13 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C. Après avoir enlevé le surnageant, 

le culot est lavé avec de l’éthanol 70% froid et centrifugé de nouveau à 5 000 x g 

pendant 5 minutes à 4°C. Le culot d’ARN est asséché à l’air et resuspendu dans de 

l’eau. À partir de ces ARN, la synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) et la 

quantification de l’expression de gènes par qPCR ont été effectuées telle que décrite 

dans la publication n°1. 
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CHAPITRE IV : RÉSULTATS ET DISCUSSION 
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1. MODULATION DE LA NEUROPATHOLOGIE CHEZ LA 
SOURIS EN LIEN AVEC LA GLYCOPROTÉINE S 

 

1.1 Contexte 
 

Considérant les caractères neuroinvasif, neurotrope et neurovirulent du virus HCoV-

OC43, l’hypothèse émise par le laboratoire du Dr Talbot d’un lien existant entre l’infection du 

SNC et l’émergence ou l’augmentation de la sévérité des symptômes de maladies 

neurologiques est intéressante. Évidemment, plusieurs facteurs de l’environnement (e.g. 

pollution, alimentation, substances toxiques), génétiques (e.g. fond génétique, mutations) et 

biologiques (e.g. virus, bactérie, parasite) peuvent également influencer les pathologies du SNC. 

Néanmoins, la présence d’un virus au cerveau peut engendrer des dommages directement aux 

cellules neurales par l’infection de celles-ci ou indirectement par l’entremise de l’activation du 

système immunitaire, contribuant ainsi aux neuropathologies. Le laboratoire du Dr Talbot a 

démontré, au fil des ans, que l’infection du SNC par HCoV-OC43 provoque des dommages aux 

neurones et entraine leur mort. De plus, la présence de deux mutations dans la glycoprotéine S, 

issues d’infections persistantes de lignées neurales humaines, confère au virus mutant 

(rOC/Us183-241) la particularité d’être davantage neurovirulent suite à l’infection de souris. Ainsi, 

dans un premier temps, l’objectif des travaux présentés dans cette thèse était de poursuivre la 

caractérisation de cette propriété chez le virus mutant et ultimement d’expliquer ces 

observations par la caractérisation des mécanismes moléculaires reliés à la mort neuronale. 

 

1.2	  Influence des mutations acquises en infection persistante de 
lignées humaines sur la neuropathologie en souris	  
 
Toute population virale dont l’hétérogénéité génomique est grande possède 

invariablement un avantage afin de répondre rapidement aux pressions sélectives exercées par 

son hôte. De nombreux virus, notamment les virus à ARN, ont développé la stratégie de 

provoquer activement des mutations à travers leur génome viral afin d’augmenter leur capacité 

d’adaptation et leurs chances de survivre. En effet, ces mutations peuvent permettre au parasite 

viral d’échapper au système immunitaire, de devenir persistant chez leur hôte, d’avoir une 

réplication virale plus efficace, de changer de tropisme ou de développer de la résistance à la 

présence d’un composé antiviral. Les coronavirus possèdent trois caractéristiques qui favorisent 
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l’apparition de mutations à travers leur génome soit la grande taille du génome qui permet une 

grande plasticité, la RdRp qui entraîne une transcription infidèle et la recombinaison homologue 

(Duffy et al., 2008, Pasternak et al., 2006, Woo et al., 2009). Ces caractéristiques qui affectent le 

génome en entier prennent leur importance lorsque ces mutations apparaissent dans des 

protéines structurales qui influencent la biologie du virus. Suite aux précédents travaux indiquant 

que HCoV-OC43 est neurotrope (Bonavia et al., 1997), la persistance virale a été démontrée à 

travers plusieurs passages successifs de lignées humaines représentatives du SNC mais 

également par la détection de l’ARN viral après plus d’un an dans le SNC de souris ayant 

survécu à l’infection (Arbour et al., 1999a, Arbour et al., 1999b, Jacomy et al., 2006). Ces 

observations alimentent l’hypothèse que le virus HCoV-OC43 peut persister dans le SNC en 

étant latent. En parallèle à cette persistance virale chez des cultures neurales, l’apparition de 

plusieurs mutations ponctuelles au niveau du domaine S1 de la glycoprotéine S a également été 

observé, suggérant que l’apparition de mutations dans cette protéine influence la biologie du 

virus relativement à son adaptation au SNC (St-Jean et al., 2006b). D’ailleurs, le séquençage du 

gène codant la protéine S suite à cette persistance virale a permis d’identifier quatre mutations 

prépondérantes et conservées dans la région de liaison au récepteur soient D24Y, S83T, 

H183R et Y241H (St-Jean et al., 2006b, St-Jean et al., 2004). Cependant, il est primordial de se 

rappeler que le virus HCoV-OC43 est un virus humain et que ces mutations ont été acquises 

dans un environnement ou la pression sélective du système immunitaire est absente. Ainsi, il 

n’est pas surprenant que ces mutations provoquent une augmentation de la réplication virale 

dont la finalité est d’assurer la propagation virale la plus efficace possible. Cette capacité à 

produire davantage de particules infectieuses n’est évidemment pas optimale dans un contexte 

d’infection in vivo, alors que le virus a tout intérêt à ne pas être détecté trop rapidement par le 

système immunitaire. En effet, la reconnaissance précoce du virus et l’activation rapide de la 

réponse immunitaire innée peuvent compromettre l’établissement de l’infection et empêcher le 

virus de survivre à la réponse de son hôte. Ainsi, malgré le tropisme murin de HCoV-OC43, la 

neurovirulence plus importante du virus mutant pourrait être la conséquence du fait que ce 

dernier n’est pas totalement adapté à cet hôte. Néanmoins, l’intégration de ces mutations dans 

un clone d’ADNc infectieux a permis de mieux étudier leur impact biologique, autant en cultures 

cellulaires qu’avec le modèle de souris in vivo (Favreau et al., 2012, Jacomy et al., 2010, Le 

Coupanec et al., 2015). D’ailleurs, l’étude et la comparaison de la neurovirulence par 

l’inoculation intracérébrale du virus rOC/ATCC ou rOC/Us183-241 chez des souris a permis de 

constater que les deux mutations H183R et Y241H suffisent pour accélérer l’apparition des 

symptômes cliniques et augmenter la sévérité de ceux-ci, incluant un taux de mortalité très 
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important comparativement au virus de référence (Figure 12). Ces réactions chez les souris 

infectées justifient pourquoi il est important de comprendre comment le virus HCoV-OC43 est 

impliqué dans l’établissement de neuropathologies et comment la présence de deux mutations 

dans la glycoprotéine S peut induire une augmentation aussi importante de la neurovirulence. 

 

1.3 Implication des mutations dans la neuroinvasion et la 
neuropropagation 

 

Même si la neuroinvasion, définie ici comme la capacité du virus à infecter le SNC à partir 

de la périphérie, n’a pas été réellement étudiée dans cette thèse, il est important de rappeler 

que HCoV-OC43 est capable d’envahir le SNC suite à une infection des voies respiratoires 

supérieures (Jacomy et al., 2010, Le Coupanec et al., 2015). On conclut ainsi que le virus 

rOC/Us183-241 est en mesure d’atteindre le SNC à partir de la périphérie. Cependant, on ignore 

toujours comment le virus atteint le SNC et s’il doit, dans un premier temps, constituer un 

réservoir viral au niveau des voies respiratoires (supérieures ou inférieures) ou parmi les cellules 

épithéliales de la cavité nasale (qui font partie des voies supérieures) afin d’alimenter 

éventuellement une dissémination efficace vers le bulbe olfactif et le SNC. Étant donné le 

caractère respiratoire de HCoV-OC43, les voies respiratoires supérieures pourraient s’avérer un 

endroit logique où le virus constitue un réservoir. L’utilisation d’un modèle cellulaire in vitro 

(Human airway epithelium, HAE), qui possède une morphologie et des fonctionnalités similaires 

aux voies respiratoires in vivo a permis de mettre en lumière la possibilité que HCoV-OC43, 

ainsi que les trois autres souches de HCoV, puissent créer un réservoir aux voies respiratoires 

supérieures (Dijkman et al., 2013). De plus, ce modèle a permis d’établir que HCoV-OC43 

infecte les cellules du côté apical et relâche les nouveaux virions autant du côté apical que 

basolatéral. Étant donné le manque de données nous permettant de statuer sur le rôle de ces 

mutations lors de la neuroinvasion, il s’avère difficile de déterminer si la présence des mutations 

183 et 241 influence l’entrée virale au SNC. Toutefois, il est possible que ces mutations 

influencent la polarisation de sortie des particules infectieuses. D’ailleurs, la présence d’une 

seule mutation dans la protéine Hémagglutinine (HA) du virus de l’influenza (IAV) est suffisante 

pour affecter la polarisation apicale du virus en relocalisant la protéine du côté basolatéral et en 

modifiant ainsi le côté cellulaire utilisé pour la relâche des nouveaux virions (Brewer et al., 1991, 

Mora et al., 2002). Il est également possible que les mutations chez le virus rOC/Us183-241 

entravent ou augmentent l’affinité potentielle entre la protéine S et les autres protéines virales, 

provoquant des changements lors de la propagation virale. En effet, chez le virus de la rougeole, 
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l’interaction entre la protéine M et les glycoprotéines structurales du virus sont essentielles pour 

assurer la sortie virale du coté basolatéral et, en absence d’interaction, les virions sont redirigés 

vers le côté apical (Naim et al., 2000). De plus, une relâche plus importante des virions du côté 

basolatéral (vers la voie sanguine) pourrait accélérer la diffusion du virus des voies respiratoires 

au SNC. Certains coronavirus, dont le HCoV-229E et le SARS-CoV peuvent infecter les 

monocytes circulants, ce qui alimente l’hypothèse que ces virus entrent au SNC via la circulation 

sanguine (Collins, 2002, Law et al., 2005). Cette dernière hypothèse s’avère très peu probable 

dans le cas de HCoV-OC43 puisque ce dernier n’infecte pas les monocytes/macrophages de 

façon efficace (Desforges et al., 2007). Le nerf olfactif est aussi fortement suspecté d’être utilisé 

par le virus pour atteindre le cerveau puisque l’une des premières régions du SNC où l’on 

détecte le virus chez les souris infectées par la voie intranasale est le bulbe olfactif. Bien que 

l’utilisation d’autres nerfs crâniens ne soit pas exclue, le nerf olfactif se rend directement au 

bulbe olfactif, situé dans le SNC, suggérant qu’il est fort probablement utilisé par le virus HCoV-

OC43 pour entrer au SNC. D’ailleurs, une grande variété de virus neuroinvasifs utilisent le nerf 

olfactif pour entrer au SNC, notamment le virus de l’influenza A, les herpèsvirus, le virus de la 

stomatite vésiculaire, le virus de la rage, le coronavirus murin MHV et le virus du Nil Occidental 

(van Riel et al., 2015). Dans le cas du virus MHV-JHM, l’ablation chirurgicale du bulbe olfactif 

(bulbectomie) ou la destruction chimique des épithéliums olfactifs, sont suffisants pour 

empêcher le virus d’atteindre le SNC, confirmant ainsi l’utilisation de ce nerf par le virus pour se 

rendre au cerveau (E. M. Barnett et al., 1993). Certains variants du HCoV-OC43, notamment le 

rOC/SG758R qui diffère du virus de référence par la présence d’une seule mutation située entre la 

partie S1 et S2 de la protéine S, atteint également le SNC à partir de la périphérie avec 

sensiblement la même rapidité suite à une infection intranasale (Le Coupanec et al., 2015). Ce 

variant diffère de rOC/ATCC, tout comme du variant rOC/Us183-241, par une mutation entre la 

partie S1 et S2 qui facilite le clivage de la protéine S par des proprotéines convertases 

cellulaires fort probablement durant les étapes d’assemblage de la particule ou lors de la sortie 

des virions de la cellule hôte ou encore lors de la biogenèse de nouvelles protéines S  (Le 

Coupanec et al., 2015). Ainsi, la présence de mutations à cette position dans la protéine S ne 

semble pas influencer la neuroinvasion de façon importante. Bien que l’impact des mutations du 

variant rOC/US183-241 dans la neuroinvasion n’a pas été étudié en détail, on peut supposer que 

ces mutations n’influenceront pas de façon significative la capacité de ce virus à atteindre le 

SNC. La virulence accrue du virus mutant ne serait donc pas influencée par sa capacité à 

atteindre le SNC plus ou moins rapidement comparativement au virus de référence. 
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Une fois au SNC, le virus HCoV-OC43 peut se propager d’une région à une autre et se 

disséminer à travers l’encéphale, notion appelée ici neuropropagation. Les premières régions 

infectées sont le bulbe olfactif et l’hippocampe, suivi de l’ensemble du cortex, du tronc cérébral 

et de la moelle épinière, autant suite à une inoculation intranasale qu’intracérébrale, suggérant 

une préférence pour ces sites lors de la primo-infection (Desforges et al., 2013b). Or, en plus du 

ventricule latéral, le bulbe olfactif et l’hippocampe sont les régions du SNC qui ont la particularité 

d’être le site de la neurogenèse, soit la production de nouvelles cellules neuronales ou gliales 

(Gage, 2000, Kuhn et al., 2005). On sait aujourd’hui que la neurogenèse est un phénomène qui 

fait intervenir la différenciation de cellules souches progénitrices neurales (CSPN) 

principalement en neurones. Ce phénomène est activé suite à l’expression de facteurs 

neurotropes (Bath et al., 2010, Hurtado-Chong et al., 2009), d’hormones de croissance (Aberg 

et al., 2009), de neurotransmetteurs (Ryu et al., 2016) et de neuropeptides Y (Decressac et al., 

2009, Stanic et al., 2008). L’efficacité avec laquelle le virus HCoV-OC43 infecte le SNC pourrait 

donc être partiellement associée à l’infection des CSPN, créant ainsi un foyer d’infection qui 

permet une réplication virale efficace et une implantation facilitant la dissémination à travers 

l’encéphale et la moelle épinière. En effet, ces cellules peuvent migrer à travers le SNC afin de 

remplacer les neurones et cellules gliales endommagées ou mortes (Goncalves et al., 2016, 

Magavi et al., 2000). Ainsi, les dommages et la dégénérescence neurale provoqués par HCoV-

OC43 pourraient engendrer un apport constant et stable de CSPN aux lésions et permettre au 

virus de faciliter sa dissémination à travers le SNC. D’ailleurs, le virus Varicelle-zona (VZV) est 

reconnu pour infecter les CSPN et s’assurer ainsi d’une première phase de réplication qui lui 

permet ensuite de se disséminer à travers le SNC (Dukhovny et al., 2012, Pugazhenthi et al., 

2011). Plus récemment, on a observé que le virus Zika, un flavivirus qui a provoqué une 

pandémie à travers plusieurs pays d’Amérique du Sud en 2015-16, peut également infecter les 

cellules souches neurales et arrêter la neurogenèse chez les embryons infectés, contribuant 

ainsi au développement de microcéphalie et d’éventuels problèmes de développement (Garcez 

et al., 2016, C. Li et al., 2016a). Sachant que le virus rOC/Us183-241 accumule davantage de 

protéines S (Favreau et al., 2009) et que la production de nouvelles particules infectieuses est 

plus importante en cultures neuronales murines et humaines (Figure 15C-D), les CSPN 

représentent peut-être simplement un réservoir qui accélère la dissémination des nombreux 

virions synthétisés par le virus mutant au SNC. 

 

Une autre hypothèse pouvant expliquer la différence de neuropropagation au SNC entre le 

virus de référence et mutant réside dans l’interaction entre la glycoprotéine S et d’autres 
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facteurs cellulaires qui sont détournés par le virus. Le virus de la rage possède aussi une 

glycoprotéine responsable de la reconnaissance du récepteur cellulaire, permettant ainsi au 

virus d’entrer dans la cellule hôte par endocytose (Lafon, 2005). Une fois dans l’endosome, cette 

glycoprotéine se lie au p75 Nerve growth factor receptor (p75NTR) et utilise ce dernier pour 

transporter le virus via les axones au corps cellulaire du neurone afin de réaliser le cycle 

infectieux (Beier et al., 2013, Gluska et al., 2014). La présence de quelques mutations de la 

glycoprotéine virale suffit au virus pour obtenir une liaison plus ou moins efficace à p75NTR, ce 

qui pourrait influencer la vitesse de propagation du virus à l’intérieur du neurone infecté et aux 

autres neurones (Langevin et al., 2002, Morimoto et al., 2000). Bien que le virus HCoV-OC43 

semble se propager par différents moyens, le transport axonal pourrait être l’une des façons que 

ce dernier utilise pour se disséminer d’un neurone à un autre (communication personnelle, Dr 

Mathieu Dubé, stagiaire postdoctoral dans le laboratoire du Dr Pierre Talbot). Ainsi, la présence 

des deux mutations 183 et 241 pourrait permettre au virus mutant de naviguer plus rapidement à 

travers le cytosquelette du neurone et entamer la synthèse des nouveaux virions plus 

rapidement. De plus, ces mutations pourraient également accélérer le transport axonal des 

nouveaux virions aux synapses et accentuer sa propagation. 
 

1.4 Implication des mutations dans le neurotropisme et l’entrée/sortie 
des nouveaux virions 

 
La protéine S est responsable du tropisme et de l’entrée virale par la reconnaissance du 

récepteur cellulaire de la cellule hôte, bien que ce dernier ne soit toujours pas identifié avec 

précision pour HCoV-OC43 (Bosch et al., 2003). La présence d’acides sialiques sont, pour 

l’instant, les seules structures connues qui semblent nécessaires à la reconnaissance de sa 

cellule-cible par le virus HCoV-OC43 (Kunkel et al., 1993, F. Li, 2016, Vlasak et al., 1988). 

L’affinité de la glycoprotéine D, une protéine structurale du virus HSV-1, régule justement 

l’interaction de ce virus avec différents récepteurs cellulaires pour une infection efficace des 

neurones (Montgomery et al., 1996, Shukla et al., 1999). La glycoprotéine du virus de la rage est 

également essentielle afin d’initier l’endocytose du virus, en plus de participer au transport 

rétrograde des virions à travers le neurone (Desmaris et al., 2001, Mazarakis et al., 2001). La 

différence de neurovirulence entre le virus ATCC et rOC/Us183-241 pourrait donc avoir comme 

origine l’affinité ou l’avidité de la glycoprotéine S pour son récepteur. Les deux mutations du 

virus rOC/Us183-241, situées dans le domaine de liaison au récepteur de la protéine S aux 

positions 183 et 241, correspondent respectivement aux changements de l’acide aminé histidine 
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en arginine et tyrosine en histidine. Bien que l’histidine et l’arginine soient des acides aminés 

basiques, leurs structures diffèrent par la présence d’un cycle aromatique pour la première et 

par une conformation ouverte pour la seconde (Lundblad et al., 2010). Concernant la deuxième 

mutation, le changement d’un acide aminé aromatique polaire (tyrosine) pour un acide aminé 

basique (histidine) modifie évidemment l’hydrophilicité de cette région, mais également la 

configuration de la protéine S dans son ensemble (Karplus, 1997). Ainsi, un changement dans la 

structure et/ou la polarité de la protéine S pourrait être suffisant pour stabiliser l’interaction entre 

la glycoprotéine S et son récepteur, accélérant du même coup l’entrée virale dans la cellule 

hôte.  

 

Une fois la réplication virale effectuée, la sortie des nouveaux virions dans l’environnement 

pour infecter d’autres cellules peut également s’avérer une étape critique lors d’une infection au 

SNC. Plusieurs virus neuroinvasifs infectent le neurone et se répliquent dans le corps cellulaire 

pour bénéficier de la machinerie cellulaire, quitte à parcourir de grandes distances dans les 

axones pour atteindre cette région, tel qu’observé pour l’adénovirus (Salinas et al., 2009), le 

virus de la rage (Klingen et al., 2008) et le virus de la poliomyélite (Ohka et al., 2009). Une fois le 

cycle réplicatif effectué dans la cellule hôte, les nouveaux virons peuvent se disséminer dans 

l’environnement principalement de deux façons, soient par diffusion libre ou suite à un contact 

cellule-cellule. La diffusion libre fait généralement intervenir une relâche massive ou progressive 

de virions dans le milieu extracellulaire à partir du corps cellulaire où les virions vont se 

disséminer selon un schéma aléatoire (Salinas et al., 2010). L’adénovirus humain (ADV) est 

particulièrement reconnu pour utiliser principalement cette stratégie de dissémination 

(Yakimovich et al., 2012). À l’inverse de la diffusion libre, la dissémination virale par contact 

cellule-cellule nécessite une production de particules infectieuses moins importante, mais 

davantage polarisée afin de permettre aux virions nouvellement synthétisés d’infecter une 

cellule proche de la cellule hôte. Cette stratégie de propagation est particulièrement observée 

chez les virus enveloppés où les protéines virales structurales sont relocalisées du côté apical 

ou basolatéral de cellules polarisées (Jayakar et al., 2004) et serait davantage utilisée par les 

virus neurotropes (Koyuncu et al., 2013). D’autres virus neurotropes sont plutôt connus pour se 

disséminer d’un neurone à un autre via la fente synaptique, l’espace qui sépare deux cellules 

nerveuses (Salinas et al., 2010). La proximité qui existe entre deux neurones à la synapse 

neurochimique représente un endroit idéal pour la dissémination virale par contact cellule-cellule 

(Koyuncu et al., 2013). D’ailleurs, le virus HSV-1 (Diefenbach et al., 2008), le virus de la rage 

(Dietzschold et al., 2008), le virus de la rougeole (Young et al., 2009) et le virus du Nil occidental 
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(Samuel et al., 2007) se disséminent tous via les fentes synaptiques. Le virus de la rougeole 

utilise une stratégie légèrement différente des autres virus en provoquant la microfusion des 

dendrites et de l’axone de la fente synaptique à l’aide de la protéine virale R, ce qui facilite le 

passage des virus d’un neurone à un autre sans se retrouver à l’extérieur de la cellule. Or, le 

marquage de la glycoprotéine S de HCoV-OC43 par immunofluorescence en cultures primaires 

murines ou en cellules humaines s’avère plus important au niveau du corps cellulaire, suggérant 

que la production de nouvelles particules infectieuses se situe également à cet endroit (Figure 

14). De plus, la détection des protéines S le long des axones indique aussi la possibilité que le 

virus se déplace en direction des fentes synaptiques afin de se disséminer via contact cellule-

cellule, bien que la présence d’axones matures et de synapses chez les cellules LA-N-5 

différenciées n’est pas établie avec certitude. L’utilisation de milieux de culture restrictifs pour la 

diffusion libre de particules infectieuses a permis de supposer que le virus de référence est en 

mesure de se disséminer autant par diffusion libre que suite à un contact entre deux neurones 

(Dubé et al, manuscrit en préparation). Cependant, la production plus importante de particules 

infectieuses du virus rOC/Us183-241 parmi les cellules LA-N-5, autant dans le milieu extracellulaire 

(free virus) qu’au niveau cellulaire (cell-associated virus), suggère que la diffusion libre sera plus 

importante dans ce cas, accélérant ainsi la propagation virale. De plus, il est possible que les 

mutations dans la protéine S influencent la stratégie de dissémination virale dans le neurone. En 

effet, la glycoprotéine D du virus herpétique PRV (pseudorabies virus) n’est pas essentielle à la 

neuroinvasion et à la dissémination virale via la synapse mais est nécessaire à la diffusion libre 

des particules des neurones infectés par un mécanisme encore inconnu (Ch'ng et al., 2007, 

Peeters et al., 1993). La présence de mutations dans la glycoprotéine S pourrait donc favoriser 

la diffusion libre des nouvelles particules infectieuses. Toutefois, la similarité des titres infectieux 

(production de particules virales infectieuses) dans le milieu extracellulaire des cultures 

primaires murines entre les deux virus (Figure 15C), de même que dans les cerveaux ou les 

moelles épinières de souris infectées (Publication n°1, Figure 12D) témoigne peut-être d’une 

plus grande difficulté des nouveaux virions à se propager entre les neurones par diffusion libre, 

à tout le moins chez la souris. Néanmoins, le virus rOC/Us183-241 se propage plus rapidement 

dans le SNC au point d’infecter la moelle épinière 2 jours plus tôt que le virus de référence 

(Figure 12D, panneau de droite). Le virus HCoV-OC43 s’est donc probablement adapté pour 

utiliser différentes stratégies de propagation, dépendamment de son hôte, du type de cellule 

infectée ou de l’architecture cellulaire. Il est donc évident que les étapes d’entrée dans la cellule 

hôte, de la réplication et de la diffusion sont toutes à même d’influencer la pathologie 

neurologique dépendamment de leur efficacité et de la façon d’opérer. 
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1.5 Implication des mutations dans la réponse immunitaire du SNC 
 

La présence du HCoV-OC43 dans le SNC ne passe évidemment pas inaperçue alors que 

l’hôte tente de mettre en place une réponse immunitaire pour éliminer le virus. La balance du 

pouvoir s’établit alors entre les deux protagonistes alors que le virus cherche à restreindre son 

hôte dans la réaction immunitaire alors que l’hôte cherche à éviter la réplication et la 

propagation virale à tout l’organisme. L’infection du SNC par le virus HCoV-OC43 n’échappe 

pas à cette règle puisqu’elle provoque chez la souris, l’infiltration de lymphocytes T CD4+, CD8+ 

ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1, IL-6, IFNγ) et de chimiokines 

(CCL2, CCL5, CXCL10) dans le cerveau et la moelle épinière (Jacomy et al., 2010). D’ailleurs, il 

a été observé que le coronavirus neuroinvasif MHV-A59 induit la production de différentes 

cytokines pro-inflammatoires, notamment l’IL-6, l’IL-1β et le TNFα, par les astrocytes qui sont 

également infectés par le virus (Y. Li et al., 2004b). Les auteurs de cette dernière publication ont 

démontré que, contrairement à la souche A59, l’infection d’astrocytes par le coronavirus 

avirulent MHV-2, n’engendre pas d’augmentation significative des cytokines pro-inflammatoires, 

suggérant que l’activation des astrocytes et l’établissement d’un environnement inflammatoire 

sont associés avec la neurovirulence observée en souris. La corrélation entre la neurovirulence 

et la réaction inflammatoire médiée par les astrocytes dans le SNC a également été démontrée 

pour d’autres infections virales, notamment le coronavirus MHV-JHM (N. Sun et al., 1995), le 

virus de Theiler (A. Inoue et al., 1998) et le WNV (M. Kumar et al., 2010). En 2010, Jacomy et al. 

ont utilisé le virus mutant rOC/Us24-241, un variant possédant les mutations D24Y, S83T, 

H183R et Y241H (rOC/Us24-241). À l’aide de ce variant, ils ont démontré que l’infection du SNC 

par rOC/Us24-241 induit l’augmentation significative de l’infiltration des lymphocytes T et 

l’expression de certaines cytokines (IL-6) ou chimiokines (CCL2) pro-inflammatoires au SNC 

comparé au virus de référence. Même si le virus rOC/Us183-241 ne possède que deux des quatre 

mutations du variant précédent, on peut supposer que le virus rOC/Us183-241 provoque également 

une réponse immunitaire plus importante que le virus de référence, d’autant plus que l’activation 

des astrocytes, un marqueur d’inflammation dans le SNC, s’est avérée légèrement plus 

importante et davantage maintenue dans le temps au niveau de l’hippocampe (Figure 13B). 

Cette activation des astrocytes a été observée par la détection de la protéine acide fibrillaire 

gliale (glial fibrillary acidic protein, GFAP), un filament intermédiaire exprimé par les astrocytes 

dont l’expression augmente lorsque ceux-ci sont activés (Pekny et al., 2014). Même si on 

considère que le degré de détection du GFAP est proportionnel à l’activation des astrocytes, 

cette méthode ne peut pas identifier comment ces cellules participent à l’inflammation. La 
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différence d’activation des astrocytes entre l’infection par le virus de référence et le virus mutant 

apparait somme toute relativement modérée mais cela n’indique pas que le virus mutant ne peut 

pas déclencher une réponse immunitaire plus importante. Or, l’infection des cultures primaires 

murines mixtes du SNC, qui incluent entre autres des neurones et des astrocytes, a permis de 

constater que ces derniers peuvent également être infectés par le virus rOC/Us183-241. Bien qu’il 

est difficile de mesurer la différence d’infectivité des astrocytes entre le virus de référence et le 

virus mutant, nous pouvons tout de même émettre l’hypothèse que la présence des deux 

mutations dans la glycoprotéine S peut influencer l’infection des astrocytes et engendrer leur 

activation de façon plus importante, contribuant ainsi à maintenir un environnement 

inflammatoire et induire une neurovirulence accrue. Cela illustre bien l’importance d’avoir, pour 

le SNC, un contrôle sur les mécanismes immunitaires afin d’éviter les effets délétères pour l’hôte 

d’une réaction immunitaire trop importante. Idéalement, la quantification des cytokines et des 

chimiokines présentes dans le SNC suivant l’infection par le virus rOC/Us183-241 nous permettrait 

d’établir un portrait plus complet de la réaction immunitaire et de comparer les effets du virus sur 

cette réaction. De plus, l’utilisation de souris knockout pour certains composants de l’immunité 

innée (IFNAR, TLR, etc.) pourrait nous permettre d’identifier les facteurs impliqués dans la 

réponse du système immunitaire et également évaluer les effets possiblement délétères de cette 

réponse dans la neuropathologie. 

 

Finalement, la glycoprotéine S est la protéine structurale la plus reconnue par le système 

immunitaire, entrainant la production d’anticorps neutralisants et l’activation des lymphocytes T 

CD8+. La présence d’anticorps neutralisants peut à la fois neutraliser les particules virales en se 

fixant sur les protéines structurales externes à la capside ou se fixer aux cellules infectées et 

entrainer l’élimination de celles-ci par opsonisation (Wentworth et al., 2007). La présence de 

mutations dans la protéine S pourrait permettre au virus d’éviter la reconnaissance du système 

immunitaire via les anticorps neutralisants et ainsi échapper à tout contrôle par ce dernier. Or, la 

mutation de séquences dans les régions virales reconnues par le système immunitaire peut 

mener à un autre phénomène appelé mimétisme moléculaire. Ce phénomène se traduit par la 

présence de séquences similaires entre une protéine virale et une protéine de l’hôte et qui 

résulte par l’activation croisée de cellules T ou B autoréactives. En d’autres termes, la proximité 

séquentielle et structurale entre la protéine virale avec des protéines du soi engendre une 

maladie auto-immunitaire issue d’une infection virale (Guven-Maiorov et al., 2016). Quelques 

infections virales sont connues pour induire la prolifération et l’activation de cellules T ou B 

autoréactives conduisant à des pathologies auto-immunitaires. Par exemple, l’infection du SNC 
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par le virus EBV peut entrainer l’apparition de lymphocytes B autoréactifs qui produiront des 

anticorps dirigés contre l’une des protéines de la myéline la MBP, ce qui suggère que le virus 

EBV pourrait être l’un des agents causals de la sclérose en plaques, une maladie où la myéline 

est attaquée par le système immunitaire (Lang et al., 2002, Pender et al., 2014). Le TMEV est 

également connu pour induire une pathologie démyélinisante où la présence de lymphocytes T 

CD4+ autoréactifs cible et détruit l’une des protéines composant la myéline, la PLP (S. D. Miller 

et al., 1997). Chez les coronavirus humains, la présence de cellules autoréactives, capables de 

reconnaitre autant les antigènes viraux que ceux de la myéline, a été détectée de façon 

significative dans le sang de patients atteints de sclérose en plaques (Boucher et al., 2007, 

Talbot et al., 1996). Ainsi, la présence de mutations dans la glycoprotéine S pourrait accentuer 

sa détection par le système immunitaire et accélérer l’activation de la réponse immunitaire et de 

lymphocytes autoréactifs, contribuant ainsi à induire ou exacerber les pathologies 

neurologiques. 
 

1.6 Implication des mutations dans les mécanismes cellulaires des 
cellules gliales 

 
La signalisation et les mécanismes moléculaires des cellules composant le SNC étant 

essentiels à l’homéostasie du SNC, il n’est pas surprenant que la présence d’un virus qui 

interfère dans ces processus puisse induire des désordres neurologiques. D’ailleurs, le degré de 

neurovirulence associé à certains virus est directement relié au stress subit aux cellules du 

SNC. Parmi ces stress induits par les virus, notons le stress au réticulum endoplasmique (RE) et 

l’activation subséquente de la réponse aux protéines mal repliées (unfolded protein response; 

UPR). Par le passé, le laboratoire du Dr Pierre Talbot a démontré que le virus HCoV-OC43 

provoque chez les neurones infectés un stress au RE, ce qui se traduit par une diminution de la 

synthèse protéique et l’activation partielle de la UPR (Favreau et al., 2009). À l’exception de la 

protéine N, toutes les protéines structurales des coronavirus sont synthétisées au RE, en plus 

de subir dans le cas des protéines M, HE et S des modifications post-traductionnelles de 

glycosylation (Fung et al., 2014b). Or, la grande quantité de protéines virales synthétisées et la 

complexité des modifications post-traductionnelles sur celles-ci vont provoquer un 

réarrangement morphologique du RE, une synthèse protéique excédant la capacité du RE et 

une diminution des composantes lipidiques du RE résultant en l’activation du système UPR 

(Fung et al., 2014a). D’ailleurs, l’induction de stress au RE ainsi que la réponse du système 

UPR ont également été observées lors d’infections par les coronavirus SARS-CoV (C. P. Chan 
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et al., 2006), HCoV-HKU1 (K. L. Siu et al., 2014b), IBV (Liao et al., 2013) et MHV (Versteeg et 

al., 2007). Dans tous ces cas, l’activation du système UPR a entrainé une diminution de la 

synthèse protéique cellulaire, la synthèse de cytokines pro-inflammatoires ainsi que la mort 

cellulaire, contribuant d’autant plus à la virulence du virus. D’ailleurs, l’activation de la UPR est 

beaucoup plus importante en présence du virus HCoV-OC43 mutant. Hormis la production plus 

importante de protéines virales au RE, les raisons qui expliquent comment ce virus mutant peut 

avoir un tel effet sur le système UPR restent obscures. Néanmoins, la littérature recense 

plusieurs virus dont la neurovirulence est directement reliée au degré d’activation du système 

UPR, notamment chez certains rétrovirus murins (Peterson et al., 2004), le virus Borna (B. L. 

Williams et al., 2006), le WNV (van Marle et al., 2007) ainsi que le MHV (Versteeg et al., 2007). 

 

La perturbation de la signalisation cellulaire peut également avoir une portée sur 

l’homéostasie existante entre les cellules neuronales et gliales. En effet, le virus HCoV-OC43 

provoque une diminution de l’expression du glial glutamate transporter (GLT-1) (Brison et al., 

2014), une protéine transmembranaire située à la surface des astrocytes et qui recycle le 

glutamate au niveau de la synapse neurologique (Rimmele et al., 2016). Cela entraine une 

accumulation excessive de glutamate dans la fente synaptique qui provoque alors l’activation et 

l’ouverture des canaux ioniques AMPA ou NMDA. Ces deux protéines transmembranaires sont 

respectivement responsables de l’entrée cellulaire des ions sodium et calcium (Ribeiro et al., 

2016). L’entrée massive de ces ions, absorbés en partie par le RE et la mitochondrie, 

déséquilibre le potentiel électrique de la cellule et contribue à la dégénérescence neuronale en 

activant une multitude de phospholipases, d’endonucléases et de protéases. Le phénomène de 

dégénérescence neuronale attribué au dérèglement du glutamate est appelé excitotoxicité 

glutamatergique (Prentice et al., 2015). Comparativement au virus de référence, le virus mutant 

rOC/Us241 induit davantage d’excitotoxicité glutamatergique, phénomène qui est possiblement la 

cause des dysfonctions motrices et de la paralysie des membres inférieurs observées chez les 

souris infectées (Brison et al., 2011, Brison et al., 2014). Bien que le neurone soit la cible 

principale du virus, il n’est pas impossible que l’infection éventuelle des astrocytes participe au 

dérèglement de l’expression de GLT-1 et à l’établissement de l’excitotoxicité glutamatergique. 

De plus, une expression importante de cytokines pro-inflammatoires, détectée chez les souris 

infectées par le virus ATCC et rOC/Us241 (Brison et al., 2014), contribue également à diminuer 

l’expression de GLT-1 (Carmen et al., 2009, Okada et al., 2005, Prow et al., 2008). Ainsi, il est 

plausible que la grande quantité de particules infectieuses produites par le virus rOC/Us183-241 

épuise rapidement les neurones susceptibles à l’infection, provoquant ensuite l’infection des 
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astrocytes, en parallèle à l’expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires. Cette 

dynamique pourrait alors accentuer l’excitoxicité glutamatergique, les dommages neuronaux et 

éventuellement la dégénérescence cellulaire, contribuant ainsi à la neurovirulence de ce virus. 

D’ailleurs, le virus neuroadapté Sindbis provoque la dégénérescence des motoneurones de la 

moelle épinière chez la souris ou le rat par excitotoxicité glutamatergique (Darman et al., 2004).  

 

Le virus HCoV-OC43 représente donc un pathogène neuroinvasif et neurotrope qui, 

suivant l’infection des cellules du SNC, perturbe à différents niveaux l’homéostasie cellulaire. Le 

détournement de la machinerie cellulaire de ces cellules pour la synthèse de nouvelles 

particules infectieuses rend évidemment le SNC vulnérable à une accumulation de dommages 

qui se traduit par une neuropathologie, à tout le moins en souris. La virulence accrue du virus 

portant les mutations 183 et 241 sur la glycoprotéine S est probablement largement attribuée à 

sa capacité à produire davantage de nouveaux virions, ce qui accélère la propagation virale, de 

même que les dommages subséquents. Il est fort probable que l’instauration d’un état 

inflammatoire, l’activation de divers systèmes en réponse au stress intracellulaire et la 

réplication du virus en elle-même affectent la cellule-hôte et conduisent cette dernière à une 

mort certaine. Or, face à la menace virale, la réponse neuronale peut se manifester de diverses 

façons afin de contenir le parasite viral. D’ailleurs, la mort cellulaire est un moyen extrême et 

final, initiée par une cellule infectée pour tenter de mettre fin à la dissémination virale. De plus, la 

dégénérescence neuronale est l’une des caractéristiques communes des maladies 

neurodégénératives et peut faire intervenir un vaste éventail de facteurs cellulaires et de voies 

de mort différents qui contribue à l’émergence ou la sévérité des maladies neurologiques 

(Bredesen, 2008, Martin, 2001). Cependant, cette manifestation peut aussi s’avérer délétère 

pour l’hôte, surtout considérant le site d’infection, le SNC, qui représente un système complexe 

et méconnu. L’étude de ces mécanismes représente donc un point de départ intéressant pour 

mieux comprendre la virulence de HCoV-OC43 au cerveau et le possible lien existant entre ce 

virus et les maladies neurodégénératives.  
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2. LA DÉGÉNÉRESCENCE NEURONALE INDUITE PAR LE 
VIRUS HCoV-OC43 N’EST PAS RELIÉE À UNE APOPTOSE 
CLASSIQUE 
 

2.1 Contexte 
 

Dans un deuxième temps, l’objectif des travaux présentés dans cette thèse était de mieux 

comprendre les mécanismes sous-jacents à la mort cellulaire régulée (MCR) induite par le virus 

HCoV-OC43 et par une caractérisation des facteurs cellulaires impliqués. De précédents travaux 

du laboratoire du Dr Talbot ont permis d’établir qu’en souris, l’infection du SNC par le virus de 

référence cause la mort des neurones, sans toutefois établir le mécanisme ou les facteurs 

cellulaires mis en cause (Jacomy et al., 2006). En effet, la dégénérescence neuronale a été 

visualisée par la technique TUNEL détectant la fragmentation nucléaire mais qui n’est pas en 

mesure de discriminer parmi les différents types de MCR. Jusqu’à tout récemment, notre 

connaissance sur la MCR se réduisait à l’apoptose, un phénomène régulé par différents facteurs 

cellulaires, et la nécrose, un type de mort accidentelle sans réelle implication de la cellule (UV, 

osmose, pH, etc). À ce jour, le domaine de la mort cellulaire s’est considérablement complexifié 

et il existe maintenant une classification de MCR, différenciée selon les facteurs cellulaires 

associés. Initialement, le facteur pro-apoptotique Bax a été identifié comme étant un facteur 

potentiellement impliqué dans la mort neuronale induit par l’infection de HCoV-OC43 (Favreau 

et al., 2012). Ainsi, dans un premier temps, je me suis intéressé à ce facteur afin de mieux 

caractériser son rôle dans la réponse neuronale à l’infection et l’implication de ce dernier dans la 

virulence. 

 

2.2 Activation apparente du facteur Bax sans impact sur la mortalité 
neuronale induite par HCoV-OC43 
 
La protéine Bax est un facteur pro-apoptotique qui se retrouve principalement dans le 

cytosol lorsqu’il reste sous forme inactive. En condition de stress, le facteur Bax est clivé dans 

sa partie N-terminale, principalement par les calpaines, ce qui entraine sa relocalisation à la 

mitochondrie (W. S. Choi et al., 2001, Wood et al., 1998). Une fois inséré dans la membrane 

externe de la mitochondrie, le fragment de 18 kb correspondant à Bax peut s’associer avec 

d’autres facteurs pro-apoptotiques, notamment Bid, Bim ou Bak, afin de former un pore 
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transmembranaire (Billen et al., 2008, Dewson et al., 2009, Gavathiotis et al., 2008). En plus de 

briser le potentiel membranaire et de perturber la phosphorylation oxydative, le pore formé par 

Bax libère plusieurs facteurs présents dans la lumière de la mitochondrie et qui seront impliqués 

dans la cascade de l’apoptose, notamment le cytochrome C (Ghibelli et al., 2010). La publication 

de Favreau et al. 2012, a démontré que Bax est bien relocalisé à la mitochondrie suite à 

l’infection de neurones par HCoV-OC43 et que la présence de cytochrome C dans la 

mitochondrie diminue grandement, suggérant que le virus induit l’activation du facteur Bax qui 

perméabilise la membrane de la mitochondrie et contribue à la mort neuronale (Favreau et al., 

2012). Cependant, la façon par laquelle ce facteur est activé et le rôle joué par ce dernier dans 

la mort neuronale restaient à être précisés. Ainsi, nos données nous ont d’abord confirmé que 

l’infection par HCoV-OC43 augmente dans le temps la transcription de l’ARNm correspondant 

au facteur Bax (Figure 16A,), autant dans les cultures neuronales humaines que murines. Cette 

augmentation en ARNm suggère que la réponse neuronale s’active en partie par la synthèse de 

ce facteur afin de provoquer la mort cellulaire par cette voie. D’ailleurs, les virus WNV (Parquet 

et al., 2001), TGEV (Y. Huang et al., 2013), HCV (Deng et al., 2008), VIH (Castedo et al., 2001) 

et MHV (Y. Liu et al., 2006) sont tous reconnus pour induire une augmentation de l’expression 

du facteur Bax durant le cycle infectieux et éventuellement de provoquer la mort de la cellule-

hôte.  De plus, l’augmentation de la transcription de Bax est également plus prononcée lors de 

l’infection par le virus mutant, probablement en réponse à la réplication virale plus importante ou 

par le plus grand nombre de cellules infectées comparativement au virus de référence. 

Étrangement, l’infection des cultures neuronales murines et humaines n’a engendré aucune 

augmentation de la protéine Bax, suggérant qu’aucune traduction significative de ce facteur ne 

suit l’augmentation en ARNm (Figure 16B). L’une des hypothèses pouvant expliquer ce 

phénomène se rapporte aux différents facteurs qui régulent Bax et qui pourraient être manipulés 

par le virus pour empêcher la cellule d’accomplir la mort cellulaire. Parmi les régulateurs du 

facteur Bax, le facteur de transcription p53 est, sans contredit l’un des plus étudiés. Ce facteur 

de transcription, exprimé dans la majorité des types cellulaires, dont les neurones, se rend au 

noyau et facilite la transcription de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire, en plus 

d’activer plusieurs facteurs impliqués dans la mort cellulaire (Basu et al., 1998, Morrison et al., 

2000). Bien qu’aucune interaction directe n’ait été identifiée entre Bax et p53, ce dernier est tout 

de même en mesure d’initier la perméabilisation de la mitochondrie en impliquant Bax par un 

mécanisme encore inconnu (Chipuk et al., 2004, Vaseva et al., 2009). Or, le coronavirus aviaire 

IBV engendre une mort cellulaire de type apoptotique qui n’implique pas p53 (F. Q. Li et al., 

2007) et dont les niveaux protéiques de Bax restent stables par rapport aux cellules non 
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infectées (Zhong et al., 2012). Il est donc plausible que le virus HCoV-OC43 altère l’état de p53 

ou interfère avec ce dernier, ce qui empêche la mort cellulaire de s’effectuer via la protéine Bax. 

Bien qu’aucune protéine virale de HCoV-OC43 n’ait été reconnue pour interagir avec p53 ou 

Bax, la protéase homologue à la papaïne (papain-like protease, PLP) retrouvée chez le 

coronavirus HCoV-NL63 est capable de stabiliser la protéine oncogène MDM2 qui induit la 

dégradation protéosomale de p53 dans l’optique de restreindre l’activation des facteurs reliés à 

l’interféron et de bloquer l’induction de l’apoptose (L. Yuan et al., 2015). De plus, de nombreux 

virus ont développé différentes stratégies pour inhiber l’apoptose, notamment en ciblant le 

facteur Bax. Parmi ces stratégies virales, les ADV (Rao et al., 1992), le CMV (Poncet et al., 

2006), le EBV (W. L. Marshall et al., 1999), le Herpesvirus saimiri (Nava et al., 1997), le MXV (J. 

Su et al., 2006), le PPVO (Westphal et al., 2007) et le VACV (Cooray et al., 2007) encodent tous 

une ou des protéines virales considérées comme des analogues au facteur Bcl-2, l’antagoniste 

cellulaire direct de Bax, qui bloque la perméabilisation de la membrane externe de la 

mitochondrie. À ce jour, aucune protéine virale de HCoV-OC43 n’a été reconnue pour avoir une 

telle activité et la raison pour laquelle l’infection ne provoque pas d’augmentation plus 

importante de Bax reste inconnue. L’hypothèse la plus probable pour expliquer ce phénomène 

reste l’implication du virus à interférer dans la traduction du facteur cellulaire Bax. Or, la 

glycoprotéine S du SARS-CoV ainsi que d’IBV a la capacité d’interagir avec le facteur d’initiation 

de la traduction eIF-3f, ce qui résulte en l’inhibition de la synthèse protéique (Xiao et al., 2008). 

Les auteurs ont ainsi démontré que la présence de ces virus induit la transcription des cytokines 

IL-6 et IL-8, mais l’interaction entre la protéine virale S et eIF-3f empêche celles-ci d’être 

traduites de façon efficace. Ainsi, il est possible que la protéine S chez HCoV-OC43 puisse 

également cibler d’autres facteurs cellulaires dont Bax. 

 

L’utilisation d’ARN interférent (ARNi) pour inhiber l’expression de la protéine Bax (Figure 

17) nous a permis de confirmer l’absence de rôle significatif de cette protéine dans la mort 

neuronale induite par le virus. De plus, l’approche complémentaire consistant à surexprimer le 

facteur anti-apoptotique Bcl-2 qui inhibe directement Bax (Figure 21), n’a pas permis de protéger 

davantage les cellules neuronales humaines LA-N-5 contre la mort cellulaire induite par HCoV-

OC43. Le facteur cellulaire Bcl-2 est une protéine dont le rôle consiste à empêcher Bax de 

former un pore dans la membrane de la mitochondrie. Ce facteur peut autant s’associer avec 

Bax lui-même à la membrane externe de la mitochondrie ou interagir avec d’autres facteurs qui 

activent ce dernier (Zheng et al., 2015). Ainsi, autant l’inhibition de l’expression du facteur Bax 

que la surexpression de son antagoniste ont permis d’illustrer l’absence de rôle significatif de ce 
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facteur durant la mort neuronale induite par HCoV-OC43. L’infection du modèle neuronal par le 

virus VSV ou le traitement des cellules avec la staurosporine, tous deux reconnus pour activer 

l’apoptose via le facteur Bax, a également permis d’établir que la mort cellulaire reliée à Bax est 

totalement fonctionnelle (Figure 17D). Ces résultats suggèrent aussi que la modulation de ce 

facteur pro-apoptotique est probablement davantage issue d’une intervention du virus que reliée 

à l’état immortalisé du modèle cellulaire. Le coronavirus HCoV-OC43 pourrait donc avoir 

développé une stratégie pour atténuer la mort cellulaire en ciblant la voie apoptotique 

dépendante au facteur Bax sans réussir à inhiber complètement la mort cellulaire. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tel que rapporté (Favreau et al., 2012) le facteur Bax est relocalisé à la mitochondrie suite 

à l’infection des cellules LA-N-5 par HCoV-OC43, ce qui peut paraitre contradictoire compte tenu 

de l’absence de participation de l’apoptose associée à ce facteur dans la mort neuronale. Or, 

l’infection des neurones par HCoV-OC43 influence l’état de la cellule, comme en témoigne le 

stress au RE et la modulation des facteurs associés à la UPR. La réplication virale de quelques 

coronavirus, notamment le MHV (S. Guo et al., 2015b), le TGEV (L. Zhu et al., 2016) et le 
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Figure 21. La surexpression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 ne protège pas les cellules LA-N-5 contre 
la mort cellulaire induite par HCoV-OC43. (A) Niveau de surexpression du facteur Bcl-2 mesuré par PCR 
quantitatif (qPCR) sur les populations LA-N-5 contrôles (pLKO-puro) et qui surexpriment Bcl-2 (Bcl-2). 
(B) La mortalité cellulaire demeure inchangée entre les cellules infectées par HCoV-OC43 de référence 
ou mutant (MOI 0,2) lorsque le facteur Bcl-2 est surexprimé. À l’inverse de HCoV-OC43, l’infection par le 
VSV (MOI 1), reconnu pour induire une mort cellulaire impliquant le facteur Bax, provoque une mort 
cellulaire qui peut être atténuée par la surexpression du facteur Bcl-2. Les résultats sont représentés 
comme la moyenne ± l’écart-type de trois expériences indépendantes. Statistiques : *, P < 0,05; **, P < 
0,01; Test de Student. 
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SARS-CoV (S. W. Li et al., 2016c), entraine aussi l’accumulation de reactive oxygen species 

(ROS), des composés chimiques issus de la respiration cellulaire qui s’avèrent toxiques pour la 

cellule lorsqu’ils s’accumulent en trop grande quantité. Le stress oxydatif qui en résulte est un 

phénomène qui se caractérise par un débalancement entre l’accumulation intracellulaire de 

radicaux libres et des ROS et la détoxification de ces composés par des protéines cellulaires 

dans la mitochondrie (Andreyev et al., 2005). Or, un groupe de recherche a démontré que 

lorsqu’un certain niveau d’altération oxydative intracellulaire est atteint, le facteur Bax est 

relocalisé à la mitochondrie mais sans initier l’activation de l’apoptose (D'Alessio et al., 2005). 

Les auteurs ont émis l’hypothèse qu’une accumulation importante de ROS ou d’ions Ca2+ dans 

le cytosol modifie les charges sur la protéine Bax, ce qui serait suffisant pour sa relocalisation à 

la mitochondrie sans provoquer la libération du contenu mitochondrial. Le facteur Bax pourrait 

alors agir comme senseur physico-chimique de la composition intracellulaire et détecter un 

stress affectant la mitochondrie ou le RE. Il est donc possible que la réplication virale de HCoV-

OC43 provoque des changements oxydatifs chez les neurones infectés suffisants pour induire le 

déplacement de Bax à la mitochondrie mais sans déclencher la fonction pro-apoptotique de ce 

dernier. Une étude plus approfondie serait nécessaire pour confirmer la modulation du facteur 

Bax par HCoV-OC43 et établir comment le virus interfère dans cette voie. 

 

2.3	  Possible	  implication	  de	  partenaire	  du	  facteur	  Bax	  
 

Considérant la complexité des éléments impliqués dans la MCR et les interactions 

potentielles existant entre eux, il est possible que des partenaires du facteur Bax interviennent 

en l’absence de ce dernier ou jouent un rôle plus important dans le processus de mort cellulaire 

induit par HCoV-OC43. Ainsi, l’inhibition de l’expression du facteur Bax par ARNi pourrait se 

traduire par la relève d’autres facteurs assurant la mort du neurone infecté. La protéine Bak, un 

autre facteur pro-apoptotique, est le seul partenaire connu qui participe activement à la mort 

cellulaire de façon similaire au facteur Bax. En effet, Bak, qui est systématiquement retrouvé 

dans la membrane externe de la mitochondrie, peut s’associer ou non avec Bax pour former un 

pore dont la grosseur permet la relâche de molécules de plus de 50 kDa (Kroemer et al., 2007). 

Bien que la relation avec son partenaire et l’implication de cette interaction ne soient pas encore 

totalement caractérisées, il appert que dans certains cas, le facteur Bak pourrait agir comme 

facteur pro-apoptotique d’urgence lorsque Bax n’est pas en mesure d’assurer l’apoptose 

(Garcia-Saez, 2012, Zheng et al., 2015). L’inhibition de ces deux facteurs semble donc être 
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dans certains cas, la façon la plus sure de bloquer totalement l’apoptose. Ainsi, en parallèle à 

l’inhibition de Bax, il aurait été utile d’utiliser un autre ARNi pour bloquer également l’expression 

de Bak et avoir un modèle cellulaire double knockout. À l’aide d’un tel modèle, nous pourrions 

établir si le facteur Bak contribue seul ou en collaboration avec Bax à la mort neuronale suivant 

l’infection de HCoV-OC43. 

 

Évidemment, nous ne pouvons écarter l’hypothèse que l’inhibition d’un facteur pro-

apoptotique ait favorisé l’activation d’une autre voie de MCR, dans le contexte d’une infection 

virale par HCoV-OC43 sur des neurones. Toutefois, il reste difficile de démontrer le caractère 

alternatif d’une MCR par rapport à une autre. Néanmoins, des chercheurs ont utilisé le virus de 

Theiler (TMEV) pour démontrer l’utilisation alternative de la cellule infectée d’une MCR lorsque 

l’apoptose n’est pas en mesure de procéder à la mort cellulaire. En effet, en bloquant 

chimiquement l’apoptose induite chez des macrophages infectés par le TMEV, les auteurs ont 

démontré que les facteurs reliés à la nécroptose étaient activés, permettant aux cellules 

infectées d’être éliminées, réduisant ainsi la propagation virale (Son et al., 2015). Suite à 

l’absence de rôle prépondérant du facteur Bax dans la mort neuronale induite par HCoV-OC43, 

nous avons donc poursuivi l’identification de facteurs cellulaires impliqués dans la 

dégénérescence neuronale. 

 

Bien que la cyclophiline D soit aujourd’hui plutôt associée à un autre type de MCR non 

apoptotique (MPT-RN, voir chapitre I, p. 58), ce facteur intervient également auprès de la 

mitochondrie pour assurer la mort cellulaire (Linkermann et al., 2014). Ce facteur, qui régule 

l’ouverture du pore situé à la membrane interne de la mitochondrie, s’associe probablement 

avec d’autres partenaires, mais pas avec Bax ou Bak (Zamorano et al., 2012). Or, le laboratoire 

du Dr Talbot a démontré que la cyclophiline D participe, quoique partiellement, à la mort 

neuronale induite par HCoV-OC43 (Favreau et al., 2012). Ainsi, il est possible que dans ce 

contexte, la mitochondrie joue bel et bien un rôle durant le processus de mort cellulaire, mais en 

ne faisant pas intervenir le facteur Bax mais plutôt CypD. L’importance de la CypD dans le 

processus de perméabilisation de la mitochondrie, au détriment du facteur Bax, rend alors 

l’utilisation de techniques inhibant l’expression de Bax inutile. Toutefois, l’inhibition de la CypD 

par l’inhibiteur chimique cyclosporine A (CsA) ne permet pas d’augmenter de façon très 

importante la survie cellulaire (Favreau et al., 2012), suggérant que le rôle de ce facteur dans la 

mort neuronale induite par HCoV-OC43 est somme toute modeste. Il est possible que ce dernier 
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travaille de concert avec d’autres facteurs ou d’autres voies de MCR dont l’implication est 

davantage certaine dans la mort des neurones infectés. 
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3. ACTIVATION D’UNE FORME DE MCR ANALOGUE À LA 
NÉCROPTOSE IMPLIQUANT LES FACTEURS RIP1 ET MLKL 
 

3.1 Ubiquitination et caspase-8 précédant l’activation de la nécroptose 
 

La mort neuronale activée suite à l’infection par HCoV-OC43 n’est pas diminuée lorsque 

l’activité des caspases est inhibée malgré leurs activations évidentes (Favreau et al., 2012). La 

nécroptose, un type de MCR dont la caractérisation était à ses premiers balbutiements en 2012, 

a attiré notre attention. En effet, cette MCR est habituellement activée lorsque la caspase-8 n’est 

pas fonctionnelle ou est absente (de Almagro et al., 2015). Ainsi, l’absence de protection contre 

la mort des neurones infectés par HCoV-OC43 en présence d’inhibiteurs de caspases nous a 

amené à penser qu’un autre type de MCR serait impliquée et que celle-ci pouvait être la 

nécroptose. D’ailleurs, on considère de plus en plus l’activation de la nécroptose chez un 

organisme comme un mécanisme alternatif à l’apoptose, dans l’optique d’éliminer les cellules 

incapables d’activer la mort cellulaire par la voie apoptotique classique (Vanden Berghe et al., 

2016, J. Yuan et al., 2010). De plus, la sévérité de certaines maladies neurologiques ou 

pathologies associées au SNC a été reliée à l’activation de ces facteurs, notamment pour la 

sclérose en plaques (Ofengeim et al., 2015b), la sclérose latérale amyotrophique (Re et al., 

2014), l’ischémie cérébrale (B. Yin et al., 2015) et la maladie de Huntingdon (S. Zhu et al., 

2011). Finalement, à ce jour, quelques virus sont reconnus pour induire une réponse cellulaire 

qui fait intervenir l’un ou l’autre des facteurs associés à la nécroptose, soit le réovirus (Berger et 

al., 2013), le VIH (Pan et al., 2014), le coxsackievirus (Harris et al., 2015), le virus de la vaccine 

(Y. He et al., 2014) et deux virus de la famille des herpersviridae, le CMV (Upton et al., 2010) et 

le HSV-1 (Z. Huang et al., 2015c). Ainsi, la nécroptose et l’implication des facteurs cellulaires 

RIP1, RIP3 et MLKL se sont avérés des pistes intéressantes à explorer afin de comprendre 

comment les neurones meurent suite à l’infection par HCoV-OC43. 

 

Au fil des dernières années, la caractérisation des processus reliés à la nécroptose s’est 

accélérée et plusieurs éléments du casse-tête qui mène à cette MCR sont maintenant connus. 

Pendant un certain temps, la seule voie d’activation de la nécroptose reposait sur la liaison du 

TNFα à des récepteurs de mort (TNFR1, TRAIL-R, Fas) situés à la membrane cytoplasmique, 

menant éventuellement à l’activation du facteur initiateur de cette MCR, RIP1 (Meylan et al., 

2005). Cette protéine kinase a longtemps gardé une partie de son secret mais aujourd’hui, on 

sait que des modifications post-traductionnelles d’ubiquitination et de dé-ubiquitination sont 
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essentielles pour orienter sa fonction qui peut s’avérer pro-survie tout comme pro-mort (Vanden 

Berghe et al., 2014). Suivant le détachement du complexe TNFα/TNFR de la membrane pour sa 

relâche au cytosol, la simple présence du facteur RIP1 permet la formation de complexes 

protéiques essentiels à une activation de la voie NF-κB, la production de cytokines pro-

inflammatoires et une réponse pro-survie (Dondelinger et al., 2015). Par contre, certaines 

conditions doivent être remplies pour que RIP1 participe aux processus de mort cellulaire. 

L’absence du facteur cIAP, une enzyme cellulaire qui ubiquitine RIP1, ou la dé-ubiquitination de 

RIP1 par CYLD ou A20, deux protéines qui enlèvent les chaines d’ubiquitines, sont nécessaires 

pour permettre à RIP1 de poursuivre les étapes reliées à la mort cellulaire (Vanden Berghe et 

al., 2016). D’ailleurs, la protéine cIAP est primordiale durant l’infection de souris par le virus 

influenza A puisqu’elle empêche l’activation de la nécroptose au niveau des tissus pulmonaires, 

augmentant ainsi la survie de l’hôte infectée (Rodrigue-Gervais et al., 2014). À ce jour, aucun 

lien entre la virulence du HCoV-OC43 et cIAP n’a été identifié, ni aucune interaction entre une 

protéine virale et ce facteur cellulaire. Concernant, les enzymes dé-ubiquitinantes, la protéase 

analogue à la papaïne (PLP) des virus SARS-CoV et HCoV-NL63 semble posséder une activité 

enzymatique similaire à CYLD ou A20 puisque la protéine virale est capable d’enlever des 

chaines d’ubiquitines sur différents facteurs cellulaires impliquées dans la réponse à l’IFN (S. W. 

Li et al., 2016b, L. Sun et al., 2012b). Bien qu’aucune expérience présentée dans cette thèse 

n’ait ciblé ces facteurs cellulaires, il reste plausible que ceux-ci jouent un rôle précédent 

l’activation des facteurs RIP et de la nécroptose dans le contexte d’infection neuronale par 

HCoV-OC43. D’ailleurs, une caractérisation plus complète des évènements entourant la mort 

neuronale par le coronavirus humain OC43 devrait couvrir les modifications d’ubiquitination de 

RIP1 suivant l’infection cellulaire. 

 

Comme mentionné ci-haut, l’activité de la caspase-8 se doit d’être compromise afin de 

permettre à la nécroptose de s’effectuer suite à la dé-ubiquitination de RIP1. Ainsi, une 

diminution de l’activité de cette enzyme pourrait également être considérée comme un indice 

indiquant l’activation de la nécroptose (Gunther et al., 2011, Ofengeim et al., 2015b). D’ailleurs, 

le HSV et le CMV encodent des protéines virales qui ciblent et perturbent l’activité de la 

caspase-8, entrainant un changement dans l’induction de la MCR de l’apoptose vers la 

nécroptose (Mocarski et al., 2012). Ainsi, dans un premier temps, nous avons mesuré le niveau 

d’activité de la caspase-8 afin d’établir que cette caspase était impliquée durant la réponse 

neuronale à l’infection virale par HCoV-OC43 (Figure 22A). Une hausse précoce de l’activité de 

la caspase-8 suivie d’une diminution de cette activité chez les cellules infectées 
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comparativement aux cellules non-infectées aurait permis d’étayer l’hypothèse que l’infection 

virale initie l’activation de cette caspase mais que l’intervention du virus entrave le 

fonctionnement de celle-ci, favorisant du même coup, la nécroptose au détriment de l’apoptose. 

Or, tel qu’observé à la Figure 22A, nous avons constaté qu’il n’y avait pratiquement aucune 

différence dans l’activité de cette enzyme entre l’infection par le virus de référence et la 

condition non infectée (mock). Bien que l’infection par le virus mutant a entrainé une diminution 

modérée dans l’activation de la caspase-8 très tôt dans l’infection (8 hpi), la différence d’activité 

ne semble pas suffisante pour conclure que ce virus a la capacité d’influencer l’activité 

enzymatique de cette enzyme. À titre de comparaison aux essais en présence du virus, nous 

avons traité les cellules avec le cycloheximide (CHX) et le TNFα, déjà reconnus dans la 

littérature pour induire l’activité enzymatique de cette caspase (L. Wang et al., 2008). La 

présence de TNFα et de CHX provoque une augmentation, somme toute assez modeste 

comparativement à la condition non traitée, de l’activité enzymatique de la caspase-8 (Figure 

22B). En présence de l’inhibiteur de caspases zVAD, cette activité diminue légèrement, 

suggérant que la caspase-8 peut être fonctionnelle, même si les niveaux observés ne sont pas 

très importants. Il est possible que le niveau de base de l’expression endogène de la caspase-8 

ne soit pas très important chez les cellules LA-N-5 ou que les composés chimiques utilisés n’ont 

pas été en mesure d’activer suffisamment l’enzyme pro-apoptotique, contribuant ainsi à rendre 

difficile l’observation de changement d’activité. L’une des façons qui aurait permis d’établir la 

modulation de la caspase-8 par le virus HCoV-OC43 aurait été de pré-traiter les cellules avec le 

TNFα et CHX pour stimuler l’activité de cette caspase et d’ensuite infecter les mêmes cellules 

avec HCoV-OC43 pour mesurer une possible différence dans l’activité enzymatique de la dite 

caspase. Néanmoins, le groupe de Simone Fulda, qui travaille sur la mort cellulaire à l’aide de 

différents types neuronaux, incluant les cellules LA-N-5, a démontré que la caspase-8 peut être 

détectée chez ces cellules et que l’activation de cette caspase est possiblement tributaire de ce 

qui est utilisé pour l’activer (Abhari et al., 2013). Ainsi, les composés chimiques utilisés ici 

comme témoin positif à l’activation de la caspase-8 ne sont probablement pas optimaux pour ce 

type cellulaire. De plus, dans le contexte d’une infection neuronale par HCoV-OC43, l’évaluation 

de l’activité enzymatique de la caspase-8 dans le but de démontrer l’activation précoce de la 

nécroptose semble plus complexe et difficile qu’escomptée. L’utilisation d’un autre modèle 

cellulaire ou d’un modèle in vivo dont l’expression où l’activation de cette caspase est plus facile 

pourrait nous aider à déterminer si cette étape s’avère utile pour démontrer l’activation de la 

nécroptose par HCoV-OC43. 
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3.2 Activation des facteurs RIP1, RIP3 et MLKL 
 

Les outils permettant de démontrer l’activation de la nécroptose étant limités, 

l’augmentation de l’expression des ARNm correspondant aux facteurs RIP1 et RIP3 est 

considérée comme un des moyens pouvant être utilisés pour établir la prédisposition d’un tissu 

ou d’un type cellulaire à l’activation de cette MCR (Jouan-Lanhouet et al., 2014). Tel qu’illustré à 

la Figure 18, les niveaux d’ARNm correspondant à RIP1 et RIP3 ont augmenté dans le temps 

suite à l’infection virale, autant chez le modèle cellulaire murin qu’humain. L’expression accrue 

de ces facteurs sous-entend que la réponse neuronale à l’infection passe par la nécroptose, 

possiblement associée à un plus grand nombre de cellules infectées. En effet, l’augmentation 

des niveaux d’expression des facteurs RIP est plus importante lors de l’infection par le virus 

mutant que par le virus de référence et l’expression du facteur RIP3 suivant l’infection des 

cellules LA-N-5 par le virus de référence est demeurée stable et plutôt faible par rapport à la 

condition non infectée (Figure 17B). Ce phénomène a déjà été observé dans une étude qui a 

démontré que les niveaux d’ARNm correspondant à RIP1 augmentaient de façon très 

importante suite à l’infection de rétines par le CMV murin chez des souris alors que le niveau 

d’expression de RIP3 restait stable et assez faible (Chien et al., 2012). Bien qu’aucune 

explication n’ait été proposée pour expliquer ce phénomène, on peut élaborer quelques 

hypothèses afin d’expliquer la différence d’expression entre RIP1 et RIP3 observée ici. Le 

modèle cellulaire humain utilisé dans le cadre de cette thèse est la lignée immortalisée de type 

neuroblastome LA-N-5, l’un des modèles neuronaux humains les plus pertinents (Thiele, 1998). 

Cette lignée, comme tant d’autres, possède des modifications dans son génome qui, en 

parallèle de lui conférer un statut immortel, peut aussi affecter la signalisation intracellulaire ou 

la réponse à un stimulus (Thiele, 1998). De plus en plus d’études démontrent que certaines 

lignées immortalisées ou des cellules cancéreuses ont accumulé des mutations qui affectent 

l’expression des facteurs RIP, majoritairement RIP3 (S. He et al., 2009, Morgan et al., 2015, 

Nugues et al., 2014). La raison pour laquelle RIP3 serait davantage ciblée chez ces cellules 

demeure inconnue mais l’hyperméthylation des régions avoisinant le site de transcription du 

gène rip3 pourrait en être la cause (Fukasawa et al., 2006, Koo et al., 2015). Ainsi, il est 

possible que la présence de mutations chez les cellules LA-N-5 rende plus difficile l’expression 

et l’activation de RIP3 comparativement à RIP1. De plus, la réplication du virus de référence 

n’est peut-être pas suffisante pour induire un stress cellulaire qui se traduit par une 

augmentation de l’expression de RIP3 comparativement au virus mutant. Malgré l’expression du 

facteur RIP3 parmi les cellules LA-N-5 (Abhari et al., 2013), la résistance de ces cellules à 
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engager le facteur RIP3 dans sa réponse neuronale à l’infection par HCoV-OC43 est donc 

possiblement issue du caractère intrinsèque de la relation hôte-pathogène observée ici. 

D’ailleurs, l’utilisation d’un autre modèle cellulaire nous a permis de mieux contextualiser les 

résultats obtenus par le modèle de cellules LA-N-5. La différence d’expression de RIP3 entre les 

deux modèles de culture cellulaire illustre aussi potentiellement la différence qui peut exister 

dans la facilité d’activation de cette MCR dépendamment du type cellulaire ou de la région 

impliquée. Parmi les cellules du SNC, les neurones (S. Liu et al., 2014b), les oligodendrocytes 

(Ofengeim et al., 2015a), les astrocytes (Fan et al., 2016) et les microglies (S. J. Kim et al., 

2013) possèdent tous les facteurs nécessaires à l’activation de la nécroptose même s’il est 

possible que le degré d’expression de ceux-ci varie d’un type cellulaire à un autre. L’une des 

différences entre les cellules LA-N-5 et les cultures primaires murines du SNC est justement la 

présence non négligeable d’astrocytes parmi ce dernier modèle. Il est donc possible que 

l’infection des astrocytes, suivant celle des neurones, par HCoV-OC43 entraine une 

augmentation significative de l’expression du facteur RIP3. D’ailleurs, la Figure 23 illustre que 

l’induction des facteurs RIP1 et RIP3 chez une lignée immortalisée de type astrocyte humain 

(U373) peut varier selon le stimulus. En effet, on peut remarquer l’absence du facteur RIP3 suite 

à l’amplification de ce gène à partir d’ARNm cellulaire en condition physiologique (Figure 23A). 

Par contre, lorsque ces facteurs sont stimulés par la présence de TNFα + zVAD (Figure 23B), 

un traitement chimique reconnu pour induire l’activation de la nécroptose ou par HCoV-OC43 

(Figure 23C), les niveaux d’ARN correspondant à RIP3 augmentent, suggérant que la présence 

d’un inducteur peut amener la cellule à exprimer le facteur impliqué dans cette MCR.  
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La présence des astrocytes parmi les cultures primaires murines pourrait également 

accentuer l’activation des facteurs RIP1 et RIP3 et la nécroptose chez les neurones en sécrétant 

des cytokines pro-inflammatoires. Le TNFα est connu pour être sécrété par les astrocytes suite 

à un stress et la nécroptose chez les neurones peut être activée suite à la liaison de cette 

cytokine à son récepteur (S. Liu et al., 2014b). Ainsi, la composition cellulaire des cultures 

primaires murines pourrait contribuer à accentuer l’activation des facteurs associés à la 

nécroptose et causer la mort neuronale suivant l’infection de ces cellules par HCoV-OC43. 

Comparativement au virus de référence, le virus mutant semble activer davantage l’expression 

des ARNm pour RIP1 et RIP3, autant chez le modèle murin qu’humain, ce qui corrèle également 

avec la mort neuronale plus importante induite par ce virus. Même si l’efficacité de rOC/Us183-241 

à infecter les neurones est plus importante que rOC/ATCC, on ne peut exclure que la production 

accrue de particules infectieuses par le virus mutant perturbe davantage l’homéostasie cellulaire 

d’où une réponse plus intense par le neurone infecté et une activation plus importante des 

facteurs RIP. Ainsi, lorsqu’un seuil de détection de la présence du virus est franchi, cela amène 

la cellule à répondre à la hauteur de la menace en activant plus rapidement ou de façon plus 

importante les facteurs responsables de provoquer le suicide de la cellule. En d’autres termes, 

la balance entre les facteurs pro-survies et pro-mort peut finir par pencher en faveur de ces 

derniers en fonction d’un stress induit sur la cellule qui perdure depuis trop longtemps. 

 

Quoi qu’il en soit, l’absence d’augmentation en protéines des facteurs RIP1 et RIP3 suite à 

l’infection des modèles murins et humains représente un point non résolu. Considérant les 

résultats de qPCR, on se serait attendu à observer une tendance similaire au niveau protéique 

(Figure 18C-D). Or, l’absence de corrélation entre les niveaux de transcription et de traduction 

des facteurs RIP1/3 nous a amené à émettre l’hypothèse que le virus pourrait interférer entre les 

étapes post-transcriptionnelles et pré-traductionnelles, afin d’empêcher la cellule de pleinement 

traduire les protéines associées à la MCR et de permettre au virus de gagner du temps pour se 

répliquer et se disséminer. D’ailleurs, le protozoaire Leishmania est capable de modifier 

l’expression de certains gènes cellulaires pour son bénéfice, notamment en diminution la 

traduction du répresseur traductionnel 4E-BP1, puisque ce dernier est activé par la cellule en 

guise de réponse anti-parasitaire (Jaramillo et al., 2011). Cette manipulation du parasite sur 

l’expression de 4E-BP1 détourne la traduction des ARNm cellulaires vers ceux du parasite, et 

permet à ce dernier de survivre et de se propager à travers les macrophages. Afin d’évaluer le 

degré de traduction d’un ARNm, nous avons utilisé, en collaboration avec le Dr Maritza 

Jaramillo, une technique particulière appelée Polysome Profile Analysis qui établit si la 
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traduction de l’ARNm est modulée à la hausse ou à la baisse par rapport à une autre condition. 

Cette technique a déjà été utilisée pour démontrer que les virus VSV et EMCV emploient une 

stratégie de contrôle traductionnelle afin de restreindre la production des IFN de type I (Herdy et 

al., 2012). Tel qu’observé à la Figure 24A, la technique de Polysome Profile Analysis consiste à 

séparer les ARNm issus de lysats cellulaires, en fonction de leur équilibre de sédimentation à 

travers un gradient de sucrose ultracentrifugé. Ainsi, les ARNm libres, c’est-à-dire sans 

ribosomes associés, se retrouveront dans la partie supérieure du gradient alors que ceux ayant 

un ou plusieurs ribosomes accrochés (polysomes) se déplaceront plus profondément en 

fonction du nombre de ribosomes attachés. Suite à la séparation des ARN, le gradient de 

sucrose est ensuite poussé à travers un détecteur UV qui mesure l’absorbance et trace un 

graphique où l’absorbance est proportionnelle à la quantité de transcrits (Figure 24B). Comme 

on peut s’y attendre, la quantité de transcrits en cours d’être traduits est légèrement supérieure 

pour les cellules LA-N-5 infectées par les virus de référence ou mutant comparativement aux 

cellules non infectées. La technique ne fait pas la différence entre les ARN cellulaires et viraux, 

ce qui implique que l’augmentation du nombre de transcrits en conditions infectées représente 

autant ceux d’origines virales que cellulaires. Cette augmentation n’est pas surprenante puisque 

d’une part, le virus va démarrer rapidement sa propre réplication et, d’autre part, la cellule va 

aussi engager une réponse antivirale qui impliquera la synthèse de nouveaux ARN encodant les 

protéines nécessaires à cette réponse. Quoi qu’il en soit, la présence de HCoV-OC43 augmente 

la traduction d’ARNm par rapport à la condition non infectée. Suite à la fragmentation du 

gradient, l’échantillon est séparé et récupéré en différentes fractions. À partir de ces fractions, 

l’ARN est isolé et purifié afin de quantifier l’expression du facteur RIP1 ou du gène témoin 

GAPDH par qPCR. La quantification de chacune des fractions est rapportée sur la somme de 

l’ensemble des fractions, ce qui permet d’établir un pourcentage d’expression du gène amplifié 

pour chacune des fractions. De plus, l’interprétation des courbes doit tenir compte du fait que les 

fractions les plus élevées (portion droite de la courbe) contiennent les ARNm ayant plusieurs 

ribosomes accrochés alors que plus on se déplace vers la gauche des courbes, moins de 

ribosomes seront rattachés aux ARNm. Tel qu’illustré sur la Figure 24C, la courbe représentant 

la condition non infectée montre un pic important dans les fractions élevées (11-15) indiquant 

que le facteur RIP1 est accroché à des polysomes et est théoriquement traduit. Par contre, 

l’allure des courbes correspondant aux fractions des échantillons infectés par le virus de 

référence ou le virus mutant se déplace légèrement vers la gauche, suggérant que les ARNm de 

RIP1 sont moins traduits. L’expression faible mais stable du gène contrôle GAPDH entre les 

différentes conditions (Figure 24D) nous assure que la différence observée entre les courbes 
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pour RIP1 ne provient pas d’une diminution généralisée de la traduction des ARNm dans la 

cellule par HCoV-OC43. Ainsi, la cellule réagit probablement à la présence du virus en 

augmentant la transcription et la traduction du facteur RIP1 afin d’initier la mort cellulaire pour 

tenter de limiter la réplication et la propagation virale. Toutefois, le virus pourrait avoir la capacité 

de perturber la traduction de ces ARNm et ainsi diminuer la quantité des protéines RIP 

correspondante, ce qui pourrait ralentir l’activation de la nécroptose. Malheureusement, la 

grande variabilité observée entre les différents réplicats biologiques nous empêche de conclure 

hors de tout doute que cette hypothèse soit correcte. Fait intéressant, la protéine nsp1, identifiée 

dans l’ORF1ab chez plusieurs coronavirus, peut inhiber l’expression de certains gènes de l’hôte 

au niveau post-transcriptionnel. En effet, cette protéine, chez le SARS-CoV (Lokugamage et al., 

2012) et le MERS-CoV (Lokugamage et al., 2015), bloque la traduction des ARNm cellulaires en 

se fixant à la sous-unité ribosomale 40S et recrute des endonucléases cellulaires pour dégrader 

ces ARN. Lors d’infections par le TGEV, nsp1 provoque également l’arrêt de la traduction des 

gènes cellulaires mais le mécanisme reste à ce jour inconnu (C. Huang et al., 2011a). Ainsi, 

même si cette fonction du facteur nsp1 chez HCoV-OC43 n’a pas été identifiée à ce jour, il est 

possible que ce dernier soit responsable de l’absence d’augmentation en protéines des facteurs 

RIP1 et RIP3 suite à l’infection des cellules LA-N-5 par les virus de référence et mutant. Quoi 

qu’il en soit, la caractérisation des facteurs initiateurs (RIP1, RIP3) et effecteurs (MLKL) de la 

nécroptose s’avèrera incontournable dans l’avenir, étant donné le rôle potentiel de ceux-ci dans 

la mort neuronale induite par HCoV-OC43. 
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Figure 24. Diminution potentielle de la présence de polysomes et de la traduction des ARNm 
correspondant au facteur RIP1 lors de l’infection des cellules LA-N-5 par les virus de référence ou mutant. 
(A) Schéma représentant brièvement les premières étapes de la technique de Polysome Profile Analysis. 
À partir des cellules infectées, le contenu intracellulaire est extrait et ultracentrifugé dans un gradient de 
sucrose. Les ARN libres ainsi que les sous-unités ribosomales se retrouveront dans la partie supérieure 
du gradient alors que les ARN associés à un ou des ribosomes seront distribués vers la partie inférieure 
du gradient. Adapté de Abdelmohsen K., 2012. Modulation of gene expression by RNA binding proteins : 
mRNA stability and translation, Binding protein. (B) Profil d’absorbance des différentes fractions isolées 
du gradient de sucrose provenant des échantillons infectés (rOC/ATCC, rOC/Us183-241) ou non. (C) 
Pourcentage d’expression du facteur RIP1 (C) et du gène témoin GAPDH (D) suite au qPCR des différentes 
fractions des échantillons infectés (rOC/ATCC, rOC/Us183-241) ou non. 
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 Selon la littérature, l’activation du facteur RIP3, suivant ou non l’interaction avec RIP1, 

provoque une accumulation de celui-ci sous sa forme phosphorylée, ce qui permet le 

recrutement de MLKL et la formation du nécrosome (Vanden Berghe et al., 2016). La 

phosphorylation à la position 227 de l’acide aminé sérine est essentielle pour recruter le facteur 

MLKL. Ce dernier sera également phosphorylé aux sites 357 et 358 des acides aminés 

thréonine et sérine (L. Sun et al., 2012a, J. Zhang et al., 2016a). Ces étapes de phosphorylation 

stimulent l’oligomérisation de MLKL ainsi que sa translocation aux membranes intracellulaires et 

cytoplasmiques (H. Wang et al., 2014a) (Dondelinger et al., 2014). La Figure 20 démontre bien 

l’implication de MLKL durant la mort neuronale induite par HCoV-OC43. De plus, l’augmentation 

significative de la survie des neurones infectés suivant son inhibition par le composé chimique 

necrosulfonamide (NSA) prouve que MLKL joue un rôle primordial dans le processus de mort 

cellulaire. De plus, ce facteur est davantage activé en présence du virus mutant, probablement 

en raison du plus grand nombre de cellules infectées par ce dernier ou par la présence plus 

importante de particules infectieuses à l’intérieur des cellules. Le mécanisme par lequel MLKL 

provoque la rupture des membranes est encore sujet à débat. Certains ont observé que la 

protéine se fixe aux phosphatidylinositol phosphates (PIPs), insérés dans la membrane 

cytoplasmique, ce qui déclenche la destruction de celle-ci (Dondelinger et al., 2014, H. Wang et 

al., 2014a). D’autres ont plutôt constaté que MLKL favorise la formation de canaux ioniques 

perméables à l’entrée massive d’ions sodium ou calcium, ce qui fait imploser la cellule (Cai et 

al., 2014, X. Chen et al., 2014). Cette deuxième hypothèse est intéressante puisque 

l’excitotoxicité glutamatergique, observée chez des neurones infectés par HCoV-OC43, fait 

intervenir le calcium comme source de dysfonctionnement parmi ces cellules. En effet, HCoV-

OC43 perturbe le recyclage du glutamate par les astrocytes, ce qui résulte en une accumulation 

de ce neurotransmetteur au niveau des fentes synaptiques et l’activation des récepteurs AMPA 

et NMDA. Ces deux récepteurs laissent alors entrer le calcium à l’intérieur du neurone (Brison et 

al., 2011, Brison et al., 2014). Même s’il est difficile de concilier la relation entre l’activation de 

MLKL et l’excitotoxicité glutamatergique, il n’en demeure pas moins que ces deux phénomènes 

pourraient contribuer à accentuer la mort neuronale induite par l’infection du coronavirus humain 

OC43. 
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3.3	  Implication du facteur RIP1 dans le mécanisme antiviral	  
 

Afin d’établir le rôle joué par les facteurs associés à la nécroptose dans la mort des 

neurones infectés, nous avons ciblé, dans un premier temps, le facteur RIP1 puisque ce dernier 

initie généralement la nécroptose. Bien que le rôle de RIP1 dans la nécroptose semble plus 

complexe qu’on le pensait au départ, en raison d’une meilleure caractérisation de cette forme de 

mort cellulaire, ce facteur était considéré à l’époque comme l’élément initiateur de cette MCR 

(Christofferson et al., 2012). En effet, en absence de répression par la caspase-8, RIP1 subit 

des modifications post-traductionnelles d’autophosphorylation et de phosphorylation sur l’autre 

protéine kinase impliquée, le facteur RIP3 (Y. S. Cho et al., 2009). À l’époque, le rôle démontré 

de RIP1 était d’entamer la formation d’un complexe avec RIP3 afin de poursuivre la cascade 

d’activation de la nécroptose. Ainsi, la première approche utilisée pour inhiber le facteur RIP1 a 

été d’utiliser un inhibiteur chimique, le nécrostatin, également appelé Nec-1. Cet inhibiteur, 

découvert en 2005, empêche l’hydrolyse de l’ATP dans le domaine kinase de RIP1, ce qui 

bloque la phosphorylation du facteur RIP3 et son interaction avec celui-ci (Degterev et al., 2008, 

Degterev et al., 2005, Degterev et al., 2013). Afin d’évaluer si l’inhibition de l’activité kinase de 

RIP1 et du blocage de la nécroptose aurait un impact sur la survie cellulaire, nous avons évalué 

la mortalité des cellules LA-N-5 infectées par le virus de référence en présence ou non de Nec-1 

à différentes concentrations (Figure 25). Or, la présence de Nec-1 a augmenté la survie des 

cellules LA-N-5 infectées de façon croissante par rapport à la concentration de l’inhibiteur 

(Figure 25A). La concentration de 20 µM est la concentration la plus efficace pour augmenter la 

survie cellulaire, autant pour le virus de référence que le virus mutant (Figure 25B) et était 

également la concentration utilisée dans la littérature (Y. Cho et al., 2011, J. R. Wu et al., 2015) 

pour inhiber l’activation de la nécroptose en réponse à différents stimuli chimiques. Par contre, 

cette protection cellulaire est fort probablement associée à une diminution dans la production de 

particules infectieuses puisque les titres infectieux libres ou associés aux cellules sont moins 

élevés comparativement aux cellules non traitées (Figure 25 C-D). De plus, tel qu’observé par 

immunofluorescence présentée à la Figure 25E, la dissémination du virus de référence est aussi 

moins importante en présence de concentrations croissantes de Nec-1 ce qui suggère que cet 

inhibiteur possède l’étonnante capacité de restreindre la réplication de HCoV-OC43. Il s’agirait 

de la première fois qu’un effet antiviral soit associé à cet inhibiteur et il s’avère assez complexe 

de comprendre le mécanisme sous-jacent. Toutefois, il n’est pas rare qu’un inhibiteur chimique, 

qui cible la fonction kinase d’un facteur cellulaire, possède également la capacité d’inhiber la 

réplication virale (Mohr et al., 2015, Sasaki et al., 2014, Yura et al., 1997). Les virus détournent 

une panoplie de mécanismes cellulaires à leur avantage dont ceux qui font intervenir des 
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kinases. Ainsi, il n’est pas surprenant de constater qu’en ciblant des enzymes cellulaires, 

potentiellement utilisées aussi par le virus, cela entraine des perturbations durant les processus 

de réplication virale. D’ailleurs, différents inhibiteurs contre l’activité kinase se sont révélés 

efficaces pour inhiber plusieurs virus hémorragiques notamment Ebola, Marburg et Lassa (Mohr 

et al., 2015) mais également le virus influenza (Sasaki et al., 2014) ou le HSV-1 (Yura et al., 

1997). De plus, la localisation et la fonction de la protéine structurale N chez le SARS-CoV et le 

coronavirus aviaire IBV est assurée par la phosphorylation à de nombreux sites sur cette 

dernière (Spencer et al., 2008, Surjit et al., 2005). Ainsi, il est possible que Nec-1 interfère dans 

la phosphorylation de diverses protéines virales, notamment la protéine N, ce qui empêche la 

formation complète des nouveaux virions et diminue grandement la production de particules 

infectieuses de HCoV-OC43. Il serait tout de même intéressant de comparer l’effet inhibiteur de 

Nec-1 sur d’autres virus pour vérifier la spécificité de cet effet antiviral ou en infectant différents 

types cellulaires afin d’établir si la protection cellulaire est restreinte à certains types cellulaires. 
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L’utilisation de Nec-1 par différents groupes de recherche a aussi permis d’établir que cet 

inhibiteur cible également la protéine indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO), enzyme qui catalyse 

la dégradation de l’acide aminé tryptophane en N-formylkynurenine (Muller et al., 2005). L’effet 

inhibiteur de Nec-1 sur cette autre enzyme n’a aucun effet sur la nécroptose puisque l’inhibition 

de IDO n’influence en aucun cas la mort cellulaire. En effet, l’utilisation d’un inhibiteur chimique 

spécifique contre IDO (1-MT) n’a pas été en mesure de bloquer l’activation de la nécroptose ni 

d’interférer avec l’activité kinase de RIP1, suggérant que IDO n’est pas impliqué dans la 

nécroptose (Takahashi et al., 2012, Vandenabeele et al., 2013). Néanmoins, la modification 

chimique de Nec-1, suivant ces observations, a permis de créer une version ‘’améliorée’’ de 

l’inhibiteur appelé Nec-1s. Ce nouvel inhibiteur est davantage spécifique à RIP1 et n’interfère 

pas avec IDO et d’autres enzymes kinases. Les chimistes à l’origine de ces modifications ont 

également créé une version inactive de l’inhibiteur, Nec-1i, qui ne bloque pas RIP1 mais qui 

peut interférer auprès des autres enzymes (Degterev et al., 2013). En utilisant ces inhibiteurs 

sur les cellules LA-N-5, les résultats se sont avérés quelque peu étonnants puisque Nec-1s n’a 

pas provoqué une diminution importante de la réplication virale comme Nec-1 (Figure 26) ni 

d’une augmentation significative de la survie cellulaire (résultats non montrés). Ce résultat tend 

à confirmer l’hypothèse que l’effet antiviral de Nec-1 est probablement issu d’une interférence de 

l’inhibiteur chimique avec une autre enzyme cellulaire nécessaire au virus ou à une des 

enzymes virales. Ce résultat nous apprend également une autre information intéressante. 

L’inhibition spécifique de RIP1 par Nec-1s ne modifie pas la réplication virale suggérant que 

l’activité kinase de RIP1 n’est pas impliquée dans une forme de restriction virale via l’activation 

de la nécroptose. Étant donné les rôles divergents entre l’activité kinase de la protéine RIP1 et 

la présence de la protéine dans son ensemble (Figure 19), il est donc possible que la structure 

de RIP1 soit impliquée dans la mort neuronale mais de façon indépendante de son activité 

kinase. 

 

 

Figure 25. L’inhibiteur chimique ciblant RIP1 (Nec-1) augmente la survie cellulaire en diminuant la 
réplication virale en fonction de la concentration de ce dernier. (A) Survie cellulaire de cellules LA-N-5 
infectées ou non par le virus HCoV-OC43 de référence après 72hpi et traitées ou non avec Nec-1 aux 
concentrations indiquées. (B) Survie cellulaire de cellules LA-N-5 infectées ou non par les virus HCoV-
OC43 de référence ou mutant après 72hpi et traitées en présence de Nec-1 à 20 uM. (C) Production des 
particules virales libres (milieu extracellulaire) du virus de référence en présence de différentes 
concentrations de Nec-1 au temps indiqué. (D) Production des particules associées à la cellule (milieu 
intracellulaire) du virus de référence en présence de différentes concentrations de Nec-1 au temps 
indiqué. (E) Immunofluorescence de cellules LA-N-5 infectées par le virus HCoV-OC43 de référence après 
72hpi et traitées ou non avec Nec-1 aux concentrations indiquées. 
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L’utilisation de l’ARN interférant (ARNi) nous a donc permis d’inhiber l’expression du 

facteur RIP1 et de démontrer que son absence entraine une augmentation de la survie cellulaire 

mais également une augmentation de la réplication virale (Figure 19), illustrant les 

conséquences divergentes de l’absence de ce facteur durant l’infection des cellules LA-N-5 par 

HCoV-OC43. En effet, l’absence de RIP1 entrave probablement l’activation des processus de 

mort cellulaire mis en place par la cellule, ce qui augmente significativement la survie cellulaire 

en dépit de la présence du virus. Éventuellement, une autre MCR pourrait prendre le relais et 

mener à la mort cellulaire mais de façon beaucoup moins efficace et qui prendra davantage de 

temps. Or, le retard dans la mise en place des processus de mort neuronale infligés par 

l’absence de RIP1 a probablement permis au virus d’avoir davantage de temps (par rapport aux 

cellules témoins) pour se répliquer et assembler une plus grande quantité de nouvelles 

particules infectieuses. Le rôle antiviral de RIP1 a déjà été démontré lors d’infections par le CMV 

(Upton et al., 2012) ou le HSV-1 (Z. Huang et al., 2015c), corroborant ainsi la conclusion tirée ici 

en lien avec le rôle de RIP1 durant l’infection de neurones par HCoV-OC43. Les virus CMV et 

HSV-1 encodent des protéines virales dont la fonction est justement d’inhiber l’activation de la 

nécroptose ce qui confère évidemment un avantage à ces virus pour accomplir leur cycle 
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Figure 26. Effet antiviral de l’inhibiteur chimique (Nec-1) contre l’activité 
kinase de RIP1. L’inhibition de la réplication virale (rOC/ATCC) parmi les 
cellules LA-N-5 est probablement reliée au manque de spécificité de Nec-1 qui 
cible d’autres protéines kinases, contrairement à l’inhibiteur Nec-1s, plus 
spécifique à RIP1. 
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réplicatif sans encombre (Danthi, 2016). Toutefois, l’une des conséquences de l’utilisation de la 

nécroptose comme mécanisme antiviral par la cellule hôte est l’établissement d’un 

environnement davantage inflammatoire comparativement à d’autres MCR. En effet, suivant la 

destruction des membranes intracellulaires et cytoplasmiques, la nécroptose entraine la 

libération de DAMP (IL-1α, IL-1β, IL-33, HMGB1, ATP), molécules qui agiront pour instaurer les 

processus inflammatoires et alarmer les autres cellules d’un danger potentiel (Kaczmarek et al., 

2013). La mort cellulaire, couplée à l’instauration d’un environnement inflammatoire, peut 

paraitre primordiale pour se débarrasser d’une infection virale mais peut également avoir des 

conséquences délétères pour l’hôte, surtout si ces processus surviennent au SNC. On sait que 

durant l’infection de souris par le virus de référence (rOC/ATCC) et par le virus mutant rOC/Us24-

241, un variant extrêmement virulent portant quatre mutations dans la glycoprotéine virale S, les 

cytokines IL-1α, IL-1β sont largement exprimés dans la moelle épinière (Jacomy et al., 2010). 

Même si la différence d’expression de ces deux cytokines n’est pas statistiquement significative 

entre les deux virus, la présence de ces cytokines suggère que la nécroptose peut être activée 

et peut contribuer à la sévérité de la neuropathologie suivant la présence de ces virus au SNC. 

Ainsi, la perte neuronale et l’activation de processus inflammatoire reliés à l’activation de la 

nécroptose pourraient potentiellement être mises en place par l’hôte pour éliminer le coronavirus 

mais en provoquant également des dommages suffisants pour provoquer une pathologie 

neuronale observable chez la souris. La capacité intrinsèque du virus rOC/Us183-241 à se répliquer 

et se disséminer plus efficacement engendre probablement davantage de dommages, ce qui se 

répercute au niveau de la sévérité de la pathologie. La poursuite de la caractérisation de ces 

processus devra tenir compte de modèles animaux où les différents acteurs de la nécroptose 

sont absents afin de mieux cerner l’impact de ceux-ci sur les pathologies neurologiques. Les 

considérations immunitaires devront aussi être abordées afin de déterminer quels éléments du 

système immunitaire sont mis en cause durant la nécroptose favorisant davantage 

l’homéostasie du SNC ou au contraire contribuant à la pathogenèse. 

 

3.4 L’activation de la nécroptose chez le modèle neuronal humain ne 
suit pas la voie classique 
 
L’implication des facteurs RIP1 et MLKL et l’établissement d’une forme de MCR analogue 

à la nécroptose durant la mort neuronale induite par HCoV-OC43 ont également soulevé la 

question de savoir comment cette MCR est activée. Pendant plusieurs années, la principale voie 

d’activation connue et majoritairement caractérisée a été la liaison du TNFα à divers récepteurs 
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de mort, lorsque la caspase-8 n’est pas fonctionnelle (W. Zhou et al., 2014b). La majorité des 

cellules utilisées dans ces études ont été les Mouse embryonic fibroblasts (MEF) (Moujalled et 

al., 2013) ainsi que les lignées immortalisées murines L929 (Y. Cho et al., 2011) et humaines 

Jurkat (Laukens et al., 2011). Dans cette thèse, la majorité des expérimentations ont été 

effectuée à l’aide des cellules LA-N-5, une lignée humaine de type neuroblastome, puisque ce 

modèle présentait des avantages indéniables. Facile d’utilisation pour une lignée neuronale et 

rapide à différencier, l’activation de la nécroptose par HCoV-OC43 n’a jamais été décrite. C’est 

pourquoi nous avons également entrepris de comprendre brièvement comment cette lignée peut 

déclencher cette MCR en réponse à la présence du virus. Telle qu’illustrée à la Figure 27, nous 

avons comparé la survie cellulaire de différentes lignées cellulaires en présence ou non de 

TNFα et d’un inhibiteur des caspases (zVAD-fmk), une combinaison reconnue pour activer la 

nécroptose (Christofferson et al., 2012, Vanlangenakker et al., 2011b) ainsi qu’en présence de 

l’inhibiteur de nécroptose Nec-1. À l’inverse des autres types cellulaires utilisés, connus pour 

être susceptibles à la nécroptose par ces traitements chimiques, les cellules LA-N-5 n’ont pas 

été affectées de façon importante en présence de TNFα et zVAD. En effet, d’une part cette 

combinaison n’a pu induire une mortalité significative des cellules LA-N-5 et d’autre part, la 

présence de Nec-1 n’a pas protégé davantage ces cellules contre la MCR comparée aux autres 

types cellulaires (Figure 27). L’absence de mort cellulaire ne signifie pas nécessairement que la 

nécroptose ne peut être activée chez les cellules LA-N-5 mais suggère plutôt simplement que 

l’induction de cette MCR ne peut l’être suivant la voie du récepteur aux TNFα. D’ailleurs, la 

présence de ce récepteur n’est pas confirmée chez ces cellules, ce qui pourrait empêcher la 

nécroptose d’être activée de cette façon. Néanmoins, la nécroptose peut être déclenchée par la 

liaison du TNFα à son récepteur sur différents types cellulaires tel qu’observé à la Figure 27. 
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Les résultats présentés à la Figure 27 indiquent que, dépendamment du type cellulaire, la 

nécroptose peut être activée ou non selon la voie classique (TNFα et zVAD). Or, à ce jour, il 

existe trois autres voies menant à la nécroptose; certaines impliquent RIP1 et RIP3 alors que 

d’autres impliquent seulement RIP3. L’une de ces voies implique la protéine TRIF, un facteur 

intermédiaire dans la réponse cellulaire suivant la détection d’un PAMP par les TLR (Kaiser et 

al., 2005). La liaison d’ARN bicaténaire ou de LPS, respectivement au TLR3 et 4, entraine 

l’interaction entre le facteur TRIF et RIP3 via leur domaine de liaison RHIM (S. He et al., 2011). 

Étrangement, l’exclusivité entre l’association de RIP3 à TRIF pour déclencher la nécroptose ne 

se retrouve que chez les cellules endothéliales et les fibroblastes, puisque RIP1 est également 

nécessaire pour activer cette MCR chez les macrophages. D’autres TLR, notamment les TLR2, 

5 et 9, ont également la capacité d’activer cette mort cellulaire mais seulement à partir d’une 
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Figure 27. Survie cellulaire de différents types cellulaires en présence de 
composés chimiques qui activent la nécroptose (TNFa/zVAD) ou qui l’inhibent 
(TNFa/zVAD/Nec-1). Mis à part les cellules LA-N-5 où la nécroptose ne peut être 
déclenchée par ces traitements, les autres types cellulaires ont démontré, à des 
degrés variables, que la mort cellulaire induite est la nécroptose. Jurkat : lignée 
immortalisée humaine de lymphocyte T; U947 : lignée immortalisée humaine de 
monocytes, L929 : lignée immortalisée murine de fibrosarcome. 
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production autocrine ou paracrine de TNFα (Kaiser et al., 2013). Ensuite, le DNA dependent 

activator of IFN-regulatory factor (DAI) qui détecte la présence de virus à ADN dans le cytosol, 

possède également un domaine RHIM qui lui permet de s’associer avec RIP3 et d’activer la 

nécroptose (Kaiser et al., 2008, Upton et al., 2012). Il est peu probable que cette voie soit 

utilisée par la cellule pour activer la nécroptose dans le contexte d’infection par HCoV-OC43 

puisque ce dernier est un virus à ARN monocaténaire. Finalement, la détection d’ARN 

bicaténaire d’origine virale par la protéine kinase R (PKR) peut également activer la nécroptose 

suite à sa liaison avec RIP1, à condition que la protéine adaptatrice FADD soit absente (Thapa 

et al., 2013). Cette dernière voie pourrait s’avérer intéressante afin d’expliquer l’activation de la 

nécroptose par le HCoV-OC43. En effet, l’infection par le SARS-CoV déclenche l’activation de la 

PKR suite au stress appliqué au RE et à l’induction de la UPR subséquente (C. P. Chan et al., 

2006), cette dernière étant également observée lors d’infections par HCoV-OC43 (Favreau et 

al., 2009). De plus, l’activation de cette protéine kinase semble être responsable de la mort 

cellulaire par apoptose (Krahling et al., 2009) et l’infection du SNC par le coronavirus murin JHM 

active également la PKR, ce qui module l’inflammation et l’encéphalite virale (Kapil et al., 2014). 

Ainsi, il est plausible que la nécroptose induite suivant l’infection de neurones par HCoV-OC43 

passe par la reconnaissance du virus via la PKR. 
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4. CONCLUSIONS 
 

Le coronavirus humain HCoV-OC43 a démontré au fil des années qu’il n’est pas qu’un virus 

respiratoire. Ses capacités neuroinvasives et neurotropes représentent sans aucun doute une 

forme d’adaptation chez son hôte naturel, l’être humain. L’infection du SNC permet 

probablement au virus d’atteindre un environnement susceptible de lui assurer une survie plus 

efficace. D’ailleurs, la présence moins importante du système immunitaire adaptatif dans cet 

environnement favorise le virus à se maintenir dans un état latent et à persister chez son hôte. 

Par contre, cela ne veut pas dire que l’hôte est totalement démuni face à la menace que 

représente ce virus. Parmi les nombreux mécanismes de défense, l’activation des processus de 

mort cellulaire régulée est un moyen, certes définitif pour la cellule infectée, mais qui demeure 

un moyen efficace pour diminuer la dissémination du virus à travers l’organisme. Il existe 

plusieurs types différents de mort cellulaire régulée (MCR) qui font intervenir différents facteurs. 

Dépendamment du site d’activation, du type cellulaire, du stimulus ou d’une manipulation par un 

pathogène, la cellule privilégiera un processus de mort plutôt qu’un autre afin de s’assurer de sa 

finalité. De plus, la présence d’une panoplie de types de MCR permet aussi à la cellule de 

disposer de voies alternatives dans l’optique où un virus s’adapte et interfère dans l’une des 

MCR. Cette thèse a permis de comprendre davantage comment le neurone meurt suite à 

l’infection par le coronavirus humain HCoV-OC43 et quels facteurs cellulaires sont impliqués. 

Malgré l’apparente activation du facteur Bax, l’apoptose dérivée de ce dernier ne semble pas 

jouer de rôle significatif dans la mort neuronale, contrairement à une autre MCR, la nécroptose. 

Ainsi, d’une part, il serait fort intéressant de mieux comprendre comment le virus pourrait 

moduler l’apoptose à son avantage. D’autre part, il conviendrait d’établir si l’implication des 

facteurs RIP1 et MLKL durant la nécroptose est uniquement associée aux neurones et si 

l’importance du phénomène est également retrouvée in vivo, à l’aide d’un modèle murin. 

 

L’infection du SNC de la souris par HCoV-OC43 a également démontré le degré de 

neurovirulence associé à ce virus. L’apparition de symptômes s’apparentant à une encéphalite 

virale de même qu’un taux non négligeable de mortalité est fort probablement issu de nombreux 

dommages au SNC ainsi que d’une perte neuronale. Il appert que ces conséquences pourraient 

être le résultat d’une activation soutenue de la nécroptose, mécanisme déployé par les cellules 

infectées en vue de réduire la propagation virale à travers le cerveau et éventuellement 

d’éliminer le pathogène. Par contre, cette MCR étant déjà reconnue pour induire un état 

inflammatoire très important, combiné à la perte neuronale, l’activation de ces processus peut 
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donc s’avérer davantage délétère pour l’hôte et être responsable de la virulence observée en 

souris. Ainsi, un processus de défense face à une menace peut être en partie responsable 

d’accélérer ou d’augmenter la sévérité de symptômes, dans ce cas-ci, au niveau du SNC. Étant 

donné que l’activation importante de certains facteurs associés à la nécroptose a été identifiée 

chez des patients atteints de maladies neurologiques, nos résultats laissent entrevoir que ce 

virus pourrait être un des facteurs impliqués dans l’apparition ou la sévérité de ces maladies 

neurologiques. 

 

L’utilisation d’un virus portant deux mutations dans la glycoprotéine S nous a permis d’établir 

que ces mutations sont suffisantes pour procurer un avantage indéniable à ce virus mutant, à 

savoir une meilleure réplication virale et une dissémination plus rapide. Cette capacité à se 

propager de façon plus efficace est probablement la raison pour laquelle ce virus est plus 

virulent que le virus de référence en souris. Toutefois, ces mutations ont été acquises dans un 

contexte où aucune pression sélective du système immunitaire n’était présente puisqu’elles sont 

apparues suite à une infection persistante de lignées neurales humaines. Par contre, une 

sélection positive de ces mutations en contexte in vitro peut aussi favoriser une plus grande 

affinité du virus à son récepteur cellulaire ou une capacité à altérer des processus cellulaires, 

comme par exemple la réponse par l’IFN ou l’activation d’une MCR, reconnus pour moduler la 

persistance virale. Ainsi, la virulence de ce variant chez la souris est probablement associée à 

son manque d’adaptation à son hôte. Ces résultats nous suggèrent par contre qu’un virus 

davantage adapté à son hôte a peut-être tout intérêt à ne pas déclencher la nécroptose pour 

mieux persister et survivre. 

 

L’apport de cette thèse, bien que modeste, cherche à éclairer davantage les mécanismes 

moléculaires impliqués dans les maladies neurologiques suivant l’infection du SNC par le 

coronavirus humain OC43 et possiblement par tout virus neurotrope. Le portrait global de nos 

travaux laisse entrevoir des pistes de solutions afin de mieux comprendre comment ces 

maladies peuvent survenir mais aussi comment tenter de les traiter. 
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5. PERSPECTIVES 
 

En perspective, le domaine de la mort cellulaire s’est considérablement développé durant 

les dernières années. Ainsi, de nouveaux outils moléculaires, plus sensibles et plus spécifiques 

pour la détection et la caractérisation des facteurs associés aux différentes MCR sont 

maintenant disponibles sur le marché. L’utilisation de ces outils pourrait nous permettre de 

mieux comprendre la dynamique qui s’opère entre les facteurs cellulaires de MCR lors de 

l’infection des neurones par HCoV-OC43. En effet, on considère aujourd’hui que ces facteurs ne 

sont pas simplement cantonnés à leurs MCR respectives, mais peuvent être activés 

simultanément ou en série, dépendamment du stimulus, de l’intensité de ceux-ci ou suite à 

l’interférence par un agent extérieur. D’ailleurs, certains résultats préliminaires nous laissent 

croire que d’autres facteurs cellulaires pourraient être impliqués dans la mort neuronale induite 

par HCoV-OC43, notamment le Apoptosis-Inducing factor (AIF) et la cyclophiline D, 

respectivement associés à la parthanatos et la MPT-RN. L’étude du rôle précis joué par ces 

facteurs pourrait nous permettre de mieux comprendre la relation complexe entre le virus et sa 

cellule hôte et l’importance relative de ceux-ci dans la mort de la cellule. 

 

La presque totalité des résultats, issus d’expériences in vitro, présentés dans cette thèse, 

a été effectuée sur des cellules de type neuronal puisque ce projet a abordé la caractérisation 

de la mort cellulaire d’un point de vue neurologique. Or, HCoV-OC43 est avant tout un virus 

respiratoire. Il serait intéressant de comparer les facteurs et mécanismes de MCR déclenchés 

par le virus dans un contexte d’infection de cellule de type respiratoire. En effet, cette 

comparaison permettrait d’établir si la réponse à l’infection qui mène à l’activation de la MCR est 

spécifique au type cellulaire ou au contraire, associée au virus HCoV-OC43. D’autant plus que 

certains types cellulaires semblent avoir une propension à initier plus facilement la nécroptose, 

ou à tout le moins, ne pas nécessairement impliquer les mêmes facteurs cellulaires. De plus, il 

serait intéressant de savoir si les complications respiratoires suivant l’infection des voies 

respiratoires inférieures chez les personnes susceptibles sont liées à un type de MCR en 

particulier et l’impact de l’activation de ces mécanismes sur la sévérité de la pathologie 

respiratoire. Ces informations pourraient éventuellement aider la communauté médicale à 

identifier des cibles pour atténuer la réponse à l’infection et limiter ainsi les dommages aux 

tissus infectés. La difficulté à obtenir des cultures primaires de voies respiratoires ainsi que la 

faible infectivité de HCoV-OC43 pour plusieurs lignées cellulaires respiratoires complique 

cependant la faisabilité d’une telle caractérisation.  
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La caractérisation de la mort neuronale induite par HCoV-OC43 a permis de constater 

l’absence de rôle significatif du facteur pro-apoptotique Bax dans ce phénomène, malgré 

l’apparente activation de celui-ci. Il serait donc intéressant d’approfondir ce phénomène afin de 

confirmer si le coronavirus OC43 possède un mécanisme lui permettant de bloquer ou de 

détourner ce facteur et l’activation subséquente de l’apoptose. En effet, le virus HCoV-OC43 

pourrait intervenir directement au niveau de la protéine Bax suite à une interaction entre cette 

protéine et un facteur viral. L’utilisation de techniques permettant d’identifier de possibles 

partenaires protéiques entre le facteur Bax et un facteur viral, notamment la co-

immuniprécipitation, pourrait nous permettre de confirmer ou infirmer une telle association. La 

régulation de Bax par le virus pourrait également se faire de façon indirecte, par une 

interférence du virus sur les protéines régulatrices de Bax par exemple, ce qui pourrait 

potentiellement engendrer une incapacité de ce facteur pro-apoptotique à pleinement assumer 

son rôle. L’étude des facteurs cellulaires, responsables de la régulation de Bax, en contexte 

d’infection, pourrait ainsi nous indiquer l’existence d’une telle interférence. L'absence de 

corrélation entre l'expression en ARNm et en protéines de Bax lors de l'infection pourrait 

indiquer une intervention virale avant la traduction de la protéine cellulaire afin d’en réduire la 

traduction. En effet, plusieurs virus utilisent cette stratégie pour réduire la quantité d’ARNm de la 

cellule hôte et favoriser ainsi l’expression des ARN correspondant aux protéines des nouveaux 

virions. À noter que cette stratégie n’a jamais été associée à une régulation du facteur Bax lors 

d’une infection virale. Autrement, cette dichotomie entre l’ARN et le niveau en protéines du 

facteur Bax pourrait également être expliqué par une augmentation de la dégradation via le 

proteasome. L’utilisation d’inhibiteurs chimiques qui inhibent le protéasome (par exemple, le 

MG132) de même que la quantification du niveau d’ubiquitination du facteur Bax lors d’une 

infection virale pourraient nous permettre de vérifier cette hypothèse. Même si plusieurs virus 

ont développé, à travers leur adaptation à l’hôte, des mécanismes pour assurer leur survie et 

restreindre la capacité de la cellule à se défendre, notamment par l’inhibition de la MCR, à ce 

jour, aucune protéine virale chez HCoV-OC43 n’a été identifiée pour interagir ou interférer avec 

un facteur ou une voie de MCR.  

 

Le rôle significatif de RIP1 et MLKL dans la mort neuronale est certes intéressant mais 

l’initiation de cette MCR associée à la nécroptose reste à être élucidée. En effet, à ce jour, 

plusieurs voies d’activation sont connues mais la façon dont HCoV-OC43 est détecté par la 

cellule hôte et comment cette reconnaissance mène à l’activation de RIP1 et MLKL représente 
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une perspective intéressante afin de mieux comprendre la dynamique de la relation hôte-

pathogène. Dans certains cas, l’activation des facteurs pro-nécroptotiques et l’initiation de la 

nécroptose passe par la détection de ligands à la surface de la cellule alors que dans d’autres 

cas, une détection intracellulaire de matériels génétiques étrangers est suffisante pour démarrer 

cette MCR. Une meilleure compréhension de la signalisation cellulaire de cette MCR suivant 

l’infection de neurones par HCoV-OC43 pourrait donc nous renseigner sur la réponse antiviral 

déclenchée par la cellule. Ensuite, les étapes effectrices de la nécroptose, soit l’activation de 

MLKL, la destruction des membranes cytosoliques et l’augmentation de l’inflammation 

représentent également des évènements à éclaircir. On sait maintenant que le facteur MLKL, en 

plus d’être responsable de la libération du contenu intracellulaire dans l’environnement, peut 

également participer à l’inflammation en activant l’inflammasome et la production de cytokines 

pro-inflammatoires. L’étude d’une possible intervention de MLKL sur l’activation de 

l’inflammasome pourrait nous permettre de mieux comprendre l’impact d’une telle conséquence 

sur la neurovirulence du virus HCoV-OC43 mais également sur le lien entre cette inflammation 

et les pathologies neurologiques observées en souris.  

 

Les outils et les modèles animaux pour l’étude in vivo de la nécroptose et de ces facteurs 

ont considérablement progressé durant ces dernières années. À l’aide de ces outils 

moléculaires, il serait primordial d’établir si la nécroptose est réellement activée parmi les 

neurones du SNC de souris infectés par HCoV-OC43 et si le virus portant les deux mutations 

(rOC/Us183-241) déclenche une activation plus importante de cette MCR. Bien que HCoV-OC43 

induit des dommages et une perte neuronale parmi les souris infectées, le rôle de la nécroptose 

dans ces phénomènes n’a pas été formellement identifié. La création de souris transgéniques 

pour les facteurs cellulaires associés à la nécroptose a également connu un succès dans les 

dernières années et leurs utilisations nous permettraient de mieux comprendre les 

conséquences de l’activation ou de l’inhibition de cette MCR sur les pathologies neurologiques 

observées en souris. Cette approche serait utile afin d’établir si l’inhibition dans l’activation de la 

nécroptose au SNC se traduit par une diminution de la neurovirulence et des pathologies 

neurologiques en souris, malgré la présence du virus.  

 
La compréhension des mécanismes moléculaires relatifs à la mort cellulaire de neurones 

infectés par HCoV-OC43 pourrait nous aider à d’une part, mieux comprendre l’implication de ces 

mécanismes dans les pathologies neurologiques, mais d’autre part, à élaborer une stratégie 

ciblant des facteurs précis de MCR et ainsi prémunir le SNC de dommages collatéraux.  
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