






























































































































































































































































































































Introduction générale 

La discrimination entre le « soi » et le « non-soi » est essentielle pour la lutte contre les 
infections virales. En effet, un aspect clé de l'immunité antivirale est la distinction des 
composants du virus de ceux de l hôte. Cette discrimination repose principalement sur la 
détection d'acides nucléiques, car la plupart des agents pathogènes exposent leurs acides 
nucléiques à un moment donné de leur cycle viral (Hornung, 2014a, 2014b). La détection 
d'acides nucléiques en particulier, l'ARN double brin (ARNdb), permet de détecter un 
éventail particulièrement large de virus. Cependant, si un large panel de récepteurs 
nucléiques a été identifiés et étudiés chez les mammifères, le tableau semble néanmoins 
moins clair chez les insectes.  

Chez Drosophila melanogaster, le récepteur cytosolique d'ARNdb le plus étudié est Dicer-2 
(Dcr-2), qui joue un rôle majeur dans l'immunité antivirale, puisqu'il est un composant clé de 
la voie de l'ARN interférence (ARNi). Dicer-2 est capable de reconnaître les extrémités des 
ARNdb et de synthétiser des duplexes de siARN. Dicer-2 peut effectuer cette synthèse soit 
par découpage distributif (Dicer-2 doit se détacher de l'ARNdb puis se rattacher à un autre 
ARNdb entre chaque clivage), soit par découpage processif (Dicer-2 se déplace le long de la 
molécule d'ARNdb et synthétise plusieurs duplexes de siARN avant de se détacher de 

) (Cenik et al., 2011 ; Sinha et al., 2015, 2018). Les siARN de 21 nucléotides produits 
seront ensuite chargés sur le RNA-induced Silencing Complex (RISC) afin d'induire le clivage 
puis la dégradation des ARN viraux complémentaires.  

Il a cependant été montré in vitro que Dicer-2 reconnaît les extrémités des ARNdb, mais les 
ARNdb viraux produits ont souvent des extrémités protégées. Par exemple, le Drosophila C 
Virus (DCV) est protégé à la fois par une protéine liée de manière covalente à son extrémité 
5', appelée VpG, et par une queue polyA à son extrémité 3'. Dans ce cas, comment Dicer-2 
peut-il reconnaître ces ARNdb viraux en contexte infectieux ? Cela a été le focus principal de 
ma thèse. En effet, des données non publiées du laboratoire nous ont amenés à penser que 
d'autres cofacteurs pourraient aider Dicer-2 à cette étape du mécanisme ARNi. Afin de 
définir le réseau de protéines associées à Dicer- donc utilisé 

d identifier plusieurs candidats. 

De plus, étant donné la grande diversité des virus capables d'infecter Drosophila 
melanogaster, nous nous sommes demandé si d'autres récepteurs et effecteurs pourraient 
être responsables du contrôle de l'infection virale chez la drosophile. C'est pourquoi 
l'objectif d'un ancien doctorant de notre laboratoire a été d'identifier de nouveaux 
récepteurs d'acides nucléiques viraux chez Drosophila melanogaster. En utilisant une 
approche d'affinité-purification et de spectrométrie de masse (AP-MS), elle a ainsi identifié 
des candidats se liant préférentiellement à un certain nombre de ligands acides nucléiques 
(Pennemann et al., 2021). Cela lui a permis d'identifier un nouveau senseur d ARNdb 
potentiel appelé Fandango (Fand). L'objectif secondaire de ma thèse a donc été d'étudier ce 
candidat, ainsi que son rôle dans l'immunité antivirale. 

Résumé étendu en Français



Partie 1 : Identification de nouveaux partenaires protéiques de Dicer-2 
pendant l'infection virale in vivo 

I) Résultats 
 
Afin de définir le réseau de protéines associées à Dicer-  j'ai utilisé 
une approche de spectrométrie de masse (MS) afin d'identifier les partenaires protéiques de 
Dicer-2 une infection virale in vivo par le virus DCV. Pour cela, trois lignées de 
drosophiles ont été infectées ou non et expriment différentes versions d'une protéine de 
fusion GFP::Dicer-2 dans un fond génétique nul mutant pour le gène dicer-2 avec DCV ou 
une solution TRIS comme contrôle. La première lignée exprime la version sauvage (WT) de 
Dicer-2, fusionnée à la GFP (GFP::Dicer-2WT), qui permet de complémenter dicer-2-/- et de 
retrouver un phénotype sauvage. La deuxième lignée exprime un mutant ATPase de Dicer-2, 
incapable d'hydrolyser l'ATP et donc d'effectuer uniquement le mécanisme de découpage 
distributif (GFP::Dicer-2ATPase-mut). Enfin, la troisième lignée exprime un mutant RNAseIII, 
toujours capable de se fixer aux ARNdb mais incapable de les cliver (GFP::Dicer-2RNAseIII-mut). 
De plus, deux lignées contrôles ont été utilisées : une lignée WT (exprimant le gène 
endogène dicer-2 du fond génétique CantonS (CS)), et une lignée exprimant la GFP seule, 
sous le contrôle d'un promoteur d'ubiquitine (Ctrl-GFP). Des immunoprécipitations (IP) ont 
ensuite été réalisées avec des billes anti-GFP sur des drosophiles adultes injectées avec DCV 
ou TRIS, à deux jours post-injection. L'intégralité de cette expérience a été réalisée en 
triplicata. 
 
Les outils  SAINT-express et 
Prohits-viz, m ont permis de visualiser les résultats et de déterminer une liste de candidats 
enrichis dans les différents échantillons par rapport aux contrôles (Figure 1A). J ai ainsi été 

interagissant avec Dicer-2, contenant un 
enrichissement en protéine de type DEAD-box hélicases, ainsi que de protéines impliquées 
dans l épissage des ARN, l ovogenèse ou la biogenèse des P-bodies (Figure 1B). De plus, les 
différentes conditions utilisées dans cette expérience m ont permis d'étudier à la fois 
l'impact des mutations ponctuelles de Dicer-2 et  l'infection par DCV sur 

 de Dicer-2 (Figure 1C). Pour cela, j ai 
protéines identifiées par MS pour chaque lignée en comparant : (1) échantillons GFP::Dicer-2 
versus contrôles ; (2) échantillons non infectés versus échantillons infectés par DCV. En 
regroupant ces données, j ai pu déterminer comment l interactome de Dicer-2 varie selon 
les mutants et conditions utilisés. 



 
Ces différentes analyses m ayant permis d'établir une liste d'interactants potentiels de Dicer-
2, j ai commencé par confirmer l interaction avec Dicer-2 par IP et western blot des 
différentes protéines candidates pour lesquelles un anticorps est disponible. Nous avons pu 
confirmer ces interactions dans la lignée mutante GFP::Dicer-2ATPase-mut, qui est la lignée pour 
laquelle ces protéines étaient le plus enrichi par rapport aux lignées contrôles lors de 

-MS/MS (Figure 2A). Ces résultats suggèrent que Dicer-2ATPase-mut, qui fixe 
les molécules d ARNdb et les clive uniquement de manière distributive, a des interactions 
plus stables que la version sauvage. 
 
J ai ensuite voulu tester l'impact de ces candidats sur l'infection virale en réalisant deux 
cribles ARNi : un crible en cellules S2 de drosophile et un crible in vivo par invalidation au 
stage adulte des gènes candidats (Figure 2B&C). Ces deux cribles ont permis de mettre en 
avant différents candidats, dont Rasputin (Rin), une RNA-binding protein (RBP) qui semble 



avoir une activité antivirale à la fois ex vivo et in vivo. Il est intéressant de noter que cette 
protéine a précédemment été montrée comme ayant un impact proviral sur le virus du 
Chikungunya (CHIVK) (Fros et al., 2018).  

 

II) Conclusions et perspectives 
Cette étude nous a fourni une quantité importante de données, et la visualisation du réseau 
protéique dans lequel Dicer-2 évolue peut nous aider à mieux comprendre différents aspects 
de l'ARNi antivirale et des protéines impliquées dans ce mécanisme. Nous avons par 
exemple pu observer au sein des candidats principaux des protéines d épissage ainsi que des 
protéines localisées dans les P-
différents mécanismes/composants. De plus, ce réseau de protéines est modulé par 
différents facteurs, et les interactants de Dicer-2 changent selon : les mutations des 
domaines hélicase et RNAseIII, l'infection virale et le traitement à la RNAse. Nous avons pu 
valider les interactions entre Dicer-2 et certains candidats identifiés par LC-MS/MS dans la 
lignée GFP::Dicer-2ATPase-mut, elles doivent maintenant être confirmées dans tous les 
génotypes et après infection. Enfin, nous avons pu observer un effet pro- ou antiviral pour 
certains candidats mis en valeur par les cribles ex vivo et in vivo. Je prévois quelques 
expériences complémentaires avec les candidats validés pour définir leur localisation par 
rapport à Dicer-2 lors de l'infection.  



Partie 2 : Etude de Fandango, une protéine de liaison au poly(I:C) et 
facteur antiviral potentiel 

I) Résultats 
 
En collaboration avec le laboratoire du Pr. A. Pichlmair, Dr. Assel Mussabekova, au cours de 
sa thèse, a étudié des senseurs potentiels d'acides nucléiques chez la drosophile, en utilisant 
à la fois des drosophiles entières et des cellules d'insectes. Ces deux conditions ont mis en 
évidence Fandango, un membre du complexe PRP19/NTC, en tant que protéine de liaison au 
poly(I:C). Dr. Assel Mussabekova a également observé un effet antiviral de Fandango in vivo 
contre DCV, CrPV (Cricket Paralysis Virus) et le VSV (Vesicular Stomatitis Virus) (Pennemann 
et al., 2021).   
 

 réalisé un crible ARNi en cellules S2 de drosophile en ciblant différents 
candidats de mon propre projet, dans lequel nous avons inclus Fandango ainsi que d'autres 
RNP et nucléases qui étaient suspectées de jouer un rôle antiviral potentiel. Les ARNdb 
correspondants du DRSC (Harvard) pour les différents candidats ont été utilisés pour réaliser 
ce crible ARNi sur des cellules S2 après infection par DCV (20h, MOI 0,01). Après 
incorporation des ARNdb dans les cellules S2 et infection par DCV, la charge en ARN viral a 
été mesurée par RT-qPCR.  Dans ce crible, Fandango s'est avéré avoir un effet antiviral 
contre DCV, CrPV, FHV B2(1-74) (Flock House Virus, délétion d une partie de la protéine B2) 
et VSV. Les résultats du crible ont été confirmés au  
protéines (Figure 3B), par l invalidation de Fand en utilisant trois ARNdb différents et, 
respectivement, RT-qPCR ou WB contre deux protéines DCV différentes (VP2 et RdRp). Pour 
les trois ARNdb de Fand, la quantité d RN viral ainsi que la quantité de protéines VP2 et 
RdRp du DCV sont plus élevés que dans la condition contrôle.  
 
Ensuite, afin de comprendre le mécanisme moléculaire par lequel Fand entrave l'infection 
par le DCV, j ai cherché quelle étape du cycle viral est impactée par l invalidation de Fand. 
Par conséquent, j'ai  par DCV à une MOI de 10 après 
invalidation de Fand dans les cellules S2 (Figure 3C). Les niveaux d'ARN du DCV ont été 
vérifiés à différents temps post-infections, de 0 à 8 heures post-infection (hpi). Les résultats 
indiquent que l'impact de Fand sur l'infection par DCV est significatif de 2-4 hpi jusqu'à la fin 
du cycle viral (8hpi). Ceci suggère que Fand pourrait être lié à l'étape de réplication de l'ARN 
du cycle viral, mais n'influence probablement pas les étapes antérieures comme la liaison ou 
l'entrée dans la cellule.   



Comme Fand est un membre du complexe Prp19/NTC, il a déjà été identifié comme étant 
impliqué dans différentes fonctions cellulaires comme l'épissage. Nous sommes donc 
demandés si l'impact antiviral de Fand est lié à ses autres fonctions connues. Afin de 
confirmer que l'impact de Fand  un effet indirect lié à l'épissage, nous utilisons 
l'Isoginkgetin, un inhibiteur général de l'épissage, dans des cellules S2 tout en effectuant une 
invalidation de Fand, afin de vérifier si l'impact sur l'infection par le DCV est toujours présent 
lorsque l'épissage est altéré. L'inhibition correcte de l'épissage après le traitement à 
l'Isoginkgetin sera confirmée à l'aide d'un rapporteur d'épissage à la luciférase que nous 
avons conçu et sommes actuellement en train de tester. L ensemble de ces résultats sont 
actuellement répétés et complétés afin de terminer ce projet avec une étudiante Erasmus 
(Imperial College) jusqu en Juin 2022.  



II) Conclusions et perspectives 
 
En conclusion, nous avons accumulé un certain nombre de résultats suggérant que Fand 
pourrait avoir une fonction antivirale, mais certaines expériences sont encore nécessaires, 
en particulier pour déterminer le mécanisme moléculaire impliqué et pour exclure un effet 
indésirable de l'altération de l'épissage. De plus, nous aimerions vérifier si l'effet de Fand est 
conservé chez son orthologue chez les mammifères, Xab2. En effet, lors de notre 
collaboration avec le laboratoire de A. Pichlmair, ils ont trouvé un impact de Xab2 sur le virus 
de l'Influenza A (IAV). Nous pouvons inhiber son expression dans les cellules Hek293T en 
utilisant des siARN avant d'infecter les cellules avec VSV ou SINV. Enfin, nous prévoyons 
également d'examiner les différents domaines putatifs de Fand pour savoir s'ils sont 
impliqués dans sa fonction antivirale. 
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