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1. INTRODUCTION  

 

Le virus est un parasite intracellulaire obligatoire qui dépend de son hôte pour 

l’apport à la fois des ressources énergétiques et des constituants organiques élémentaires, à 

savoir lipides, nucléotides et acides aminés. Une des stratégies du virus pour générer ces 

éléments nécessaires à la réplication et à la synthèse de nouvelles particules virales est le 

détournement du métabolisme de la cellule infectée. Malgré d’importantes différences 

entre les virus, tous ont développé des stratégies réplicatives ciblant les réseaux 

métaboliques de la cellule infectée. A ce titre, il a été montré que pour prolonger la survie 

de la cellule infectée et assurer la réplication du génome et la  production de virions, une 

grande partie des virus usurpe des ressources métaboliques cellulaires en stimulant 

notamment l'absorption des nutriments et le catabolisme des cellules infectées. L’étude des 

ces modulations métaboliques constitue un nouveau champ d’investigation et ouvre de 

nouvelles possibilités de stratégies thérapeutiques. Une vision globale du métabolisme 

cellulaire ainsi que les principales voies métaboliques modifiées par les infections virales 

sont représentées Figure 1. Sur ce schéma apparaît de manière claire que le glucose est un 

élément nutritif majeur du métabolisme cellulaire. Il est non seulement le substrat initial 

pouvant aboutir à la synthèse de diverses biomolécules élémentaires constituant la 

biomasse mais aussi une source énergétique capitale. En effet, après son entrée dans la 

cellule, le glucose est métabolisé en glucose-6-phosphate (G-6-P), intermédiaire central, 

pouvant s’engager dans la voie des pentoses phosphates pour assurer la synthèse de 

nucléotides ou dans la glycolyse pour aboutir au pyruvate. Le pyruvate peut alors être 

réduit en lactate sécrété par la cellule ou décarboxylé en acétyl-CoA (ACoA) qui peut 

s’engager à son tour dans le cycle de Krebs pour aboutir à la phosphorylation oxydative, 

voie majeure d’apport énergétique sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). Le citrate 

intermédiaire du cycle de Krebs peut le quitter pour participer à la synthèse des acides gras 

au sein de la mitochondrie.  
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Figure 1. Description générale du métabolisme cellulaire et de sa modification potentielle par 
les différentes infections virales. Sont mises en évidence sur cette figure les voies métaboliques 
majeures connues pour être modulées par les virus : la glycolyse en vert, la synthèse des acides 
gras en marron, la glutaminolyse en violet, la voie des pentoses phosphates en bleu foncé. Pour 
chaque voie sont mis en regard les différents virus connus pour la modifier. CMV, cytomégalovirus ; 
HHV-8, herpès virus humain de type 8 ; Ad5, adénovirus de type 5 ; HPV, papillomavirus humain; 
EBV, virus Epstein Barr ; SV40, virus simien 40 ; VHB, virus de l’hépatite B ; VHC, virus de l’hépatite 
C ; DENV, virus de la dengue ; MAYV, virus Mayaro ; VACV, virus de la vaccine ; PolioV, virus de la 
polio ; G-6-P, glucose-6-phosphate ; ACoA, acétyl-CoA ; α-KG, α-ketoglutarate ; NH3, ammoniac, 
OxPhos, phosphorylation oxydative (adapté de (1)).  
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 Notamment en raison de son rôle central dans le métabolisme, nous nous sommes 

principalement concentrés sur la modulation de la voie de la glycolyse par les infections 

virales. Plusieurs études ont porté sur cette thématique et ont montré qu’une grande partie 

des virus avaient tendance à augmenter cette voie métabolique (1,2,3). De manière 

intéressante, dans la majorité des cas étudiés, cette augmentation est similaire à celle 

observée dans les cellules cancéreuses et décrite sous le nom d’effet Warburg.  

 

 Nous décrirons dans un premier temps ce phénomène et poseront la problématique 

de son universalité en tant que stratégie réplicative et celle de ses mécanismes intrinsèques. 

Autrement dit, les effets de l’infection virale sur le métabolisme glycolytique et leurs 

causes sont-ils fonction de la famille virale et donc du type de cycle réplicatif et 

d’infection ?  

 Pour réduire ce champ d’investigation très vaste, deux virus très différents et peu 

étudiés d’un point de vu métabolique ont fait l’objet de notre étude : le virus BK, virus à 

ADN non enveloppé, responsable d’infections latentes et chroniques pouvant se réactiver 

dans certaines conditions d’immunodépression ainsi que le virus influenza de type A, virus 

à ARN enveloppé responsable d’infection aigüe et résolutive dans la majorité des cas.  

 A la suite d’infections menées in vitro, la glycolyse a été évaluée. Après avoir 

abordé les différents niveaux d’appréciation de la glycolyse et certains points de 

régulations potentiels que nous avons choisis d’étudier, nous décrirons les deux modèles 

viraux de manière précise, en mettant en avant l’intérêt particulier de l’analyse des 

modifications métaboliques qu’ils peuvent engendrer dans les cellules infectées. 

 

 Nous décrirons par la suite, la méthodologie de notre étude, puis les résultats 

obtenus que finalement nous discuterons. 
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2. GENERALITES ET DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 

 

2.1. Glycolyse, effet Warburg et infection virale 

 

2.1.1. Description de l’effet Warburg 

 

 Les études de plusieurs modèles viraux ont montré que la voie de la glycolyse était 

particulièrement modulée par l’infection virale (Figure 1). En apport d’oxygène normal et 

dans une cellule différenciée saine une molécule de glucose est convertie en pyruvate dans 

le cytoplasme puis en dioxyde de carbone (CO2) dans le compartiment mitochondrial lors 

du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative. Cette voie métabolique aboutit à la 

formation de 36 molécules d’adénosine triphosphate (ATP). De manière complémentaire 

en absence d’oxygène, la glycolyse anaérobie est privilégiée. Cette voie métabolique 

aboutit à la formation de lactate, forme réduite du pyruvate, et à seulement 2 molécules 

d’ATP. Le rendement énergétique par molécule de glucose est alors divisé par 18 (4). De 

manière intéressante, dans la majorité des cas étudiés, les modifications du métabolisme 

glycolytique observées dans les cellules infectées seraient très proches de celles observées 

dans les cellules cancéreuses ou en division. En effet, de manière similaire à la réplication 

virale et à la formation de virions, la prolifération cellulaire nécessite des ressources 

énergétiques et organiques afin de  reproduire les composants de la cellule (membranes, 

protéines, acides nucléiques). Une des stratégies utilisées par la cellule en prolifération est 

la dégradation préférentielle du glucose en lactate et ce, quelles que soient les conditions 

en oxygène et l’intégrité mitochondriale. Plus précisément, environ 85% des molécules de 

glucose sont métabolisées en lactate, le reste passe par la phosphorylation oxydative 

maintenue à bas bruit.  Le rendement énergétique est alors de 4 ATP par molécule de 

glucose. Ainsi pour maintenir une production d’énergie suffisante la cellule augmente le 

flux glycolytique. Environ 10% de ce flux est dévié dans les voies de biosynthèse en amont 

de la production de pyruvate, ce qui aboutit à une augmentation d’intermédiaires 

métaboliques pouvant s’engager dans des voies anaboliques dérivant de la glycolyse 

principale et ainsi participer à la formation de biomasse, autrement dit de constituants 

organiques élémentaires, à savoir nucléosides, acides aminés, sucres et acides gras (Figure 

2). D’autre part, à côté de cet apport de biomasse, ce phénomène permet de fournir plus 

rapidement de l’ATP (1).  
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Figure 2. Représentation schématique de la phosphorylation oxydative, de la glycolyse 
anaérobie et de la glycolyse aérobie observée lors de l'effet Warburg. En présence d'oxygène, 
les cellules différenciées métabolisent via la glycolyse le glucose en pyruvate oxydé par la suite en 
CO2 lors de la phosphorylation oxydative. Pendant cette ultime étape, l'oxygène est l’accepteur final 
d'électrons, il est donc nécessaire à l’oxydation complète du glucose. Lorsque l'oxygène fait défaut, 
les cellules dévient le pyruvate de la mitochondrie en le convertissant en lactate. Toutefois le 
rendement énergétique est alors divisé par 18.  Warburg a observé que les cellules cancéreuses ont 
tendance à convertir préférentiellement le glucose en lactate quelque soit les conditions en oxygène. 
(d’après (4)). 
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 Ce phénomène est communément appelé l’effet Warburg, nom de celui l’ayant 

observé pour la première fois (4). Par analogie avec les cellules cancéreuses, l’activation 

de la glycolyse aérobie semble être une stratégie réplicative pour de nombreux modèles 

viraux très divers sur le plan structural. L’effet Warburg ne serait donc pas une observation 

métabolique restreinte  au domaine de l’oncologie.  

 

2.1.2. L’effet Warburg : une stratégie de multiplication virale universelle ? 

  

 Grace à l’effet Warburg, le virus redirigerait le métabolisme de la cellule hôte de 

telle sorte que la disponibilité de composants élémentaires pour la production des virions 

reste compatible avec une production d'énergie suffisante et bien sûr avec la survie plus ou 

moins temporaire de la cellule infectée. Cette modulation de la glycolyse est observée à la 

fois pour des virus à ADN : le cytomégalovirus (CMV) (5,6), l’herpès virus humain de 

type 8 (HHV-8) (7), l’adénovirus (Ad5) (8,9), le papillomavirus humain (HPV), le virus 

Epstein Barr (EBV) (10), le virus simien 40 (SV40) (11), le virus de l’hépatite B (VHB) 

(12); mais aussi pour des virus à ARN : le virus de la dengue (DENV) (13), le virus de 

l’hépatite C (VHC) (14,15), le virus de la polio (PolioV) (16) et le virus Mayaro (MAYV) 

(17). De manière inattendue, même les infections latentes peuvent induire la glycolyse. En 

effet, certains herpesvirus à savoir l’EBV (10) et l’HHV-8 (18,19), sont capables 

d’engendrer, même en phase de latence, l’induction du métabolisme glycolytique. Or, en 

phase de latence il y a peu ou pas de production de virions et l'expression des gènes viraux 

est limitée, ainsi la nécessité de changements métaboliques rapides est donc moins 

évidente à comprendre. En revanche, la survie de la cellule infectée de manière latente est 

nécessaire à la prospérité de l’infection. Par conséquent, on peut penser que l’induction de 

la glycolyse est non seulement nécessaire à la réplication des acides nucléiques et à la 

production de virions mais aussi qu’elle joue un rôle dans la survie des cellules infectées.   

 Le nombre de virus modulant la glycolyse, leur diversité d’un point de vue évolutif 

et structural ainsi que le type d’infection, confortent l’hypothèse selon laquelle cette 

modulation est une stratégie réplicative quasi incontournable. Néanmoins les mécanismes 

concourant à ces modifications métaboliques sont mal connus et constituent un nouveau 

champ d’investigation. Pour comprendre ces mécanismes, plusieurs techniques d’analyses 

métaboliques ont été mises à profit. Des approches de transcriptomique, protéomique 

(15,20), métabolomique (12), ou encore, de fluxomique (5) ont permis d’apprécier les 
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effets de l’infection sur le métabolisme ainsi que les mécanismes impliqués en évaluant les 

différents niveaux de régulation virale potentiels.  

 Ainsi certaines cibles cellulaires de modulation précises ont été mises en évidence, 

notamment, la première enzyme limitante de la glycolyse, l’hexokinase (HK).  

  

2.1.3. L’hexokinase : un élément de recherche d’intérêt 

 

 Dépendamment de l’ATP, l’HK assure la phosphorylation du glucose en G-6-P lors 

de la première étape obligatoire de la glycolyse. Cette enzyme permet de maintenir en aval 

un gradient de concentration qui facilite l’entrée de glucose dans la cellule. Par ailleurs, 

cette réaction constitue une véritable plaque tournante du métabolisme dans la mesure où 

elle est la première étape de toutes les principales voies d’utilisation du glucose, 

notamment, la glycolyse stricto sensu mais aussi la voie des pentoses phosphates et la 

glycogénèse. Ainsi l’HK est particulièrement bien placée pour influencer la vitesse du flux 

glycolytique et sa direction dans telle ou telle voie métabolique cellulaire. 

 Il y existe 4 isoenzymes de l’HK (HK1-4) dont la distribution tissulaire, la 

localisation au sein de la cellule, le modèle d’expression, l’activité ainsi que la régulation 

diffèrent. Chaque isoenzyme est codée par des gènes différents.  

 HK4 aussi connue sous le nom de glucokinase (GCK) diffère particulièrement des 

autres isoenzymes par le fait que son affinité pour le glucose est très faible la rendant peu 

active dans des conditions physiologiques et qu’elle n’est pas inhibée par le G-6-P (21). 

Par ailleurs son poids moléculaire est deux fois plus faible que celui des autres isoenzymes. 

Cette caractéristique résulte de la duplication et de la fusion d’un domaine unique de l’HK 

au cours de l’évolution (22).  HK4 ne présente pas cette duplication. Contrairement à 

HK4 ; HK1, 2 et 3 ont toutes une forte affinité pour le glucose. Par ailleurs, ces 3 

isoenzymes sont inhibées par leur produit, le G-6-P. Néanmoins le phosphore inorganique 

Pi antagonise ce phénomène pour l’HK1 alors qu’il l’amplifie pour HK2 et HK3. Or, les 

concentrations intracellulaires relatives du G-6-P et du Pi sont étroitement associées à 

l’état énergétique de la cellule. Aussi, HK1 serait plutôt impliquée dans des processus 

cataboliques conduisant à la production d’énergie, alors que HK2 et HK3 seraient 

davantage impliquées dans des processus anaboliques, fournissant par exemple du G-6-P 

pour la voie des pentoses ou la synthèse de glycogène (22). D’autre part, contrairement à 

HK3, HK1 et HK2 possèdent une extrémité hydrophobique N terminale et peuvent donc se 

lier à l’extrémité externe du pore mitochondrial VDAC (acronyme venant de l’anglais 
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« voltage dependent anion channel »). Elles sont alors directement en contact avec l’ATP, 

le co-substrat donneur d’un groupement phosphate et résultant de la phosphorylation 

oxydative; par ailleurs la liaison de HK2 à VDAC inhibe le rétrocontrôle négatif 

normalement exercé par le G-6-P produit par l’enzyme (22,23). Les caractéristiques des 

différentes isoenzymes de HK sont réprésentées Figure 3. 

 

 

 

 

 

Figure 3. Représentation des différentes isoformes de l’hexokinase (d’après (24)). 
 

 

 HK2 est une isoenzyme particulièrement intéressante dans la mesure où elle est 

surexprimée dans les cellules tumorales. En effet, au delà de son simple rôle de 

phosphorylation du glucose, cette enzyme joue un rôle important dans l’effet Warburg 

observé dans les cellules tumorales. Ainsi sa localisation mitochondriale contribuerait de 

manière importante à l’augmentation du flux glycolytique observé lors des processus 

prolifératifs. Mais pourquoi HK2 plutôt que HK1 ? Une des explication est que 

l’isoenzyme HK2 est multifonctionnelle et a deux avantages supplémentaires jouant un 

rôle dans la survie cellulaire : un effet protecteur mitochondriale (25,26), ainsi qu’une 

capacité à stimuler l’autophagie dans des condition de déplétion en glucose (27).  

 En virologie, notre équipe a montré l’existence d’une interaction entre la protéine 

nonstructurale NS5A du VHC et HK2 avec pour conséquence des répercussions 

fonctionnelles telle que l’augmentation des paramètres catalytiques de l’enzyme (14). 

D’autre part, il a aussi été montré mais non publié une interaction entre l’HK est la 

protéine non structurale NS3 du DENV.  
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 Néanmoins, une question essentielle reste celle de  l’universalité de l’activation de 

la glycolyse aérobie en tant que stratégie de multiplication. Autrement dit, ce phénomène 

est-il vraiment engendré par toute infection virale? L’étude de certains virus tend à 

infirmer cette hypothèse très généraliste. En effet, pour certains virus, les observations sont 

contradictoires. Une étude de métabolomique menée par Vastag et al. sur des cellules 

primaires de fibroblastes humains, a montré que le virus herpes simplex de type 1 (HSV-1) 

n’augmente pas la glycolyse (6). Cependant, en utilisant une autre souche de virus et des 

cellules Vero, une autre équipe a montré que l’HSV-1 induit la consommation de glucose 

et la production de lactate par induction de la phosphofructokinase (PFK), deuxième 

enzyme limitante de la glycolyse (28).  Par ailleurs, le VIH de type 1 activerait la glycolyse 

uniquement dans les lymphocytes T CD4+ mais pas dans les macrophages (29). Les 

macrophages maintiennent généralement une infection à long terme tandis que les 

lymphocytes T CD4+ sont le plus souvent soumis à une infection lytique plus aiguë, ce qui 

peut expliquer ces différences. Ainsi, en considérant les études menées sur HSV-1 et le 

VIH, l'activation des voies métaboliques spécifiques dépendrait du type de cellules 

infectées. Ceci souligne l'importance du type cellulaire testé pour les études métaboliques. 

En outre, le virus de la vaccine (VACV), famille des Poxviridae, n’augmenterait non 

seulement pas la glycolyse mais n’aurait pas besoin d’apport en glucose (30), la source de 

carbone nécessaire à la réplication proviendrait essentiellement de la glutamine. Enfin, 

bien que sa réplication dépende de la glycolyse, en témoigne la baisse de sa réplication 

engendrée par l’utilisation d’inhibiteurs de la glycolyse (31), des données contradictoires 

ne permettent pas de conclure quant à l’effet de l’infection du virus influenza de type A sur 

le métabolisme glycolytique. Aussi, considérant les quatre modèles viraux suscités, 

l’induction de la glycolyse par l’infection virale n’est pas systématique. D’autre part, la 

modulation de cette voie métabolique semble différer d’un virus à l’autre tant au niveau de 

l’effet que de la mécanistique. 
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2.2. Objectif de l’étude et démarche d’évaluation de la glycolyse 

 

 L’objectif de notre étude a été d’explorer, au niveau transcriptionnel et protéique, le 

retentissement de l’infection virale sur le métabolisme cellulaire glycolytique de manière à 

détecter des cibles cellulaires, qui d’un point de vue applicatif peuvent constituer des cibles 

potentielles pour de nouvelles thérapeutiques originales. En effet, en contrôlant 

l’emballement de la glycolyse par des molécules inhibitrices, il devrait être possible de 

contrôler l’infection virale mais aussi la prolifération cellulaire observée dans les cancers. 

L’intérêt de ce champ d’investigation est de taille dans la mesure où il offre des 

perspectives de traitements à large spectre tant pour les maladies infectieuses virales que 

pour les traitements anticancéreux. Par surcroît, de manière inverse, la synthèse de peptides 

mimant l’effet du virus sur la glycolyse en l’activant constitue une idée intéressante de 

traitement pour les maladies associées à des troubles métaboliques notamment le diabète 

non insulinodépendant.  

 Aussi, pour apprécier l’effet global de l’infection sur la glycolyse, ont été 

quantifiées la consommation de glucose et la production de lactate par les cellules. 

 Pour apprécier la régulation au niveau transcriptionnel et détecter d’éventuelles 

cibles, nous avons choisi de quantifier l’expression des gènes codant pour la majorité des 

enzymes de la glycolyse ainsi que pour les 4 isoformes des transporteurs membranaires 

passifs du glucose (GLUT1 à 4, dont les gènes sont aussi connus sous l’acronyme SCL2A1 

à 4 pour l’anglais « solute carrier family »). Par ailleurs, la voie des pentoses étant majeure 

pour la synthèse des nucléotides, éléments primordiaux pour la réplication virale, nous 

avons évalué l’expression des gènes codant pour ses deux premières enzymes limitantes, à 

savoir la glucose-6-phosphate isomérase (GPI) et la glucose-6-phosphate-deshydrogénase 

(G6PD). Enfin, nous avons quantifié l’expression du gène codant pour la sous-unité α du 

facteur induit par l’hypoxie (HIF1α), un des régulateurs transcriptionnels majeurs de la 

glycolyse dont l’expression est augmentée en condition d’hypoxie, ainsi que l’expression 

du gène codant pour la porine mitochondriale VDAC de type 1 (VDAC1) pouvant lier 

HK1 et HK2. HIF1α et VDAC1 sont, en effet, deux acteurs décrits comme étant impliqués 

dans le shift métabolique observé lors de l’effet Warburg (32,33).  

 Finalement, au niveau protéique, nous avons dosé l’activité de l’HK précédemment 

décrite comme étant induite par le VHC (14) et enzyme dont l’intérêt a été développé 

précédemment. 

 Les éléments de glycolyse analysés lors de l’étude sont représentés Figure 4.  
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Figure 4. Schéma de la glycolyse aérobie. L'expression des gènes codant les protéines (enzymes 
et transporteurs) et leurs différents isoformes, représentées en noir, a été quantifiée. Le α-D-glucose 

(en rouge) et le L-lactate (en bleu), respectivement substrat initial et produit final de la glycolyse 
aérobie, sont les deux métabolites ayant été dosés. L’activité de l’hexokinase (HK), première 
enzyme limitante de la glycolyse entourée en bleu a été mesurée. GLUT, transporteur de glucose ; 
GPI, glucose-6-phosphate isomérase ; PFK, phosphofructokinase ; ALDO, aldolase ; PGK, 
phosphoglycérate kinase ; ENO, enolase ; PKM, pyruvate kinase de type M comme musculaire ; 
LDHA ou B, lactate déshydrogénase de type A ou B.  
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2.3. Modèles viraux étudiés 

 

Pour mettre en place ce screening métabolique portant sur plusieurs niveaux de 

régulation hypothétiques,  nous avons choisi deux modèles viraux très différents aussi bien 

au niveau de la taxonomie, de la stratégie réplicative que de la physiopathologie : le virus 

BK et le virus de la grippe, influenza de type A et de sous-type H1N1.  

 

2.3.1. Le virus BK 
 

2.3.1.1. Caractéristiques de l’agent infectieux 
 

2.3.1.1.1. Taxonomie et généralités 
 

Le virus BK fait partie de la famille des Polyomaviridae et du genre 

Orthopolyomavirus. Deux autres genres sont décrits dans cette famille, le genre 

Wukipolyomavirus contenant quatre virus humains et le genre Avipolyomavirus contenant 

les polyomavirus aviaires. Les polyomavirus sont de petit virus non enveloppés à ADN 

circulaire. Ils peuvent entrer en phase de latence sous forme épisomale. On les trouve chez 

de nombreux hôtes, y compris les oiseaux, les rongeurs, les primates et les humains. Selon 

les espèces de polyomavirus le tropisme diffère : rein, poumon, peau et sang. À l'exception 

des espèces aviaires, qui peuvent engendrer des infections aigües, les polyomavirus 

engendrent des  infections persistantes, le plus souvent asymptomatiques chez leurs hôtes 

naturels. Cependant, ils peuvent se réactiver en cas d’immunodépression et être 

responsables de maladies graves. Les deux premières espèces humaines à avoir été 

caractérisées sont le virus BK et le virus JC. Ils ont été identifiés en 191 (34,35) et nommés 

d’après les initiales des patients sources. Le virus simien SV 40 non humain faisant aussi 

partie des orthopolyomavirus, a été introduit dans la population humaine il y a environ 40 

ans, après inoculation du vaccin contre la polio contaminé lors de sa préparation sur des 

cellules simiennes rénales, les cellules Vero (36).   

Depuis 2007, neuf nouvelles espèces humaines ont été découvertes (37) (tableau 1). 

Toutes ont une structure génomique très proche du polyomavirus simien canonique, le SV 

40. Néanmoins de légères différences de séquence ayant des répercussions sur les protéines 

de capside expliqueraient l’éventail des tropismes cellulaires selon les espèces virales.  

L’attribution du nom de ces nouveaux virus n’est pas codifiée et est fonction du contexte 
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de leur découverte.  Aussi le nom du Karolinska Institute polyomavirus (KIPyV) (38) et du 

Washington University polyomavirus (WUPyV) (39) découle du centre universitaire où a 

été fait leur découverte. Le Malawi polyomavirus (MWPyV) (40) et St Louis polyomavirus 

(STLPyV) (41) ont été nommés d’après la source de l'isolat d’origine. Leur ordre de 

découverte a permis de nommer les Human polyomavirus 6 (HPyV6), HPyV7 et HPyV9 

(42,43).  Enfin, le nom du Merkel cells polyomavirus (MCPyV) (44) et du Trichodysplasie 

spinulosa-associated polyomavirus (TSPyV) (45) découle de la maladie à laquelle ils sont 

associés. En effet, ces deux virus sont retrouvés à une haute fréquence dans des cancers 

cutanés très rares. On retrouve dans 80 % des cas de carcinome de Merkel le génome du 

MCPyV intégré dans l'ADN de la cellule hôte (44). Le processus d’oncogenèse n’est 

cependant pas systématique comme en témoigne la différence entre la séroprévalence du 

MCPyV dans la population générale qui s’élève à 65% (46) et la rareté des lésions 

carcinomateuses. 

 Aussi, bien que la majorité des polyomavirus semble engendrer des infections 

bénignes hors contexte d’immunodépression, il semblerait qu’ils aient un pouvoir 

oncogène. Il a effectivement été montré in vitro que les protéines précoces virales ont un 

pouvoir transformant dans des cellules non permissives dans lesquelles le cycle viral est 

arrêté précocement. En outre, in vivo, on observe chez des rongeurs la formation de 

tumeurs de types très divers après inoculation du SV40 (47) et du virus BK (48). De plus, 

les virus JC et BK, ont été détectés de manière plus fréquente dans divers cancers gastro-

intestinaux (49) et uro-génitaux (50) comparativement à des tissus sains. Cependant, il n'y 

a aucune preuve que les génomes viraux soient intégrés dans l’ADN des cellules tumorales 

et la seule présence d'ADN viral sous forme épisomique est insuffisante pour supporter un 

rôle causal de ces virus dans la pathogenèse d'un cancer. Finalement, sur la base de 

« preuves insuffisantes » chez l'homme mais « preuves suffisantes» découlant 

d’expérimentations animales,  l’agence internationale de recherche sur le cancer a classé 

les virus JC et BK en groupe 2B soit « possiblement cancérigènes pour l’humain » (51).  
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Tableau 1. Taxonomie des polyomavirus humains et leur contribution en pathologie humaine. 

 

 

 

 

 

Genre Espèce Date de 
découverte Maladie associée Source 

d’isolation 

Virus BK (BKV) 1971 

Cystite 
hémorragique,  
Néphropathie 
associée au 
polyomavirus 
(PVAN) 

Urine, rein, 
sang 

Virus JC (JCV) 1971 
Leucoencéphalite 
progressive 
multifocal (LEMP) 

Urine, SNC, 
sang 

Merckel Cell 
polyomavirus 
(MCPyV) 

2008 Carcinome de 
Merkel 

Lésions 
cutanées 

Trichodysplasia 
Spinulosa-
associated 
polymavirus 
(TSPyV) 

2010 

Trichodysplasia 
spinulosa 
Pilomatrix 
dysplasia 

Lésions 
cutanées 

Human 
polyomavirus 9 
(HPyV9) 

2011 Aucune  Peau 

Malawi 
polyomavirus 
(MWPyV) 

2012 Aucune Fèces  

Orthopolyomavirus 

St Louis 
polyomavirus 
(STLPyV) 

2012 Aucune Fèces  

WU 
polyomavirus 
(WUPyV) 

2007 Aucune Tissu 
nasopharyngé 

KI polyomavirus 
(KIPyV) 2007 Aucune Tissu 

nasopharyngé 
Human 
polyomavirus 6 
(HPyV6) 

2010 Aucune Peau 
Wukipolyomavirus 

Human 
polyomavirus 7 
(HPyV7) 

2010 Aucune Peau  
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2.3.1.1.2. Structure et organisation génomique  

 

Comme l’ensemble des polyomavirus, le virus BK est un petit virus d’environ 45 

nm de diamètre, non enveloppé dont le génome à ADN double brin circulaire mesure 

environ 5 kb. L'organisation du génome est hautement conservée parmi les polyomavirus 

humains. L’unique gène est composé de deux unités de transcriptions, une région précoce 

et une région tardive transcrites de manière séquentielle.  

La région précoce code pour deux protéines, l’antigène grand T (T comme tumeur) 

et l’antigène petit T, noms attribués en raison de leur taille respective. Le virus BK possède 

par ailleurs un dérivé de l’antigène grand T résultant d’un épissage alternatif. Ces protéines 

précoces, notamment l’antigène grand T, ont un rôle critique dans le cycle du virus, en 

particulier dans la réplication du génome viral. Ces caractéristiques sont décrites de 

manière plus précise dans le paragraphe dédié au cycle de réplication du virus. Par ailleurs 

par le jeu d’interactions avec des éléments cellulaires, les protéines précoces ont la 

capacité de contrôler le cycle cellulaire et de promouvoir la prolifération cellulaire. 

L’antigène grand T peut en effet se lier et inhiber la protéine (p53) et la protéine du 

rétinoblastome (pRB), deux facteurs suppresseurs de tumeur (52). Cette caractéristique 

expliquerait en partie le potentiel oncogène des polyomavirus.  

En outre, la région tardive code pour les protéines structurales, VP1, VP2, VP3. La 

capside icosaédrique est formée de 72 pentamères de VP1, constituant la face externe. 

Chaque pentamère est associé à une molécule de VP2 ou à une molécule de VP3, 

constituant la face capsidiale interne.  L’ensemble du génome viral est représenté Figure 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHARRE 
(CC BY-NC-ND 2.0)



 36 

 

 

 

Figure 5. Structure générale du génome des polyomavirus. Le génome est formé d'ADN double 
brin circulaire comportant trois régions principales : une région de contrôle non codante comprenant 
les promoteurs précoces et tardifs, les sites d'initiation de transcription et l'origine de réplication; une 
région précoce codant pour l’antigène grand T (AgT), l'antigène petit t (Agt) et un antigène grand T 
variant, résultant d’un épissage alternatif (AgT’) ; une région tardive codant pour les protéines de 
capside virale VP1, VP2, VP3, VP4. VP4 n’a pour l’instant été identifié que chez le virus SV40. Les 
cadres de lecture pour VP2, VP3 et VP4 sont identiques, mais la traduction commence à des 
codons d’initiation successifs pour générer les différentes protéines. L’agnoprotein (Agno) résultant 
de la traduction d’un transcrit tardif, est une protéine dont la fonction n’est pas clairement établie 
(adapté de (53)). 
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2.3.1.1.3. Cycle de réplication viral 
 
 

• Récepteurs cellulaires, entrée, décapsidation 

Après attachement d’un pentamère de VP1 à un récepteur cellulaire de nature 

gangliosidique terminé par deux acides sialiques lié en alpha 2-8 (54,55), le virus BK est 

internalisé par endocytose médiée par la cavéoline (56). Les cavéosomes alors formés sont 

transportés au réticulum endoplasmique. Lors du transport du réticulum endoplasmique au 

cytoplasme le virus subit une décapsidation partielle. Grâce à des signaux de localisation 

nucléaires situés sur la protéine de capside résiduelle VP3, les particules sont adressées au 

noyau. Le génome viral est alors importé à travers les pores nucléaires (57).  

 

• Expression des gènes précoces 

La région précoce est transcrite dans les heures qui suivent l'entrée du génome viral 

dans le noyau. Après traduction dans le cytoplasme, l’antigène grand T retourne au noyau, 

associé au génome viral et aux facteurs cellulaires impliqués dans la réplication. Cette 

protéine multifonctionnelle est en effet capable de recruter la machinerie de la cellule hôte 

au cours des différentes étapes du processus de réplication. Les systèmes de culture pour 

étudier le virus BK sont assez difficiles à mettre au point ce qui explique le manque de 

données sur son cycle de réplication et sur l’antigène grand T. En revanche, par analogie 

avec le SV40 qui se reproduit très bien en culture, nous pouvons extrapoler la manière dont 

l’antigène grand T orchestre la réplication virale. En effet, le gène codant pour l’antigène 

grand T partage 76% d’homologie de séquence entre ces deux virus.  

 

• Réplication de l’ADN viral 

L’antigène grand T se fixe sur l’origine de réplication du génome viral, il se 

polymérise en deux hexamères de part et d’autre de l’origine pour commencer le 

déroulement et la dénaturation de l’ADN viral double brin grâce à son activité hélicase. 

L’orchestration du recrutement des facteurs cellulaires au cours du processus est 

représentée Figure 6. 
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Figure 6. Orchestration de la réplication virale par l’antigène grand T. 1 : Phase d’initiation. 
L’antigène grand T se polymérise en deux hexamères qui se font face et initie la dissociation de 
l'ADN double brin (représenté par deux lignes grises parallèles) selon un modèle bidirectionnel. En 
plus de l'antigène grand T, neuf facteurs cellulaires sont nécessaires pour assurer la réplication. Les 
protéines cellulaires qui interagissent avec l'antigène grand T à ce stade sont la protéine de 
réplication A (RPA), l’α primase et la topoisomérase I (Topo I). RPA est une protéine nécessaire au 
maintien de l’ADN dans sa structure simple brin. L’α primase synthétise les amorces d'ARN 
d’environ 11 nucléotides, représentées en rouge et qui servent de point de départ à l’élongation 
menée par la polymérase δ cellulaire (Pol δ). Topo I permet le maintien de la configuration en double 
hélice de l’ADN en aval en s’affranchissant des distorsion engendrées par la réplication. 2 : Phase 
d’élongation. De nouveau facteurs cellulaires sont recrutés lors de cette phase : le facteur de 
réplication C (RFC) et l’antigène nucléaire de prolifération cellulaire (PCNA) facilitent le passage de 
la primase α à la Pol δ et donc la synthèse du nouveau brin d’ADN, représenté en bleu à partir des 
amorces d’ARN. Pour la synthèse du brin tardif, la primase α doit produire des amorces à plusieurs 
reprises. 3 : Phase de terminaison. La RNase H et facteur de maturation 1 (MF1), une 5 '- 3' 
nucléase, sont nécessaires pour enlever les amorces. Enfin, l'ADN ligase complète la réplication et 
ferme de manière covalente les interstices des brins nouvellement synthétisés (adapté de (52)) . 
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Il est important de noter que la réplication des polyomavirus repose essentiellement 

sur l’arsenal enzymatique de la cellule infectée. En effet, les polyomavirus ont cette 

caractéristique originale d’être dépourvu d’enzymes virales spécifiques généralement 

utilisées comme cible thérapeutique à savoir une polymérase ou encore une protéase. 

L’unique activité enzymatique virale décrite dans cette famille est une activité hélicase 

portée par l’antigène grand T qui pallie par ailleurs le manque d’activité enzymatique 

virale par un jeu d’interaction avec des enzymes cellulaires.  

 

• Expression des gènes tardifs, encapsidation et libération des virions 

Finalement dans un deuxième temps les gènes tardifs sont transcrits puis traduit 

pour finalement aboutir à l’encapsidation des nouvelles copies du génome viral et à la 

libération des nouveaux virions. Les principales étapes du cycle de réplication virale sont 

représentées Figure 7. 
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Figure 7. Cycle réplicatif des polyomavirus. Après l'entrée, les particules virales traversent le 
cytoplasme pour atteindre le noyau dans lequel a lieu la réplication assurée entre autres par la 
polymérase δ de l’hôte. La première étape du cycle viral consiste en l’expression des gènes 
précoces (bleu) codant pour l'antigène grand T (Ag T) et l’antigène petit T (Ag t),  nécessaires à la 
réplication du génome viral notamment par le recrutement de certaines protéines de l’hôte. La 
production de protéines structurales, VP1-VP4 (rouge) a lieu dans un second temps avant 
l'assemblage des nouveaux virions et leur libération dans le milieu extracellulaire (adapté de (37) et 
du Fields, 4e édition (58)). 
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2.3.1.1.4. Pouvoir pathogène et manifestations cliniques  

 

Le virus BK se contracte préférentiellement pendant l’enfance par voie salivaire 

et/ou respiratoire. Il est largement répandu dans la population générale, la séroprévalence 

tend vers 90 % (59).  

La primo-infection est le plus souvent asymptomatique. Dans de rares cas elle peut 

être associée à des signes d'infection respiratoire non spécifiques. Le virus atteindrait ses 

organes cibles après diffusion sanguine. Néanmoins, très peu de données au cours des 

premiers stades de l'infection sont disponibles en raison de la nature aspécifique du tableau 

clinique ou plutôt de l’absence des symptômes cliniques. Chez les adultes, le virus se 

réactive à partir de sites d'infection persistante où il se trouve à l’état latent sous forme 

épisomale. En raison de la détection du virus BK dans les urines des patients 

immunodéprimés et à moindre mesure dans les urines des sujets immunocompétents, les 

cellules épithéliales du rein constituerait le réservoir principal de l’infection latente(59,60).  

Si le virus BK se réactive chez l’immunocompétent de façon silencieuse, ces 

réactivations peuvent engendrer des tableaux cliniques sévères chez les patients 

immunodéprimés. L’effet cytopathogène notamment sur les cellules épithéliales peut se 

traduire par des néphropathies tubulo-interstitielles (PVAN pour polyomavirus associated 

nephropathy) chez les greffés rénaux ou par des cystites hémorragiques (CH) chez les 

greffés de cellules souches hématopoïétiques (CSH). De plus rares cas de sténoses 

urétrales ont été décrites chez ces deux populations (61).  

La PVAN apparaît dans les 6 à 12 mois après la transplantation rénale. La première 

étape de cette maladie est caractérisée par une réplication virale prolongée et intense dans 

les cellules épithéliales du rein et des voies urinaires. Elle induit un effet cytopathique 

engendrant la lyse des cellules épithéliales et la libération du virus dans le sang en raison 

de lésions de la membrane basale. D'autre part, la migration de cellules de l’immunité dans 

le tissu interstitiel participent à l'atrophie tubulaire et au développement d’une fibrose 

interstitielle (62). Ces modifications histologiques s’accompagnent d’un 

dysfonctionnement progressif du greffon, pouvant être irréversibles dans les derniers 

stades de la maladie et aboutir à la perte du greffon. Les cellules urothéliales sont 

également un site de la réplication virale intense et sont la principale source de la virurie 

(63). Par ailleurs, bien qu’il y ait de faibles quantités d’ADN détectables dans les 

lymphocytes circulants, la virémie est un bon reflet de la réplication virale dans le tissu 

rénal et urinaire. Chez un patient séropositif pour le BK virus mais avirémique le 
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développement d’une PVAN est très peu probable. En revanche, le risque que la 

réplication du virus évolue vers une PVAN est d’autant plus important que la virémie est 

élevée et prolongée. Un niveau de 104 copies/mL est le seuil internationalement reconnu 

au-dessus duquel les traitements immunosuppresseurs doivent être réduits (64). Comme la 

majorité des pathologies virales rencontrées en post transplantation, les facteurs de risque 

du développement de PVAN comprennent des facteurs liés au donneur, au  receveur, au 

type de greffe ainsi qu’au virus lui-même. Dans le cas du virus BK, l'immunosuppression 

thérapeutique, en perturbant l'équilibre entre la réplication du virus et la réponse 

immunitaire de l'hôte notamment cellulaire, est le principal facteur favorisant le 

développement de la néphropathie. L'augmentation de la fréquence des PVAN en post 

transplantation rénale coïncide effectivement avec l'introduction, à la fin des années 90, de 

traitements immunosuppresseurs plus efficaces et ciblant l’immunité cellulaire, alliant 

corticothérapie, agents antiprolifératifs et inhibiteur de la calcineurine (65,66). Toutefois, 

l'environnement tissulaire semble également participer à la réactivation du virus BK. En 

effet, les PVAN sont observées de façon quasi exclusive dans le cadre de transplantation 

rénale avec une prévalence de 1-10% aboutissant à la perte du greffon dans 80% des cas 

(64). Elles sont en revanche très rarement dans le cadre de transplantations d’autres 

organes solides ou de greffe de CSH (67). Les thérapies qui ont été fréquemment associés 

à une virémie post-greffe sont : l’exposition prolongée à des corticoïdes, les 

conditionnements reposant sur les déplétions lymphocytaires, l'association 

tacrolimus/mycophénolate mofétil plutôt que l’association ciclosporine/mycophénolate 

mofétil ou les inhibiteurs de mTOR. D'autres facteurs de risque qui ont été signalés, mais 

pas toujours observé dans toutes les cohortes de patients,  sont ceux liés au donneur 

(nombre de mésappariements HLA, donneur décédé, donneur séropositif pour le virus BK 

avec un titre en anticorps élevé), au receveur (âge avancé, sexe masculin, séronégatifs pour 

le virus BK ou titre en anticorps bas), et à la greffe elle-même (64). 

La CH associée au virus BK est caractérisée par l'association d’une dysurie, de 

douleurs et de degrés divers de l'hématurie. Dans les cas les plus graves, l’hématurie peut 

conduire à une coagulation, une obstruction des vaisseaux urinaires, une hémorragie et à 

une insuffisance rénale. Les CH associées au virus BK sont observées dans 5 à 15% des 

patients dans les deux mois suivant la greffe de CSH (68). D’autres causes de CH dans 

cette population de patients doivent cependant être prises en compte,  à savoir la toxicité 

iatrogène de la chimiothérapie ainsi que d’autres infections virales comme le  CMV ou 

encore l’ad5. La pathogénèse semble être le résultat de plusieurs facteurs. Tout d’abord les 
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lésions de la muqueuse urothéliale secondaires aux traitements d'induction fait le lit des 

l’infection. D’autre part,  la réactivation virale favorisée par l’immunosuppression, 

accentue ces lésions. Enfin dans un environnement inflammatoire avec infiltrat 

lymphocytaire majeur, les cellules infectées sont détruites par les  

lymphocytes T cytotoxiques lors de la prise de greffe (69). Le diagnostic de la CH associée 

au virus BK dans le cadre de la greffe HSC est basé sur la détection du virus dans les 

urines. Les patients avec une virurie ou une virémie élevée sont plus à risque de 

développer la pathologie (70).  

Des manifestations cliniques bien plus rares ont été décrites chez des patients 

fortement immunodéprimés comme des méningo-encéphalites, des pneumopathies (71), 

des infections systémiques avec atteinte vasculaire (72) et des éruptions cutanées (73). En 

outre, le BK virus serait impliqué dans des atteintes des glandes salivaires chez les patients 

séropositifs pour le VIH. Ces atteintes sont caractérisées par une infiltration lymphocytaire 

ainsi qu’une fibrose des glandes salivaires. L’implication du virus BK dans ces 

manifestations cliniques est objectivée par une forte charge virale dans la salive de ces 

patients en comparaison avec des patients sains et par la capacité du virus BK à se 

répliquer dans les cellules épithéliales des glandes salivaires (74,75).  

Finalement, le pouvoir oncogène déjà abordé de manière générale pour la famille 

des polyomavirus, reste controversé et n’a pas été démontré de manière rigoureuse pour le 

virus BK (76).  

 

2.3.1.2. Justification du choix du modèle viral 

 
Jusqu’à présent, aucune analyse métabolique n’a été réalisée sur ce virus. En 

revanche deux autres virus appartenant aussi aux polyomavirus semblent avoir un lien avec 

la glycolyse. En effet, l’expression de l’antigène T, antigène précoce lors de la réplication 

du virus JC, nécessite un apport de glucose ainsi que l’intégrité de la voie de la glycolyse 

et des pentoses phosphates. De plus, cet antigène engendrerait une régulation positive de 

l’expression de HK2 au niveau protéique dans les cellules de tumeurs cérébrales (77). 

Parallèlement, comme dit précédemment, le virus SV40, augmenterait la glycolyse aérobie 

(11). Par ailleurs, d’un point de vue pratique, l’infection du virus BK peut être conduite sur 

des cellules épithéliales primaires humaines de tubule proximal de reins (cellules RPTEC 

acronyme pour l’anglais Renal Proximal Tubular Epithelial Cells) (78). Le métabolisme 

basal de ces cellules primaires est peu modifié contrairement aux lignées cellulaires 
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tumorales. Ceci est un avantage indéniable dans le cadre d’une analyse métabolique. De 

plus, dans le modèle utilisé et dans les temps d’expérimentation l’infection n’entraine pas 

d’effet cytopathogène et de mortalité pouvant biaiser l’interprétation.  

Enfin, l’étude de ce virus représente un intérêt clinique et thérapeutique.  Compte 

tenu de l’utilisation croissante de thérapies immunosuppressives dans des contextes de 

transplantations ou de maladies auto-immunes, ainsi que la capacité de certains 

polyomavirus à engendrer des pathologies chez ces patients immunodéprimés, il n’est pas 

incohérent de prédire une augmentation de la fréquence des pathologies associées à ces 

virus. Or la prise en charge communément appliquée est la réduction de 

l’immunosuppression car il n’existe aucune molécule antivirale spécifique disponible pour 

cette famille de virus. L’absence de traitement spécifique est cependant compréhensible. 

En effet, comme précisé précédemment, les polyomavirus sont dépourvus d’ADN 

polymérase et de protéase virale spécifiques, cibles fréquentes des antiviraux actuels. Ils 

n’ont pour seule activité enzymatique qu’une activité hélicase couplée d’une fonction 

ATPasique et portée par l’antigène grand T. Cette activité enzymatique nécessaire à la 

réplication, constitue une cible virale éligible au design de nouvelles molécules (79,80). 

Toutefois, l’inhibition spécifique des hélicases est très difficile à obtenir, ce qui pose un 

problème de toxicité. Les résultats peu probants incitent à chercher de nouvelles stratégies 

thérapeutiques, différentes de celles consistant à inhiber directement une enzyme virale. 

Etant donné que ces virus assurent leur réplication et leur assemblage grâce à l’arsenal 

enzymatique cellulaire, une idée serait d’empêcher une interaction entre acteurs cellulaires 

et viraux, nécessaire à l’infection. L’étude de l’interactome hôte-pathogène prend alors 

toute son importance. Dans le traitement des PVAN, cette idée de stratégie thérapeutique 

peut, à ce propos, être illustrée par l’usage empirique des fluroroquinolones, antibiotiques 

inhibiteurs de topoisomérase bactérienne. Le mécanisme hypothétique reposerait sur 

l’inhibition des topoisomérases cellulaires obtenue à forte de dose de fluoroquinolones. 

Cette inhibition déstabiliserait alors le complexe de réplication du virus BK empêchant une 

réplication efficace. Cependant, hormis quelques patients initiaux chez qui des diminutions 

de charge virale ont été observées (81), l’inhibition de la réplication virale n’est 

véritablement observée qu’in vitro (82). Deux études récentes randomisées en double 

aveugle ont en effet montré que la lévofloxacine n’est pas efficace dans les PVAN, tant au 

niveau préemptif (83) que curatif (84). 
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2.3.2. Le virus influenza de type A 

 

2.3.2.1. Caractéristiques de l’agent infectieux 
 

2.3.2.1.1. Taxonomie et généralités 
 

A la différence du BK virus, le virus influenza de type A (IAV) est un virus 

enveloppé, à ARN segmenté. Il appartient à la famille des Orthomyxoviridae et est l’unique 

espèce du genre Influenzavirus A. Il est responsable des grippes humaines au côté des virus 

influenza de type ou genre B et C. Néanmoins il est le seul à pouvoir engendrer des grippes 

animales. En effet, les oiseaux et les porcs sont des réservoirs de l’IAV. Les trois types ou 

trois genres A, B ou C se distinguent d’un point de vue antigénique par leur protéine de 

matrice (M1) et leur nucléoprotéine (NP). L’IAV et le virus de type B entrainent une forte 

morbi-mortalité dans la population humaine. Ils sont la cause d’une charge financière 

considérable et constituent une problématique de santé publique majeure. En revanche le 

virus influenza de type C ne cause que des épidémies sporadiques de maladies respiratoires 

le plus souvent bénignes chez l’enfant.  

L’IAV possède deux glycoprotéines de surface, l’hémagglutinine (HA) et la 

neuraminidase (NA) qui permettent l’identification de sous types. 16 HA et 9 NA ont été 

décrites. Chez l’homme, les deux sous-types les plus répandus sont les sous-types H1N1 et 

H3N2. L’acquisition progressive de mutations dans ces glycoprotéines sous la pression de 

sélection immunitaire et en raison de la faible fidélité de l’ARN polymérase virale,  peut être 

responsable de glissement antigénique à l’origine des épidémies hivernales. De manière plus 

rédhibitoire, lors de co-infections par deux souches d’IAV pouvant provenir d’hôtes 

d’espèces différentes, il est possible d’observer au moment de l’assemblage des nouveaux 

virions, des réassortiments des segments d’ARN appartenant aux différents virus infectants.  

Ces nouveaux réassortiments peuvent être à l’origine d’une recomposition antigénique 

nouvelle des glycoprotéines de surface. En l’absence d’immunité préexistante dans la 

population générale, ces cassures antigéniques sont à l’origine de pandémies. 

La nomenclature des souches Influenzavirus se fait selon le schéma suivant : genre 

(A, B, C)/ HxNy si A/ hôte d’origine si non humain/lieu d’origine/numéro de cahier/année 

d’isolement. Le virus influenza de type A, en particulier la souche A/H1N1/Puerto 

Rico/8/34 (PR8), a fait l’objet de notre deuxième étude métabolique.  
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2.3.2.1.2. Structure et organisation du génomique 

 

L’IAV est un virus à ARN segmenté, présentant 8 simples brins d’ARN 

monocaténaire de polarité négative de 890 à 2 341 nucléotides de long. Le génome viral 

code pour 11 à 12 protéines : deux protéines non structurales codées par le segment NS,  la 

protéine d'exportation nucléaire (NEP, également connu sous le nom NS2) et la protéine 

non structurale 1 (NS1) antagoniste de la réponse antivirale de l’hôte ; la protéine de 

matrice M1 et le canal ionique M2, toutes deux codées par le segment de M; l’HA, 

protéine de liaison à l'acide sialique qui est le récepteur cellulaire; la NA, hydrolysant cette 

liaison; la nucléoprotéine (NP) et les composants du complexe ARN polymérase ARN 

dépendante (PB1, PB2 et PA), tous exprimés par leur segments respectifs du génome; 

enfin la protéine nouvellement identifiée N40, exprimée à partir du segment PB1 et dont la 

fonction reste mal comprise. De plus, certains virus expriment la protéine PB1-F2 pro-

apoptotique qui est codée par un deuxième cadre de lecture dans le segment PB1. À 

l'intérieur du virion, chacun des huit segments viraux forme un complexe viral 

ribonucléoprotéique (RNP): l'ARN viral est enroulé autour de NP, ensemble lié au 

complexe de la polymérase virale. Le génome et les protéines virales sont représentés 

Figure 8.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHARRE 
(CC BY-NC-ND 2.0)



 47 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 8. Génome du virus de la grippe et protéines associées.  Les segments 1, 3, 4, 5 et 6 
codent chacun une protéine virale, à savoir respectivement, la protéine basique 2 (PB2), la protéine 
acide (PA), l’hémagglutine (HA), la nucléoprotéine (NP) et la neuraminidase (NA). Les segments 7 et 
8 produisent deux ARN messagers par épissage alternatif et codent ainsi chacun deux protéines 
différentes : la protéine de matrice M1 et le canal ionique M2 pour le segment 7, la protéine non 
structurale NS1 et la protéine d’export nucléaire (NEP) pour le segment 8. Enfin, le segment 2 code la 
protéine basique 1 (PB1), mais chez certaines souches, une deuxième phase ouverte de lecture 
permet aussi de coder un petit polypeptide nommé PB1-F2, voire une troisième protéine, N40, 
correspondant à la protéine PB1 tronquée en N-terminal. Chaque segment d’ARN viral (ARNv) est 
sous la forme d’un complexe viral ribonucléoprotéique associé à NP et au complexe polymérasique 
(PB1, PB2 et PA), représenté en bas à droite sur le schéma. 
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2.3.2.1.3. Cycle de réplication viral 

 

• Récepteurs cellulaires, entrée, décapsidation 

 L'entrée du virus dans la cellule hôte se fait par endocytose à la suite de l’attache 

de l’HA à des récepteurs cellulaires d’acides sialiques. Le clivage de l’HA par des 

protéases cellulaires est nécessaire à la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane de 

l'endosome et l’acidification de ces vésicules permet la libération des RNP dans le 

cytoplasme (85). Grâce à des signaux de localisation nucléaire portés par la protéine NP, 

les RNP sont transportés dans le noyau de la cellule hôte, où le complexe ARN polymérase 

ARN dépendante (PB1, PB2, PA) réalise à la fois la transcription des gènes viraux et la 

réplication de l’ARN viral (ARNv).  Pour note, le fait que la réplication s’établisse dans le 

noyau est un élément original pour un virus à ARN ; en effet la majorité des virus à ARN 

assure le cycle de réplication dans le cytoplasme. De nombreuses interactions entre les 

protéines nucléaires et les facteurs de l’IAV ont été caractérisées mais leur rôle fonctionnel 

est mal compris (86).  

 

• Transcription des ARNm viraux : le cap-snatching 

 La transcription conduit à la production d’ARNm viraux avec une coiffe en 5' et 

une queue poly (A) en 3’. Cependant le complexe polymérasique du virus de la grippe 

n’est pas capable de coiffer directement ses ARNm viraux. Aussi,  il est obligé d’utiliser la 

coiffe des pré-ARNm nucléaires de la cellule infectée. La PB2 reconnaît la coiffe en 5’ des 

ARNm cellulaires nouvellement synthétisés et la PA grâce à son activité endonucléasique 

clive à quelques nucléotides en aval de la coiffe. Ces fragments d'ARNm cellulaire coiffés 

sont ensuite utilisés comme amorces pour initier la transcription des ARNm viraux (87). 

Ce phénomène est appelé cap-snatching et aboutit à une diminution drastique de la 

synthèse des protéines de la cellules infectée par perte d’intégrité des ARNm cellulaires 

(88).  
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• Réplication de l’ARN viral 

 Par un mécanisme distinct, l’ARN viral (ARNv) de polarité négative est répliqué 

en ARN positif qui sert de matrice intermédiaire pour assurer la néosynthèse de 

nombreuses copies d’ARNv.  

 

• Assemblage et libération des virions 

 Après la formation des RNP dans le noyau, M1, NEP et NP assure leur transport 

vers le cytoplasme. Ces complexes sont alors dirigés vers le site d'assemblage au niveau de 

la membrane plasmique où HA et NA ont été accumulées. M1 interagit avec les parties 

cytoplasmiques de glycoprotéines, conduisant à l'assemblage et au bourgeonnement des 

virions. Enfin la libération des virions découle de l’hydrolyse des acides sialique par la 

NA. Enfin, après avoir produit des milliers de nouvelles particules virales, la cellule est 

lysée. Les différentes étapes du cycle réplicatif sont représentées Figure 9. 
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Figure 9. Cycle réplicatif du virus de la grippe. Lors des premières étapes de la réplication, 
l’hémagglutinine se lie à la fraction terminale de l’acide sialique α-2,6 ou α-2,3 ; le virus pénètre alors 
dans la cellule par endocytose. Après acidification de l’endosome, les complexes RNP sont libérés 
dans le cytoplasme puis transportés et transcrits dans le noyau.  L’ARN polymérase ARN-
dépendante transcrit et réplique l'ARN viral de polarité négative (ARNv (-)), donnant lieu à trois types 
de molécules d'ARN: un ARN complémentaire de polarité positive (ARNc (+)) qui sert de matrice 
pour générer davantage d'ARN viral; des petits ARNs viraux de polarité négative (ARNsv (-)) qui 
réguleraient le passage de la transcription à la réplication et enfin les ARNm viraux qui sont exportés 
vers le cytoplasme pour être traduits. Les protéines virales qui sont nécessaires à la réplication et à 
la transcription, sont adressées au noyau, et les complexes viraux ribonucléoprotéiques (RNP) 
nouvellement formés sont exportés vers le cytoplasme grâce à la protéine de matrice M1 et la 
protéine d’exportation nucléaire (NEP). A la suite de l’assemblage des nouveaux virions et de leur 
bourgeonnement, la libération est assurée par la neuraminidase qui détruit la liaison entre l’acides 
sialiques cellulaires et les glycoprotéines virales (adapté de (89)). 
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2.3.2.1.4. Pouvoir pathogène et manifestations cliniques  

 

A la chronicité des infections du BK virus s’oppose le caractère aigu des infections 

par l’IAV. Le virus se propage par les aérosols et les gouttelettes. En outre, il peut 

longtemps persister dans l'air et sur les mains. Les symptômes respiratoires associés à 

l'infection sont principalement liés à la réplication du virus dans l'épithélium des voies 

respiratoires.  Après avoir produit un grand nombre de virus, les cellules épithéliales sont 

lysées, ce qui aboutit à une desquamation de la muqueuse respiratoire. Les symptômes 

systémiques comme la fièvre, les myalgies et les malaises résultent de la réponse 

immunitaire innée entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires notamment 

l’IL-1β, l’IL-6 ou le TNF alpha (90).  

De manière générale, la grippe est une infection respiratoire spontanément résolutive. 

Les souches qui circulent communément se limitent aux voies respiratoires sans propagation 

systémique. Ce tropisme tissulaire s’explique en partie par la localisation des récepteurs de 

l’HA des souches humaines (acides sialiques lié en α 2,6) au niveau des voies aériennes 

supérieures mais aussi par le fait que les protéases requises pour le clivage de l’HA 

nécessaire à la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane plasmique, sont limitées à 

l'épithélium des voies respiratoires et des poumons. Cependant des mutations de l’HA 

peuvent engendrer une nouvelle affinité pour d’autres récepteurs situé en bas de l’arbre 

bronchique (acides sialique lié en α 2,3) mais surtout provoquer l’apparition d’un site de 

clivage multibasique pouvant être reconnu par des protéases intracellulaires ubiquitaires et 

ainsi être responsables de la propagation du virus (91). D’autre part, ces mutations peuvent 

engendrer des variations antigéniques rendant l’immunité adaptative inefficace par 

apparition de nouvel épitope jamais rencontré jusqu’alors. Ces déterminants viraux ne sont 

pas les seuls à moduler le pouvoir pathogène du l’IAV. En effet, les variabilités de 

génotypes du PB1, PB2, PA et de NP ont des répercussions sur la processivité du complexe 

de l’ARN polymérase en fonction du type de cellule infectée (92). Certaines mutations 

permettent le fonctionnement du complexe enzymatique à des températures plus élevées que 

le 33°C moyen des voies respiratoires supérieures et sont donc en faveur de la diffusion du 

virus dans les voies respiratoires basses (93) et a fortiori dans l’organisme. En outre d’autres 

éléments viraux comme NS1 et PB1-F2 sont des antagonistes de la réponse interféron (94).  

Par ailleurs le pouvoir pathogène de l’IAV est aussi déterminé par de nombreux 

facteurs de l'hôte. Par delà des facteurs prédisposants tels que le terrain et les co-morbidités, 

on observe dans les tableaux cliniques sévères un emballement de la réponse inflammatoire 
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qui se maintient de manière anormale après la phase initiale de l’infection. La réponse 

cytokinique pro-inflammatoire accrue peut engendrer une surexpression ectopiques des 

protéases cellulaires pouvant cliver HA dans divers organes notamment les cellules 

endothéliales (90). On parle du « cycle virus influenza-cytokines-protéase » (95). Ce 

phénomène étend le tropisme du virus et joue donc un rôle important dans la pathogenèse 

des infections sévères à IAV telles que les pneumonies, les myocardites, les infarctus aigus 

du myocarde (96, 97), les encéphalites chez l’enfant (98) et les défaillances multi viscérales 

avec hyperperméabilité vasculaire (99). De plus par des interactions directes ou indirectes 

avec des protéines virales, certaines protéines de la cellule infectée sont nécessaires à 

différentes étapes du cycle réplicatif et peuvent donc influencer l’efficacité de l’infection 

(100, 101).  

 

2.3.2.2. Justification du choix du modèle viral 

 

A la différence du virus BK, l’IAV possède des protéines virales pourvues d’une 

activité enzymatique et qui constituent de potentielles cibles thérapeutiques. Cependant 

l’arsenal thérapeutique disponible à l’heure actuelle se limite aux inhibiteurs de 

neuraminidases voire à l’interferon ou encore la ribavirine (102), ces deux dernières 

molécules n’étant pas spécifiques d’une cible virale particulière.  En outre, les inhibiteurs de 

neuraminidases semblent manquer d’efficacité (103). D’autre part ces molécules agissent en 

empêchant la libération des virions. Le fait que ces molécules interviennent à la fin du cycle 

de réplication implique une administration précoce du traitement pour limiter le plus 

possible le nombre de cellules infectées. Selon les recommandations actuelles, 

l’administration doit être réalisés dans les 48H après le début des symptômes, temps au delà 

duquel l’efficacité diminue de manière significative, les cellules étant déjà largement 

infectées voire détruites. Peu de solutions thérapeutiques existent pour les patients 

présentant des symptômes progressifs après la phase initiale de l’infection, souvent liés à des 

tableaux cliniques sévères. Enfin, en raison de la faible fidélité du complexe de l’ARN 

polymérase de l’IAV, l’apparition des mutations de résistance sur la neuraminidase avec ou 

sans pression de sélection thérapeutique n’est pas négligeable (104, 102,105)et constitue un 

réel problème.  

Ici, les problématiques principales ne sont donc pas l’absence de cibles 

thérapeutiques virales comme pour le BK virus mais le taux de mutations accrues 

susceptibles de provoquer un échappement thérapeutique ainsi que l’absence de traitement 
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après la phase initiale de l’infection. Dans ce contexte, les facteurs de l'hôte sont des cibles 

thérapeutiques idéales. Ils  sont, en effet, bien moins susceptibles que les protéines virales à 

muter sous une pression sélective médicamenteuse. De plus, étant donné leur rôle primordial 

dans la pathogénèse des tableaux cliniques sévères pouvant se développer dans les phases 

avancées de l’infection (95), leur intérêt n’est qu’accentué.  

Considérant le grand nombre d’infections virales modulant la glycolyse,  nous avons 

ciblé cette voie pour tenter de mettre en évidence d’éventuels points d’interaction hôte-

pathogène. Par ailleurs, bien que l’IAV ait déjà fait l’objet d’études métaboliques, les 

données obtenues in vitro sont contradictoires et incitent à clarifier ses effets sur le 

métabolisme cellulaire glycolytique (106, 107, 108, 109). En outre, pour faire un lien avec 

ce qui est observé cliniquement, il faut préciser que les troubles métaboliques sous-jacents 

secondaires ou primaires, toutes étiologies confondues, constituent un des facteurs de risque 

favorisant le développement  des infections sévères à IAV (110). Finalement, des études 

menées in vivo chez la souris ont montré que le cycle « virus influenza-cytokine-protéase » 

observé après la phase initiale de l’infection par la souche PR8 et responsable de tableaux 

cliniques sévères, induit des troubles métaboliques majeurs ne faisant que surenchérir la 

sévérité des symptômes. Ce phénomène est à l’origine d’un véritable cercle vicieux. Les 

cytokines pro-inflammatoires inhibent de manière indirecte la pyruvate déshydrogénase 

(PDH), première enzyme du cycle de Krebs, par surexpression de la pyruvate 

déshydrogénase kinase 4 (PDK4). La phosphorylation oxydative ne se fait plus et on 

observe une déplétion en ATP qui à son tour  est en partie responsable d’une augmentation 

de libération de cytokines pro-inflammatoires. Ces troubles métaboliques se traduisent par 

une diminution de la glycémie couplée à une augmentation de la lactatémie. Fait 

remarquable, l’inhibition de la PDK4 normalise chez les souris infectées non seulement les 

troubles métaboliques observés mais arrête la tempête cytokinique, la surexpression des 

protéases et la réplication virale pour finalement aboutir à une baisse significative de la 

mortalité (111).  
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3. MATERIELS ET METHODES  

 

3.1. Cultures cellulaires 

 

 Les cellules RPTE (Lonza) ont été maintenues dans du milieu de croissance 

spécifique des cellules épithéliales rénales (REGM, Lonza) supplémentés de facteurs de 

croissance comme il a été décrit précédemment par Abend et al (112). Les cellules Vero 

(American type culture collection, ATCC) ont été cultivées comme précédemment décrit 

par Jiang et al ainsi que par Broekema et al (113,114).  

 

 Les cellules humaines d’adénocarcinome du poumon A549 (ATCC) ainsi que les 

cellules Madin Darby canine kidney (MDCK, ATCC) ont été cultivées dans du milieu 

standard, Dulbecco’s modified minimal essential medium (DMEM) supplémenté avec 50 

IU/ml de penicilline, 50 mg/ml de streptomycine ainsi que 10% sérum de veau foetal 

(SVF) inactivé à la chaleur. Toutes les cellules ont été cultivées à 37 ° C avec 5% de CO2 

dans un incubateur humidifié. 

 

3.2. Productions des stocks viraux et titrations 

 

 Le stock de virus BK, souche Dunlop, a été obtenu par propagation en flasque T75 

sur cellules Vero.  

 Le titre du virus en équivalent génomique a été obtenu par une PCR quantitative en 

temps réel (RTqPCR) grâce à une sonde fluorescente (TaqMan, Applied Biosystems), 

après extraction à l’aide du système automatisé NucliSENS® easyMAG (bioMérieux). Les 

amorces (Eurofins MWG Operon) et la sonde ont été désignées de manière à détecter la 

région conservée N-terminale de l’AgT(115) : amorce sens, 5’-

AGCAGGCAAGGGTTCTATTACTAAAT-3’; amorce anti-sens, 5’-

GAAGCAACAGCAGATTCTCAACA-3’; sonde, 5’-CCTAAAGACTTTCCCTCTGAT-

3’, marquée en 5’ par la 6-carboxyfluoresceine et en 3’ par le quencher MGB (Minor 

Groove Binder). La quantification a pu être réalisée grâce à une gamme plasmidique. 

 

 Le stock de la souche A/H1N1/Puerto Rico/8/34 (PR8) a été obtenu par 

propagation en flasque T75 sur les cellules Madin Darby canine kidney (MDCK). Le virus 
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a été dilué dans un milieu d’infection composé de DMEM supplémenté de 50 IU/mL de 

pénicilline, de 50 mg/mL de streptomycine et  de 2 µg/mL de trypsine-TPCK. Après 1h 

d’incubation à 37°C l’inoculum a été retiré et changé par du milieu d’infection. La récolte 

virale s’est faite à J3 post infection après s’être assuré d’un effet cytopathique notoire.  

 Le titrage du stock a été réalisé par la méthode des plages de lyse. 3 jours après 

ensemencement en P6, les monocouches confluentes de MDCK ont été inoculées avec des 

dilutions sérielles du stock viral (pas de 5) sous 500 µL pendant 1h30 à 37°C en présence 

de trypsine-TPCK. Après élimination de l’inoculum et lavage, les cellules ont été 

recouvertes d’un milieu solide et incubées 3 jours à 37°C. Après fixation au formaldéhyde 

4% et élimination du milieu solide, les plages de lyse ont été révélées par coloration 

Giemsa/Cristal violet et comptées.  

 

3.3. Infections virales et récoltes des échantillons  

 

 Les cellules RPTE ont été ensemencées en plaques de 24 puits (P24) préalablement 

coatées au collagène ou en flasque T75 en vue du dosage d’activité enzymatique de l’HK. 

Quelques jours avant l’infection les facteurs de croissance ont été retirés de manière à ne 

pas interférer sur les analyses métaboliques ultérieures. A 90% de confluence les cellules 

ont été infectées par le stock viral du BK virus dilué au 1 :10 dans un milieu d’infection 

composé du milieu REGM supplémenté de 2% de SFV et de 1% de pénicilline et de 

streptomycine. Après 4h d’incubation à 37°C l’inoculum a été éliminé, les cellules de 

nouveau lavées puis incubées dans le milieu d’infection à 37°C sous 5% de CO2. La 

récolte des surnageants et des culots cellulaires a été réalisée 2, 3 et 5 jours (J2, J3 et J5) 

après l’infection (Figure 10). 

 

 Les cellules A549 ont été ensemencées en plaque de 6 puits (P6). A 90% de 

confluence les cellules ont été lavées au DMEM puis infectées avec la souche PR8 à une 

multiplicité d’infection (MOI) de 3 dans le milieu d’infection suivant : DMEM 

supplémenté de 1% de pénicilline et de streptomycine sans SVF ni trypsine-TPCK. Après 

1h d’incubation à 37°C l’inoculum a été éliminé, les cellules de nouveau lavées puis 

incubées dans le milieu d’infection à 37°C sous 5% de CO2. La récolte des surnageants et 

des culots cellulaires a été réalisée 20 heures post infection (Figure 11).  
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 Pour les deux protocoles d’infection, lors des récoltes, les surnageants de culture 

ont été centrifugés pour éliminer tout débris cellulaire, vortexés, aliquotés et stockés à -

80°C au vue des analyses métaboliques ultérieures. Les cellules ont été comptées en 

cellules de Malassez et la viabilité a été appréciée par coloration au bleu trypan. De plus, 

dans chacun des cas, des puits ont été réservés à l’immunofluorescence indirecte (IFI) et à 

l’analyse du milieu sans cellule permettant d’avoir des concentrations en métabolites de 

référence. 

 

3.4. Immunofluorescence indirecte comme témoin d’infection 

 

 Trois jours après l’infection par le virus BK les cellules RPTE ont été fixées au 

méthanol. La coloration a été réalisée à l’aide d’un anticorps de souris monoclonal anti-

AgT (1 : 50)  ou d’un anti-VP1 (1 : 1000) (Merck Millipore), chacun couplé à un anticorps 

secondaire fluorescent composé du fragment F(ab)92 anti-souris marqué avec le 

fluorochrome Alexa 488 (Molecular Probes) (Figure 10). 

 

 20 heures après l’infection par la souche PR8 les cellules A549 ont été fixées dans 

du paraformaldéhyde à 4% pendant 30 minutes puis perméabilisées avec 0,5% de triton 

X100. La coloration a été réalisée à l’aide d’un anticorps de souris monoclonal anti-

nucléoproteine (anti-NP, 1 : 100), couplé au même anticorps secondaire décrit ci-dessus (1: 

4000) (Figure 11). 

 

Pour chaque IFI, les noyaux ont été contre-colorés au Hoechst et toutes les analyses 

ont été réalisées à l’aide d’un microscope confocal à balayage laser (Axioplan LSM510 

v3.2, Zeiss) et les photographies ont été prises à l’aide de LSM image Browser (Zeiss). 
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Figure 10. Schéma des étapes expérimentales menées pour l’étude du virus BK avant les 
analyses métaboliques. Les puits marqués AgT et VP1 correspondent aux puits pour lesquels a 
été réalisé une immunofluorescence indirecte utilisant respectivement des anticorps dirigés contre l’ 
antigène grand T précocement exprimée et la protéine de capside majoritaire VP1 exprimée de 
manière tardive.  
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Figure 11. Schéma des étapes expérimentales menées pour l’étude du virus influenza de type 
A avant les analyses métaboliques. Les puits marqués NP correspondent aux puits pour lesquels 
a été réalisé une immunofluorescence indirecte utilisant des anticorps dirigés contre la 
nucléoprotéine virale NP. 
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3.5. Dosage biochimique du glucose et du lactate 

 

 Le glucose et le lactate ont été dosés sur les surnageants, récoltés comme 

précédemment décrit, sur le Système Dimension Vista ® (Siemens).  

 

 Le glucose a été dosé par une méthode adaptée de la méthode de l’hexokinase-

glucose-6-phosphate-déshydrogénase selon laquelle l’HK catalyse la phosphorylation du 

glucose en présence d’ATP pour former du G-6-P. Ce produit est par la suite oxydé par la 

G6PDH en présence de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) pour produire du 

nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH). Une mole de NAD est réduite en une 

mole de NADH pour chaque mole de glucose présente. L’absorbance liée au NADH, et 

ainsi la concentration en glucose, sont déterminées à l’aide d’une méthode de 

bichromatisme en point final  aux longueurs d’onde de 340 et 383 mm.   

 

 Le lactate a été dosé selon une adaptation de la méthode de Marbach et Well qui 

repose sur l’oxydation du lactate en pyruvate (116). La lactate déshydrogénase catalyse 

l’oxydation du lactate en pyruvate grâce à la réduction du nicotinamide NAD en NADH. 

De la même manière que pour le dosage du glucose, une mole de NAD est réduite en une 

mole de NADH pour chaque mole de lactate présente. L’absorbance liée au NADH, et 

ainsi la concentration en lactate, sont déterminée à l’aide d’une méthode de bichromatisme 

en point final aux longueurs d’onde de 340 et 383 mm. 

 

3.6. Design des amorces 

 

 Les amorces ont été designées de manière à amplifier l’ensemble des variants pour 

chaque gène. Les séquences communes des transcrits et de leurs variants ont été 

déterminées à l’aide du logiciel ClustalW2.  

 Le logiciel Primer Blast, outil précédemment décrit par Ye, J. et al (117), a été 

utilisé pour sélectionner des amorces spécifiques dans ces parties communes. Pour plus de 

prudence, les amorces retenues les plus spécifiques ont été soumises au logiciel biosoft 

beacon designer pour apprécier d’une autre manière le risque de formation de structures 

secondaires, source de mauvaise amplification.  

 Finalement, pour vérifier de la spécificité des séquences amplifiées, les amorces 

sélectionnées ont été soumises à l’algorithme BLAST (acronyme pour l’anglais Basic 
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Local Alignment Search Tool) disponible sur  le site internet du NCBI (acronyme pour 

l’anglais National Center Biotechnology Information, Centre américain pour les 

informations biotechnologiques). Un alignement avec des séquences autres que la 

séquence à amplifier conduisait au rejet des amorces candidates.  

  

 En moyenne par transcrit, 1 à 2 paires d’amorces sélectionnées in silico, ont été 

retenues pour la validation in vitro. Lors de cette validation in vitro, la spécificité des 

amplicons obtenus a été appréciée. Par ailleurs, pour chaque paire d’amorces, le domaine 

de linéarité ainsi que l’efficacité ont été déterminés par une gamme de dilution. Les 

séquences des amorces finalement utilisées dans cette étude figurent dans le Tableau1.  
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Tableau 2. Liste des amorces utilisées pour évaluer l’expression des différents gènes 
étudiés. Sont reportés dans ce tableau leur origines, leur efficacité ainsi que la taille des transcrits 
générés par qPCR. Pour note, HK4 n’étant pas exprimé dans les cellules utilisées au cours des 
expérimentations, cette isoforme n’a pas été analysé. 
 

Gènes (gene ìD) Amorces  Produits PCR 
(pb) Origine Efficacité 

HK1 (3098) 5’-GCCTCTTATTTGAAGGGCGG-3’ 
5’-GACACAGTCATCATCGGACG-3’ 158 Design maison 1,99 

HK2 (3099) 5’-TCCCCTGCCACCAGACTA-3’ 
5’-TGGACTTGAATCCCTTGGTC-3’ 66 Design maison 1,86 

HK3 (3101) 5’CATCGTGGACTTCCAGCAGAAG-3’ 
5’-CTTGGTCCAGTTCAGGAGGATG-3’ 121 ORIGENE 1,97 

GPI (2821) 5’-GCTGCCACATAAGGTCTTTGA-3’ 
5’-CCAAGGCTCCAAGCATGAAT-3’ 86 Design maison 1,93 

PFKM (5213) 5’-GCTTCTAGCTCATGTCAGACCC-3’ 
5’-CCAATCCTCACAGTGGAGCGAA-3’ 120 ORIGENE 1,98 

PFKL (5211) 5’-AAGAAGTAGGCTGGCACGACGT-3’ 
5’-GCGGATGTTCTCCACAATGGAC-3’ 113 ORIGENE 1,92 

PFKP (5214) 5’-AGGCAGTCATCGCCTTGCTAGA-3’ 
5’-ATCGCCTTCTGCACATCCTGAG-3’ 130 ORIGENE 1,92 

G6PD (2539) 5’-ACGGCAACAGATACAAGAACG-3’ 
5’-GCAGTGGGGTGAAAATACGC-3’ 135 Design maison 1,96 

ALDOA (226) 5’-GTCCCTTCCCCCAAGTTATCA-3’ 
5’-TAGTCTCGCCATTTGTCCCTG-3’ 96 Design maison 1,98 

ALDOB (229) 5’-AGCCTCGCTATCCAGGAAAACG-3’ 
5’-TGGCAGTGTTCCAGGTCATGGT-3’ 128 ORIGENE 1,97 

ALDOC (230) 5’-CATTCTGGCTGCGGATGAGTCT-3’ 
5’-CACACGGTCATCAGCACTGAAC-3’ 124 ORIGENE 1,98 

PGK1 (5230) 5’-CCGCTTTCATGTGGAGGAAGAAG-3’ 
5’-CTCTGTGAGCAGTGCCAAAAGC-3’ 149 ORIGENE 1,9 

PGK2 (5232) 5’-TGACGAGAACGCTCAGGTTGGA-3’ 
5’-GCCTTGCTTGAGCCACAACTTG-3’ 122 ORIGENE 1,82 

ENO1 (2023) 5’-ATGGTGTCTCATCGTTCGGG-3’ 
5’-CCAGTCTTGATCTGCCCAGTG-3’ 86 Design maison 1,96 

ENO2 (2026) 5’-CTGTATCGCCACATTGCTCAGC-3’ 
5’-AGCTTGTTGCCAGCATGAGAGC-3’ 101 ORIGENE 1,7 

ENO3 (2027) 5’-TGGGAAGGATGCCACCAATGTG-3’ 
5’-GCGATAGAACTCAGATGCTGCC-3’ 160 ORIGENE 1,79 

PKM1 (5315) 5’-CGAGCCTCAAGTCACTCCAC-3’ 
5’-GTGAGCAGACCTGCCAGACT-3’ 120 Golberg, et 

al(118)18 1,95 

PKM2 (5315) 5’-ATTATTTGAGGAACTCCGCCGCCT-3’ 
5’-ATTCCGGGTCACAGCAATGATGG-3’ 190 Golberg, et 

al(118)18 1,87 

LDHA (3939) 5’-GATTCCAGTGTGCCTGTATGG-3’ 
5’-TCAGTCCCTAAATCTGGGTGC-3’ 80 Design maison 1,96 

LDHB (3945) 5’-GCGGAAGAAGAGGCAACAGT-3’ 
5’-ATCAGCCAGAGACTTTCCCAG-3’ 105  Design maison 1,86 

SCL2A1 (6513) 5’-GTCTTCTATTACTCCACGAGCA-3’ 
5’-ACAAACAGCGACACGACAG-3’ 113 Design maison 1,92 

SCL2A2 (6514) 5’-ATGTCAGTGGGACTTGTGCTGC-3’ 
5’-AACTCAGCCACCATGAACCAGG-3’ 131 ORIGENE 1,94 

SCL2A3 (6515) 5’-TGCCTTTGGCACTCTCAACCAG-3’ 
5’-GCCATAGCTCTTCAGACCCAAG-3’ 98 ORIGENE 1,89 

SCL2A 4 (6517) 5’-CCATCCTGATGACTGTGGCTCT-3’ 
5’-GCCACGATGAACCAAGGAATGG-3’ 133 ORIGENE 1,85 

HIF1A (3091) 5’-CCCATTTTCTACTCAGGACACAG-3’ 
5’-GCTTGCGGAACTGCTTTCTA-3’ 124 Design maison 1,93 

Gènes  
d'intérêt 

VDAC1 (7416) 5’-GCAAAATCCCGAGTGACCCAGA-3’ 
5’-TCCAGGCAAGATTGACAGCGGT-3’ 154 ORIGENE 1,93 

TBP (6908) 5’-CCACGAACCACGGCACTGATTT-3’ 
5’-CAGTCTGGACTGTTCTTCACTCTT-3’ 78 Design maison 2,01 Gènes de 

références OAZ1 (4946) 5’-GGATAAACCCAGCGCCAC-3’ 
5’-TACAGCAGTGGAGGGAGACC-3’ 104 Design maison 1,85 
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3.7. PCR quantitative après transcription inverse (RTq-PCR) 

 

 Les RTq-PCR ont été menées conformément aux recommandations du MIQE 

(acronyme pour l’anglais, Minimum Information for Publication of Quantitative Real-

Time PCR Experiments) (119).  

 Les ARN cellulaires totaux ont été extraits en utilisant le kit AllPrep RNA/Protein 

(qiagen) selon les instructions du fabricant.  

 La reverse transcription a été réalisée en utilisant le kit High-Capacity RNA-to-

DNA (Life Technologies) selon les instructions du fabricant.  

 A l’aide de l’automate StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied 

BioSystems), 40 cycles de PCR ont été réalisés suivis d’une étape de courbe de fusion avec 

5 ︎µl de produit de RT, 10 ︎µl  du mix SYBR green du kit FastSTart Universal Sybr Green 

ROX (Roche) en présence de 4 pmoles d'amorces sens et antisens spécifiques des gènes 

décrits en amont.  

 Les gènes de référence ont été validés conformément à l’application BestKeeper 

(120). Le gène TBP (TATA-box Binding Protein) a été retenu pour la normalisation des 

échantillons provenant des cellules RPTE infectées ou non par le virus BK. Le gène OAZ1 

(Ornithine Decarboxylase AntiZyme 1) a été retenu pour la normalisation des échantillons 

provenant des A549 infectées ou non par la souche PR8. 

 

3.8. Dosage de l’activité l’HK 

 

 L’extraction et le dosage de l'activité l’HK ont été réalisée selon une méthode 

modifiée de celle décrite par Monakhov et al (121). Les cellules décongelées ont été lysées 

à la seringue pourvue d’un filtre de 0,22 µm dans du tampon d'homogénéisation pré-

refroidi (20 mg/ 200 µl, en poids / volume) contenant 0,05 M de Tris-HCl, 0,25 M de 

saccharose, 0,005 M EDTA (pH 7,4), et 0,005 M de 2-mercaptoéthanol. Les homogénats 

ont été centrifugés à 13000 g pendant 10 min à 4°C. L’activité de l’HK a été mesurée sur 

les surnageants selon le principe suivant : le glucose, substrat de la réaction est 

phosphorylé par l’HK à doser en présence d’ATP en G-6-P, lui-même oxydé par la 

G6PDH en présence de NAD alors réduit en NADPH dont l’absorbance est mesurée à 340 

nm.  

 Pour ce faire, la réaction a été démarrée en mettant en contact les surnageants 

maintenus à 4°C avec le mix réactionnel pré-chauffé à 37°C, composé de tampon de 
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triéthanolamine (pH 7,6) à une concentration de 0,05 M, de D-glucose à 0,555 M, de 

MgCl2 à 0,1 M, de NADP à 0,014 M, et enfin de G6PDH à 125 U/ml (Saccharomyces 

cerevisiae). Un contrôle sans glucose a été réalisé de manière à soustraire le biais engendré 

par le NADPH endogène potentiellement présent dans les homogénats. L'absorbance a été 

enregistrée en continu pendant 60 min à 340 nm (lecteur de plaque infinie M200; Tecan). 

Une solution standard d’HK (Sigma-Aldrich) a été utilisée comme témoin positif.  

 Chaque échantillon a été dosé en duplicat et les résultats ont été exprimés en nmol 

de glucose consommée par min et par cellule. 

 

3.9. Analyses statistiques 

 

 Pour chaque modèle d’infection, la consommation ou la production des 

métabolites, l’expression des gènes et l'activité de l’HK ont été comparées entre les 

cellules infectées et les cellules non infectées comme témoin négatif. Les résultats seront  

représentés dans la prochaine partie, sous la forme moyenne +/− écarts types.  

 Les expériences ont été répétées au moins deux fois et à chaque fois sous la forme 

au minimum de triplicats biologiques et pour chaque échantillon biologique de duplicats 

analytiques.  

 La comparaison des résultats entre deux groupes a été analysée avec le test t de 

Student. Les différences dont la p-value est inférieure à 0,05 ont été considérées comme 

statistiquement significatives. 
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4. RESULTATS 

 

 Il est important de noter l’absence de différence significative de viabilité des 

cellules au moment des récoltes qu’il y ait infection ou non. Aussi, les analyses 

métaboliques ont pu être menées en s’affranchissant du biais lié à la mortalité.  

 D’autre part, il faut préciser qu’il n’y a pas eu de restriction en apport de glucose 

tout au long des cultures. En effet, la plus basse concentration à la fin des récoltes 

représente 35% de la concentration initiale en glucose. Par ailleurs le lactate qui peut être 

être responsable de la mort cellulaire (122) n’a jamais atteint la limite toxique de 20 mM 

(122) dans le surnageant des cultures. 

 

4.1. Influence de l’infection par le virus BK sur la glycolyse 

 

4.1.1. L’infection par le virus BK active la glycolyse aérobie 

 

 L’infection des cultures cellulaires par le BK virus a été monitorée par IFI 

permettant la détection des antigènes viraux AgT et VP1, principal antigène capsidiale. 

Dans nos conditions d’infection et selon l’anticorps utilisé, l’IFI a montré à J3 post 

infection au moins 50% de cellules infectées (Figure 13).  Ceci a été confirmé par deux 

expérimentations indépendantes.  

 

 Le glucose des surnageants des cultures a été dosé et normalisé par le nombre de 

cellules vivantes à J2, J3 et J5 post infection. 

 De manière intéressante, on observe une augmentation significative de la 

consommation en glucose d’un facteur 2,7 dans les cellules infectées à J5 post infection. 

Concomitamment, on constate une augmentation significative de la production de lactate 

d’un facteur 2,5 dans les cellules infectées (Figure 12).  

 Ainsi l’augmentation de la consommation de glucose couplée à l’augmentation de 

la production de lactate témoigne de l’augmentation du flux glycolytique à travers la 

glycolyse aérobie.  

 

 

 
 

CHARRE 
(CC BY-NC-ND 2.0)



 65 

 

 

 

 

 

A-1                                                                                A-2 

    
B-1                                                                                  B-2 

     
 

 
Figure 12. Immunofluorescence indirecte (IFI) réalisée sur les cellules RPTE à J3 post 
infection par le virus BK. En A-1, photographies de l’IFI des cellules infectées réalisée à l’aide 
de l’anticorps primaire anti-VP1 marqué en vert (Alexa 488) et sa contre coloration en bleu 
(Hoechst). En A-2, le contrôle négatif (cellules non infectées). En B-1, photographies de l’IFI des 
cellules infectées réalisée à l’aide de l’anticorps primaire anti-AgT marqué en vert (Alexa 488) et 
la contre coloration en bleu (Hoechst). En B-2, le contrôle négatif (cellules non infectées). 
  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

CHARRE 
(CC BY-NC-ND 2.0)



 66 

0 

5 

10 

15 

J2 J3 J5 

C
on

so
m

m
at

io
n 

de
 g

lu
co

se
 e

n 
g/

L
/c

el
lu

le
s*

10
6 

Temps post infection en jours 

Glucose 

BKV- 

BKV+ 

0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 

J2 J3 J5 Pr
od

uc
tio

n 
de

 L
ac

ta
te

 m
M

/
ce

llu
le

*1
05 

Temps post infection en jours 

Lactate 

 

 

A 

             
            ** 

         

 

 

                           
                          

            

   

 
B 

          
  * 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 13. Effet de l’infection des cellules RPTE par le virus BK sur la consommation de 
glucose et  la production de lactate à J2, J3 et J5 post infection. L’infection par le virus BK 
modifie la consommation de glucose en A et la sécrétion de lactate en B dans les cellules RPTE. 
Les concentrations en métabolites ont été normalisées par le nombre de cellules vivantes. Les 
barres d’erreurs représentent les écarts types (n=3). *, p<0,05, **, p<0,01, entre les cellules 
infectées (BKV+) et non infectées (BKV-), (test de Student).  
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4.1.2. L’effet de l’infection du virus BK sur la glycolyse ne résulte pas de la 

modulation de l’expression des gènes étudiés impliqués dans la glycolyse 

 

 A J3 et J5 post infection, nous n’avons pas mis en évidence d’augmentation 

d’expression des gènes étudiés. A l’inverse et de manière surprenante, à J3 post infection, 

on peut noter une faible diminution tout de même significative pour les gènes SLC2A2, 

SLC2A3, PGK1 et HIF1α. Leur expression représente environ 60% de celle évaluée dans 

les cellules non infectées (Figure 14A et 14B). Pour ces mêmes gènes, la diminution 

s’accentue à J5, descendant jusqu’à 30% d’expression pour le gène HIF1α. De plus, à J5, 

trois gènes supplémentaires apparaissent comme étant réprimés : G6PD, ALDOC et PKM1 

(Figure 15A et 15B).  

 
 

          

Figure 14A. Effet de l’infection par le virus BK sur l’expression des gènes impliqués dans la 
glycolyse dans les cellules RPTE, à J3 post infection. Le niveau des différents transcrits a été 
quantifié par RT-qPCR comme décrit dans la partie matériels et méthodes. Le niveau d’expression 
de chaque gène est exprimé en pourcentage de celui atteint dans les cellules non infectées. Les 
barres d’erreurs représentent les écarts types (n=3). *, p<0,05, entre les cellules infectées et non 
infectées (test de Student). 
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Figure 14B. Effet de l’infection par le virus BK sur l’expression des gènes impliqués dans la 
glycolyse dans les cellules RPTE, à J3 post infection. Autre représentation plaçant les enzymes 
étudiés en regard de la voie de la glycolyse. L’expression des gènes correspondant est exprimée en 
log10 du rapport de la quantité de transcrit présent dans les cellules infectées sur la quantité de 
transcrit présent dans les cellules non infectées. Une échelle de couleur permet d’apprécier 
l’abondance relative des transcrits. Les carrés noirs indiquent qu’il n y a pas de différence 
significative. Les carrés gris indiquent que les gènes ne sont  pas exprimés, que les cellules soient  
infectées ou non. 
 

 
 

 

CHARRE 
(CC BY-NC-ND 2.0)



 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15A. Effet de l’infection par le virus BK sur l’expression des gènes impliqués dans la 
glycolyse dans les cellules RPTE, à J5 post infection. Le niveau des différents transcrits a été 
quantifié par RT-qPCR comme décrit dans la partie matériel et méthode. Le niveau d’expression de 
chaque gène est exprimé en pourcentage de celui atteint dans les cellules non infectées. Les barres 
d’erreurs représentent les écarts types (n=3). *, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001 entre les cellules 
infectées et non infectées (test de Student). 
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Figure 15B. Effet de l’infection par le virus BK sur l’expression des gènes impliqués dans la 
glycolyse dans les cellules RPTE, à J5 post infection. Autre représentation plaçant les enzymes 
étudiés en regard de la voie de glycolyse. L’expression des gènes correspondant est exprimée en 
log10 du rapport de la quantité de transcrit présent dans les cellules infectées sur la quantité de 
transcrit présent dans les cellules non infectées. Une échelle de couleur permet d’apprécier 
l’abondance relative des transcrits. Les carrés noirs indiquent qu’il n y a pas de différence 
significative. Les carrés gris indiquent que les gènes ne sont  pas exprimés que les cellules soient  
infectées ou non. 
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4.1.3. L’infection par le virus BK augmente l’activité apparente de l’HK 

 

Ayant constaté une augmentation significative de la glycolyse à J5 post infection et 

une absence de régulation au niveau transcriptionnel, il est probable que l’augmentation de 

la glycolyse soit le résultat de modulations post-traductionnelles des enzymes de la 

glycolyse et plus particulièrement des enzymes limitantes. Comme dit précédemment, 

l’HK est la première enzyme limitante de la glycolyse.  De plus, elle est impliquée par son 

isoforme HK2 dans le shift métabolique observé lors de l’effet Warburg dans les cellules 

cancéreuses (23). Par ailleurs, l’augmentation de son activité par modulation allostérique 

par la protéine NS5A du VHC (14) a été montrée par notre équipe. Nous avons donc dosé 

à J5 post infection l’activité apparente de l’HK dans les lysats cellulaires comme 

précédemment décrit dans la section matériels et méthodes. Les résultats obtenus ont été 

normalisés par le nombre de cellules vivantes. De manière intéressante, nous avons mis en 

évidence une augmentation significative d’environ 30% de l’activité de l’HK dans les 

cellules infectées par le virus BK (Figure 16). 

 
 

           * 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Modulation de l’activité de l’HK dans les cellules RPTE infectée par le virus BK à 
J5 post infection. Après extraction de l’enzyme, l’activité de l’HK a été mesurée comme 
précédemment décrit dans la section matériels et méthodes, et normalisée par le nombre de 
cellules vivantes. Les barres d’erreurs représentent les écarts types (n=3). *, p<0,05, entre les 
cellules infectées (BKV+) et non infectées (BKV-), (test de Student).  
 

CHARRE 
(CC BY-NC-ND 2.0)



 72 

4.2. Influence de l’infection par le virus influenza de type A sur la glycolyse 

 

4.2.1. L’infection par le virus influenza de type A n’active pas la glycolyse  

 

 Le glucose des surnageants des cultures a été dosé et normalisé par le nombre de 

cellules vivantes à 20 heures post infection. L’infection des cultures cellulaires par le virus 

influenza de type A a été monitorée par IFI permettant la détection de l’antigène viral NP. 

Dans nos conditions d’infection, l’IFI a montré un taux d’infection de 90% (Figure 17). 

Ceci a été confirmé par deux expérimentations indépendantes.  
 

 

      A-1                                                                           A-2 

      
 
 
 
Figure 17. Immunofluorescence indirecte (IFI) réalisée sur les cellules A549 à 20H post 
infection par la souche A/H1N1/Puerto Rico/8/34. En A-1, photographies de l’IFI des cellules 
infectées réalisée à l’aide de l’anticorps primaire anti-NP marqué en vert (Alexa 488) et sa 
contre coloration en bleu (Hoechst). En A-2, le contrôle négatif (cellules non infectées). 
 

 

De manière étonnante, la concentration en glucose ne diffère pas 

significativement dans les surnageants des cellules infectées ou non infectées. En 

revanche, une diminution, modeste (de 12%) mais statistiquement significative de la 

production de lactate a été observée dans les surnageants des cellules infectées (Figure 

18). Ces deux résultats permettent d’avancer que le virus influenza de type A n’active 

pas la glycolyse aérobie dans nos conditions expérimentales.  
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Figure 18. Effet de l’infection des cellules A549 par la souche A/H1N1/Puerto Rico/8/34 
sur la consommation de glucose et la production de lactate à 20H post infection 
L’infection par la souche A/H1N1/Puerto Rico/8/34 ne modifie pas la consommation de glucose 
en A mais diminue la sécrétion de lactate en B dans les cellules A549. Les concentrations en 
métabolites ont été normalisées par le nombre de cellules vivantes. Les barres d’erreurs 
représentent les écarts types (n=7). ***, p<0,001, entre les cellules infectées (PR8+) et non 
infectées (PR8-) (test de Student). 
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4.2.2. L’infection par le virus influenza de type A engendre d’importantes 

modifications transcriptionnelles des gènes impliqués dans la glycolyse 

 

 A 20H post infection par la souche PR8, nous avons constaté une diminution 

significative de l’expression de la majorité des gènes étudiés. Seulement 3 gènes ont une 

expression qui demeure stable malgré l’infection : ALDOC, ENO3 et HIF1α. Par ailleurs 

et de manière surprenante, alors que la consommation de glucose est inchangée et que la 

majorité des gènes sont réprimés, les gènes codant pour HK2 et HK3 se démarquent de 

manière flagrante avec une franche augmentation relative de leur expression, 

respectivement d’un facteur 3 et 6. Parallèlement, il convient de noter que l’expression du 

gène codant pour HK1 est diminuée de plus de moitié (Figure 19). 

 Ainsi, alors qu’aucune différence significative de consommation de glucose n’a été 

mise en évidence lors de l’infection, des modulations transcriptionnelles des principaux 

acteurs de la glycolyse sont observées. Il y a effectivement un maintien de la 

consommation de glucose malgré l’effondrement de l’expression de la majorité des gènes 

codant pour les enzymes de la glycolyse.  

 

 

 

Figure 19A. Effet de l’infection par le virus influenza sur l’expression des gènes impliqués 
dans la glycolyse dans les cellules A549, 20H post infection. Le niveau d’expression de chaque 
gène est exprimé en pourcentage de celui atteint dans les cellules non infectées. Les barres 
d’erreurs représentent les écarts types (n=3). *, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001, entre les cellules 
infectées et non infectées (test de Student). 
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Figure 19B. Effet de l’infection par le virus influenza sur l’expression des gènes impliqués 
dans la glycolyse dans les cellules A549, 20H post infection. Autre représentation plaçant les 
enzymes étudiés en regard de la glycolyse. L’expression des gènes correspondant est exprimée 
en log10 du rapport de la quantité de transcrit présent dans les cellules infectées sur la quantité 
de transcrit présent dans les cellules non infectées. Une échelle de couleur permet d’apprécier 
l’abondance relative des transcrits. Les carrés noirs indiquent qu’il n y a pas de différence 
significative. Les carrés gris indiquent que les gènes ne sont pas exprimés que les cellules soient 
infectées ou non. 
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4.2.3. L’infection par le virus influenza de type A n’augmente pas l’activité de 

l’HK 

 

De manière similaire à l’étude menée sur les virus BK, nous avons dosé à 20H post 

infection par la souche PR8, l’activité apparente de l’HK dans les lysats cellulaires comme 

précédemment décrit dans la section matériels et méthodes. Les résultats ont été normalisés 

par le nombre de cellules vivantes. En accord avec l’absence de variation significative de 

la consommation de glucose, nous n’avons pas observé de différence significative de 

l’activité HK globale entre les cellules infectées et les cellules non infectées (Figure 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Modulation de l’activité de l’HK dans les cellules A549 à 20H post infection par la 
souche A/H1N1/Puerto Rico/8/34. Après extraction de l’enzyme, l’activité de l’HK a été mesurée 
comme précédemment décrit dans la section matériels et méthodes, et normalisée par le nombre de 
cellules vivantes. Les barres d’erreurs représentent les écarts types (n=3). PR8-, cellules non 
infectées ; PR8+, cellules infectées.  
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5. DISCUSSION 

 

• Le virus BK 

 L’infection par le virus BK engendre un effet Warburg-like avec augmentation 

significative de la consommation de glucose et de la production de lactate à J5 post 

infection. 

 

 Au niveau transcriptionnel, les variations d’expression des gènes étudiés sont 

faibles. Ceci laisse penser que la modulation de la glycolyse s’effectue à un autre niveau de 

régulation que celui de l’expression des gènes. Cependant, bien que de faible amplitude, il 

est étonnant de constater, à J3 et J5 post infection, la baisse significative de l’expression 

des gènes SLC2A2, SLC2A3, HIF1α et PGK1 à laquelle s’ajoute la répression tardive de 

G6PD, d’ALDOC et de PKM1.  

 Concernant les transporteurs du glucose, l’expression de SLC2A1 codant pour 

GLUT1 n’est pas modifiée, en revanche de manière surprenante, parallèlement à 

l’augmentation de la consommation de glucose, l’expression de SLC2A2 et SLC2A3, 

codant respectivement pour GLUT2 et GLUT3, est significativement diminuée. GLUT2 

est un transporteur de faible affinité pour le glucose avec un Km de l’ordre de 17 mM, de 

ce fait il ne fonctionne qu’en présence de fortes concentrations de glucose en milieu 

extracellulaire. D’autre part,  il est aussi bidirectionnel permettant la libération du G-6-P 

lors de la gluconéogenèse (123). La baisse d’expression de ce gène irait dans le sens d’une 

diminution de libération du G-6-P alors pleinement disponible pour la suite de la 

glycolyse. GLUT1 et GLUT3 ont une grande affinité pour le glucose de l’ordre de 1mM et 

sont impliqués dans le transport basal du glucose. Néanmoins, l’interprétation de la 

variation d’expression des gènes codant pour ces transporteurs doit être faite avec 

prudence. En effet,  il est nécessaire d’étudier l’expression de ces  transporteurs à la 

surface des cellules dans la mesure où leur transcription peut être abaissée sans impact sur 

leur expression au niveau de la membrane cellulaire. Ainsi, des expériences en cytométrie 

de flux sont nécessaires pour compléter ces observations transcriptionnelles. De plus, le 

flux de glucose à travers la membrane dépend du degré de saturation des transporteurs. Il 

se peut que la saturation de ces transporteurs ne soit pas du tout atteinte et que la 

modification de leur quantité n’ait pas d’incidence sur l’entrée de glucose dans la cellule. 

Aussi, des études complémentaires à l’aide de deoxy-D-glucose marqué, pouvant être 
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absorbé mais non métabolisé par la cellule, permettraient d’évaluer précisément le flux de 

glucose membranaire par dosage de la radioactivité intracellulaire.  

 Concernant HIF1α, il s’agit d’un facteur de transcription augmentant notamment 

l’expression des gènes codant pour les enzymes de la glycolyse. Si sa régulation au niveau 

protéique est bien documentée, cela n’est pas le cas au niveau transcriptionnel. Néanmoins, 

une étude a montré sur des cellules endothéliales dans des conditions d’hypoxie maintenue, 

une diminution progressive du transcrit de HIF1α alors que la protéine associée est 

stabilisée et augmente rapidement pour finalement décroitre à des temps tardifs (124). 

Ainsi la baisse de la quantité de transcrit ne signifie pas que l’expression de la protéine 

diminue. Dans cette optique, des analyses transcriptionnelles en des temps plus précoces 

ainsi que des études supplémentaires en western blot sont à envisager pour suivre la 

cinétique de HIF1α.  

 Concernant les résultats obtenus quant à l’expression des gènes codant pour les 

différentes isoformes de la pyruvate kinase, il est intéressant de noter que l’isoforme M2 de 

la pyruvate kinase est prédominante dans la plupart des cellules cancéreuses dans 

lesquelles est observé l’effet Warburg. Cette isoforme, particulièrement sous sa forme 

dimérisée,  a une activité plus faible que l’isoforme M1, et contribuerait à l’accumulation 

de métabolites intermédiaires en amont, précurseurs de voies anaboliques (125,126). Par 

ailleurs, sous sa forme dimérique, PKM2 peut être importée dans le noyau, pouvant jouer 

le rôle de coactivateur transcriptionel (127). Dans notre étude, la répression touche 

uniquement le gène codant pour l’isoforme M1 de la pyruvate kinase et non l’isoforme 

M2, ceci accroit la  prédominance du transcrit de l’isoforme M2, déjà majoritaire dans les 

cellules non infectées. De plus, il a été décrit plusieurs interactions entre PKM2 et des 

protéines virales. Ainsi il a été montré que E7 de HPV de type 16 et pp60v-src du virus du 

sarcome de Rous (RSV), régulent l’enzyme de manière allostérique et privilégient sa forme 

dimérique (128). Par ailleurs, la protéine NS5B du VHC interagit avec PKM2, et la 

répression de l’enzyme inhibe la réplication du virus (129). Ainsi, PKM2 pourrait 

constituer une cible de régulation potentielle tant sur le plan transcriptionnel que post-

traductionnel au cours de l’infection par le virus BK. 

 Néanmoins,  dans tous les cas,  des études quantitatives en western blot et 

fonctionnelles par dosage de l’activité enzymatique couplé à des dosages de métabolites 

intermédiaires sont à réaliser pour compléter et interpréter de manière rigoureuse la baisse 

significative de ces transcrits. 
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 Au niveau protéique, l’activité HK est significativement augmentée dans les 

cellules RPTE infectées par le virus BK. Or la régulation ne se fait pas au niveau 

transcriptionnel, en témoigne l’absence de variation significative de l’expression des gènes 

codant pour les différentes isoformes de HK. Ainsi, ces résultats incitent à avancer 

d’emblée deux hypothèses : la première, d’ordre quantitatif, est l’augmentation de la 

traduction ou la stabilisation de la protéine, la deuxième, d’ordre qualitatif,  est une 

augmentation de l’activité catalytique de l’enzyme par conversion covalente post 

traductionnelle (protéolyse, phosphorylation) ou modulation allostérique par une protéine 

virale comme il a été décrit précédemment pour le VHC (14). Des expériences menées en 

western blot sont donc à envisager de manière à apprécier les variations d’ordre quantitatif. 

D’autre part, pour répondre à la question de l’éventuelle modulation de l’activité 

intrinsèque de l’enzyme, les paramètres cinétiques à savoir la vitesse maximale (Vmax) et la 

constante de Michaelis (Km) doivent être déterminés en dosant par exemple l’activité d’une 

quantité d’HK purifiée constante en présence de lysat de cellules infectées ou non et pour 

différentes concentrations de glucose.  

 Néanmoins, d’autres paramètres peuvent également moduler l’activité de l’HK, en 

particulier sa localisation intracellulaire. En effet, comme précédemment décrit, HK1 et 

HK2 sont capables de se lier à la membrane externe de la mitochondrie, cette localisation 

permet une phosphorylation du glucose privilégiée par l’utilisation directe de l’ATP 

mitochondriale et donc une activité optimisée (26). De plus, cette optimisation serait 

accentuée pour la forme mitochondriale de HK2 dans la mesure où elle serait moins 

sensible au rétrocontrôle négatif du G-6-P (23). Ainsi, il est très important de noter que 

l’activité HK globale dépend également de la localisation intracellulaire des différentes 

isoformes. De ce fait, des études supplémentaires en immunofluorescence indirecte par 

triple marquage des 3 isoformes exprimées dans les cellules RPTE permettraient de les 

localiser et compléter de manière rigoureuse l’analyse de l’activité HK globale. 

 

 

• Le virus influenza de type A 

 Il est intéressant de noter des résultats très différents pour le deuxième modèle viral 

étudié. Il a été montré précédemment que des inhibiteurs de la glycolyse inhibaient la 

réplication du virus, soulignant sa dépendance vis-à-vis de cette voie métabolique (31). 

Néanmoins nos résultats indiquent que le virus ne stimule pas la glycolyse, en témoigne 

l’absence d’augmentation de la consommation de glucose dans les cellules infectées. De 
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plus et de manière surprenante, l’infection engendre une diminution significative de la 

production de lactate comme déjà constaté dans des analyses métaboliques menées sur 

cellules humaines embryonnaires de rein (HEK293) infectées par la souche PR8 à une 

MOI de 0,001 (109) ainsi que sur des cellules MDCK infectées par une souche de sous-

type H3N8 à des MOI de 0,0001 à 1 (107). Néanmoins d'autres études du même groupe, 

réalisées avec des cellules MDCK infectées par la souche PR8 à des MOI allant jusqu’à 

10, soit dans des bioréacteurs (108) soit en P6 (106), ont démontré une nette augmentation 

de l'activité de la voie glycolytique 12H post infection. Cependant, selon les auteurs, en 

raison des fortes MOI utilisées, ces changements métaboliques incomberaient davantage à 

l’apoptose qu’à la réplication elle-même (106). Or dans notre étude, ce biais a été 

contourné en choisissant une MOI et un délai de récolte de manière à réduire le plus 

possible le phénomène apoptotique tout en assurant l’infection de la majorité des cellules, 

en témoignent les numérations cellulaires couplées au test de viabilité ainsi que les 

résultats d’immunofluorescence indirecte. Les modifications observées semblent donc 

propres à l’infection elle-même. Ainsi, ce modèle viral d’infection aigüe n’engendrerait 

pas d’effet Warburg. 

 Une autre stratégie réplicative à évoquer est celle de l’autophagie (130). 

L’autophagie permet entre autre de recycler les éléments cellulaires et est donc une autre 

source possible de biomasse. Or, le virus de la grippe active l’autophagie qui lui est 

nécessaire pour se répliquer (131). De plus dans des modèles de cellules cancéreuses, il est 

observé que le phénomène d’autophagie diminue l’effet Warburg, ce qui se traduit 

notamment par une baisse de la sécrétion de lactate (132). Tenant compte de ces 

informations, nos résultats sont compatibles avec l’hypothèse d’une dépendance du virus 

influenza de type A vis-à-vis de l’autophagie au détriment de l’effet Warburg.  

 

Au niveau transcriptionnel, l’expression de la forte majorité des gènes analysés est 

clairement diminuée lors de l’infection, notamment l’expression des gènes codant pour les 

isoformes A et B de la lactate déshydrogénase (LDHA et LDHB). Ceci pourrait en partie 

expliquer la diminution significative de la production de lactate lors de l’infection. Le 

dosage de l’activité de l’enzyme serait cependant nécessaire pour confirmer cette 

hypothèse.  D’autre part, de manière plus générale, il est important de constater que cette 

tendance globale de diminution quantitative des ARNm cellulaires n’est pas surprenante 

dans ce modèle viral. En effet, comme décrit dans l’introduction, la réplication du virus de 

la grippe repose sur le phénomène appelé le « cap snatching » (littéralement, vol de coiffe). 
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Pour rappel, le complexe de l’ARN polymérase virale clive l'extrémité 5’ des pré-ARNm 

cellulaires correspondant à la coiffe. Ce fragment est alors utilisé comme amorces pour la 

synthèse des ARNm viraux (133). Les pré-ARNm cellulaires ainsi dépourvus de leur 

coiffe, sont instables et donc en quantité moindre, ce qui aboutit à une inhibition globale de 

l’expression des gènes de l’hôte (88). Nos résultats sont bien cohérents avec ces 

observations.  

Néanmoins, de manière surprenante, deux gènes ne sont pas down régulés. En effet, 

l’expression du gène codant pour HK2 est multipliée par 3 et celle du gène codant pour 

HK3 est multipliée par 6 alors que celle du gène codant pour HK1 est divisée par 2,5. Il est 

intéressant dans un premier temps de noter que l’augmentation relative de l’expression de 

gène codant pour HK2 a aussi été montrée dans d’autres modèles viraux tels que  le DENV 

(13) et l’adénovirus (8). D’autre part, d’un point de vu mécanistique et dans le modèle 

particulier de la grippe, ceci peut s’expliquer par le fait que HK2 et HK3 sont les deux 

gènes pour lesquels la quantité d’ARNm mesuré est la plus faible dans les cellules non 

infectées. Or, d’après Sikora et al (134), le « cap-snatching » cible les pré-ARNm 

cellulaires les plus abondants. Ainsi, de part leur faible quantité à l’état basal, les pré-

ARNm de HK2 et HK3 seraient épargnés. Une autre hypothèse peut être une 

incompatibilité entre leur séquence en 5’ constituant potentiellement les sites reconnus et 

clivés par le complexe de l’ARN polymérase virale. Toutefois, les séquences des 

extrémités 5’ des pré-ARNm cellulaires mise à profit dans le « cap-snatching » semblent 

être très hétérogènes et sont encore mal définies (134). 

Par ailleurs, cette différence transcriptionnelle a-t-elle un effet et un rôle dans la 

réplication virale ? Un autre point à discuter reste le fait que dans nos conditions 

expérimentales l’infection engendre une modulation de l’expression des différentes 

isoformes de l’HK tout en maintenant l’activité enzymatique globale. Si Janke et al avaient 

déjà constaté que l’activité HK restait inchangée malgré l’infection (135), notre étude 

apporte des données au niveau transcriptionnel. En effet, HK1 est l’isoforme exprimée de 

manière majoritaire dans les cellules A549 non infectées. La répression de son gène 

engendrée par l’infection et l’augmentation des transcrits des deux autres isoformes 

minoritaires semblent s’équilibrer et ne pas modifier l’activité HK globale. L’activité HK 

restant inchangée et la glycolyse modulée de manière négligeable, on peut se demander si 

le changement de proportion relative des transcrits des isoformes n’est pas impliqué dans 

un autre rôle que celui de la phosphorylation du glucose. En effet, comme brièvement 

abordé en introduction, il a été démontré que HK2 est non seulement impliquée dans la 
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glycolyse, mais aussi dans la survie cellulaire, notamment par son rôle dans la protection 

mitochondriale induite par Akt (136). De plus, la même équipe a montré plus récemment 

que HK2 dans des conditions de déplétion en glucose, activait l’autophagie par inhibition 

de TORC1, suggérant un lien entre la voie de la glycolyse et celle de l’autophagie (27) 

(Figure 21). Des expériences au niveau protéique doivent être menées pour voir si 

l’augmentation relative de l’expression de HK2 se traduit par une augmentation de sa 

protéine. Si telle est le cas les observations faites au niveau transcriptionnel seraient 

compatibles non seulement avec le phénomène d’autophagie en tant que stratégie 

réplicative mais aussi avec la fonction activatrice de HK2.   

 

 

 
 

Figure 21. Représentation des rôles multiples de l’isoforme 2 de l’hexokinase (HK-II) : son rôle 
de phosphorylation du glucose (Glc) en glucose-6-phosphate (G-6P), sa capacité de liaison à la 
mitochondrie et au complexe TORC1 via son motif TOS. En inhibant TORC1, il a été montré que 
HK2 peut stimuler le phénomène d’autophagie en condition de déplétion en glucose.  
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Ainsi, ces travaux ont permis d’obtenir des données préliminaires sur la manière 

dont le virus BK et le virus influenza de type A modulent la glycolyse cellulaire. De 

manière intéressante, les effets ne sont pas les mêmes. L’hypothèse séduisante selon 

laquelle tous les virus engendreraient un effet Warburg-like pour assurer leur réplication ne 

semble donc pas pouvoir être généralisée.  En effet, bien que le virus BK active la 

glycolyse aérobie et augmente l’activité HK, il semblerait que le virus influenza de type A 

adopte une toute autre stratégie réplicative. L’augmentation de l’expression du gène codant 

pour HK2 et la diminution significative de production de lactate engendrés par l’infection 

du virus influenza de type A sont deux résultats importants et apportent d’autres 

hypothèses de recherche sur les thèmes de  métabolisme, autophagie et réplication. De 

plus, cela conforte le fait que l’HK a d’autres rôles que celui purement glycolytique et 

renforce son intérêt en tant que cible virale. Enfin, les différences constatées lors de cette 

étude incitent à étendre le screening de la voie glycolytique à d’autres modèles viraux pour 

tenter d’établir des  paradigmes de modulation de la glycolyse en fonction des 

caractéristiques virales.  
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RESUME 
L'étude de la modulation par les infections virales du métabolisme cellulaire notamment 

glycolytique est un nouveau champ d'investigation. Il a été démontré que plusieurs virus modulent la 

glycolys·e et engendrent dans la majorité des cas son augmentation pour assurer en partie la réplication et 

la production de nouveaux virions. Néanmoins les mécanismes sous-jacents restent mal compris et 

semblent différer d 'un virus à l'autre. 

La présente étude a eu pour but d 'investiguer les effets de l'infection virale sur la glycolyse. 

Deux virus très différents et peu étudiés d'un point de vue métabolique ont été choisis : le virus BK et le 

virus Influenza de type A. Pour déceler les cibles potentielles de régulation au niveau transcriptionnel, 

nous avons évalué l'expression des gènes codant pour la majorité des enzymes de la glycolyse ainsi que 

pour ses principaux régulateurs . Au niveau protéique, l'activité de l'hexokinase (HK), première enzyme 

limitante de la glycolyse, a été mesurée. Pour la première fois a été montré que l'infection par le virus 

BK active la glycolyse aérobie. Parallèlement a été mis en évidence l ' augmentation de l'activité de 

l'HK, mécanisme possible de cette inodification métabolique. A l'inverse, le virus Influenza de type A 

n'active pas la glycolyse aérobie. Néanmoins, d'importantes variations transcriptionnelles ont été 

observées, notamment au niveau de l' expression des gt~nes codant pour les différentes isoformes de 

l'HK. Ces résultats tendent à montrer que la modulation de la glycolyse diffère d'un virus à l'autre tant 

au niveau de 1 ~effet que de~; mécanismes intrinsèques. 
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