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DESCRIPTION DU SUJET
DE RECHERCHE ABORDE

Les interférons de type I (IFNs-a/f)
sont une composante essenticlle du
systéme immunitaire inné antiviral.
Il s’agit de protéines, appelées cyto-
kines, synthétisées et excrétées par
les cellules suite a I’infection virale.
Ils agissent par I’intermédiaire d’un
récepteur de surface et induisent 1’ex-
pression d’un nombre important de
genes dont certains, particuliérement
bien caractérisés, possédent des pro-
priétés antivirales puissantes : le sys-
téeme de la 2°5’-oligoadénylate syn-
thétase/Ribonucléase L (OAS/RNASE
L), la protéine kinase R dépendante de
I’ARN bicaténaire et le systétme Mx
(Samuel, 2001 ; Sen, 2001).

Le systeme Mx a été mis en évidence
chez de nombreuses espéces anima-
les parmi les mammiferes, oiseaux et
poissons. Il est composé de deux ou
trois protéines suivant I’espéce ani-

male. Identifiées initialement chez

certaines souris de laboratoire (Mus
musculus) par leur capacité a conférer
aux souris une résistance a une infec-
tion mortelle par les virus influenza A
(Orthomyxoviridae, Influenzavirus
A), les protéines MX ont fait 1’ob-
jet de nombreuses études dans cette
espece ainsi que chez I’homme
(Homo sapiens) (Lindenmann, 1962 ;
Haller et al., 1998). Ces études ont
permis d’étendre leur spectre anti-
viral 2 de nombreuses familles de
virus dont les Orthomyxoviridae, les
Bunyaviridae, les Rhabdoviridae, les
Paramyxoviridae, les Togaviridae, les
Picornaviridae, les Hepadnaviridae
et les Birnaviridae (Lee and Vidal,
2002).

Dans I’espéce bovine (Bos taurus),
deux protéines MX (boMX) ont été
identifiées. La protéine boMXl1 a
été identifiée pour la premicre fois
en 1988 par Horisberger et clonée en
1998 par Ellinwood et collaborateurs
(Horisberger, 1988 ; Ellinwood et al.,
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1998). Lanalyse de I’organisation du
promoteur et du génome rappelle celle
des autres génes mx. Tout comme la
plupart des protéines MX, elle est
exprimée dans le noyau et adopte un
aspect granulaire (Haller ef al., 1998 ;
Lee and Vidal, 2002).

Lobjectif principal de ce travail était
d’évaluer par quelle mécanisme
moléculaire, les interférons de type I
étaient capable de bloquer la multipli-
cation du virus parainfluenza de type
3 bovin (boPi-3 ; Paramyxoviridae,
Respirovirus) et de caractériser ce/ces
mécanismes. Il s’articule autour de
quatre études originales. La premiére
étude avait pour objet de déterminer
la nature du mécanisme moléculaire
IFN-dépendant responsable de 1’in-
hibition de la multiplication du virus
boPi-3. Nous avons ainsi testé¢ le role
de ’OAS (recombinante humaine),
de la PKR (endogene ; cellules vero
Cercopithecus aethiops) et d’une pro-

téine MX (recombinante humaine).
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Suite aux résultats obtenus, nous nous
sommes concentrés sur les propriétés
antivirales de la protéine MX1 de I’es-

pece bovine (Bos taurus)

Dans une deuxi¢me étude, étant donné
qu’aucune donnée de la littérature ne
décrit les propriétés antivirales de la
protéine boMX1, nous avons évalué
la capacité de cette derniére a inhiber
la multiplication d’un virus apparte-
nant a la famille des Rhabdoviridae,
le virus de la stomatite vésiculeuse
(VSV ; Vesiculovirus). Au terme de
cette étude, il nous est apparu que la
protéine boMX1 était, a I’instar de son
homologue humaine (huMXA), capa-
ble de bloquer de mani¢re remarqua-

ble la multiplication de ce virus.

Dans une troisiéme étude, notre ambi-
tion a ét¢ de développer le premier
résultat relatif & la protéine boMX1
en nous inscrivant dans un cadre plus
vétérinaire coté hote (MX) et dans
une démarche plus différenciée, coté
virus. Cette étude a consisté en 1’éva-
luation de la fonction antivirale de
la protéine boMX1 vis-a-vis d’au
moins un représentant de la plupart
des Paramyxoviridae, dont deux virus
bovins : le virus parainfluenza de
type 3 (Respirovirus) et le virus respi-

ratoire syncytial bovin (Preumovirus).

Dans une quatriéme étude, nous
avons entrepris d’étendre 1’évaluation
fonctionnelle de la protéine boMX1
a un autre virus de la famille des
Rhabdoviridae, mais appartenant au
genre Lyssavirus, le virus de la rage.
Comme la fonction anti-VSV de la
protéine huMXA avait été rapportée
sans que ses propriétés anti-rabique
n’aient jamais été décrites, nous avons
examiné 1’hypothése d’une fonction
anti-rabique simultanément pour les
protéines huMXA et boMX1.

RESULTATS

62

Dans la premiére partie de ce tra-
vail, nous avons validé 1’utilisation
de nos cellules vero en évaluant 1’ef-
fet antiviral de I’'IFN-a vis-a-vis d’un
Paramyxoviridae, le virus parain-
fluenza de type 3 bovin. Ce dernier
présentait une sensibilité importante
tant du point de vue de la synthése des
protéines virales au cours du premier
cycle de multiplication qu’au niveau
de la production de particules vira-
les infectieuses apres plusieurs cycles
de multiplication. Nous avons ensuite
étudié I’effet antiviral potentiel des
trois systémes antiviraux les mieux
caractérisés : ’OAS, la PKR et le sys-
teme Mx. Pour I’OAS, les études ont
été effectuées en systeémes transitoires
apres un cycle de multiplication. Nos
résultats en immunofluorescence et en
cytométrie en flux ont mis en évidence
I’incapacité du systéme OAS/RNAse
L a lui seul a inhiber la synthése des
protéines virales. Nous avons ensuite
évalué I’effet de I’expression de la
protéine huMXA apres un ou plu-
sieurs cycles de multiplication. Les
résultats en immunofluorescence et
en cytométrie en flux ont mis en évi-
dence la capacité du systéme a limiter
la synthése des protéines virales apres
un cycle de multiplication virale. Afin
de confirmer ces résultats, une série
de titration en retour a été effectuce
et a confirmé les résultats précédents,
suggérant I’implication au moins par-
tielle du systéme Mx dans 1’effet puis-
sant des IFNs-o/p vis-a-vis du virus
boPi-3. Enfin, le role de la PKR a été
évalué par sa capacité a phosphoryler
la sérine 51 du facteur eucaryote d’ini-
tiation de la traduction (elF2a) suite
a l’infection par certains virus. Nos
travaux ont mis en évidence 1’absence
de phosphorylation de I’elF2a viro-
induite ce qui suggere que ce systéme
n’est pas profondément impliqué dans

I’effet antiviral des IFNs-o/f vis-a-vis

du virus boPi-3.

Dans la deuxiéme étude, nous nous
sommes concentrés sur le systéme
Mx de I’espéce bovine (Bos taurus)
et plus particulierement de la pro-
téine boMX1. Les propriétés antivi-
rales de cette derniére n’ayant jamais
été évaluées auparavant, il nous était
indispensable de 1’évaluer vis-a-vis
d’un virus réputé sensible a ’effet des
protéines MX a localisation cytoplas-
mique, le virus de la stomatite vésicu-
leuse (Rhabdoviridae, Vesiculovirus)
(Baise et al., 2004). La titration directe
sous crolte d’agar ainsi que la titra-
tion en retour de deux souches virales
(Indiana et New Jersey) ont permis de
mettre en évidence la capacité de la
protéine boMX1 a bloquer la multi-
plication du virus. Il s’agit par consé-
quent de la premicre étude soulignant
le potentiel antiviral du systeme Mx

bovin.

Dans la troisiéme étude, nous avons
testé les propriétés antivirales de la
protéine boMX1 vis-a-vis de plusieurs
virus représentant de la famille des
Paramyxoviridae, dont notamment
deux virus bovins, le virus parain-
fluenza de type 3 et le virus respira-
toire syncytial (Leroy et al., 2005). Les
premiers résultats en immunofluores-
cence et en cytométrie en flux concer-
nant la synthése des protéines du
virus boPi-3 lors de ’expression de la
protéine boMX1 suggerent 1’absence
d’influence de I’expression de cette
derniére sur la multiplication du virus.
Ces résultats ont ensuite été confir-
més par titration directe, titration en
retour et mesure de la diminution du
métabolisme cellulaire. Rassemblés,
ces résultats suggerent que la protéine
boMX1 n’est pas a méme d’influencer
la multpilication du virus boPi-3. Les
expériences ont ensuite été effectuées

sur le virus respiratoire syncytial et a



nouveau, que ce soit apres un cycle
de multiplication virale ou plusieurs,
la protéine boMX1 n’est pas méme
d’influencer la multiplication du virus.
Enfin, I’extension des recherches a
d’autres membres de la méme famille
de virus a donné des résultats simi-
laires. Il fallait donc en conclure que
la protéine boMX1 n’intervient pas
dans I’effet puissant des IFNs de type
I vis-a-vis des virus de la famille des

Paramyxoviridae.

Afin d’¢élargir le spectre antiviral de
la protéine boMX1 a la famille des
Rhabdoviridae, dont seul le genre
Vesiculovirus a été testé jusqu’ici,
nous avons testé son potentiel avec le
virus de la Rage, du genre Lyssavirus
et comparé les résultats avec un effet
potentiel de la protéine huMXA (Leroy
et al., 2006). Les résultats obtenus
dans le cadre de cette étude ajoutent
un nouveau genre au spectre antiviral
de boMX1 puisque le virus est sen-
sible a I’expression de la protéine et
ce, quelle que soit la souche utilisée.
Pour ce qui est de la protéine huMXA,
I’effet antiviral est bien moins impor-
tant et dépendant, dans nos études de
la souche virale utilisée. Au terme de
cette étude, nous avons, pour la pre-
micre fois, identifié¢ un nouveau genre
viral sensible a une protéine MX, en
I’occurrence, la protéine boMX1, le

Lyssavirus de la rage.

CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES

Au terme de ce travail, il nous est
apparu que le systtme MX avait la
capacité d’inhiber la multipliction
du virus parainfluenza de type 3 de
I’espéce bovine. C’est pourquoi, nous
avons choisi d’évaluer le potentiel
antiviral de la protéine boMXI1 en se
placant dans un contexte vétérinaire

et en étudiant I’interaction entre la

protéine et certains Paramyxoviridae
touchant 1’espéce bovine. Ce qui nous
est apparu, c’est que, a I’instar de la
protéine MXA humaine, la protéine
boMX1 possede des propriétés antivi-
rales vis-a-vis d’un virus couramment
utilisé pour évaluer la fonction anti-
virale des protéines MX cytoplasmi-
ques, le virus de la stomatite vésicu-
leuse (Rhabdoviridae, Vesiculovirus).
Il était par conséquent évident que la
protéine boMX1 pouvait étre ajoutée
a la liste des protéines MX possédant
des propriétés antivirales. Cependant,
bien que la stimulation aux IFNs de
type I de cellules d’origine bovine soit
a méme de bloquer la multiplication
du virus boPi-3, il semblerait ce ne
soit pas la protéine boMX1 qui en soit
responsable, méme partiellement. De
méme, aucun des Paramamyxoviridae
testés ne s’est avéré sensible a son acti-
vité antivirale. A I’opposé, I’effet anti-
viral de la protéine boMX1 vis-a-vis
du Lyssavirus (Rhabdoviridae) de la
rage semble évident alors que la pro-
téine huMXA est rapidement dépas-
sée. Ces résultats, bien que contradic-
toires par rapport a ceux obtenus avec
la Mx homologue humaine, pourraient
s’expliquer de différentes maniéres.
Lenvironnement cellulaire pourrait
jouer un role et il a ét¢ démontré que
certains virus présentaient une sensi-
bilité variable suivant le type cellulaire
utilisé. Dans notre étude, le role anti-
viral de la protéine huMXA a pu étre
confirmé en cellules vero ce qui éli-
mine ’influence négative du type cel-
lulaire vis-a-vis du virus parainfluenza
de type 3. La structure intrinséque de
la protéine, et notamment certains aci-
des aminés cruciaux, pourraient expli-
quer ces différences. Certaines muta-
tions apportées a la protéine huMXA
modifient ou inhibent ses propriétés
antivirales. Il n’est donc pas exclu que

les différences de séquences protéique

puissent expliquer ces comportements
différents.

Ce travail nous a permis de valider
le potentiel antiviral de la protéine
boMX1, mais de nombreuses étu-
des sont encore nécessaires soit pour
étendre le spectre antiviral a des virus
comme les virus influenza et Thogoto
(Orthomyxoviridae), ou certains
Bunyaviridae. Lutilisation de notre
lignée stable inductible doit également
&tre mise a profit pour évaluer, sur un
plan plus fondamental, les mécanismes
moléculaires intimes de I’interaction
directe ou indirecte entre la protéine
boMXI1 et les virus sensibles. Enfin,
les études ne seraient pas compleétes si
le role antiviral du systéme n’était pas
évalué in vivo afin de déterminer le
role biologique de la protéine dans un
contexte plus complexe. A ces études
fondamentales du spectre antiviral et
des mécanismes moléculaires sous-
jacents s’ajoutent des projets plus
appliqués, visant notamment a évaluer
le potentiel des protéines Mx dans un
contexte de thérapie génique visant a
améliorer les traitements antiviraux
vis-a-vis de virus sensibles au systeme
boMX1 ou MX en général.
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