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Les virus Influenza détournent

la synthese du
phospatidylinositol-4-phosphate
pour exporter les génomes viraux

Carla AIemanyl*, Juliane Da Gragal’z*, Etienne Morel! ;
Nadia Naffakh®, Jean-Baptiste Brault>*

> Les infections par les virus Influenza
demeurent un enjeu majeur de santé
publique par leur impact continu sur
la santé humaine et animale. Chez
I’Homme, ils sont responsables des épi-
démies récurrentes de grippe saison-
niére, qui causent environ 500000 déces
annuels (Organisation mondiale de la
santé, 2025). Les virus Influenza de type
A, du fait de I’existence d’un réservoir
animal, sont régulierement a I"origine de
I’émergence de nouveaux virus pouvant
donner lieu a des zoonoses, voire a des
pandémies [1]. Uun des mécanismes
de leur variabilité génétique repose sur
la nature segmentée de leur génome,
constitué de huit molécules distinctes
d’ARN viral (ARNv), chacune associée
a des protéines spécifiques du virus au
sein d’un complexe ribonucléoprotéique
(RNP). Lorsqu’un hdte est coinfecté par
un virus d’origine humaine et un virus
d’origine animale, un échange de seg-
ments génomiques (réassortiment géno-
mique) peut survenir, favorisant I’émer-
gence de nouveaux génotypes viraux
potentiellement plus virulents. La pro-
pagation mondiale, depuis 2021, de virus
Influenza aviaires fortement pathogéenes
de sous-type HSN1, appartenant au
clade 2.3.4.4b, constitue une préoccu-
pation majeure. Ces virus, détectés sur
la quasi-totalité des continents, pré-
sentent un spectre d’hotes élargi, ce qui
accroit leur potentiel zoonotique et le
risque pour la santé publique [2].
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Le processus de réassortiment géno-
mique dépend des mécanismes qui
contrélent I’assemblage et le transport
coordonné des RNP viraux dans la cel-
lule, depuis leur site nucléaire de répli-
cation jusqu’a la membrane plasmique,
site du bourgeonnement des virions. La
petite GTPase RABI1A, une protéine cel-
lulaire impliquée dans le recyclage des
endosomes, joue un réle essentiel dans
le transport de ces RNP vers la périphérie
de la cellule [3], mais les mécanismes
moléculaires de ce transport restent mal
compris. Différentes études ont montré
qu’au cours de I'infection, RABI1A est
détournée de sa fonction canonique
et perd sa capacité a interagir avec
certains de ses partenaires, comme les
protéines RAB11-FIP [4] ou le moteur
moléculaire dynéine [5]. Les résultats
d’autres études indiquent qu’au cours
de I'infection, RAB1IA est relocalisée a
proximité de membranes du réticulum
endoplasmique fortement remodelées.
Elle contribue a la formation d’orga-
nelles liquides qui favorisent les interac-
tions entre segments génomiques [6],
et de structures vésiculaires atypiques
recouvertes de RNP viraux (irregularly
coated vesicles, ICV), qui semblent se
former a partir des membranes du réti-
culum endoplasmique et sont également
présentes & la membrane plasmique [7].
Cependant, ni les facteurs moléculaires
impliqués dans la biogenése des ICY, ni
la composition des membranes du réti-
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culum endoplasmique dont elles sont
issues n'ont été élucidés.

C’est dans ce contexte que notre étude a
permis de mettre au jour une machinerie
cellulaire détournée par le virus et qui,
en coordination avec RABl1IA, modifie
la composition lipidique des membranes
du réticulum endoplasmique pour favo-
riser I’export des RNP viraux vers les
sites de bourgeonnement des virions a la
membrane plasmique [8].

Linfection par les virus influenza A
remodéle le réticulum endoplasmique
et y mobilise RAB11A pour assurer le
trafic cellulaire des RNP viraux

Pour caractériser la nature des mem-
branes du réticulum endoplasmique
dont I'architecture est modifiée au
cours de l'infection, nous avons ana-
lysé par immunofluorescence les feuil-
lets (contenant la protéine CLIMP63)
et les tubules! (contenant la protéine
RTN3) dans des cellules A549?, infectées
ou non par le virus influenza A/WSN/33
(HIN1). Alors que les membranes du
réticulum contenant RTN3 ont une dis-
tribution inchangée en cas d’infection,
celles contenant CLIMP63 présentent au

! Le réticulum endoplasmique est un continuum mem-
branaire organisé en deux structures architecturales dis-
tinctes : les feuillets et les tubules. Les feuillets, localisés
a proximité du noyau, sont plats et le plus souvent associés
aux ribosomes (organites responsables de la synthése des
protéines). Les tubules sont des structures périphériques
courbées et lisses, qui forment des sites de contact avec les
autres organites de la cellule.

% Lignée cellulaire dérivée d’un adénocarcinome pulmonaire
humain.
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Figure 1. Les virus Influenza de type A remodélent les membranes du réticulum endoplasmique et y mobilisent la GTPase RAB11A associée a une
machinerie de synthése de PI4P. A. Des cellules A549 ont été infectées ou non pendant 8 heures avec le virus A/WSN/33 (& une multiplicité
d’infection de 5 PFU'/cellule), puis fixées et immunomarquées pour révéler les protéines cellulaires RTN3 (présente dans les tubules du réticulum
endoplasmique et CLIMP63 (présente dans les feuillets du réticulum endoplasmique). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (en bleu). Barre
d’échelle : 10 pm. B. Des cellules A549, préalablement traitées avec un petit ARN interférent (small interfering RNA, siRNA) spécifique de RAB1LA
(siRAB11A) ou avec un siRNA témoin (Témoin), ont été infectées ou non pendant 8 heures avec la souche A/WSN/33 du virus influenza A, puis fixées
et immunomarquées pour les protéines CLIMP63 et NP (nucléoprotéine virale, un composant majeur des complexes ribonucléoprotéiques viraux).
Les noyaux ont été marqués par le DAPI (en bleu). Barre d’échelle : 10 um. Les intensités de fluorescence associées ont été mesurées le long de la
ligne jaune & partir du cercle, et indiquent une association plus étroite entre les feuillets du réticulum endoplasmique (CLIMP63*) et les complexes
ribonucléoprotéiques viraux (NP*) en absence de RABI1A. C. RABLIA a été fusionnée a une biotine ligase (TurbolD), ce qui permet de biotinyler les
protéines voisines dans un rayon d’environ 10 nm. D. |dentification, par spectrométrie de masse, des protéines biotinylées dans des cellules A549
produisant la protéine de fusion TurbolD-RABLIA, infectées ou non par le virus A/WSN/33. Le graphique indique que les protéines liées au méta-
bolisme des phosphoinositides (PI) ne sont identifiées que dans les cellules infectées (R1-R4 indiquent 4 répétitions indépendantes de la méme
expérience). €. Le phosphatidylnositol-4-phosphate (PI4P) peut &tre synthétisé par plusieurs voies métaboliques impliquant la phosphorylation
du phosphatidylinositol (PI) par les enzymes de type kinase PI4K (incluant FAM126A), ou la déphosphorylation du phosphatidylinositol-4,5-biphos-
phate (PI4,5P2) par I’enzyme phosphatase INPP5K (Figure adaptée de [8]).

! Plaque-forming unit : unité de formation de plaque, correspondant @ une unité infectieuse capable de former une plage de lyse sur un tapis cellulaire.

contraire un profil aberrant et s’étendent
vers la périphérie des cellules infectées,
tandis qu’elles s’accumulent dans la
région périnucléaire dans les cellules non
infectées (Figure 1A). Cette redistribu-
tion indique que I'infection par le virus
influenza A induit une réorganisation
spécifique des feuillets du réticulum
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endoplasmique. Nous avons ensuite éva-
[ué le rGle potentiel de la protéine RABIIA
dans ce remodelage. Sa déplétion par la
technique des petits ARN interférents
(siRNA) ne perturbe pas le remodelage
viro-induit des feuillets du réticulum
endoplasmique, mais elle empéche la
formation des inclusions cytoplasmiques

typiques des RNP viraux, détectées par
immunofluorescence en utilisant un
anticorps dirigé contre la nucléoprotéine
virale NP (Figure 1B). ’analyse des pro-
fils d’intensité de fluorescence indique
que la déplétion de RABLIA tend méme
a renforcer la proximité spatiale des RNP
viraux et des membranes des feuillets
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Figure 2. ATG16L1 orchestre la synthése locale de PI4P au réticulum endoplasmique pour favoriser le transport des génomes viraux a la membrane
plasmique. A. Des cellules U20S produisant la protéine résidente du réticulum endoplasmique Secé1R fusionnée a mEmerald ont été infectées ou
non pendant 8 heures par le virus A/WSN/33 (& une multiplicité d’infection de 5 PFU/cellule), fixées, puis marquées a I’aide de la sonde SNAP-SidC
qui se lie spécifiquement au phosphatidylnositol-4-phosphate (PI4P). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (en bleu). Barre d’échelle : 10 um.
B. Quantifications, a partir des marquages illustrés en (A), du pourcentage de points révélés par la sonde SNAP-SidC qui sont associés a la mem-
brane du réticulum endoplasmique. On constate une augmentation viro-induite de la quantité de PI4P associée aux membranes du réticulum endo-
plasmique (RE). C. Des cellules A549, préalablement traitées avec un petit ARN interférent (small interfering RNA, siRNA) spécifique de 'une ou
I'autre des protéines candidates (siFAM126A, siINPP5K, siATG16L1), ou avec un siRNA témoin (Témoin), ont été infectées ou non pendant 8 heures,
puis fixées et marquées a I'aide de la sonde SNAP-SidC, qui se lie spécifiquement au PI4P. Les noyaux ont été marqués par le DAPI (en bleu). Barre
d’échelle : 10 pm. La déplétion de FAMI26A, INPP5K ou ATG16L1 inhibe I"augmentation viro-induite de PI4P. D. Des cellules A549, préalablement
traitées avec un siRNA spécifique de ATG16L1 (siATG16L1) ou avec un siRNA témoin (Témoin), ont été infectées ou non pendant 8 heures, puis fixées
et marquées pour la nucléoprotéine virale NP, afin de visualiser la localisation subcellulaire des complexes ribonucléoprotéiques viraux (RNP
viraux). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (en bleu). Barre d’échelle : 10 pm. La déplétion de ATG16L1 réduit I’accumulation des RNP viraux
a la membrane plasmique (indiquée par un trait blanc en pointillé). &. Titrage de la quantité de particules virales infectieuses présentes dans le
milieu de culture de cellules A549, préalablement traitées avec un siRNA spécifique de ATG16L1 (siATG16L1), de RAB11A (siRAB11A), ou avec un siRNA
témoin (Témoin), 24 heures post-infection par le virus A/WSN/33 (& une multiplicité d’infection de 0,001 PFU/cellule). La déplétion de ATG16L1 ou
de RABLIA réduit la production virale d’un ou de deux log, respectivement. F. Modéle proposé. Le virus influenza A pénétre dans la cellule hote par
endocytose, et le génome viral est libéré dans le cytoplasme. Les segments génomiques viraux, sous la forme de RNP viraux, sont importés dans
le noyau, ou ils sont répliqués, donnant lieu a la synthese de nouveaux RNP viraux. Ceux-ci sont exportés du noyau et s’associent aux membranes
remodelées des feuillets du réticulum endoplasmique. La protéine RABL1A est recrutée au réticulum endoplasmique du fait d’une production locale
de PI4P viro-induite, orchestrée par ATG16L1 et des enzymes de la voie de biosynthése du PI4P. RAB11A favorise la biogenese des ICV (irregularly
coated vesicles), qui servent de véhicules pour le transport des RNP viraux vers la périphérie cellulaire. Parvenus a la membrane plasmique, les RNP
viraux, assemblés en groupes de 8 segments génomiques distincts, sont incorporés dans les néo-virions qui bourgeonnent a partir de la membrane
plasmique. Figure adaptée de [8].
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du réticulum endoplasmique [8]. Le fait
qu’en absence de RABLIA, les RNP viraux
continuent a s’associer aux membranes
du réticulum endoplasmique remode-
lées par I'infection et s’y accumulent
suggére que RABLIA est requise en aval
de cette interaction, pour faciliter le
transfert des RNP viraux a la membrane
plasmique.

Le virus Influenza A détourne

a son profit une machinerie de
synthése locale de PI4P au réticulum
endoplasmique

Afin d’identifier les partenaires de
RABI1A impliqués dans le transport des
RNP viraux depuis les membranes du réti-
culum endoplasmique, nous avons utilisé
une technique d’étiquetage de proximité
a la biotine dans une lignée de cellules
A549 produisant une protéine de fusion
entre RABI1A et la biotine ligase TurbolD,
une enzyme qui permet de biotinyler de
maniere covalente les protéines situées a
son voisinage immédiat (& une distance
inférieure a 10 nm) (Figure 1C) [9]. Ces
cellules ont été infectées ou non par le
virus influenza A, puis mises en présence
de biotine afin d’étiqueter interac-
tome de RABLIA. Les protéines biotiny-
lées ont ensuite été purifiées en utilisant
des billes recouvertes de streptavidine?,
puis identifiées par spectrométrie de
masse*. Uanalyse a révélé, dans les
cellules infectées, un enrichissement
en enzymes associées avec la synthese
du phosphatidylinositol-4-phosphate
(PI4P), un phosphoinositide® clé dans le
controle du trafic vésiculaire. Parmi les
protéines identifiées, figurent notam-
ment les protéines FAM126A (hyccine) et
INPP5K (inositol polyphosphate-5-phos-
phatase K), ainsi que la protéine auto-
phagique ATGl6L1 (autophagy-related

% La biotine se lie & la streptavidine avec une trés forte
affinité.

4 Cette technique permet d’identifier et de quantifier des
molécules en mesurant le rapport masse/charge de leurs ions.
Elle est fréquemment utilisée pour identifier les protéines.

5 Les phosphoinositides sont des lipides membranaires déri-
vés du phosphatidylinositol (PI), dont le cycle inositol peut
étre phosphorylé sur une ou plusieurs positions spécifiques,
ce qui produit différentes espéces moléculaires de fonctions
et localisations distinctes.
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16-like 1), toutes trois connues pour
leur contribution a la synthése ou a
la stabilisation du PI4P (Figure 1D). Ce
résultat suggére que la production de
PI4P est localement modulée au sein
des membranes associées a RAB11A lors
de I’infection virale (Figure 1€). Pour
confirmer cette hypothése, nous avons
analysé la distribution intracellulaire du
PI4P dans des cellules U20S® produisant
la protéine résidente du réticulum endo-
plasmique Sec6lR fusionnée au fluoro-
phore mEmerald, afin de visualiser les
membranes du réticulum. Les cellules,
infectées ou non, ont été fixées puis trai-
tées avec la sonde protéique SNAP-SidC
qui se lie spécifiquement au PI4P. Nous
avons constaté que I'infection provoque
une forte augmentation du signal SNAP-
SidC, en particulier dans les membranes
Secb1P*, ce qui traduit une accumulation
de PI4P dans les membranes du réticulum
endoplasmique (Figure 24, 2B). De plus,
nous avons montré que la déplétion des
protéines FAMI126A, INPP5K, ou ATG16L1
par la technique des siRNA réduit consi-
dérablement cet enrichissement des
membranes du réticulum endoplasmique
en PI4P induit par I'infection (Figure 2C),
ce qui indique que cette « machinerie
moléculaire » est nécessaire a la syn-
thése locale de PI4P [8].

La production de PI4P dépendante

de ATG16L1 dans les membranes

du réticulum endoplasmique est
nécessaire au transfert des RNP viraux
a la membrane plasmique

Pour évaluer I’importance du contréle
de la composition en PI4P des mem-
branes du réticulum endoplasmique pour
I’export des RNP viraux vers la mem-
brane plasmique, nous avons analysé la
localisation subcellulaire de ces RNP en
absence ou en présence de siRNA dirigés
contre ATG16L1. Cette protéine, connue
pour stabiliser la production locale de
PI4P, s’associe aux membranes du réti-
culum au cours de I'infection [8]. €n
I’absence de ces siRNA, apres 8 heures

8 Lignée cellulaire dérivée d’un ostéosarcome humain.

d’infection par le virus influenza A, les
RNP viraux forment, comme attendu,
des inclusions cytoplasmiques, et s’ac-
cumulent a la membrane plasmique,
siege du bourgeonnement des virions.
€n revanche, I'extinction de ATG16LI par
les siRNA entrafne I"accumulation des
RNP viraux dans le cytoplasme et leur
quasi-absence a la membrane plas-
mique (Figure 2D). Ce résultat, ainsi
qu’un résultat similaire obtenu en uti-
lisant un inhibiteur pharmacologique de
la synthése de PI4P (GSK-Al), indiquent
que I"augmentation de la production de
PI4P dans les membranes du réticulum
endoplasmique favorisée par ATG16L1 au
cours de I'infection est nécessaire pour
I’export des RNP viraux du cytoplasme
vers la périphérie cellulaire. De plus,
nous avons confirmé que la suppression
de ATGL6L1 ou de RABILIA par la tech-
nique des siRNA réduit considérable-
ment la quantité de particules virales
infectieuses sécrétées dans le milieu
extracellulaire (Figure 2€) [8].

Perspectives

La combinaison de méthodes d’étique-
tage de proximité a la biotine et d’ima-
gerie de haute résolution dans des cel-
lules infectées par un virus influenza A
a permis de révéler I'existence d’un
programme viro-induit de synthése
locale de PI4P dans les membranes du
réticulum endoplasmique. Le détour-
nement d’une « machinerie cellulaire »
permettant de produire localement PI4P,
et notamment de la protéine ATGL6LIL,
s’avere essentiel pour assurer le trans-
port des segments génomiques viraux
jusqu’a la membrane plasmique, et, de
ce fait, pour la production des parti-
cules virales infectieuses. Nous pro-
posons que I’enrichissement en PI4P
amorce une signalisation intracellulaire
permettant le recrutement de RABIIA,
et favorise ainsi la biogenese des ICV,
qui servent de véhicules pour I’export
des génomes viraux (Figure 2F). Dans
cette perspective, les inhibiteurs de la
synthese des phosphoinositides, et plus
spécifiquement du PI4P, apparaissent
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comme des candidats prometteurs pour
le développement d’approches anti-
virales, seuls ou en combinaison avec
d’autres thérapies ciblant différentes
étapes du cycle viral. Nos résultats
confirment le réle central du réticulum
endoplasmique, véritable plateforme
membranaire détournée non seulement
par le virus influenza A, mais aussi
par de nombreux autres virus [10]. Ils
étendent également au virus influenza A
la capacité de moduler I'identité des
endomembranes pour favoriser son
cycle de réplication. Enfin, ils renforcent
I’idée que les protéines « de I'auto-
phagie » représentent une cible privi-
légiée du virus influenza A pour assurer
le transport du génome viral [11], et
ce indépendamment de la voie cano-
nique de I'autophagie. Ils s’inscrivent
ainsi dans le concept émergent selon
lequel les protéines de I"autophagie sont
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impliquées dans d’autres fonctions cel-
lulaires, en particulier dans le contrdle
du trafic membranaire. ¢
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