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1. Les virus  

1.1. Définition 

Le terme « virus » a été proposé en 1953 par André Lwoff (1). Les virus sont des agents 

infectieux capables d’infecter de nombreuses cellules vivantes telles que : les bactéries, les 

mammifères, les plantes, les reptiles, les insectes ou encore les champignons. Par opposition 

aux bactéries, les virus constituent des parasites obligatoires souvent de petite taille (diamètre 

< 200 nm). Ces entités biologiques partagent les caractéristiques suivantes : (i) ils possèdent 

un seul type d’acide nucléique (ADN ou ARN), (ii) ils se répliquent à partir de leur propre 

acide nucléique, (iii) leur croissance dépend de leur hôte. Quelques années plus tard, André 

Lwoff complète cette définition, ajoutant que les virus utilisent les ribosomes de la cellule 

hôte pour se multiplier (2). En 2003, la découverte d’un virus géant (le Mimivirus) remet en 

cause ce paradigme. En effet, de par sa taille (> 0,7 µm), la complexité de son génome (plus 

de 1200 gènes) et la présence d’ADN et d’ARN dans les particules virales, le Mimivirus 

invalide certains éléments de la définition donnée par André Lwoff (3,4). En 2008, D. Raoult 

et P. Forterre proposent de revoir la définition d’un virus, proposant de diviser le monde 

biologique en 2 groupes d’organismes : les organismes codant pour le ribosome tels que les 

bactéries, les eucaryotes et les archées et les organismes codant pour une capside. Ainsi, il en 

découle une redéfinition du virus comme « un organisme codant la capside, composé de 

protéines et d'acides nucléiques, s'auto-assemblant dans une nucléocapside et utilisant un 

organisme codant le ribosome pour mener à bien son cycle de vie » (5). 
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1.2. Classification  

En 1962, A. Lwoff, R. Horne et P. Tournier proposent un schéma pour la classification de 

tous les virus, indépendant de l’origine virale et de la spécificité de l’hôte (6). Les virus sont 

classés selon un système hiérarchique linnéen : Ordre (-virales), Famille (-viridae), sous-

famille (-virinae), genre (-virus) et espèce. Cette classification est basée sur 4 critères suivant 

les propriétés de la particule virale : 

1. la nature de l’acide nucléique ; 

2. la symétrie de la capside ; 

3. la présence ou l’absence d’une enveloppe ; 

4. les dimensions du virion et de la capside.  

Le Comité international sur la taxonomie des virus est chargé de développer, d'affiner et de 

maintenir une taxonomie universelle des virus. 

En 1971, David Baltimore met au point un second schéma de classification 

complémentaire prenant en compte la nature de l'acide nucléique viral et le mode 

d’expression de ce dernier (7,8). La classification de Baltimore comprend 7 groupes décrits 

dans la Figure 1. Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit ont été menés sur deux 

virus à ARN simple brin de polarité négative appartenant à l’ordre des Mononegavirales.  

Figure 1 - La classification de Baltimore 

La classification de Baltimore, basée sur le nature de l’acide nucléique et sur leur polarité, comprend 7 groupes 

définis selon la voie de synthèse de l’ARNm à partir du génome viral. Groupe I: virus à ADN double brin 

(exemples: Adénovirus et le virus de l’Herpès); Groupe II : virus à ADN simple brin de polarité positive utilisant 

comme intermédiaire de transcription un ADN double brin (exemples : Parvovirus); Groupe III : virus à ARN 

double brin (exemples : rotavirus, réovirus); Groupe IV : ARN simple brin de polarité positive utilisant un ARN 

simple brin de polarité négative comme intermédiaire de transcription (exemples : flavivirus, alphavirus, 

poliovirus); Groupe V : virus à ARN simple brin de polarité négative (exemples : virus de la rage, virus Ebola, la 

rougeole); Groupe VI : virus à ARN simple brin de polarité positive utilisant l’ADN comme intermédiaire de la 

réplication via la transcriptase inverse (exemple : VIH); Groupe VII : virus à ADN double brin passant par un 

intermédiaire simple brin d’ARN (exemple : virus de l’hépatite B). 

FIGURE 1: LA CLASSIFICATION DE BALTIMORE 
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1.3. Les virus à ARN négatif  

L’ordre des Mononégavirales, créé en 1991, regroupe des virus à ARN simple brin (sb), 

linéaire, non-segmenté et de polarité négative. A l’origine, l’ordre était constitué de 3 grandes 

familles : les filovirus (Filoviridae), les rhabdovirus (Rhabdoviridae) et les paramyxovirus 

(Paramixoviridae) (comprenant 2 sous-familles Paramyxovirinae, et Pneumovirinae) (9). Au 

cours des dernières années, l’ordre des Mononegavirales s’est étendu et comprend à ce jour 

11 familles : bornavirus (Bornaviridae), mymonavirus (Mymonaviridae), nyamivirus 

(Nyamiviridae), artovirus (Artoviridae), lispivirus (Lispiviridae), pneumovirus 

(Pneumoviridae), xinmovirus (Xinmoviridae), sunvirus (Sunviridae) et les 3 familles 

historiques, précédemment nommées (10,11). Chacune des familles est subdivisée en genres 

puis en espèces (Fig. 2). L’ordre des Mononegavirales comprend d’important pathogènes 

humains, tels que le virus de la rougeole (MeV), le virus de la rage (RABV), le 

métapneumovirus humain (hMPV), le virus des oreillons (MuV), le virus respiratoire syncitial 

humain (hRSV) et le virus Ebola. Les travaux suivants ont porté sur 2 de ces différents 

pathogènes humains : le virus de la rage et le virus Ebola. RABV appartient à la famille des 

Rhabdoviridae et au genre Lyssavirus (Fig. 2). Le virus Ebola appartient à la famille des 

Filoviridae qui est subdivisée en six genres (Cuevavirus, Marburgvirus, Ebolavirus, 

Striavirus, Thamnovirus et Dianlovirus). Le genre Ebolavirus comprend d’importantes 

espèces pathogènes pour l’Homme comme le virus Soudan (SUDV) (12,13). 
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 FIGURE 2: CLASSIFICATION DES VIRUS DE L'ORDRE DES MONONEGAVIRALES 

 

Figure 2 - Classification des virus de l’ordre des Mononegavirales  

L’ordre des Mononegavirales regroupe des virus à ARN simple brin non segmenté de polarité 

négative. Cet ordre comprend 11 familles. Chaque famille est subdivisée en genres puis en espèces. 

*Cette figure ne présente pas l’ensemble des espèces, mais celles présentant un intérêt médical. Les 

virus étudiés dans ces travaux sont indiqués en vert.  
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2. Généralités sur le virus de la rage  

2.1. Historique : Louis Pasteur contre la rage  

En 1879, Louis Victor Galtier, professeur à l’école vétérinaire de Lyon, publie les premiers 

travaux sur la rage. Ses recherches, menées entre 1879 et 1881, ont montré que la rage pouvait 

être transmise au lapin par injection de salive de chiens enragés. Ses travaux sur les moutons 

ont par ailleurs mis en évidence que l’injection de salive en intraveineuse conférait une 

immunité sans que ces derniers ne développent la maladie (14). Louis Pasteur prend 

connaissance des travaux de Louis Victor Galtier et débute des recherches sur la rage en 1880 

(15). En 1881, Louis Pasteur et ses collaborateurs, Emile Roux, Charles Chamberland et 

Louis Thuillier, mettent en évidence le tropisme du virus pour le système nerveux et l’intérêt 

de l’inoculation intracérébrale. Louis Pasteur va ensuite rechercher un moyen efficace de 

diminuer la virulence d’une souche. Dans un premier, le passage en série du virus par 

inoculation intracérébrale sur lapin, permet à L. Pasteur d’isoler un virus dit « fixe » ayant des 

caractéristiques constantes (temps d’incubation, pouvoir pathogène). Le traitement par 

dessiccation et potasse caustique (hydroxyde de potassium) de prélèvements, post-mortem, de 

moelle de lapin inoculé par la souche « fixe », permet l’obtention de souches atténuées 

(« méthode des moelles »). Pasteur montre qu’entre 2 et 9 jours de dessication, la virulence 

décroît progressivement et après 9 jours toute virulence a disparu. L’inoculation de souches 

de virulence de plus en plus croissante permet le déclenchement d’une réponse immunitaire : 

le vaccin canin antirabique est ainsi obtenu (16). En juillet 1885, Joseph Meister, jeune garçon 

âgé de 9 ans mordu par un chien enragé, se présente au laboratoire de L. Pasteur. L’enfant 

reçoit plusieurs injections de moelle de lapin rabique de virulence croissante et ne développe 

pas la maladie après injection de l’échantillon de moelle le plus virulent. Le traitement du 

jeune garçon marque le premier succès de vaccination antirabique chez l’Homme (17) et 

introduit la notion de vaccin thérapeutique. 

 

 

 

 

 



Introduction 

20 

 

2.2. État de la rage dans le monde 

La situation de la rage dans le monde est très variable d’un pays à un autre et évolue 

continuellement (Fig. 3). 

L’Afrique et l’Asie comptent le plus de cas de rage humaine, avec un nombre de décès 

estimé à plus de 59 000 par an (18). Le chien, principal vecteur sur ces continents, est 

responsable de 99% des contaminations humaines (19). Cependant, d’autres animaux peuvent 

être porteurs du virus rabique. L’apparition d’épidémies sporadiques au sein des populations 

animales reste donc imprévisible, soulignant la nécessité de mieux comprendre le mode de 

transmission et de propagation du virus dans les hôtes réservoirs. En Europe, les campagnes 

vaccinales des chiens domestiques ainsi que l’élimination des chiens errants avaient permis à 

de nombreux pays de l’Europe de l’Ouest de rester indemnes de toute contamination rabique. 

Malgré cela, à la fin de la seconde guerre mondiale, le virus rabique s’est adapté au renard, 

entraînant sa propagation dans de nombreux pays. Dès la fin des années 70, l’utilisation de 

vaccins antirabiques (virus de la vaccine recombinant) contenus dans des appâts a permis la 

diminution drastique du nombre de cas de rage (20,21). En France, depuis 1924, aucun cas de 

rage humaine autochtone a été rapporté (22). Les rares cas de décès déclarés en France sont 

des cas importés qui ont contracté la rage au cours d’un voyage dans un pays endémique. Au 

FIGURE 3: LA RAGE DANS LE MONDE 

Figure 3 - La rage dans le monde  

Carte représentant la répartition de la rage humaine et canine dans le monde. Bien que la rage ait été 

éradiquée dans 80 pays, elle continue d’être présente dans 70 pays, et tue chaque année près de 59 000 

personnes dans le monde. 

(apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/rabies/rabies.html). 
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cours du siècle dernier, un certain nombre de pays ont mis en œuvre des programmes de 

vaccination à grande échelle qui ont permis l’élimination de la rage canine, réduisant 

considérablement l’incidence de la maladie chez l’Homme. Ainsi, la rage a pu être éradiquée 

des États-Unis, du Canada, de l'Europe occidentale, du Japon, de la Malaisie et de Hong Kong 

(23,24). Le risque de réémergence dans ces pays est principalement lié à l’importation non 

contrôlée d’animaux infectés (25). En décembre 2015, l'OMS, l'Organisation mondiale de la 

santé animale (OIE), l'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture 

(FAO) et l'Alliance mondiale pour la lutte contre la rage (GARC) se sont fixés pour objectif 

de ramener à zéro le nombre de décès humains dus à la rage d’ici 2030 (26). Pour répondre à 

cet objectif, la surveillance et le contrôle de la rage animal représentent une mesure clef vers 

la diminution du nombre de décès lié à la rage humaine. La lutte contre ce virus nécessite 

l’action concertée de différents partenaires, médicaux, vétérinaires mais également éducatifs, 

pour la formation du personnel soignant et sensibiliser les populations des zones endémiques. 

2.3. Physiopathologie du virus de la rage  

Le virus de la rage est un virus neurotrope qui attaque le système nerveux central (SNC). 

Le terme rage est dérivé du latin rabere qui signifie « être fou ». La maladie évolue vers une 

mort inévitable lorsqu’elle est cliniquement déclarée. La transmission du virus est, dans la 

plupart des cas, liée à une morsure d’un chien infecté, mais également par léchage de plaies. 

Le virus est retrouvé dans la salive de l’animal infecté, trois jours avant le début des 

symptômes neurologiques et l’animal décède environ 15 jours suivant la déclaration des 

symptômes. Après pénétration dans l’organisme, le virus se multiplie localement avant de 

pénétrer le système nerveux périphérique. Le virus remonte ensuite le long de la moelle 

épinière, via un transport axonal, pour rejoindre le cerveau. Un fois qu’il a atteint le SNC, le 

virus est disséminé dans l’organisme touchant plusieurs organes comme les glandes salivaires, 

l’œil, le foie ou encore le pancréas (27,28). Chez l’Homme, les caractéristiques cliniques 

associées à cette infection peuvent être divisées en 5 phases : la période d’incubation, le 

prodrome, la phase neurologique aiguë, le coma et la mort. La période d’incubation d’un virus 

neurotrope peut varier de 1 à 3 mois (29). Dans le cas de la rage, une morsure au niveau de la 

tête, du cou, de la face est généralement associée à une période d’incubation très courte 

pouvant être réduite à 7 jours. Le prodrome correspond à l’apparition des symptômes et 

marque la fin de la période d’incubation. Cette phase correspond à la migration du virus de la 

périphérie vers le SNC, provoquant une inflammation de la moelle épinière et une atteinte 

neuronale. La maladie peut évoluer soit en forme furieuse soit en forme paralytique. La forme 
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furieuse est caractérisée par une hyperactivité, des troubles neuropsychiatriques 

(hallucinations, délire, insomnie), une hydrophobie et des spasmes. Le décès lié à un arrêt 

cardiorespiratoire survient en quelques jours. L’évolution vers une forme paralytique est 

moins spectaculaire que la forme furieuse. Les muscles se paralysent progressivement 

jusqu’au coma puis décès du patient (30–32).  

2.4. Le cycle viral  

 

FIGURE 4: LE CYCLE VIRAL DU VIRUS DE LA RAGE 

Le virus de la rage est transmis à l’Homme suite à une morsure puis migre vers le SNC. Le 

cycle viral du virus de la rage est strictement cytoplasmique et se divise en 3 grandes 

phases. (i) L’entrée du virus dans la cellule hôte. Cette phase débute par la fixation de la 

particule virale via sa glycoprotéine (G) au récepteur cellulaire. À ce jour, plusieurs 

récepteurs, tels que le récepteur 2 du glutamate métabotrope mGluR2 (« metabotropic 

glutamate receptors »), la glycoprotéine NCAM (« Neural cell adhesion molecule ») , les 

récepteurs nicotiniques de l'acétylcholinen (AChR), le récepteur du facteur de survie et 

différenciation des neurones p75NTR (« p75 neurotrophin receptor »), les glucides et les 

Figure 4 - Le cycle viral du virus de 

la rage  

Le cycle viral du virus de la rage est 

strictement cytoplasmique et divisé en 

plusieurs étapes. 1) Le virus s’attache à 

la surface de la cellule hôte via sa 

glycoprotéine de surface G. 2) Un 

phénomène d’endocytose permet 

l’entrée de la particule virale dans la 

cellule. 3) L’acidification du 

compartiment endosomal permet la 

libération du génome viral dans le 

cytoplasme, s’en suit les étapes de 4) 

transcription et 5) réplication, qui 

permettent la multiplication virale. 6) 

De nouvelles particules virales sont 

formées et 7) sont libérées par 

bourgeonnement dans le milieu 

extracellulaire. 

Issue de M.J. Schnell et al., 2010 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/neurotrophin-receptor-p75
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gangliosides, ont été identifiés (33). Suite à cette fixation, le virus pénètre dans la cellule par 

un mécanisme d’endocytose. L’acidification de l’endosome entraine un changement de 

conformation de la glycoprotéine (G), facilitant la fusion de la membrane de la particule virale 

et de l’endosome (34). La fusion des membranes permet la libération de la nucléocapside 

(RNP) dans le cytosol (35) (Fig. 4 - Etapes 1 à 3). (ii) La multiplication virale regroupe les 

étapes de transcription/traduction et de réplication du génome viral (Fig. 4 - Etapes 4 et 5). 

La transcription a lieu dans une «usine de virus» spécialisée, les corps de Negri qui 

correspondent à des inclusions cytoplasmiques retrouvées  dans les cellules infectées par 

RABV (36). La protéine G est transloquée dans le réticulum endoplasmique (RE) avant de 

transiter vers l’appareil de Golgi, représentant une étape indispensable dans le processus de 

bourgeonnement. Les autres protéines virales sont, quant à elles, traduites à proximité des 

corps d’inclusion (37). (iii) Libération des particules virales. Cette dernière phase permet la 

sortie du virus de la cellule hôte. Suite à la réplication, les virions sont assemblés avec l’ARN 

génomique et les protéines virales puis libérés à la surface de la membrane de la cellule hôte 

via un phénomène de bourgeonnement (38) (Fig.4 : étapes 6 et 7).  

2.5. Prise en charge et traitements  

Bien que le vaccin antirabique ait été mis au point il y a plus de 130 ans par Louis Pasteur, 

il n’existe à ce jour aucun moyen de traiter cette infection une fois les symptômes déclarés. 

L’enjeu des traitements actuels est de prévenir le développement de la maladie. Une prise en 

charge rapide réduit considérablement la survenue des symptômes, pouvant ainsi réduire le 

risque de mortalité. La prophylaxie post-exposition (pe) a pour objectif de neutraliser le virus 

avant qu’il ne pénètre le système nerveux, avec une fenêtre d’action ne dépassant pas 2h à 3h 

pe. La prise en charge pe comprend un nettoyage profond des plaies, l’immunisation passive 

et la vaccination active (39). Le nettoyage des plaies est une étape critique dans la prévention 

de la survenue de la maladie. En effet, il a été montré in vivo, que le lavage des plaies dans les 

3h pe réduisait considérablement la propagation du virus (40). L’immunisation passive 

consiste à administrer un cocktail d’immunoglobulines antirabiques permettant de fournir des 

anticorps capables de neutraliser le virus localement (41). Les anticorps (AC) ne pouvant pas 

franchir la barrière hémato-encéphalique, ils ne sont plus efficaces une fois que le virus a 

atteint le SNC. Des doses vaccinales sont également administrées. Les personnes non 

vaccinées contre la rage reçoivent 5 doses contre 2 de rappel pour les personnes vaccinées 

(42). Une vaccination préexposition est recommandée pour les personnes à risque d’être en 

contact avec l’agent infectieux, comme les employés de laboratoire, les vétérinaires, les 
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personnes voyageant dans les zones où la rage circule. L’administration de trois doses 

vaccinales est réalisée à jour 0, 3 et 28, avec un taux de séroconversion estimé à 98,2% (43). 

3. Généralités sur le virus Ebola  

3.1. Épidémiologie  

3.1.1 Émergence du premier filovirus 

En 1967, des cas de fièvre hémorragique inexpliquée ont été déclarés en Allemagne 

(Marburg) et en Yougoslavie suscitant un intérêt considérable. Les symptômes associés 

étaient de violents maux de tête, une fièvre élevée, des douleurs articulaires et des 

hémorragies. La majorité des patients, travaillant pour le groupe pharmaceutique Behring, 

avaient été en contact direct avec des échantillons (sang, organes ou cultures cellulaires) de 

singes verts (Cercopithicus aethiops) importés d’Ouganda. Le virus a pu être isolé à partir de 

ces échantillons et baptisé Marburg (44). Depuis sa découverte, le virus Marburg (MARV) fut 

à l’origine de plus d’une dizaine d’épidémie principalement en Afrique de l’Est, avec une 

première apparition du virus sur le continent Africain en 1975 (45) (Tableau 1).  
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TABLE 1 :LES EPIDEMIES DE FIEVRE HEMORRAGIQUE A FILOVIRUS 

Années  Pays Souche Virale Cas humains Décès reportés  

1976 (Juin-Novembre) Soudan SUDV 284 151 

1976 (Septembre-Octobre) RDC EBOV 318 280 

1976 (Novembre) Angleterre SUDV 1 0 

1977 (Juin) RDC EBOV 1 1 

1979 (Juillet-Octobre) Soudan SUDV 34 22 

1989-1990 Philippines et US RESTV 7 (asymptomatiques) 0 

1992 Italie RESTV 0 0 

1994 Gabon EBOV 52 31 

1994 Côte d’ivoire TAFV 1 0 

1995 RDC EBOV 315 250 

1996 (Janvier-Avril) 
Gabon EBOV 

37 21 

1996-1997 (Juillet-Janvier) 60 45 

1996 Afrique du Sud EBOV 2 1 

1996 US et Philippines RESTV 0 0 

1996 Russie  EBOV 1 1 

2000-2001 Ouganda SUDV 425 224 

2001-2002 (Octobre-Mars) Gabon et Congo EBOV 124 97 

2002-2003 (Décembre-Avril) 
Congo EBOV 

143 128 

2003 (Novembre-Décembre) 35 29 

2004 Soudan SUDV 17 7 

2004 Russie EBOV 1 1 

2005 Congo EBOV 12 10 

2007 RDC EBOV 264 186 

2007-2008 (Décembre-Janvier) Ouganda BDBV 131 42 

2008 Philippines RESTV 6 (asymptomatiques) 0 

2008-2009 (Décembre-Février) RDC EBOV 32 15 

2011 (Mai) 
Ouganda SUDV 

1 1 

2012 (Juillet-Août) 11 4 

2012 (Août-Octobre) RDC BDBV 36 13 

2012-2013 Ouganda SUDV 6 3 

2013-2016 Plusieurs pays EBOV 28 616 11 310 

2014 (Août-Novembre) RDC EBOV 69 49 

2015 Philippines RESTV 0 0 

2017 (Mai-Juillet) 

RDC EBOV 

8 4 

2018 (Mai-Juillet) 54 33 

2018-2020 (Août-Avril) 3461* 2279* 

 
Tableau 1 - Les épidémies de fièvre hémorragique à filovirus 

EBOV : virus Ebola; RESTV: virus Reston; SUDV: virus Soudan; BDBV: virus Bundibugyo; TAVF: virus Taï 

forest (Tableau issu de Languon et al. 2019) 

*Situation en avril 2020 
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3.1.2. Les épidémies de fièvre hémorragique à filovirus  

3.1.2.1. Identification de nouvelles espèces  

Depuis la découverte de MARV, plus d’une trentaine d’épidémies de fièvre hémorragique 

à filovirus ont été recensées par l’OMS (Tableau 1). Les deux premières, en 1976, touchèrent 

simultanément la République Démocratique du Congo (RDC) et 4 villes du Soudan (Nzara, 

Maridi, Tembura, and Juba) (46). Une étude sérologique a permis d’identifier le foyer 

épidémique : une usine de coton à Nzara peuplée de chauves-souris (46,47). Dans la même 

année, un cas de contamination a été rapporté dans un laboratoire en Angleterre suite à la 

manipulation d’échantillons biologiques en provenance du Soudan (48). Les épidémies au 

Soudan et en RDC ont permis l’isolement de deux nouvelles souches virales appartenant à un 

second genre, Ebolavirus, et nommées respectivement virus Soudan (Sudan ebolavirus, 

SUDV) et virus Ebola (Zaire ebolavirus, EBOV), liés mais non identiques (49). Les espèces 

virales SUDV et EBOV représentent aujourd’hui les souches circulantes les plus virulentes.  

Le virus Ebola réémerge en Virginie et en Pennsylvanie, après une période de latence de 

près de 10 ans. Entre 1989 et 1990, la mort d’un grand nombre de singes liée à une infection à 

filovirus a été observée faisant suite à l’importation de macaques en provenance des 

Philippines au centre de primatologie de Reston (USA). Une nouvelle espèce, nommée virus 

Reston (Reston ebolavirus, RESTV) a pu ainsi être isolée (50,51). Un épisode d’infection à 

RESTV a de nouveau été à l’origine d’épidémies aux Philippines (52), en 2008, chez des 

cochons. Aucun des éleveurs porcins ne présentaient des symptômes de maladie à virus Ebola 

bien que des anticorps aient pu être détectés dans leurs sera, mettant en évidence une absence 

de pathogénicité de RESTV pour l’Homme (53). En 1994, le sérum d’un ethnologue 

contaminé suite à l’autopsie d’un chimpanzé en Côte d’ivoire, a permis d’isoler une nouvelle 

espèce nommée virus Taï Forest (Tai Forest ebolavirus, TAFV) (54). Le virus Bundibugyo 

(Bundibugyo ebolavirus, BDBV) a, quant à lui, pu être identifié suite à une épidémie qui 

toucha Bundibugyo en 2007 (55).  

En 2002, des colonies de chauves-souris (Miniopterus schreibersii) ont subi une mortalité 

massive dans des grottes de certains pays européen  (en France, en Espagne et au Portugal) 

(56). Les techniques de séquençage haut débit ont permis de caractériser un nouveau genre de 

filovirus nommé virus Lloviu (Lloviu cuevavirus, LLOV) (57). En 2018, une nouvelle espèce 

du genre Ebolavirus a été identifiée en Sierra Leone, et nommée virus Bombali (Bombali 

ebolavirus, BOMV). Cette souche a été détectée chez des chauve-souris retrouvées dans les 
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habitations suggérant un risque de transmission à l’Homme. Cependant, la pathogénicité de 

cette nouvelle souche pour l’Homme reste à démontrer (58). Dans la même année, un 

filovirus de chiroptère, phylogénétiquement distinct d’EBOV et MARV, appartenant au genre 

Dianlovirus, a été identifié et nommé virus Měnglà (Mengla dianlovirus, MLAV) (59). Plus 

récemment, deux nouvelles espèces ont été décrites chez les poissons, Xilang striavirus 

(XILV) et Huangjiao thamnovirus (HUJV), ajoutant deux nouveaux genres de virus à la 

famille des filovirus (11,60) (Tableau 1).  

3.1.3. Flambée à virus Ebola de 2013 à 2016 

Une importante épidémie à virus Ebola toucha plusieurs pays d’Afrique de l’Ouest, entre 

Décembre 2013 et Mars 2016. Elle représente l’une des épidémies les plus meurtrières avec 

plus de 28,000 cas et 11,000 décès recensés par l’OMS (61). Le cas index, un enfant d’un 

village de Guinée, a été infecté par des chauves-souris insectivores (62), s’ensuivit plusieurs 

cas de diarrhée hémorragique et une alerte sur une maladie non identifiée est lancée. Des 

échantillons sont envoyés à l’Institut Pasteur (Paris) afin de statuer sur l’agent pathogène mis 

en cause. L’épidémie atteint rapidement les pays limitrophes, continuant de décimer les 

populations (63), et devenant rapidement incontrôlable notamment en raison de la faiblesse 

des systèmes de surveillance et du manque d’infrastructures de santé publique. Le caractère 

inattendu et la rapide progression de l’épidémie ont mis en exergue la nécessité de mettre au 

point de nouvelles techniques de diagnostic rapides, sensibles, spécifiques pouvant être 

réalisées sur place sans besoin matériel. En Août 2014, l’épidémie a été déclarée comme une 

urgence de santé publique de portée internationale (64). Des efforts internationaux de lutte 

contre l’épidémie ont permis de réduire la transmission du virus Ebola, d’améliorer la 

capacité de détection des nouveaux foyers et d’endiguer l’épidémie.  

3.1.4. La République Démocratique du Congo face à Ebola  

Depuis 1976, la RDC a dû faire face à une dizaine d’épidémies à virus Ebola, dont deux 

entre 2018 et 2020 (65) (Tableau 1). La première débuta le 8 mai à Bikoro. La mise en place 

de mesures de contrôle intensives et le lancement d’une campagne de vaccination, ont permis 

de mettre fin à cette flambée le 24 juillet 2018 (66). Le 1er Août, quelques jours après 

l’annonce de la fin de la première, la seconde épidémie débuta dans le nord-ouest de la RDC à 

plus de 1000 km de la première (67). En juin 2019, des premiers cas d’infection à virus Ebola 

ont été rapportés en dehors de la RDC. Cet évènement a conduit, le 17 juillet 2019, le comité 

d'urgence du règlement sanitaire international sur les maladies virales à virus Ebola (IHREC) 
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a déclaré l’épidémie comme étant une urgence de santé publique de portée internationale (68). 

Les efforts internationaux ont permis de lutter contre ce virus. Cependant, l’épidémie à virus 

Ebola en RDC reste une urgence mondiale et les efforts de lutte continuent. Alors qu’en Mars 

2020, le dernier patient quittait le centre de de soin, un nouveau cas est rapporté en avril 2020.  

Les épidémies récentes touchant la RDC soulignent la nécessité de mettre au point des 

traitements antiviraux et des vaccins efficaces pour traiter les patients et les cas contacts afin 

de lutter contre la propagation de ce virus. Cependant, la recherche sur le virus Ebola reste 

limitée, notamment du fait que ce virus doit être cultivé dans un environnement de haute 

sécurité (BSL4). Le manque de moyens techniques, la détérioration des centres de soin anti-

Ebola et le contexte politique et culturel conduisant le plus souvent à une méfiance de la 

population face aux traitements ont mis à mal l’efficacité de la riposte et contribué à la 

propagation du virus. Le comportement individuel et les coutumes locales jouent un rôle 

important dans le déroulement des épidémies et la propagation du virus. Le contexte 

d’épidémie à virus Ebola a montré l’importance d’inclure les sciences humaines et sociales 

dans les stratégies de réponse conduites par les systèmes de santé afin de mener une riposte 

efficace et éclairée. 

3.2. Transmission du virus Ebola  

Le virus Ebola est une zoonose, se transmettant à l'Homme, via contact direct avec des 

animaux infectés comme les chauves-souris frugivores et les primates non-humains 

principalement lors de la consommation de viandes de brousse. Le virus peut ensuite être 

facilement transmis d’un individu à l’autre (Fig. 5). 
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La transmission du virus Ebola d’Homme à Homme se fait, dans la plupart des cas, à la 

suite d’un contact direct avec une personne infectée ou le défunt lors des rites funéraires (69). 

La voie d’entrée du virus dans le corps se fait par un contact direct entre la peau lésée (plaies, 

abrasions cutanée) ou les muqueuses (nasale, génitale, rectale et parentérale) d’un sujet sain et 

les fluides et tissus corporels infectés comme le sang, les sécrétions nasales, sécrétions orales 

ou encore les sécrétions génitales d’une personne infectée (70–74). L’Homme comme les 

FIGURE 5: CYCLE DE TRANSMISSION DU VIRUS EBOLA 

Figure 5 - Cycle de transmission du virus Ebola  

Les chauves-souris frugivores sont considérées comme les réservoirs naturels du virus Ebola. Elles 

permettent la dissémination du virus et le maintien du cycle viral. La transmission du virus au sein du 

cycle enzootique entre chauves-souris est encore mal connu. L’épizootie liée au virus Ebola apparait 

de façon sporadique. Les chauves-souris infectées entre en contact avec de animaux de la faune 

sauvage tels que les gorilles, les antilopes des forêt et d’autres singes, pouvant entraîner des 

épidémies de grande ampleur. L’Homme représente un hôte accidentel et l’infection primaire est le 

plus souvent liée à la chasse et la consommation de viande de brousse. La transmission interhumaine 

passe par le contact direct avec une personnes infectées ou le défunt lors de rites funéraires. 

. 
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grands singes sont considérés comme des hôtes opportunistes et non comme des espèces 

réservoirs (75). Bien que beaucoup d'efforts aient été déployés pour identifier les réservoirs 

naturels le sujet reste controversé. Pendant longtemps, les rongeurs (76) et les chauves-souris 

(77) ont été considérés comme des réservoirs potentiels et l'isolement de MARV chez la 

Rousettus aegyptiacus conforta l'idée de la chauve-souris comme espèce réservoir des 

filovirus (78). Cependant, l'existence d'autres espèces susceptibles d’être infectées par un 

filovirus reste envisageable, notamment après la découverte de RESTV chez les porcs aux 

Philippines (53), et des hôtes potentiellement amplificateurs ou réservoirs secondaires 

pourraient jouer un rôle au cours des épidémies.  

3.3. Manifestations cliniques  

Après une période d’incubation de 2 à 21 jours, l’infection à virus Ebola débute par des 

signes cliniques non spécifiques tels qu’une forte fièvre, des frissons, des malaises et des 

myalgies (douleurs musculaires). Après quelques jours, ces symptômes sont généralement 

suivis d’une atteinte multi-viscérale observée à différents niveaux : systémique (prostration), 

gastro-intestinal (anorexie, nausée, vomissement, douleur abdominale, diarrhée), respiratoire 

(douleur thoracique, essoufflement, toux, écoulement nasal), vasculaire (injection 

conjonctivale, hypotension, œdème) et neurologiques (maux de tête, confusion, coma) (79). 

Des pertes sanguines massives, principalement au niveau du tractus gastro-intestinal, peuvent 

être observées. Les patients décèdent, généralement entre 6 à 16 jours après l’apparition des 

premiers symptômes, des suites d’une défaillance multi-organes (80). Pour les survivants la 

convalescence est longue et des troubles sur le long terme tels qu'une hépatite récurrente, une 

myélite, une perte de cheveux prolongée, une psychose et une uvéite peuvent être observés 

(81). Une récente étude épidémiologique a mis en évidence un risque de mortalité 5 fois plus 

élevé chez les personnes ayant survécus à l’infection à virus Ebola au cours de la première 

année de rémission, le plus souvent lié à une insuffisance rénale. De plus, cette étude montre 

que le risque est fonction de l’âge, du sexe et du temps passé dans les systèmes de soin (82). 

Dans un contexte post-épidémie, cette étude indicative pourrait permettre de mettre en place 

un système de suivi et une prise en charge adaptée des survivants de l’infection à virus Ebola. 

3.4. Pathogénicité  

La virulence du virus Ebola chez l'Homme est variable et dépend de la souche considérée. 

Les infections par EBOV ont les taux de létalité les plus élevés (60 à 90%), suivies de celles 

par SUDV (40 à 60%) (81). L’infection à virus Ebola entraine une nécrose coagulante de 
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divers organes tels que le foie, les reins, les poumons, la rate et les testicules (83). Suite à la 

transmission du virus, le décès est lié à un dysfonctionnement de la réponse immunitaire, une 

défaillance multiviscérale et des troubles vasculaires et de la coagulation (84). 

3.4.1. Tropisme cellulaire  

Le virus Ebola peut infecter un large éventail de types cellulaires. Les analyses de tissus de 

patients ou de primates non-humains infectés montrent que le virus Ebola a un tropisme pour 

les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules endothéliales, les 

fibroblastes, les hépatocytes, les cellules corticales surrénaliennes et plusieurs types de 

cellules épithéliales (72,83,85–88). Au stade précoce de la maladie, le virus infecte 

principalement les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules 

semblent jouer un rôle dans la dissémination du virus. En effet, le virus se propage depuis le 

site d’infection initial via ces dernières jusqu'aux ganglions lymphatiques régionaux dans un 

premier temps puis vers d’autres organes (89). Les cellules des glandes surrénales et les 

hépatocytes semblent être des cibles de choix pour les filovirus, jouant un rôle important dans 

la pathogénèse de la maladie (85,87). Chez les patients ayant succombés à l’infection mais 

également chez les primates non-humains infectés expérimentalement, il a été observé une 

nécrose de la rate, du thymus et des ganglions lymphatiques (85). La libération de cytokines, 

de chimiokines et d'autres médiateurs pro-inflammatoires par les cellules présentatrices 

d'antigènes entraîne une défaillance multiviscérale accompagnée d’un choc septique, 

conduisant au décès de la personne infectée (90–92). 
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3.4.2 Le cycle viral 

 

FIGURE 6: LE CYCLE VIRAL DU VIRUS EBOLA 

Les particules virales des filovirus présentent une forme allongée et filamenteuse. Cette 

forme caractéristique est à l’origine de leur nom, Filoviridae, du latin filum, qui signifie fil. 

L’ensemble des 7 protéines virales sont contenues dans les virions. Le génome est encapsidé 

par la nucléoprotéine (NP), associé à la protéine L, son co-facteur la protéine VP35 et le 

facteur d’activation de la transcription VP30 (93), formant le complexe ribonucléoprotéique 

(RNP). Ce complexe est enfermé par une enveloppe extérieure, dérivée de la membrane 

plasmique de la cellule hôte, et tapissée de la protéine matricielle VP40, responsable de la 

morphogénèse et le bourgeonnement des particules virales (94). Enfin, la glycoprotéine (GP), 

composée de deux sous-unités GP1 et GP2, est ancrée sous forme trimérique dans l’enveloppe 

extérieure (95). 

Figure 6 - Le cycle viral du virus Ebola  

Le cycle viral du virus Ebola est strictement cytoplasmique et divisé en plusieurs étapes. 1) Le virus 

s’attache à la surface de la cellule hôte via sa glycoprotéine de surface GP, 2) et entre dans la 

cellule via un mécanisme de macropinocytose, 3) l’acidification du compartiment endolysosomal 

permet la libération du génome viral dans le cytoplasme, s’en suit les étapes de 4) transcription et 

5) réplication qui permettent la multiplication virale. 6) De nouvelles particules virales sont 

formées et 7) seront libérées par bourgeonnement dans le milieu extracellulaire. 

Issue de T. Hoennen et al., 2019 
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Le cycle viral des filovirus est classique des virus à ARN de polarité négative se répliquant 

dans le cytoplasme et se compose de trois grandes étapes (Fig. 6). (i) L’entrée du virus débute 

par l’attachement du virion à la surface de la cellule hôte, assurée par la GP. En effet, les GP 

interagissent avec des leptines de type-C (CLRs), DC-SIGN et L-SIGN exprimés à la surface 

des cellules dendritiques et favorisent la fusion des membranes virale et cellulaire permettant 

ainsi l’entrée de la particule virale. Une fois la particule virale attachée à la cellule hôte, elle 

est internalisée suivant un mécanisme de macropinocytose et se retrouve dans le 

compartiment endolysosomal (96,97). L’acidification de l’endosome et le clivage de la GP 

par des cathepsines cellulaires déclenchant la fusion entre les membranes virale et de 

l’endosome (98,99). Cette fusion des membranes permet le relargage du complexe RNP dans 

le cytoplasme de la cellule hôte. (ii) S’en suit les étapes de multiplication virale (transcription, 

traduction et réplication), relativement semblable chez les virus de l’ordre des 

Mononegavirales, et qui seront détaillées dans le chapitre (4.2). Brièvement, chez les filovirus 

la transcription du génome viral est facilitée par les protéines du complexe RNP, NP, VP35, 

VP30 et la protéine L (100). La production des protéines virales, notamment la NP, conduit à 

la formation de corps d’inclusion qui sont les sites de réplication et transcription virales 

(101) ; (iii) Libération de nouvelles particules virales. La GP transite par le RE et l’appareil de 

Golgi où elle est maturée (clivage et glycosylations) puis adressée à la surface de la 

membrane de la cellule hôte. L’assemblage des nouveaux virions a lieu dans le cytosol. Les 

complexes RNP nouvellement formés se déplacent des corps d’inclusion vers les sites de 

bourgeonnement (102). VP40 permet la déformation de la membrane et joue un rôle central 

dans la libération de nouvelles particules virales (103,104).  

3.5. Prise en charge et traitements   

Le diagnostic initial est basé sur un examen clinique. Du fait des caractéristiques cliniques 

non spécifiques, la confirmation du diagnostic passe par une détection du génome viral par 

RT-qPCR (105–107) et/ou un test sérologique (détection des ACs) par ELISA (108,109). Le 

diagnostic en laboratoire est généralement effectué dans des centres de référence nationaux et 

internationaux sur des échantillons biologiques inactivés. Le virus est détectable dans le sang 

au début de la maladie et persiste à des concentrations élevées dans les cas mortels (110). 

Pour la détection des ACs (IgM et IgG), la technique couramment utilisée est le test ELISA. 

Les IgM sont des marqueurs de l’infection aigüe, et peuvent apparaître dès le lendemain des 

symptômes et disparaître entre 30 et 168 jours après l’infection (109,111,112). Les anticorps 

spécifiques (IgG) se développent 6 à 18 jours après l’apparition des symptômes et persistent 
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pendant de nombreuses années (113). Dans le cas des rémissions, le virus peut persister 

pendant des semaines voire des mois dans la chambre antérieure de l'œil ou les testicules, 

avec un risque potentiel évoqué de transmission sexuelle (48,108,114). 

Au cours d’une épidémie, un système de santé publique coordonné impliquant une 

identification rapide et un isolement des cas (avérés et suspects) suivi d’une recherche des cas 

contacts, doit être rapidement mis en place. Le diagnostic est une étape cruciale dans le 

contrôle d’une épidémie. En effet, la mise en place de tests diagnostiques pour identifier les 

personnes infectées permet d’une part une prise en charge du patient mais également un suivi 

et éventuellement le traitement préventif des cas contacts présentant un risque de développer 

la maladie. Cependant, la détection de nouveaux cas est souvent tardive et l’arrivée d’un 

patient en centre de soin survient quand la maladie est déjà à un stade avancé. De plus, les 

centres de santé anti-Ebola déployés notamment en Afrique subsaharienne doivent faire face, 

en plus des difficultés logistiques, à des différences culturelles qui rendent la population 

méfiante, handicapent l’efficacité de la riposte et favorisent la propagation du virus.   

Le risque de réémergence du virus Ebola est réel comme en témoigne l’épidémie récente 

qui toucha la RDC. Par conséquent, parallèlement aux mesures de santé publique mises en 

place, des stratégies de développement de molécules à potentiel antiviral et la recherche de 

nouveaux vaccins pour lutter contre cette maladie se sont intensifiées afin de répondre à cette 

urgence sanitaire.  

Une prise en charge adaptée aux signes cliniques ainsi que des soins médicaux de soutien 

(réhydratation orale ou par intraveineuse) doivent être fournis aux patients infectés par le 

virus Ebola afin d’améliorer leur survie. Actuellement, il n’existe aucun traitement spécifique 

approuvé contre le virus Ebola. L’urgence sanitaire des infections à virus Ebola est un réel 

défi pour le développement de nouveaux vaccins et de molécules à potentiel antiviral pour le 

traitement des personnes infectées et des cas contacts (famille et personnel soignant). 

Actuellement, de nombreux traitements anti-Ebola sont entrés en phase d’essai clinique et ont 

montré leur efficacité dans le contrôle de la transmission, la réduction de la sévérité de la 

maladie et la durée d’hospitalisation dans les centres de soin anti-Ebola. En novembre 2018, 

un premier essai clinique de contrôle multi-médicaments a débuté en RDC au cours de la 

dernière épidémie afin de contrôler l’innocuité et l’efficacité des traitements anti-Ebola 

proposés (115). L'AC monoclonal MAb114 et 2 cocktails d’anticorps monoclonaux : REGN-

EB3 et ZMapp sont au centre de cette étude. L’essai clinique mené en RDC a démontré que 



Introduction 

35 

 

les patients traités avec MAb114 et REGN-EB3 présentent un taux de mortalité plus faible 

que les patients traités avec ZMapp (115), ouvrant la voie vers leur homologation.  

Les stratégies de développement de nouveaux vaccins, se sont orientées vers deux types de 

vaccin : les vaccins basés sur des vecteurs viraux non-réplicatifs et des vecteurs viraux 

réplicatifs. Les vecteurs viraux non-réplicatifs codent pour des antigènes viraux tels que la GP 

et sont dépourvus des gènes nécessaires à la réplication virale. Ces vaccins présentent une 

meilleure innocuité mais peuvent s’avérer moins efficace dans l’activation de la réponse 

immunitaire. Les vecteurs viraux réplicatifs ont l’avantage d’entrainer une activation de la 

réponse immunitaire plus efficace, mais peuvent présenter une pathogénicité résiduelle 

pouvant limiter leur utilisation. Le vaccin rVSV-EBOV produit à partir du virus de stomatite 

vésiculaire recombinant (rVSV) code pour le GP d’EBOV (souche Kikwit 1995). Des essais 

précliniques ont montré que ce vaccin protège 100% des souris contre une injection létale 

(116). Une protection totale a également été rapportée chez les primates non-humains (117). 
Un second vaccin développé par le groupe pharmaceutique Johnson & Johnson, a reçu le 

soutien des autorités de santé et a été déployé en RDC au cours de la dernière épidémie. Ce 

second vaccin (Ad26-ZEBOV) vient compléter la stratégie vaccinale déjà mise en place par 

l’administration du vaccin rVSV-ZEBOV-GP dans le but d’étendre la protection contre 

EBOV (118). En fin 2019, le vaccin rVSV-ZEBOV-GP a été le premier vaccin approuvé par 

la FDA pour prévenir les infections à EBOV (119,120). 
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4. Bases moléculaires de la réplication des Mononegavirales 

4.1. Organisation génomique générale des mononégavirus 

 

FIGURE 7 : ORGANISATION GENOMIQUE DES MONONEGAVIRALES 

  

Au sein de l’ordre des Mononegavirales, les génomes viraux varient entre 8 et 19 kb. Les 

protéines communes aux virus à ARN négatif sont : la nucléoprotéine (NP), la 

phosphoprotéine (P), la protéine de matrice (M), la glycoprotéine (G ou GP) et la large 

protéine L (L) (Fig. 7). Les fonctions de ces protéines sont généralement conservées chez les 

Mononegavirales. Les bornavirus et les nyamivirus codent en plus pour une protéine X 

impliquée dans la régulation de la synthèse des gènes et l'inhibition de la réponse immunitaire 

(121,122). Les paramyxovirus, les pneumovirus et les filovirus ont un génome plus complexe 

qui code pour des protéines supplémentaires. Chez les filovirus, VP35 et VP40 sont les 

homologues des protéines P et M (123–125). Les filovirus contiennent également les 

protéines VP24 et VP30. VP30 joue un rôle dans la régulation de la réplication et de la 

transcription (126,127). La protéine virale VP24 est présumée être une protéine de matrice 

impliquée dans l'assemblage des nucléocapsides et la formation de nouvelles particules virales 

(128–130). De plus, VP24 joue un rôle déterminant dans le tropisme cellulaire et est capable 

de contrecarrer la réponse aux interférons (IFN). De par ses propriétés, VP24 est considérée 

Figure 7 - Organisation génomique des Mononegavirales  

Représentation de l’organisation génomique de virus appartenant à l’ordre des Mononegavirales : 

VSV (virus de la stomatite vésiculaire), MeV (virus de la rougeole), hRSV (virus respiratoire 

syncytial humain), EBOV (virus Ebola), BoDV-1 (virus de la maladie de Borna) et NYMV (virus 

Nyamanini). L’initiation et la terminaison de la transcription sont indiquées respectivement par des 

flèches noires au-dessus du génome et des barres rouges. Les gènes codant pour les différentes 

protéines sont indiqués par des box de couleurs. Le gène de la protéine L code pour l’ARN 

polymérase ARN dépendante (RdRp en bleu), une polyribonucléotidyltransférase (PRNTase, en vert) 

et une méthyltransférase (MTase en orange).  

Issue de Ogino, T et al., 2019  
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comme un important facteur de virulence (131,132). Certains paramyxovirus codent pour une 

protéine de fusion (F) et une petite protéine hydrophobe (SH) qui s’associent à l'enveloppe 

virale pour faciliter l'entrée du virus. La protéine M2 présente chez hMPV et RSV participe à 

la régulation de la réplication/transcription (133). Enfin, les protéines non structurales NS1 et 

NS2 sont retrouvées uniquement chez les pneumovirus, et jouent un rôle important dans 

l'inhibition de la réponse immunitaire médiée par les INFs (134). 

4.2. Cycle de réplication et transcription chez les Mononegavirales 

Les virus à ARN négatif partagent la même stratégie de réplication/transcription. Le VSV, 

un virus de la famille des rhabdovirus, a servi de modèle pour élucider le mécanisme de 

réplication et transcription des virus à ARN négatif. Son génome est encapsidé par la NP 

formant la nucléocapside (135,136). Un complexe ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) 

composé de la P et de la protéine L est associé à la nucléocapside pour former le complexe 

RNP (100,137,138). Le génome du VSV commence et se termine par de courtes séquences : 

3′-leader (Le) (139) et 5′-trailer (Tr), et de 5 gènes connectés entre eux par des régions 

intergéniques (Fig. 8). 

FIGURE 8: REPLICATION ET TRANSCRIPTION DES MONONEGAVIRALES (MODELE VSV) 

Figure 8 - Réplication et transcription des Mononegavirales (modèle VSV) 

Le génome des Mononegavirales de polarité négative est encapsidé par la nucléoprotéine (N) formant 

le complexe (N-ARN) reconnu par la polymérase et son cofacteur (L-P). Le complexe N-ARN sert de 

matrice pour la réplication (synthèse de l’anti-génome) et transcription (synthèse des ARNm). « Le » 

désigne la région de début du génome et « Tr » la région de fin. La transcription (en bas) débute en 3’ 

du génome. La polymérase reconnait la séquence Le et transcrit séquentiellement les cinq gènes, selon 

un mode discontinu d’initiation/ré-initiation (« start /stop »). Tous les transcrits, sauf l’ARN leader 

(LeARN), sont coiffés (structure coiffe dans l’encadré, voir 6.1) et polyadénylés (poly(A)). La 

réplication (en haut) est un phénomène de synthèse continu d’ARN. La polymérase ignore les 

séquences de terminaison et synthétise l’anti-génome qui est encapsidé par la N. Les complexes L–P et 

N°–P (N°: N sans ARN) sont requis pour la réplication du génome. 

Adaptée de Ogino T. et al., 2019 
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Le génome sert de matrice pour la synthèse de l’ARNm au cours de la transcription et de 

l’antigénome au cours de la réplication. Chacun des 5 gènes commence par une séquence 

« start », essentielle pour l’initiation de la transcription et la mise en place de la structure 

coiffe à l’extrémité 5’ des transcrits viraux néosynthétisés (140–142), et se termine par une 

séquence « stop », jouant un rôle crucial pour la terminaison de la transcription et le 

mécanisme de polyadénylation (143). La polymérase virale transcrit les ARNs viraux dans le 

cytoplasme produisant ainsi les ARNm viraux qui serviront de matrice pour la traduction des 

protéines virales. La transcription chez les Mononegavirales est un phénomène discontinu, 

d'initiation/réinititiation de la transcription (144). Dans un premier temps, la polymérase 

virale se fixe au génome via l'extrémité 3'-leader et initie la synthèse d'un ARN leader 

(LeARN) de polarité positive d'environ 47 nucléotides. La transcription du premier ARNm 

débute à la séquence « start » et s'arrête à la séquence de terminaison, produisant un ARNm 

de la protéine N. Suite au relargage du premier transcrit, la polymérase initie et termine de 

façon similaire la transcription de chacun des gènes, synthétisant séquentiellement les ARNm 

des protéines P, M, G et L (145). La protéine L qui contient un domaine Cap (PRNTase) et 

méthyltransférase (MTase) ajoute en 5' de chaque transcrit néosynthétisé une structure coiffe 

et une queue poly-A à l'extrémité 3' (140–143). Au niveau de chaque région intergénique, la 

ré-initiation de la transcription perd en efficacité conduisant à un gradient de concentration 

des transcrits viraux et donc de protéines virales : [N]>[P]>[M]>[G]>[L] (144). Lorsque la 

concentration en protéines virales est suffisante dans le cytoplasme, la polymérase passe en 

mode réplicatif  (146). Au cours de la réplication, la polymérase virale initie la polymérisation 

en 3’ de l’ARN génomique et ignore les séquences de terminaison à la fin de chaque gène afin 

de générer un intermédiaire d’ARN de polarité positive, qui sera encapsidé par la N et qui 

servira de matrice pour la synthèse du génome viral (147–149). Les ARNm ne sont pas 

encapsidés par la nucléoprotéine, l’ajout de la structure coiffe et de la queue poly-A permet de 

les confondre au ARNm cellulaires permettant leur reconnaissance et leur prise en charge par 

la machinerie de traduction cellulaire.  

4.2.1. Régulation de la réplication/transcription  

Les mécanismes de réplication impliquent la polymérase virale, et nécessitent une 

régulation fine des différentes activités de l’enzyme. Chez les filovirus, la protéine VP30 joue 

un rôle clef dans la régulation de la transcription/réplication (100). Cette fonction est assurée 

par sa capacité à être phosphorylée, déphosphorylée et rephosphorylée. VP30 phosphorylé 

présente une affinité pour la nucléoprotéine et permet son transport vers les corps d’inclusion 
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où se déroule les évènements de transcription et réplication (150). Pour initier la transcription 

virale, VP30 est déphosphorylée par des phosphatases cellulaires (151) et s’associe à la 

protéine L et VP35 au niveau du site d’initiation de la transcription, permettant la 

transcription du génome (124,152). Le phénomène de réplication est associé à VP30 

phosphorylée. Ainsi la dynamique entre phosphorylation, déphosphorylation et 

rephosphorylation de VP30, permet le switch entre la transcription et la réplication virale 

(126). VP30 n’étant présente que chez les filovirus, ce mécanisme de régulation est spécifique 

à cette famille de virus. Chez les autres virus de l’ordre des Mononegavirales, la balance entre 

réplication et transcription fait intervenir le statut de phosphorylation de la protéine P (153–

155). Une boucle de régulation de la phosphorylation, comparable à VP30, a été mis en 

évidence chez RSV qui présente une protéine additionnelle, M2-1, indispensable au 

mécanisme d’élongation de la transcription (133). 

La protéine de matrice, codée par certains virus de l’ordre des Mononegavirales, participe 

également à la régulation du switch entre réplication et transcription, en inhibant la 

transcription virale et en stimulant la réplication (156,157). A un stade précoce du cycle viral, 

la protéine M présente une localisation nucléaire (158). Cette localisation participe au 

mécanisme de subversion des défenses de l’hôte (159) et permet la régulation du cycle 

transcription/réplication viral en permettant une transcription virale efficace dans le 

cytoplasme. Lorsque le niveau des protéines virales est suffisant, la protéine M quitte le 

noyau, favorisant le switch entre transcription et réplication virale (160–162).  

4.2 Les protéines impliquées dans la réplication/transcription virale  

4.2.1. La nucléoprotéine 

Les mononégavirus ont la particularité d’avoir leur génome encapsidé par la 

nucléoprotéine virale, formant la nucléocapside (N-ARN). Ce phénomène d’encapsidation de 

l’ARN nécessite l’intervention de la phosphoprotéine (P) qui a pour rôle d’accompagner 

l’ARN, limitant ainsi l’association de la N à des ARNs non spécifiques (163). L’interaction 

ARN/N permet de protéger l’ARN viral de sa dégradation par des ribonucléases (RNases) 

cellulaires (164) et prévient sa détection par les senseurs intracellulaires de l’immunité innée. 

La nucléocapside sert de matrice pour la synthèse de l’ARN viral et forme le noyau structurel 

pour la formation de nouvelles particules virales (165). De plus, la N est un déterminant 

antigénique, pouvant être utilisé en diagnostic (166). 
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5.2.1.1. La nucléoprotéine du virus de la rage   

La N du virus de la rage contient 450 acides aminés. Elle est composée d’un domaine N-

terminal (NTD), impliqué dans l’interaction avec l’ARN, et un domaine C-terminal (CTD), 

indispensable à la fixation de la P (167,168). Le domaine C-terminal est une région 

désordonnée, stabilisée par la fixation de la protéine P. La N est retrouvée sous deux formes 

in vitro : soit associée à l’ARN formant la matrice utilisée pour la réplication et transcription, 

soit sous forme «soluble », en complexe avec la protéine P formant le complexe N°-P (169). 

L’étude du complexe N°-P par ultracentrifugation, spectrométrie de masse et microscopie 

électronique a montré qu’une N était associée à deux protéines P (170). La N du virus de la 

rage est phosphorylée sur la sérine en position 389 (SER389) lorsqu’elle est complexée avec 

l’ARN. La N engagée dans le complexe N°-P n’est pas phosphorylée sur la SER389. La N 

néosynthétisée s’associe dans un premier temps à la P. Le complexe N°-P ainsi formé 

participe à l’encapsidation de l’ARN. De plus, la liaison de la N à la protéine P permet à la N 

de lier spécifiquement l’ARN génomique viral. En effet, l’interaction avec la protéine P 

empêche la liaison de la N aux ARNs cellulaires (171,172). L’oligomérisation de la N autour 

de l’ARN entraine un changement de conformation, exposant la SER389 permettant sa 

phosphorylation (173,174). De plus, cette phosphorylation joue un rôle dans le cycle viral. En 

effet, l’absence de phosphorylation de la N est associée à une diminution du taux de 

réplication et transcription (175–177). La phosphorylation de la N régulerait la réplication et 

transcription virale en modulant l'encapsidation de l'ARN. En effet, la N non phosphorylée se 

lie plus fortement à l’ARN (177). La phosphorylation de la N permettrait de stabiliser 

l’interaction entre la protéine P et le complexe N-ARN, jouant un rôle dans le recrutement de 

la protéine L (176). De plus, la phosphorylation de la N entraine une diminution de l’affinité 

de N pour l’ARN permettant à la protéine L d’accéder au génome viral (175).  

Lorsque la N est exprimée en cellules d’insecte, elle se lie à l’ARN cellulaire de façon non 

spécifique, conduisant à des structures de forme hélicoïdale (147,178). Les études de 

microscopie électronique ont montré que le complexe N-ARN adopte une forme en anneau 

pouvant contenir 9 à 13 sous-unités de N (N9-13) (167). La résolution de la structure 

cristallographique du complexe N11-ARN a permis sa caractérisation (179) (Fig. 9). 
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FIGURE 9: LA NUCLEOPROTEINE (N) DU VIRUS DE LA RAGE 

  Le protomère de N est constitué de deux domaines : le domaine NTD présentant un 

repliement en forme hélicoïdal constitué de 6 hélices liées entre elles par de larges boucles, et 

le domaine CTD composé de 11 hélices reliées entre elles par des boucles plus étroites (179). 

L’interface entre ces deux domaines forme un sillon basique permettant d’accommoder 

l’ARN qui se retrouve ainsi protégé au centre de l’anneau (179) (Fig. 9). Cette séquestration 

par la N limite sa détection par le système immunitaire. En effet, elle empêche l’activation des 

récepteurs TLRs lors de son transit dans le compartiment endosomal (voir chapitre immunité 

antivirale) (180,181) et prévient la dégradation de l’ARN viral par les exonucléases 

cellulaires (182). Deux sous-domaines plus petits émergent des domaines NTD et CTD. Ils 

permettent d’établir la liaison entre les protomères (179). Les sous-domaines présentent une 

grande flexibilité et pourraient participer à l’ouverture de l’anneau, afin de faciliter l’accès de 

la protéine L au génome viral (183). L’interaction de la N avec la protéine P affecte les deux 

sous-domaines, permettant l’ouverture de la poche formée par NTD-CTD, rendant l’ARN 

accessible pour la polymérase virale (la protéine L) (179). Cette exposition partielle de l’ARN 

a été observée chez d’autres virus de l’ordre des Mononegavirales (184–186). Enfin, la N du 

Figure 9 - La nucléoprotéine (N) du virus de la rage 

(A) Structure d’un complexe de 11 Ns associées à l’ARN. Les protomères de N forme une 

structure en anneau, renfermant l’ARN au centre. Chaque protomère est identifié par une couleur 

distincte. (B) Un protomère de N est composé d’un domaine N-terminal (NTD) et d’un domaine C-

terminal (CTD) formant un sillon accommodant l’ARN (en noir sur le schéma). L’ARN se 

retrouve masqué au centre de la structure hélicoïdale.  

(Issue de Albertini AA. et al. 2006).  
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virus de la rage représente un déterminant antigénique. Il a été montré qu’elle présentait 

quatre sites antigéniques distincts (187–189). 

4.2.1.2. La nucléoprotéine du virus Ebola  

La NP, VP35, VP40 et la protéine L s’associe pour former le complexe RNP responsable 

de la réplication et transcription virales (190). L'ARN sb des virus à ARN de polarité négative 

est conditionné dans un complexe hélicoïdal qui comprend plusieurs copies de NP (Fig. 10).  

FIGURE 10: LA NUCLEOPROTEINE DU VIRUS EBOLA. 

Figure 10 - La nucléoprotéine du virus Ebola.  

(A) La nucléoprotéine (NP) contient 739 acides aminés et s’organise en deux modules. L’extrémité 

N-terminale composée d’une région nommée « arm » suivi du noyau de la protéine (« NP core ») 

formé d’un domaine N-terminal (« N-terminal lobe ») et d’un domaine C-terminal (« C-terminal 

lobe ») lié au module C-terminal par une région désordonnée se terminant par une queue C-

terminale (« C-terminal tail »). (B) Représentation du complexe NP-ARN avec en rouge la molécule 

d’ARN. L’encadré noir représente un isomère de N (PDB : 5Z9W) avec l’ARN situé dans le sillon 

formé entre le « N-terminal lobe » (en beige) et le « C-terminal lobe (en vert) ».  

Issue de Yukihiko Sugita, et al., 2018 

https://www.nature.com/articles/s41586-018-0630-0#auth-1
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 La NP présente un double rôle (structural et fonctionnel) dans le cycle de réplication viral. 

En effet, c’est un composant structural essentiel de la nucléocapside, jouant un rôle dans la 

morphogénèse virale. Par ailleurs elle joue un rôle fonctionnel, catalysant la réplication et la 

transcription virales (100,190,191). La NP des filovirus est constituée d’une chaîne 

polypeptidique plus longue (729 acides aminés) que celles des autres virus de l’ordre des 

Mononegavirales, avec une organisation en deux modules portant des fonctions distinctes 

(192,193). L’extrémité N-terminale se compose d’une petite région nommée « arm », suivi du 

noyau de la protéine (« core ») formé d’un domaine N-terminal (« N-lobe ») et C-terminal 

(« C-lobe ») lié à l’extrémité C-terminale par un domaine linker désordonné suivi d’une queue 

C-terminale (« C-terminal tail ») (93,194) (Fig. 10A). Plusieurs structures de la NP en 

complexe avec l’ARN ont été récemment résolues (93,195,196). L’extrémité N-terminale 

porte les fonctions d’oligomérisation (interaction NP-NP) et d’assemblage (192,193). Cette 

caractéristique semble être conservée chez d’autres virus de l’ordre des Mononegavirales. 

L’implication de ce domaine dans la fixation de l’ARN et son encapsidation a été confirmée 

par mutagénèse dirigée (193,197). De façon semblable à d’autres nucléoprotéines codées par 

des virus, les deux domaines de la NP d’Ebola forme un sillon chargé positivement pouvant 

accommoder l’ARN et permettre son encapsidation (100,192,195,198) (Fig. 10B & 10C). De 

plus, un autre domaine hydrophobe au niveau de l’extrémité N-terminale, conservé chez les 

filovirus, a été décrit comme pouvant former une poche de fixation de VP35 

(93,195,199,200).  

A la différence de l’extrémité N-terminale, l’extrémité C-terminale ne présente aucune 

homologie de séquence avec d’autres nucléoprotéines de mononégavirus. Elle est responsable 

de l’interaction protéine-protéine au sein de la nucléocapside (201). Ce module C-terminal 

hydrophobe est nécessaire pour la formation de la nucléocapside et intervient dans la 

réplication virale (193,202). De plus, ce domaine est responsable de l'interaction avec la 

protéine matricielle VP40 et de l'incorporation de la NP dans les virions (130,203). La 

structure de ce domaine a été déterminée par cristallographie aux rayons X et révèle un 

domaine globulaire organisé avec une alternance de feuillets β et d’hélices α (196,204). 

L’étude de la NP des filovirus a montré que le module C-terminal de la NP est un déterminant 

antigénique majeur, pouvant être utilisé en diagnostic (205). De plus, l’alignement des 

séquences des NPs des filovirus a mis en évidence, qu’en dépit de certaines similitude de 

structure, la séquence en acides aminés était faiblement conservée d’une espèce à une autre, 
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ouvrant la voie pour le développement de tests diagnostiques spécifiques de l’espèce virale 

(206–208).  

La NP des filovirus subit également des modifications post-traductionnelles comme la O-

glycosylation et la sialylation, nécessaires pour l’interaction avec la protéine VP35 suggérant 

un rôle essentiel dans le cycle de réplication virale (193,209). De plus, il a été montré que les 

NPs d’EBOV et de MARV pouvaient être phosphorylées (210). Les sites de phosphorylation 

sont principalement localisés au niveau du module C-terminal (211), et pourrait intervenir 

dans la régulation de l’affinité de la NP pour le génome viral (212). En effet, la 

phosphorylation de la NP entraîne une diminution de l’affinité NP/ARN, qui aurait pour 

conséquence de rendre le génome accessible à la polymérase pour la réplication et la 

transcription (212). 

4.2.2. La phosphoprotéine  

4.2.2.1. La phosphoprotéine du virus de la rage  

 

FIGURE 11: LA PHOSPHOPROTEINE DU VIRUS DE LA RAGE 

Figure 11 - La phosphoprotéine du virus de la rage  

(A) Représentation de l’organisation de la phosphoprotéine (P) de RABV. La protéine P comprend 

trois domaines (N-terminal, domaine central et C-terminal) reliés entre eux par des régions 

désordonnées (RD). (B) Les différents isoformes de la protéine P. L’ARNm de la protéine P 

présente plusieurs codons de début de traduction (AUG) conduisant à la synthèse de protéine P 

complète (P1) et de protéines P tronquées (P2, P3, P4, P5).  
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La protéine P de la rage est une protéine multifonctionnelle qui joue un rôle dans la 

synthèse de l’ARN viral, participe à la régulation de la réplication et de la transcription et 

intervient également dans l’échappement de la réponse immunitaire innée. En effet, cette 

protéine représente le principal cofacteur de la polymérase et agit comme une chaperonne de 

la N. Elle intervient dans l’interaction de la N-ARN et de la protéine L formant le complexe 

ribonucléoprotéine (RNP). Néanmoins la protéine P seule n'a aucune activité enzymatique 

documentée (213). De plus, la protéine P interagit également avec le facteur de transcription 

IRF3, limitant la production d’IFNs, (214,215) et avec STAT1 et STAT2, limitant ainsi la 

production de protéines antivirales (voir chapitre 6.3) (216–218). La protéine P du virus de la 

rage (RABV) est retrouvée en solution sous forme d’un dimère (219,220). C’est un 

polypeptide de 297 acides aminées formé de trois domaines liés entre eux par deux régions 

désordonnées (RD) (Fig. 11A). Le domaine N-terminal (N-term) interagit d’une part avec la 

N et la maintient sous forme soluble, non liée à l’ARN (N°) (171), et d’autre part permet sa 

liaison avec la polymérase L (221). Le domaine central est responsable de l’oligomérisation 

de la protéine P (222–224). Enfin, le domaine C-terminal (C-term) se lie au complexe N-ARN 

(225–227). Les régions désordonnées reliant les différents domaines confèrent à la protéine P 

une grande flexibilité participant au fonctionnement de la machinerie réplicative. Les 

premières études in vitro de synthèse d’ARN chez le rhabdovirus VSV ont permis de mettre 

en évidence l’implication de la protéine P dans l’activité de la polymérase virale. La P, via 

son domaine N-terminal, interagit avec la protéine L. Cette interaction entraine un 

changement de conformation de la L et stimule son activité polymérase (228,229). Cette 

stimulation de l’activité polymérase par la protéine P est indépendante de sa capacité de 

recrutement de la protéine L pour la formation du complexe RNP (230). Cette observation a 

également été rapportée pour la protéine P du RABV, suggérant un mécanisme de stimulation 

commun au sein des rhabdovirus. L’étude de la synthèse in vitro d’ARN chez RABV a mis en 

évidence la spécificité de l’interaction entre la protéine L et P dans la processivité de la 

polymérase. De plus, le domaine de liaison et le domaine de stimulation de la protéine L sont 

différents mais étroitement positionnés sur la protéine P. Les résidus 1-19 de la P participent à 

la liaison de la protéine L alors que les résidus 11 à 50 participent à la stimulation de l’activité 

polymérase (231) (Fig. 11).  

In vitro, l’initiation de la traduction de la protéine P peut se faire au niveau plusieurs 

codons « start » (N=5), conduisant à la production de la protéine P complète (P1 de 297 

acides aminés) et de protéines P tronquées (P2, P3, P4 et P5) (232) (Fig. 11B). Curieusement, 
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les protéines P tronquées ne sont pas retrouvées dans les virions matures. Il a été montré que 

le site d’interaction à la protéine L était situé au niveau des 19 premiers résidus de la protéine 

P (233), suggérant que les protéines tronquées n’interviennent pas dans sa fonction de 

cofacteur. De nombreuses études ont mis en évidence le rôle de ces protéines tronquées dans 

l’inhibition de la réponse immunitaire via notamment leur interaction avec le facteur de 

transcription STAT1 (217,218,234). Ces protéines participent à la pathogénicité du virus de la 

rage, supportant la réplication virale au niveau périphérique en inhibant la réponse antivirale 

médiée par l’IFN et facilitant ainsi l’évasion du virus vers le SNC (235,236).  

La protéine P de nombreux mononégavirus subit des modifications post-

transcriptionnelles. En effet, elle peut être phosphorylée sur plusieurs sites par la protéine 

kinase C et une autre protéine kinase cellulaire (237). Des études in vitro et in vivo prenant 

pour modèle la protéine P du VSV ont permis de caractériser le rôle de telles modifications. 

La protéine P non phosphorylée est biologiquement inactive, la phosphorylation par des 

kinases cellulaires permet son activation (238). De plus, la protéine P présente des sites de 

phosphorylation au niveau du domaine N-terminal et C-terminal, participant à la régulation de 

la réplication/transcription (239,240). 

4.2.2.2. La phosphoprotéine du virus Ebola (VP35)  

La protéine virale VP35 est l’équivalent des protéines P codées par les autres virus de 

l’ordre des Mononegavirales. Elle assure diverses fonctions, jouant un rôle important dans le 

cycle viral mais également dans l’inhibition de la réponse immunitaire antivirale. Il a été 

montré que VP35 joue un rôle de chaperonne pour la NP et représente le principal cofacteur 

de la polymérase (L). VP35 est constituée de deux domaines conservés chez les filovirus 

(241,242). Un domaine d’oligomérisation en N-terminal et un domaine d’inhibition de l’IFN 

(IID) en C-terminal (243) (Fig. 12).  

Le domaine d’oligomérisation participe à l’interaction protéine-protéine, incluant 

l’interaction de VP35 avec la polymérase L (244) et l’association de plusieurs VP35 entre 

FIGURE 12 : ORGANISATION DE VP35 

Figure 12 - Organisation de VP35  

VP35 est formée de deux domaines principaux. Un domaine d’oligomérisation en N-terminal 

permettant l’interaction protéine-protéine et un domaine d’inhibition de la réponse immunitaire 

(IID). Un domaine supplémentaire en amont du domaine d’oligomérisation joue un rôle dans la 

régulation de la réplication virale.  
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elles (245,246). De plus, l’étude des séquences des filovirus a mis en évidence un domaine 

additionnel conservé en amont du domaine d’oligomérisation nommé NPBP (« nucleoprotein 

binding domain ») (246) (Fig. 12). Cette région participe à la régulation de l’interaction NP-

ARN. En effet, la liaison de VP35 via son domaine NPBP à la NP, limite l’oligomérisation de 

cette dernière et inhibe son association avec des ARNs non spécifiques, comme les ARNs 

cellulaires. Au cours de l’association de la NP à l’ARN viral, la NP est libérée de l’interaction 

avec la région NPBP de VP35 et interagit avec VP35 via un domaine distinct du domaine 

NPRB (200). 

Le rôle de VP35 dans la limitation de la réponse immunitaire a également été montré in 

vitro chez EBOV et RESTV (247,248). En effet, VP35 inhibe la phosphorylation du facteur 

de transcription IRF3, empêchant sa translocation dans le noyau et inhibant ainsi la 

production d’IFN (voir chapitre immunité antivirale) (248). De plus, le domaine IID est 

capable de fixer l’ADN(db) et ainsi limite l’activation du senseur RIG-I (241).  
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FIGURE 13 : STRUCTURE DE LA PROTEINE L DES MONONEGAVIRALES (MODELE VSV) 

4.2.3. La protéine L des mononégavirus 

Les protéines L sont les protéines les plus conservées au sein des Mononegavirales. Elle 

catalyse l’ensemble des étapes de la transcription et réplication virales. En plus de son activité 

ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp), la protéine L est responsable de la mise en place 

de la structure coiffe et méthyle les extrémités 5' des transcrits (249,250). L’alignement des 

séquences des protéines L de différents mononégavirus a mis en évidence 6 régions 

conservées (notées CR-I à CR-VI), séparées par des régions de plus faibles homologies (Fig. 

13A) (251,252). La première analyse en microscopie électronique (ME) de la protéine L de 

VSV révèle un anneau central et 3 domaines globulaires (Fig. 13B). Les premières études de 

l’activité des différents domaines ont conduit à l’hypothèse que l’anneau central était 

Figure 13- Structure de la protéine L des Mononegavirales (modèle VSV)  

(A) La protéine L des Mononegavirales est organisée en plusieurs domaines. Les premières études 

bio-informatiques des séquences de protéine L ont mis en évidence 6 domaines conservés nommés 

CR-I à CR-VI dont certains motifs (indiqués par un astérisque) portent les activités enzymatiques 

de la L (indiquées en dessous par une flèche). La résolution de la structure de la L par cryo-EM a 

permis de définir l’organisation en 5 domaines fonctionnels : le domaine ARN polymérase ARN-

dépendante (RdRp) (CR-I à CR-III) (colorée en bleu) suivi du domaine Cap (CR-IV et CR-V) (en 

vert) qui porte l’activité polyribonucléotidyltransférase (PRNTase) nécessaire à la synthèse de la 

structure coiffe, un domaine connecteur (CD) (en jaune), le domaine méthytransférase (MTase ou 

MT) (CR-VI) (en orange) et le domaine C-terminal (CTD) (en rouge). (B) Clichés des premières 

images de microscopie électronique de la protéine L de VSV, révélant un anneau central (RdRp + 

PRNTase) et trois domaines globulaires (CD, MTase, CTD). (C) Structure de la protéine L de VSV 

résolue par cryo-ME à une résolution de 3.8 Å (PDB : 5A22). 
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responsable de la synthèse de l’ARN. Les domaines globulaires sont proposés comme étant 

responsable de la mise en place de la coiffe. Cette étude en ME a également permis de décrire 

l’interaction de la protéine L avec son cofacteur, la protéine P (253). Cinq ans après ces 

premières études, la structure de la protéine L du VSV a été déterminée par cryo-microscopie 

électronique (cryo-ME) à une résolution de 3.8 Å (254) (Fig. 13C). Cette structure révèle 

l’organisation de la protéine, formant deux blocs distincts : N-terminal et C-terminal, 

connectés via le « connecteur domaine » (CD) ne présentant pas de fonction enzymatique 

apparente. Elle contient 5 domaines dont l’ordre et la fonction sont conservés au sein des 

Mononegavirales: le domaine RdRp (CR-I à CR-III) suivi du domaine Cap (CR-IV et CR-V) 

qui porte l’activité polyribonucléotidyltransférase (PRNTase) nécessaire à la synthèse de la 

structure coiffe, le domaine connecteur (CD) (en jaune), le domaine méthytransférase (MTase 

ou MT) (CR-VI) et le domaine C-terminal (CTD) (en rouge) (Fig. 13A & 13C). 
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4.2.3.1. L’extrémité N-terminale de la protéine L  

L’extrémité N-terminale est constituée du domaine RdRp et du domaine Cap (Fig. 14). Le 

domaine RdRp présente un repliement commun à d’autres ARN et ADN polymérases, dit en 

main droite avec trois régions principales : les « doigts », la « paume », et le « pouce » 

(« finger-palm-thumb ») (254). Le site actif de la RdRp, correspondant à la région CR-III, 

présente un motif GDN conservé chez les virus de l’ordre des Mononegavirales (255) entouré 

de plusieurs régions formant un tunnel pouvant guider l’ARN vers le site actif. Le domaine 

RdRp possède également une activité de polyadénylation impliquant un mécanisme de 

glissement (« slippage ») au niveau d’une séquence spécifique en 3’ des gènes (256). Le 

domaine « Cap » ou PRNTase est intimement lié au domaine polymérase et projette une 

boucle (« priming loop ») jouant un rôle clef dans l’initiation de la polymérisation près du site 

FIGURE 14 : LA PROTEINE L DU VIRUS DE LA RAGE 

Figure 14- La protéine L du virus de la rage  

(A) Modélisation du transit de l’ARN à travers la protéine L. La protéine L du virus de la rage a été 

résolue par cryo-microscopie électronique à une résolution de 3.3 Å (PDB : 6UEB).  L’entrée et la 

sortie de l’ARN sont indiquées par des ombres noires. La « priming loop » (en vert) est en position 

d’initiation de la polymérisation. L’entrée des nucléotides est en regard. La cavité de transit de 

l’ARN est indiquée en gris. (B) Représentation de la « priming loop » en position initiation. Les 

pointillés blancs représentent le retrait de la boucle et le passage en mode élongation. Les deux 

flèches oranges représentent le transit de l’ARN vers le site catalytique (motif HR) de la 

polyribonucléotidyltransférase (PRNTase) pour la mise en place de la coiffe (flèche pleine) ou vers 

le domaine méthyltransférase (MTase) (flèche en pointillés). 
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catalytique de la RdRp (254). Le domaine PRNTase contient 2 motifs conservés, le motif HR 

et le motif GxxT qui participent à la formation de la structure coiffe et dont le mécanisme est 

décrit dans la partie (5.3.1.2) (254,257–259). La structure de la protéine L de VSV suggère 

que la RdRp et les activités de synthèse de la coiffe sont interconnectées, confirmant les 

études biochimiques (257,260). La fonction de la boucle flexible présente dans le domaine 

PRNTase a été étudiée par mutagénèse dirigée. Ces études ont confirmé le double rôle de 

cette boucle dans la transcription et la synthèse de la coiffe des transcrits. De plus, cette étude 

a mis en évidence l’importance du cofacteur (la protéine P) pour l’initiation de la transcription 

(261). Les structures cryo-EM récemment résolues de la protéine L des virus hMPV et RSV 

révèlent un repliement de la « priming loop » du domaine PRNTase différent de celui observé 

chez VSV et RABV, lié à la grande flexibilité de cette boucle. En effet, cette boucle est figée 

dans une conformation dite fermée mimant l’étape d’initiation de la polymérisation dans la 

structure de VSV et RABV (254,262,263). Les structures de RSV et hMPV révèlent une 

conformation dite ouverte, la boucle se retire de la cavité de la RdRp pour permettre 

l’élongation du transcrit vers le site catalytique de la PRNTase (264,265). 
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4.2.3.2. L’extrémité C-terminale de la protéine L  

L’extrémité C-terminale de la protéine L comprend les domaines CD, MTase et CTD. Les 

fonctions des domaines CD et CTD ne sont pas connues à ce jour. Le domaine MTase, quant 

à lui, catalyse la maturation des transcrits néosynthétisés en méthylant la structure coiffe. Le 

domaine MTase possède un repliement de type Rossmann (Fig. 15), caractéristique des 

MTases catalysant le transfert de groupement méthyl à partir de la S-adénosyl méthionine 

(SAM). Sa structure est constituée d’une alternance de feuillets β et d’hélices α. La résolution 

des structures de la protéine L de VSV, hMPV et RABV montrent que leurs domaines 

MTases sont formés d’une alternance de feuillets β et d’hélices α (254,262,263,265–267). Le 

domaine MTase contient un motif GxGxG, très conservé chez les virus de l’ordre des 

FIGURE 15 : EXTREMITE C-TERMINALE DE LA PROTEINE L DE HMPV 

Figure 15 - Extrémité C-terminale de la protéine L de hMPV 

(A) Le domaine méthyltransférase (MTase, en orange) et le domaine C-terminal (CTD, en rouge) 

ont été résolus à 2,2 Å par diffraction au rayons X (PDB : 4UCI). Le site actif permettant la 

méthylation de la structure coiffe contient le motif catalytique K1673-D1779-K1817-E1848 (en rose). (B) 

Représentation schématique des structures secondaires du repliement Rossmann des MTases SAM-

dépendantes (en haut) et de la MTase de hMPV (en bas). Les cylindres bleu clair représentent les 

hélices α et les flèches bleu foncé les feuillets β. Certaines boucles (en jaune) sont responsables du 

recrutement du SAM (β1λ et β2λ) et de l’ARN substrat β4λ. Le domaine MTase de hMPV présente 

un repliement semblable au MTases SAM-dépendantes suggérant une conservation du mécanisme 

de méthylation des ARNm. 

Adaptée de Paesen. G.C, Collet A. et al., 2015 
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Mononegavirales (et les MTases en général), qui participe au recrutement du substrat donneur 

de méthyl SAM pour la réaction de méthylation de la structure coiffe (249,267). En effet, le 

domaine MTase est responsable de la méthylation des structures coiffes sur le 2’OH du ribose 

du premier nucléotide puis en position N7 de la guanosine (voir 5.3.1.2) (268). Ce domaine 

contient également une tétrade catalytique K-D-K-E caractéristique des 2’O MTases (250) 

(Fig. 15A). Néanmoins, les études biochimiques menées sur le domaine MTase des 

Mononegavirales montrent que les deux activités 2’O et N7 MTases sont catalysées par le 

même site actif (250,269), impliquant des mécanismes de repositionnement de l’ARN pour 

expliquer ces deux activités (N7 et 2’O MTases). Une étude récente menée au sein de notre 

laboratoire a permis de caractériser l’activité MTase de SUDV (270). Il a été montré que la 

MTase de SUDV méthyle la structure coiffe des ARNs viraux (N7 et 2’O méthylations). De 

plus, la MTase de SUDV catalyse des modifications épi-transcriptomiques des ARNs viraux 

en méthylant des adénosines internes en position 2’O dans la séquence de l’ARN substrat. 

Récemment, la structure de la protéine L de RSV a été résolue. Cependant, bien que la 

protéine présente une activité MTase in vitro, les domaines CD, MTase et CTD ne sont pas 

visibles dans la structure suggérant une mobilité importante de ces domaines. Des 

observations similaires ont été réalisées chez VSV (253), confirmant la flexibilité de ces 

domaines liées aux domaines RdRp et Cap (264). Plus récemment, l’étude structurale de la 

protéine L d’un paramyxovirus a révélé une conformation unique de la protéine L où les 

domaines MTase et CTD présentent le site actif de la MTase au-dessus du domaine RdRp 

suggérant que l’ARN naissant est directement pris en charge par le domaine MTase afin 

d’assurer les méthylations de la structure coiffe (271).  

4.2.3.3. L’interaction de la protéine L et son cofacteur P  

La protéine L peut interagir avec son cofacteur, la protéine P, au niveau de plusieurs sites. 

Il a été notamment montré chez le VSV que l’extrémité N-terminale de la protéine L participe 

à cette interaction via la région conservée CR-I de son domaine RdRp (272–274). En effet, 

des mutations au niveau dans la région CR-I du virus Sendai, un mononégavirus de la famille 

des Paramyxoviridae, conduisent à une perte d’interaction entre la protéine L et son cofacteur 

(272). Des études d’immunoprécipitation ont montré que l’extrémité C-terminale de la 

protéine L présente également un site de liaison à la protéine P (233). Des études menées sur 

VSV ont mis en évidence que la région minimale de P nécessaire à l’activation de la L in vitro 

permet d’ancrer de manière stable les domaines C-terminaux (CD, MTase et CTD) contre les 

domaines N-terminaux (RdRp et PRNTase) de la polymérase (230,253). Une étude de 
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délétion de domaine de la protéine L de RABV a permis également d’identifier une séquence 

conservée au sein des lyssavirus (NPYNE) située en C-terminal (entre le domaine MTase et 

CTD) essentielle pour l’interaction avec la protéine P (275). Plus récemment, la structure du 

complexe polymérase (L/P) de RABV a été résolue par cryo-ME à une résolution de 3.3 Å 

confirmant l’implication du domaine C-terminal de la protéine L dans l’interaction avec son 

cofacteur (262). De plus, l’amélioration de la résolution de la structure L/P de VSV 3 Å a 

permis d’identifier 3 segments de P interagissant avec la L et mis en évidence leur implication 

dans la conformation de la protéine L (263) (Fig. 16).  

FIGURE 16 : STRUCTURE DU COMPLEXE L/P CHEZ LES RHABDOVIRUS 

Figure 16 - Structure du complexe L/P chez les rhabdovirus 

Structure du complexe L/P de RABV à gauche et complexe L/P de VSV à droite. La protéine P de 

RABV est indiquée en violet foncé, celle de VSV en violet clair. La protéine P de VSV présente 

trois segments d’interaction avec la protéine L numérotés de 1 à 3. Le segment 1 interagit avec le 

domaine CTD de la L (en rouge), le segment 2 se positionne entre le domaine CTD et RdRp (en 

bleu) de la L. Enfin le troisième segment de P se place dans le sillon formé par le domaine CD (en 

jaune) et CTD. L’interaction entre la L et la P de RABV est similaire à celle observée chez VSV. 

Cependant, la protéine P de RABV interagit également avec le domaine MTase (en orange).  

Issue de J.A. Horwitz et al., 2020 
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Le premier segment interagit au niveau du domaine CTD de la protéine L et le second se 

lie entre le CTD et le domaine RdRp. Enfin, le troisième segment se situe dans une cavité 

entre le CTD et le CD. Le modèle indique que la protéine P induit une conformation de la 

protéine L fermée, compacte et compatible avec l’étape d'initiation (263). L’interaction entre 

L/P de RABV est similaire à celle observée pour VSV. La protéine P est par ailleurs en 

contact avec les domaines CD, MTase et CTD et maintient la protéine L dans une 

conformation dite fermée (262) (Fig. 16). Par opposition, les structures du complexe P/L chez 

hMPV et RSV, récemment résolues, indique que la P interagit uniquement avec les domaines 

RdRp et Cap, témoignant d’une flexibilité dans l’articulation des différents domaines de la 

polymérase (264,265).   

En conclusion, la protéine L des Mononegavirales est un acteur clef dans le cycle de 

réplication de ces virus. En effet, en plus de l’activité RdRp, elle catalyse la synthèse et la 

méthylation de la structure coiffe. L’ajout de cette structure, dont le mécanisme est détaillé 

dans le chapitre suivant, permet de protéger les transcrits de la dégradation par des 5’-

exonucléases cellulaires et contribue à l’initiation de la traduction des protéines virales. De 

part ces fonctions indispensable au cycle virale, la protéine L représente donc une cible 

attractive pour le développement de nouvelles molécules à potentiel antiviral. Les travaux 

exposés dans ce manuscrit s’intéressent plus particulièrement à l’activité MTase portée par la 

protéine L des Mononegavirales.  

Le prochain chapitre s’attache à présenter les différents mécanismes de mise en place de la 

structure coiffe chez les eucaryotes et les virus.  
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5. Mécanisme de coiffage chez les eucaryotes et les virus  

5.1. La structure coiffe  

 

FIGURE 17 : LA STRUCTURE COIFFE DES ARNS MESSAGERS 

La structure coiffe est une modification co-transcriptionnelle portée à l’extrémité 5’ des 

ARNm. Cette structure chimique est constituée d’une guanosine liée au premier nucléotide de 

l’extrémité 5’ de l’ARNm par une liaison 5’-5’ triphosphate. Cette structure coiffe peut être 

méthylée à diverses positions : en position N7 de la guanosine (mGpppN ou coiffe-0) et en 

position 2’ hydroxyle du ribose du premier nucléotide (mGpppNm ou coiffe-1). En fonction de 

la complexité des organismes eucaryotes, des méthylations supplémentaires peuvent être 

observées en position 2’O du second (N2) et du quatrième (N4) nucléotide de l’extrémité 5’ 

de l’ARNm (appelées respectivement coiffe-2 et coiffe-4) (276,277) (Fig. 17). 

 

Figure 17 - La structure coiffe des ARNs messagers 

La structure coiffe chez les eucaryotes est constituée d’une guanosine méthylée en position N7 

(entouré en violet) liée par une liaison 5’-5’ triphosphate (encadré en doré) à l’extrémité 5’ de 

l’ARN (représenté via la flèche 5’-3’ en orange. Le premier et parfois le second nucléotide sont 

méthylés sur l’hydroxyle en position 2’ (entouré en bleu) formant, respectivement, la coiffe 1 et 2.  

Adaptée de Ferron et al, 2012 
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5.2. La synthèse de la structure coiffe chez les eucaryotes  

La voie de synthèse chez les eucaryotes 

est dite « conventionnelle » (Fig. 18). 

Dans le noyau des cellules eucaryotes, la 

synthèse de la structure coiffe se fait de 

façon séquentielle et co-transcriptionelle. 

Elle fait intervenir différentes enzymes : 

une 5′-triphosphatase (RTPase), une 

guanylyltransférase (activité GTase) et 

des MTases. La RTPase hydrolyse l'ARN 

5'-triphosphate (ppp-RNA) en ARN 5'-

diphosphate (pp-RNA), entrainant la 

libération d’une molécule de phosphate 

inorganique (Pi) (278). La GTase 

hydrolyse une molécule de GTP (donneur 

de GMP) en GMP et libère une molécule 

de pyrophosphate (PPi). La GTase reste 

fixée de façon covalente au GMP et, de 

façon concomitante, transfère la molécule 

de GMP sur l’ARN diphosphate 

(accepteur de GMP) générant la structure 

coiffe à l’extrémité 5’ de l’ARNm 

(GpppN1-ARN) (279). La guanosine est 

ensuite méthylée en position N7 de la 

coiffe par une N7 MTase cellulaire en 

présence du donneur de méthyl SAM (S-

adénosylméthionine) conduisant à la formation de la coiffe-0 (m7GpppGNp-ARN). Le premier 

comme le second nucléotide peuvent également être méthylés sur la position 2’O de leur 

résidu ribose par des 2’O MTases (2’O MTase), générant une coiffe-1 (m7GpppGN12’Omp-

ARN) et une coiffe-2 (m7GpppGN12’OmN22’Omp-ARN). La méthylation de ces coiffes 1 et 2 

est assurée, respectivement, par CMTr1 (nucléaire) et CMTr2 (cytoplasmique). La synthèse 

des coiffe-0 est nucléaire tandis que la synthèse des coiffe-1 et coiffe-2 est cytoplasmique 

(280,281).  

FIGURE 18 : FORMATION DE LA 

STRUCTURE COIFFE CHEZ LES EUCARYOTES 

Figure 18 - Formation de la structure coiffe 

chez les eucaryotes 

L’ARN triphosphatase (RTPase) (en orange) 

hydrolyse l’ARN triphosphate et libère l’ARN 

diphosphate (ppNp-ARN) et du Pi. Une 

guanylyltransférase (GTase) (en bleu) hydrolyse 

une molécule de GTP en GMP et libère du PPi. Le 

GMP est transféré sur ppNp-ARN pour former la 

coiffe (GpppNp-ARN) qui sera méthylée en 

position N7 par une N7 méthyltransférase (N7-

MTase) (en violet). Le premier nucléotide (N) est 

méthylé en position 2’O par une 2’O MTase (en 

vert).  
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5.3. L’ajout de la structure coiffe chez les virus 

Les infections virales entraînent le plus souvent le déclenchement d’une réponse antivirale 

dans la cellule hôte afin d’inhiber la réplication du virus. Les virus ont développé des 

mécanismes de subversion de la réponse engagée par l’hôte. Les transcrits viraux 

néosynthétisés subissent des modifications co- et post-transcriptionnelles comme l’ajout d’une 

structure coiffe à l’extrémité 5’ des ARNm. Ces modifications sont essentielles à l’infection 

virale pour deux raisons majeures. L’ajout de cette structure permet au virus de détourner la 

machinerie traductionnelle cellulaire et d’assurer une traduction efficace des protéines virales. 

Elles permettent également de limiter la détection des ARNs viraux par les senseurs de 

l’immunité innée tels que RIG-I et MDA5 et de prévenir leur dégradation par des 5’ 

exonucléases (voir chapitre immunité antivirale). Les trois différentes stratégies permettant au 

virus d’acquérir une structure coiffe au niveau l’extrémité 5’ de leurs ARNm ont été décrits 

dans la revue suivante (282) (Fig. 19A).  
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Brièvement, pour les rétrovirus et la plupart des virus à ADN dont les ARNm sont 

synthétisés par l’ARN polymérase II, la synthèse de la structure coiffe est réalisée par les 

enzymes cellulaires décrites ci-dessus. Une seconde stratégie illustrée notamment pour les 

virus des familles des Arenaviridae, Orthomyxoviridae et des Bunyaviridae consiste à 

subtiliser une coiffe présente sur un ARNm de la cellule hôte via un mécanisme de “vol de 

coiffe” (« cap-snatching »). Ce mécanisme fait intervenir une endonucléase qui clive l’ARNm 

cellulaire une dizaine de nucléotides en aval de la structure coiffe. Les fragments d’ARN ainsi 

générés servent d’amorces pour la polymérase virale qui catalyse la synthèse des ARNm 

viraux, conduisant à la formation d’ARNs chimériques (une dizaine de nucléotides issus des 

ARNs cellulaires suivis par l’ARN viral). Enfin, le dernier mécanisme consiste à coder pour 

leur propre machinerie enzymatique nécessaire à la formation de leur structure coiffe. Cette 

FIGURE 19 : MODIFICATIONS 5’ DES ARNM : LES STRATEGIES DEPLOYEES PAR LES VIRUS 

Figure 19 - Modifications 5’ des ARNm viraux : les stratégies déployées par les virus 

Les virus utilisent la machinerie de traduction cellulaire dépendante de la structure coiffe, nécessitant 

donc de synthétiser cette structure. (A) Les virus synthétisent leur structure coiffe en utilisant la 

machinerie cellulaire (en jaune), via le vol la structure coiffe des transcrits cellulaires (en bleu) ou en 

utilisant leurs propres enzymes virales (en rouge). (B) Certains virus possèdent un IRES (« internal 

ribosome entry site ») à leur extrémité 5’ de l’ARNm, reconnu par le complexe de pré-initiation de 

traduction de la sous-unité 40S du ribosome (en violet). Pour d’autres virus, la traduction de leur 

ARNm est dépendante de la présence d’une protéine/peptide liée de façon covalente à l’extrémité 5’ 

du génome viral (VPg) (en orange). 
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FIGURE 20 : SYNTHESE DE LA STRUCTURE 

COIFFE CHEZ LES VIRUS DU GENRE 

ALPHAVIRUS 

stratégie est notamment utilisée par les virus présentant un cycle réplicatif cytoplasmique, 

comme les coronavirus, les flavivirus ou les Mononegavirales.  

Toutefois, tous les virus ne synthétisent pas une structure coiffe décorant l’extrémité 5’ de 

leurs ARNm. Ces virus utilisent des stratégies alternatives, dites « coiffe-indépendante », afin 

d’assurer la traduction des protéines virales et la protection de leurs transcrits. Par exemple, 

les virus de la famille de Caliciviridae masquent l’extrémité 5’ de leurs ARNs en se liant de 

manière covalente à la protéine VPg (« viral protein genome-linked »), qui interagit 

directement avec la protéine eIF4E et initie ainsi la traduction des protéines virales (283). 

D’autres virus, comme les hépacivirus et les pestivirus, présentent à l’extrémité 5’ de leurs 

transcrits un repliement spécifique appelé IRES (« internal ribosome entry site ») permettant 

d’initier la traduction des protéines virales sans passer par le facteur de traduction eIF-4E 

(284) (Fig. 19B). 

5.3.1. Les voies de synthèse de la coiffe non-conventionnelles  

5.3.1.1. Cas des Alphavirus 

Chez les virus du genre Alphavirus, virus à 

ARN de polarité positive comme le virus 

Chikungunya, la synthèse de la structure 

coiffe est dite « non conventionnelle » (Fig. 

20). En effet, elle débute par la méthylation 

d’une molécule de GTP en position N7 par la 

N7 MTase virale en présence du SAM. La 

GTase hydrolyse la molécule de m7GTP et 

forme un lien covalent avec la molécule de 

m7GMP qui est transférée sur l’extrémité 5’ 

diphosphate de l’ARN viral générant ainsi 

une structure coiffe-0 (7mGpppARN). Chez 

les alphavirus, la GTase et la N7 MTase 

sont portées par la protéine nsP1 (285), 

l’activité RTPase est portée par la protéine 

nsP2 (286). Les alphavirus sont dépourvus 

d’activité 2’O MTase et ne synthétisent que des coiffes-0 à l’extrémité 5’ de leurs ARNs, 

pouvant les rendre susceptibles à la reconnaissance par des senseurs de l’immunité innée tel 

Figure 20 - Synthèse de la structure coiffe 

chez les virus du genre Alphavirus 

L’ARN triphosphatase (RTPase) (en orange) 

hydrolyse le phosphate γ de l’ARN viral et 

libère ainsi l’ARN diphosphate (ppNp-ARN) 

et le Pi. Une molécule de GTP est méthylée en 

position N7 par une N7 MTase SAM-

dépendante. Ensuite, la GTase (en bleu) lie le 
7mGTP d’une façon covalente et libère le PPi. 

La GTase transfère la molécule de 7mGMP sur 

l’ARN 5’ diphosphate pour former 7mGpppNp-

ARN.  
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que IFIT. Néanmoins, il a été montré que la présence de structure tige-boucle à l’extrémité 

5’UTR des ARNs des alphavirus limitent leur reconnaissance par les senseurs de l’immunité 

innée tels que RIG-I et les facteurs de restriction IFIT1/3 (287). 

5.3.1.2. Cas des Mononegavirales 

La synthèse de la structure coiffe chez les 

virus de l’ordre des Mononegavirales est 

assurée par une protéine virale 

multifonctionnelle : la protéine L qui porte 

l’ensemble des activités enzymatiques 

nécessaire à la synthèse de leurs ARNs et à 

l’ajout de la coiffe en 5’ des ARNm viraux 

(voir chapitre 5.2.3). L’ajout de la 

structure coiffe se fait de façon dite « non-

conventionnelle » (288) (Fig. 21). En effet, 

dans un premier temps, la PRNTase, via 

l’histidine du motif HR, forme un lien 

covalent avec l’ARN viral 

5’monophosphate, entrainant le relargage 

d’une molécule de PPi. De façon 

concomitante, une molécule de GTP est 

hydrolysée en GDP par une guanosine 5’ 

triphosphatase (GTPase) (288). Le 

domaine de la protéine L portant cette 

activité GTase n’a, à ce jour, pas été 

clairement identifié bien que certaines 

études s’orientent vers le domaine 

MTase+CTD (266). La molécule de GDP 

ainsi formée se lie au motif GxxT de la 

PRNTase. Cette interaction permet le transfert de l’ARN 5’monophosphate sur le GDP 

conduisant à la formation de la structure coiffe (GpppN-ARN, avec N correspondant au 

premier nucléotide de la séquence d’ARN). La méthylation de la structure coiffe chez les 

Mononegavirales suit également un ordre réactionnel non conventionnel (266,289). En effet, 

alors que chez les eucaryotes la N7 méthylation précède la 2’O méthylation (Fig. 21), chez les 

FIGURE 21 : SYNTHESE DE LA STRUCTURE 

COIFFE CHEZ LES MONONEGAVIRALES. 

Figure 21 : Synthèse de la structure coiffe 

chez les Mononegavirales.  

Le domaine PRNTase (en rose) hydrolyse l’ARN 

triphosphate et libère du PPi. Dans le même 

temps, une molécule de GTP est hydrolysée par 

une NTPase (en orange) et le Pi. Le GDP ainsi 

formé est transféré sur l’ARN monophosphate 

pour former la structure coiffe en 5’ de l’ARN 

(GpppNp-ARN). Une 2’O MTase (en vert) 

méthyle le premier nucléotide (N) puis une N7-

MTase (en violet) méthyle la guanosine de la 

coiffe en position N7.  
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Mononegavirales, la méthylation en position 2’O du premier nucléotide de l’extrémité 5’ de 

l’ARN précède la méthylation en position N7 de la guanosine de la coiffe (266,289). 

5.4. Rôles de la structure coiffe  

La structure coiffe joue un rôle majeur dans plusieurs processus biologiques. Elle est 

nécessaire pour la maturation des ARNm, leur épissage alternatif, leur export nucléaire pour 

leur traduction et leur stabilité. De plus, elle représente un marqueur du « soi ». 

Dans le cytoplasme, le recrutement des ribosomes et des facteurs de traduction permet une 

traduction efficace des protéines. Le facteur de traduction eIF-4E reconnait spécifiquement la 

structure coiffe (290,291). Chez les virus qui utilisent la machinerie ribosomale cellulaire 

pour la traduction de leurs protéines, la structure coiffe en 5’ de leur ARNm est reconnue par 

eIF-4E favorisant la traduction de leurs protéines virales. La structure coiffe permet également 

de stabiliser les ARNm en les protégeant de la dégradation des 5’-3’ exonucléases, 

contribuant ainsi à augmenter leur durée de vie dans les cellules infectées (292). Dans le 

cytoplasme, les transcrits ont une demi-vie variable, quelques minutes à quelques jours, 

dépendante de l’efficacité de recrutement de la machinerie de dégradation. La dégradation des 

transcrits débute par le retrait de la queue poly-A en 3’, puis soit le transcrit est décoiffé et 

dégradé par l’exonucléase 5’-3’ Xrn1, soit via le recrutement de l’exosome qui dégrade les 

transcrits de 3’ en 5’ (293).  

D’autre part, l’addition de la structures coiffe à l’extrémité 5’ des ARNs viraux limite leur 

détection par les senseurs de l’immunité innée. De plus, la méthylation en position 2’O du 

premier nucléotide représente un marqueur du « soi ». Ainsi les ARNs coiffés dépourvus de 

cette modification seront reconnus par les senseurs de l’immunité innée de la famille des 

RLRs entrainant la production d’IFNs (voir 6.2) (294,295). La protéine IFIT1 produite suite à 

l’activation de la voie des IFNs se lie aux ARNs dépourvus de 2’O méthylation et limite leur 

traduction en séquestrant les ARNs (296,297). Par ailleurs, il a été montré que certaines 2’O 

MTases virales étaient capables de méthyler des positions internes à la séquence d’ARN 

(298,299). Le rôle de ces méthylations reste encore mal compris. Toutefois, il a récemment 

été montré que le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) recrute une 2’O MTase 

cellulaire (FtsJ3) permettant la méthylation de son ARN sur 17 positions spécifiques. Ces 

méthylations internes spécifiques participent à la subversion des défenses de l'hôte en limitant 

la détection virale par le récepteur MDA5 et l’induction de la voie des INFs (300).  
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6. Immunité innée de l’hôte dans un contexte d’infection virale 

Les virus sont des parasites obligatoires utilisant la machinerie des cellules hôtes pour se 

multiplier. L’émergence virale résulte souvent du franchissement de la barrière d’espèce à la 

suite de situations de stress écologique. Le virus doit s’adapter pour se propager dans une 

nouvelle espèce. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux virus à ARN qui se 

répliquent via une ARN polymérase ARN-dépendante dépourvue d’activité « proof-reading » 

(correction d’erreur), ce qui favorise l’apparition de mutations à chaque cycle réplicatif (301). 

En effet, le taux de mutation pour les virus à ADN est de 1 mutation pour 106 à 108 paires de 

base et par génération, alors que le taux de mutation pour les virus à ARN est de 1 mutation 

pour 104 à 106 paires de base (302). L’apparition de ces mutations participe à l’évolution des 

virus, jouant un rôle majeur dans l’adaptation des virus à un nouvel hôte et l’échappement à la 

réponse immunitaire. Par conséquent, les virus ont développé de nombreux mécanismes de 

subversion des défenses de l’hôte leur permettant de contrecarrer les réponses antivirales et 

ainsi de favoriser leur propagation. Ce chapitre introduit la réponse immunitaire innée 

engagée par l’hôte en réponse à une infection virale. 

6.1. Les récepteurs de l’immunité innée 

Les eucaryotes supérieurs ont développé divers mécanismes afin de lutter contre l’infection 

virale. Ces mécanismes de défense sont regroupés sous deux axes complémentaires : la 

réponse immunitaire innée, immédiate mais peu spécifique, et la réponse immunitaire 

adaptative, plus tardive mais qui confère une protection durable et spécifique contre l’agent 

infectieux. Cette réponse repose sur la capacité des cellules immunitaires à discriminer le 

« soi » du « non soi » via l’expression de récepteurs spécifiques (« pathogen recognition 

receptors » ou PRRs) capables de reconnaitre des motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (PAMPs : « pathogen-associated molecular patterns ») (303). Il existe trois 

grandes familles de PRR, les récepteurs membranaires de type Toll (« Toll-like receptors », 

TLRs), les récepteurs de type Nod (« Nod-like receptors », NLRs), et les récepteurs 

cytoplasmiques de type RIG-I (« RIG-I-like receptors », RLRs) (304). L’activation de ces 

récepteurs déclenche une cascade de signalisation qui entraine la production d’interférons 

(IFNs) de type 1 (IFN α/β) et l’expression de gènes stimulés par l’IFN, les ISGs (« IFN-

stimulated genes ») (305,306). Les NLRs reconnaissent des composants bactériens 

notamment le peptidoglycane et ne seront donc pas détaillés. Dans la cellule immunitaire, le 

TLRs et les RLRs représentent les principaux systèmes de détection des virus et seront 

détaillés dans les paragraphes suivants. 
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6.1.1. Les récepteurs de type Toll (TLRs) 

Les TLRs, exprimés principalement par les cellules immunitaires telles que les monocytes, 

les macrophages et les cellules dendritiques (181), jouent un rôle essentiel dans leur 

activation. Les TLRs sont composés d’un domaine extracellulaire riche en leucine (LRRs), 

responsable de la reconnaissance des PAMPs, d’un domaine transmembranaire et d’un 

domaine cytoplasmique Toll/IL-1 (TIR) permettant la transduction du signal. Il existe 

différents types de TLRs, exprimés à la surface des cellules (TLR1, 2, 4, 6) ou dans les 

endosomes/lysosomes (TLR3, 7, 8, 9). La distribution cellulaire des TLRs est fonction du 

type de ligand qu’ils reconnaissent. TLR2 et TLR4, présents à la surface des cellules sont 

capables de détecter les protéines virales. Les TLRs 3, 8 et 9 présents à la surface des 

endosomes participent à la réponse antivirale en reconnaissant les ARNs viraux. En effet, 

TLR3 reconnaît l’ARN double brin viral alors que TLR8 reconnait les ARNs viraux simples 

brins et TLR9 l’ARN double brin. L’activation des récepteurs TLRs déclenche la cascade de 

signalisation conduisant à la production d’interférons et de cytokines pro-inflammatoires 

(307). 

6.1.2. Les récepteurs cytoplasmiques de type RIG-I (RLRs) 

Les RLRs sont des récepteurs intracellulaires impliqués dans la reconnaissance des acides 

nucléiques issus d’une infection virale, le plus souvent par des virus à génome à ARN comme 

le virus de la rage, le virus Ebola ou encore le virus de la rougeole. La famille des RLRs 

comprend trois membres: RIG-I (“retinoic acid-inducible gene I”), MDA5 (“melanoma 

differentiation-associated gene 5”) et LGP2 (“laboratory of genetics and physiology 2”) 

(307,308). Ces trois RLRs sont composés de trois (MDA5, RIGI) ou deux (LGP2) domaines 

présentant des fonctions complémentaires (Fig. 22A). RIG-I et MDA5 sont des protéines 

solubles fonctionnelles dans le cytoplasme, présentant une organisation similaire. En effet, 

elles sont organisées en plusieurs domaines : deux domaines CARD (« caspase activation and 

recrutment domain ») en N-terminal, jouant un rôle dans le recrutement et l’activation de 

caspases, suivis d’un domaine hélicase à ARN présentant un site caractéristique DEX(D/H) 

permettant le recrutement des ARN et enfin, un domaine CTD (Fig. 22A).  
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6.1.2.1. RIG-I 

Bien que RIG-I et MDA5 présentent une organisation semblable, leur mode de 

fonctionnement présente des divergences. En effet, le domaine CTD de RIG-I comprend un 

domaine répresseur (RD) qui permet son auto-régulation (309). A l’état auto-réprimé, le 

domaine RD séquestre les domaines CARDs. Quand RIG-I détecte un ARN exogène, le 

domaine RD libère les domaines CARDs permettant le recrutement de partenaires protéiques 

nécessaires à la transduction du signal et la production d’IFN conduisant à l’inhibition de la 

réplication virale (306,310) (Fig. 22B). RIG-I a été initialement décrit reconnaissant 

l’extrémité triphosphate ou diphosphate des ARNs double brin (311) mais peut également 

reconnaître l’extrémité triphosphate des ARNs simple brin (312–315). Ainsi, les ARNs 

FIGURE 22 : LES RECEPTEURS CYTOPLASMIQUES DE TYPE RIG-I (RLR) 

Figure 22 :  Les récepteurs cytoplasmiques de type RIG-I (RLR) 

A) Les famille des RLRs est composée de 3 types de récepteurs : RIG-I, MDA5 et LGP2. Alors 

que RIG-I et MDA5 présentent une organisation similaire, deux domaine CARD, un domaine 

hélicase central et un domaine C-terminal (CTD), LGP2 est dépourvu de domaine CARD. 

Cependant RIG-I et MDA5 présente un mécanisme d’activation différent. B) RIG-I dans sa forme 

inactive est autoréprimé par son domaine CTD. La reconnaissance d’un ARN exogène libère les 

domaines CARDs permettant ainsi le recrutement de partenaires protéiques nécessaire à la 

transduction du signal et la production d’IFN. C) MDA5 doit s’oligomériser pour être activé. La 

fixation d’ARN exogène permet la dimérisation puis l’oligomérisation de MDA5 autour de la 

molécule d’ARN. Les domaines CARD de MDA5 se fixe au domaine MAV5 à la surface des 

mitochondries permet la transduction du signal.  

Inspirée de Goubau D. et al, 2013 
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portant une structure coiffe incomplète (ie : Cap-0). Le domaine hélicase est responsable de la 

reconnaissance de l'ARN et les domaines CARD activent les voies de signalisation en aval 

(316). Bien que RIG-I soit au contact d’ARNs cellulaires, ces derniers n’entraînent pas 

l’activation du senseur. En effet, les ARNs cellulaires présentent à leur extrémité 5’ une 

structure coiffe méthylée en position 2’O du premier nucléotide (317). Plusieurs travaux 

récents ont permis de mettre en évidence l’impact de cette modification post-

transcriptionnelle dans la discrimination du « soi » et du « non soi » par le senseur RIG-I. Ces 

études montent notamment que les ARNs coiffés non méthylés en 2’O sont reconnus comme 

exogènes et entraînent l’activation de la réponse immunitaire médiée par RIG-I (294).  

6.1.2.2. MDA5 

Le senseur MDA5 est, quant à lui, impliqué dans la reconnaissance de long ARNdb viraux 

(318,319), cependant les mécanismes de reconnaissance de l’ARN sont différents de RIG-I. 

En effet, MDA5 n’est pas sensible aux extrémités 5’ triphosphate des ARNs (320). Une étude 

structurale de l’interaction MDA5/ARN a permis de mieux comprendre son mécanisme 

d’action (321). En l’absence de ligand, MDA5 est retrouvé sous forme monomérique adoptant 

une conformation dite « ouverte ». Son activation nécessite son oligomérisation (322). En 

présence de son ligand ARN, MDA5 forme un dimère « tête bêche » via ses domaines 

hélicase et CTD puis s’oligomérise en structure hélicoïdale autour de la molécule d’ARNdb 

(323). Cette organisation antiparallèle permet d’exposer les domaines CARDs permettant leur 

interaction avec les domaines CARDs des senseurs MAVS (« mitochondrial antiviral 

signaling ») à la surface des mitochondries. Cette interaction MDA5/MAVS permet la 

transduction du signal et la production d’IFNs (324) (Fig. 22C). MDA5 joue également un 

rôle dans la discrimination du « soi » et du « non-soi » (295). En effet, une étude a récemment 

montré que le génome du VIH était 2’O-méthylé sur des résidus spécifiques, et que ces 

modifications épitranscriptomiques permettaient au virus d’échapper à la reconnaissance par 

MDA5 (300). 

6.1.2.3. LPG2 

A la différence de MDA5 et RIG-I, le senseur LGP2 ne présente pas de domaines CARD 

(Fig. 22) (304). Il a été proposé que LGP2 modulait la réponse antivirale en jouant le rôle de 

régulateur positif et négatif (325,326). En effet, LGP2 régule de façon positive la réponse 

antivirale en favorisant l’interaction MDA5/ARN et son oligomérisation (327). Cependant, 

une concentration trop importante de LGP2 dans la cellule conduit à un effet antagoniste  
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(328,329). Une étude structure/fonction de LGP2 a montré que son domaine hélicase pouvait 

interagir avec des ARNs exogènes tout comme MDA5. De plus, son domaine CTD est 

capable de discriminer, tout comme RIG-I, les différentes extrémités de l’ARN. LGP2 

pourrait compenser le manque de RIG-I, en interagissant avec les extrémités 5’ des ARNs et 

entrainer le recrutement de MDA5 activant ainsi la cascade de signalisation et la production 

d’IFN. De façon surprenante, la régulation positive de MDA5 par LGP2 intervient à un stade 

précoce de l’infection favorisant la détection des ARNs viraux. Suite à l’augmentation de son 

expression et à la production d’IFN, LGP2 fonctionne comme un régulateur négatif, jouant un 

rôle dans le rétrocontrôle négatif de la réponse immunitaire médiée par MDA5 (330). Ce 

dernier récepteur cytosolique semble donc jouer un rôle dans la régulation de la réponse 

immunitaire en modulant la signalisation médiée par MDA5 à un stade précoce de l’infection 

(331).  

6.2. La cascade de signalisation vers la synthèse d’interférons 

La détection d’acides nucléiques exogènes par les récepteurs du système immunitaire tels 

que les RLRs et TLRs déclenche une cascade de signalisation conduisant à la production 

d’IFNs. L’activation des récepteurs cytosoliques RIG-I et MDA5 entraine l’activation d’une 

cascade de signalisation déclenchée par une interaction CARD/CARD (Fig. 23).  
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FIGURE 23 : REPONSE IMMUNITAIRE INNEE ANTIVIRALE 

En effet, les domaines CARDs de RIG-I et MDA5 se lient au domaine CARD de la 

protéine MAVS à la surface externe des mitochondries (332–334). L’activation de MAVS 

permet le recrutement de différents facteurs notamment le facteur TRAF (« TNF receptor-

associated factors ») entrainant l’activation de protéines kinases qui jouent un rôle dans 

Figure 23 - Réponse immunitaire innée antivirale  

L’activation des récepteurs de l’immunité innée tels que les « Toll-like receptors » (TLRs) et les 

« RIG-like receptors » (RLRs) entraine l’activation d’une cascade de signalisation conduisant à la 

production de cytokines proinflammatoires et d’interférons (IFNs) participant à la réponse 

antivirale. L’activation des récepteurs cytosoliques RIG-I et MDA5 via la reconnaissance d’ARNs 

exogènes. Les ARNs reconnus par MDA5 sont indiqués en violet et les ARNs reconnus par RIG-I 

en vert. RIG-I est sensible aux extrémités 5’ des ARNs (« ppp » pour triphosphate, « pp » pour 

diphosphate et « C » correspond à la structure coiffe). L’activation des senseurs entraine leur 

intéraction avec les domaines CARD (en orange) de MAVS à la surface des mitochondries. Cette 

intéraction entraine le recrutement du complexe IKKs (α,β,γ) qui entraine l’activation du facteur de 

transcription NF-κB qui transloque dans le noyau et stimulant la production de cytokines pro-

inflammatoires. L’activation des TLRs à la surface de la cellule (TLR2 et TLR4) et ceux présent au 

niveau du compartiment endosomal (TLR 3, 8 et 9) activent la même voie de signalisation 

précédemment décrite exception faite des TLR4 et TLR3. TLR4 est capable de recruter les 

effecteurs cytosoliques MyD88 et TRIF. MyD88 active la voie de signalisation qui conduit à la 

translocation du facteur de transcription NF-κB, précédemment décrite. L’adaptateur cytosolique 

TRIF (« TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β » entrainant l’activation de la kinase 

TBK-1 (« tankbinding kinase 1). TBK-1 phosphoryle IRF3 et IRF7 qui forment un dimère qui qui 

migrent vers le noyau pour interagir avec les promoteurs des gènes permettant la production 

d’IFNs. L’activation de TLR3 entraine uniquement l’activation de la voie médiée par TRIF.  
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l’activation des gènes codant pour la production des IFNs (335–337). La kinase TBK-1 

(« tankbinding kinase 1 ») est responsable de la phosphorylation des facteurs de transcription 

IRF-3 et IRF-7. La phosphorylation de ces facteurs entraine la formation d’homodimères 

(IRF3/3 et IRF7/7) et/ou d’hétérodimères (IRF3/7) qui migrent vers le noyau pour interagir 

avec les promoteurs des gènes permettant la production d’IFNs. Un autre groupe d’IKKs 

(« inhibitor of NF-κB (IκB) kinase ε »), composé d’IKK-α, IKK-β et IKK-γ, permet la 

phosphorylation d’IκB conduisant à sa dégradation et permettant la libération de NF-κB et sa 

translocation vers le noyau stimulant la production d’IFNs et de cytokines pro-inflammatoires 

(336,338).  

Tout comme pour les RLRs, l’activation des TLRs conduit à la production d’IFNs et de 

cytokines pro-inflammatoires. La transduction du signal fait intervenir des facteurs communs 

aux RLRs. La détection d’ARNs viraux entraine l’activation des TLRs, qui vont 

s’homodimériser permettant le recrutement d’adaptateurs cytosoliques contenant un domaine 

TIR tel que MyD88 (« myeloid differentiation primary response 88 ») et TRIF (« TIR-

domain-containing adapter-inducing interferon-β »). TLR-3 recrute TRIF, alors que TLR-2, 

TLR-8 et TLR-9 recrute MyD88. TLR-4 peut, quant à lui, interagir avec MyD88 et TRIF. La 

voix de signalisation MyD88 passe par l’activation du complexe de kinases IKKs (IKK-α, -β 

et -γ) et la libération du facteur de transcription NF-κB. L’activation de l’adaptateur TRIF, 

active les kinases TBK-1/IKKε et les facteurs de transcription IRF-3 et IRF-7 (339,340) (Fig. 

23). 

6.3. La réponse à l’IFN 

La production d’IFNs, à la suite de l’activation des PRRs, représente la première ligne de 

défense face à une infection virale. En effet, ils sont sécrétés dans le milieu extracellulaire et 

présentent un mode d’action autocrine, mais également paracrine en signalant aux cellules 

non encore infectées la présence de l’agent pathogène (Fig. 24). 
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FIGURE 24 : LA REPONSE AUX IFNS 

Il existe trois types d’IFNs : les IFNs de type I (IFNα/β) et les IFNs de type III (IFNλ) qui 

jouent un rôle important dans la réponse antivirale et les IFNs de type II (IFNγ) qui 

interviennent dans la régulation de la réponse immunitaire, marquant la frontière entre le 

système immunitaire innée et adaptatif (340). La fixation des IFNα/β et IFNλ à leurs 

récepteurs permet le recrutement de tyrosines kinases JAK1 (« Janus kinases ») et TYK2 

(« Tyrosine kinase 2 ») entrainant la phosphorylation des facteurs de transcriptions STAT1 

(« Signal transducer and activator of transcription 1 ») et STAT2 (« Signal transducer and 

activator of transcription 2 »). Ces facteurs ainsi phosphorylés se dimérisent et s’associent à 

un troisième facteur (IRF9) formant le complexe ISGF3 (« interferon stimulated gene factor 

3 »). Le complexe ISGF3 transloque dans le noyau et se fixe à une séquence ISRE 

(« interferon-sensitive response element »), stimulant la transcription de gènes stimulés par 

l’IFN, les ISGs (« interferon stimulated genes ») (340,341). Parmi les ISGs, la protéine kinase 

Figure 24 - La réponse aux IFNs 

Les interférons (IFNs) produits en réponse à l’activation des récepteurs de l’immunité innée 

participent à la réponse antivirale. La fixation des IFNs à leurs récepteurs cellulaires permet le 

recrutement de protéines kinases (JAK1 et TYK2) qui entraine la phosphorylation de STAT1 et 

STAT2.  STAT1 et STAT2 phosphorylés se dimérisent et s’associent au facteur IRF9 conduisant à 

la formation du complexe ISGF3. Le complexe ISGF3 transloque dans le noyau et se fixe sur une 

séquence IRES stimulant la transcription des gènes stimulés par l’IFN (ISGs) et la production de 

protéines antivirales telles que la protéine kinase R, ISG20, IFIT et la 2’-5’ oligoadénylate 

synthétase (OAS).  
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R dépendante de l'ARN (PKR), la 2’-5’ oligoadénylate synthétase (OAS), la RNase L et la 

protéine de résistance aux myxovirus sont essentielles pour permettre la clairance virale. De 

plus, d’autres protéines induites par les IFNs comme les IFITs, ISG15 et ISG20, participent à 

la réponse antivirale en ciblant diverses étapes du cycle viral. ISG20 est une exonucléase 3’-

5’qui lie l’ARN exogène et permet sa dégradation (342,343). IFIT1 reconnait l’extrémité 5’ 

triphosphate des ARNs viraux et les coiffes incomplètes (non méthylées en 2’O) inhibant 

ainsi leur traduction en protéines (296,344) (Fig. 24).  

En conclusion, la détection de l’infection virale et le déclenchement de la réponse aux 

IFNs permettent de limiter la propagation virale. Les virus ont développé divers mécanismes 

afin d’échapper à cette réponse antivirale. Le déclenchement de la réponse IFN faisant suite à 

une infection virale et son contrôle par le virus illustrent la relation établie entre le virus et son 

hôte. L’un des mécanismes est l’ajout d’une structure coiffe à l’extrémité 5’ des transcrits 

viraux, identique à celle présente au niveau de l’extrémité 5’ des ARNs cellulaires. Une étude 

récente a également mis en évidence le rôle de modifications épitranscriptomiques, telles que 

les méthylations internes du génome, dans l’échappement à la réponse immunitaire innée 

(300).  

Ce projet de thèse s’est intéressé au virus de l’ordre des Mononegavirales, et aux 

mécanismes de capping qui jouent un rôle dans les subversions des défenses de l’hôte.  
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7. La subversion des défenses de l’hôte : vue d’ensemble  

Au cours de leur évolution, les virus ont développé des mécanismes leur permettant 

d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte assurant ainsi leur multiplication. Le système 

immunitaire répond à une infection virale via la reconnaissance de PAMPs considérés comme 

des signature du « non-soi ». De nombreux senseurs de l’immunité innée tels que les RLRs 

(RIG-I et MDA5) ont été montrés comme sensibles aux extrémités 5’ des transcrits, 

FIGURE 25 : SUBVERSION DES DEFENSES ANTIVIRALES DE L’HOTE 

Figure 25 – Subversion des défenses antivirales de l’hôte 

Les protéines virales participent à l’échappement de la réponse immunitaire à différents niveaux. Les 

protéines virales de RABV sont indiquées dans les cadres vertes, les protéines d’EBOV participant à 

l’inhibition de la réponse immunitaire sont indiquées dans les cadres violettes. La protéine L (indiquée 

en vert) joue un rôle dans la synthèse de l’ARN et la maturation des transcrits via l’ajout d’une 

structure coiffe en 5’ (© vert) et d’une queue poly(A) (non représentée). La protéine L porte 

également les fonctions enzymatiques 2’O et N7 MTases. Les activités de la protéine L sont 

conservées au sein des Mononegavirales, exception faite de l’activité 2’O MTase interne rapportée 

pour la protéine L de EBOV (B. Martin et al., 2018). L’ajout de la structure coiffe et des méthylations 

limitent la détection par les senseurs de l’immunité innée tels que RIG-I et MDA5. La nucléoprotéine 

(N) de RABV et VP35 de EBOV participent à l’inhibition de RIG-I. La protéine M (RABV), P 

(RABV) et VP35 (EBOV) limitent la production d’IFNs et de cytokines pro-inflammatoires. VP40 

(EBOV), VP24 (EBOV) et la protéine P (RABV) sont impliquées dans l’inhibition de la voie de 

signalisation activée par la production des IFNs. Enfin, VP35 (EBOV) intervient dans l’inhibition des 

protéines antivirales induites par les IFNs. 
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notamment à l’absence de structure coiffe ou de structures coiffes non 2’O méthylées. Le rôle 

de RIG-I dans la détection des ARNs viraux présentant un défaut de 2’O MTase a été mis en 

évidence chez les flavivirus. L’utilisation de système réplicon du virus de la fièvre jaune muté 

au niveau du site catalytique de la 2’O MTase a révélé que la réplication du virus est altérée 

dans les cellules compétentes pour l’IFN mais pas dans les cellules VERO, connues pour leur 

incapacité à produire de l’IFN (345). D’autres part, d’autres études menées en cellules 

infectées par SARS-CoV ont mis en évidence que l’introduction de mutations dans le site 

catalytique de la 2’O MTase conduit à des virus dont la capacité réplicative est altérée. 

Cependant, la virulence du virus muté dans des souris KO MDA5 ou IFIT, synthétisées en 

réponse à l’IFN, est similaire au virus sauvage (346). De plus, il a été montré que la 2’O 

MTase de résidus internes à la séquence d’ARN du HIV limite la détection par MDA5 (300). 

Ces études mettent en évidence le rôle des 2’O MTases comme marqueur du « soi ». 

De nombreux virus se répliquant dans le cytoplasme, comme RABV et EBOV, ont évolué 

pour coder des 2’O MTases permettant de masquer leurs ARNs de la détection par le système 

immunitaire. La protéine L des Mononegavirales participe à l’activité de synthèse et de 

maturation des transcrits. Par conséquent, cibler cette protéine virale et notamment son 

activité 2’O MTase permettrait de booster la reconnaissance des ARNs viraux par le système 

immunitaire et d’autre part limiter la synthèse des protéines virales. De plus, le mécanisme de 

mise en place de la structure coiffe chez les virus implique une voie de synthèse non 

conventionnelle dont les mécanismes enzymatiques engagés diffèrent de ceux impliqués dans 

la synthèse de la structure coiffe chez les ARNm cellulaires (347,348). L’ensemble de ces 

observations font des MTases virales d’excellents candidats pour le développement de 

nouvelles stratégies antivirales.  

En conclusion, la caractérisation des activités enzymatiques autour de la synthèse de la 

structure coiffe chez les virus constitue un enjeu important dans la compréhension des 

mécanismes réplicatifs viraux, en particulier leur échappement à l’immunité constituant une 

base intéressante pour le développement d’antiviraux.  
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L’objectif du projet de thèse présenté dans ce manuscrit est l’étude des domaines C-

terminaux de la protéine L des Mononégavirales, un acteur central dans la transcription et la 

réplication virale. En effet, en plus de son activité ARN polymérase ARN-dépendante, la 

protéine L catalyse les étapes de maturation des transcrits en ajoutant une structure coiffe en 

5’ et une queue poly(A) en 3’. Elle contient 5 domaines dont l’ordre et la fonction sont 

conservés au sein de l’ordre des Mononegavirales : le domaine RdRp suivi du domaine Cap 

qui porte l’activité ribonucléotidyltransférase (PRNTase) nécessaire à la synthèse de la 

structure coiffe, le domaine connecteur (CD) de fonction inconnue, le domaine 

méthytransférase (MTase) et le domaine C-terminal (CTD) au rôle non documenté également. 

Le domaine MTase catalyse la méthylation en 2’O du premier nucléotide de la séquence 

d’ARN et en position N7 de la structure coiffe. Ces méthylations jouent un rôle déterminant 

dans l’initiation de la traduction des protéines virales. De plus, elles limitent la détection des 

ARNm viraux par les senseurs de l’immunité innée. L’étude de ces activités enzymatiques 

doit permettre de comprendre le mécanisme de synthèse des structures coiffes des ARNs des 

Mononegavirales et d’apporter une preuve de concept que les MTases sont des cibles 

antivirales attractives. Ce projet d’étude prend pour modèle la protéine L du virus de la rage et 

du virus Ebola. 

L’étude de la protéine L du virus de la rage s’imbrique dans un programme de recherche 

collaboratif basé sur la complémentarité de plusieurs domaines d’expertise (biochimique, 

structural et fonctionnel) visant à étudier le mécanisme de coiffage des Mononegavirales. 

Pour répondre à cet objectif, mon travail a consisté à :  

- Identifier par une étude bio-informatique des bornes de constructions génétiques 

ciblant les domaines C-terminaux de la protéine L impliqués dans l’activité MTase ;  

- Produire et purifier les protéines recombinantes ; 

- Caractériser biochimiquement l’activité MTase de la protéine L du virus de la rage ; 

- Étudier le rôle des domaines CD et CTD dans l’activité MTase ; 

- Identifier des résidus clefs participant à l’activité MTase ; 

- Mener une campagne de cristallogenèse ; 

- Approfondir la relation structure/fonction du domaine MTase. 

La première partie des résultats s’attachera à présenter les développements techniques 

mis en place pour l’expression de la protéine L du virus rabique afin de répondre aux 

objectifs. Cependant, en raison des difficultés rencontrées dans l’étape de production des 
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protéines recombinants ciblant les domaines C-terminaux de la protéine L du virus de la rage, 

et afin de mener à bien le projet, les objectifs ont été transférés sur un autre modèle d’étude : 

la protéine L du virus Ebola. Le choix du modèle reste tout à fait pertinent pour plusieurs 

raisons :  

- Appartenant à l’ordre des Mononegavirales, ce virus, hautement pathogène pour 

l’Homme, représente un important problème de santé publique, nécessitant le 

développement de nouvelles stratégies antivirales ; 

- Le mécanisme de synthèse de la structure coiffe chez les filovirus est encore peu 

documenté ; 

- La région C-terminale de la protéine L de Sudan ebolavirus a été produite sous forme 

recombinante et purifiée au laboratoire ; 

- Le domaine MTase du virus Ebola porte une activité originale : elle induit des 

méthylations internes ; 

- Il n’y a pas de données structurales sur la protéine L des filovirus ; 

- L’identification et l’exploitation de nouvelles cibles pour lutter contre le virus Ebola 

pourraient servir de modèle pour l’étude et la production d’antiviraux contre les virus 

de l’ordre des Mononegavirales. 
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1. Etude des domaines C-terminaux de la protéine L du virus de la 

rage 

1.1. Etude bio-informatique  

Le but de cette étude étant d’exprimer la région C-terminale de la protéine L du virus de la 

rage. Nous avons dans un premier temps tenté d’identifier les bornes des domaines 

constitutifs de la protéine L de RABV par des analyses bio-informatiques. Notre objectif 

premier étant de produire le domaine de L portant l’activité MTase, les séquences en acides 

aminés des domaines C-terminaux des protéines L de RABV (ABZ81226.1) et de VSV, un 

rhabdovirus dont la structure a été résolue (PDB : 5A22) (253), ont été comparées. Dans un 

premier temps, un alignement a été généré par le serveur Clustal Omega (349) et retravaillé 

manuellement via le logiciel SeaView (350) et traité avec ESPript (351) (Annexe 1 : 

alignement). Les séquences C-terminales de la protéine L de RABV et de VSV s’alignent 

particulièrement bien dans la région MTase et les résidus de la tétrade catalytique K-D-K-E, 

caractéristique des 2’O MTases, ainsi que le motif conservé de fixation du SAM (GxGxG) 

sont facilement identifiés dans l’alignement. Les domaines C-terminaux de VSV étant bien 

définis dans les structures disponibles, nous avons défini les bornes des différentes 

constructions génétiques pour l’expression de protéines recombinantes ciblant les domaines 

C-terminaux de RABV. Les structures secondaires ont été insérées au-dessus de l’alignement 

grâce aux données structurales de VSV. Le domaine CD en amont du domaine MTase sert de 

connecteur entre le domaine PRNTase en N-terminal et le domaine MTase en C-terminal. La 

région séparant le domaine CD du domaine MTase ne semble pas structurée suggérant que 

cette région pourrait participer à la flexibilité entre les domaines N-terminaux (RdRp et 

PRNTase) et les domaines C-terminaux de la protéine L. La recherche de constructions 

permettant d’exprimer des protéines solubles nous a ainsi conduit à réaliser plusieurs 

constructions dont les bornes ont été définies dans les domaines désordonnés identifiées par le 

logiciel MeDor (352). Cette étude permet de délimiter des domaines désordonnés qui 

pourraient entraver la solubilité de la protéine. Les bornes de différentes constructions 

utilisées pour l’expression de protéines recombinantes ont été placées dans ces régions 

faiblement conservées. Les différentes bornes N- et C-terminales définies sont présentées 

dans la figure Fig. 26.  
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Au total, 15 constructions ciblant les domaines C-terminaux de la protéine L (CD, MTase 

et CTD) ont été sélectionnées à la suite des études bio-informatiques. L’expression et la 

purification des différentes protéines recombinantes a pour but, d’une part de caractériser 

fonctionnellement l’activité MTase de la protéine L de RABV, et de s'interroger sur le rôle 

respectif des domaines CD et CTD dans l’activité méthyltransférase de la protéine L. Les 

protéines recombinantes ont été exprimées par ingénierie en système bactérien et nous avons 

ensuite tenté de les purifier et de les caractériser biochimiquement.  

 

 

 

 

FIGURE 26: REPRESENTATION DES DIFFERENTES CONSTRUCTIONS POUR L’EXPRESSION DE 

PROTEINES RECOMBINANTES. 

Figure 26 : Représentation des différentes constructions pour l’expression de protéines 

recombinantes.  

Les études bio-informatiques des domaines C-terminaux de la protéine L de RABV ont permis de 

définir les bornes de différentes constructions génétiques, indiquées par des flèches noires. Afin de 

favoriser l’expression de domaines solubles, différentes bornes N- et C-terminales ont été définies 

pour un même domaine. Ces constructions permettront l’expression de protéines recombinantes 

exprimant les différents domaines (CD, MTase et CTD). Un total de 15 constructions différentes a 

été défini, numérotées de 1 à 15 en bleu. 
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1.2. Stratégies d’expression en système bactérien  

Quatre plasmides de type pDEST dont certains codent pour une protéine de fusion dont la 

séquence est insérées en amont de l’étiquette hexahistidine (6His) ont été utilisés pour le 

clonage des séquences d’intérêt : (i) pDEST 17 qui ne contient pas de domaine codant pour 

une protéine de fusion, (ii) pETG20A qui code pour la Thioredoxine (THX), (iii) pGST qui 

code pour la glutathion S-transférase (GST) et enfin (iv) pMBP qui code pour la Maltose 

Binding Protein (MBP). Les protéines de fusion ont été produites dans le but de favoriser 

l’expression et la solubilisation des protéines recombinantes (353). Le tag 6His permet de 

purifier la protéine d’intérêt par « immobilized metal affinity chromatography » (IMAC). 

1.2.2. Criblage haut débit des conditions de culture 

Il est important de noter que le facteur limitant de cette étude est l’obtention de protéines 

solubles et fonctionnellement actives. Afin de faire face à cette difficulté et mener à bien ce 

projet de recherche de nombreuses stratégies expérimentales ont été envisagées et testées. 

 Les conditions d’expression des protéines recombinantes sont des paramètres ajustables 

qui peuvent influencer l’expression et la solubilité des protéines. Parmi ces facteurs, la 

température, la souche bactérienne utilisée, la concentration en agent inducteur (IPTG), le 

milieu de culture sont tout autant de paramètres exploitables pour optimiser les conditions de 

production et/ou la solubilité de la protéine. Du fait du nombre important de construction (60 

constructions) et afin d’identifier les conditions d’expression favorables à la production de 

protéines solubles, des campagnes de criblage moyen/haut débit ont été menées selon le 

schéma de la figure 27 via la plateforme haut débit d’expression et purification de protéine du 

laboratoire.  
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FIGURE 27 : STRATEGIE DE CRIBLAGE HAUT DEBIT DES CONDITIONS D’EXPRESSION 

Le format haut débit nous a permis de tester un grand nombre de conditions de culture 

simultanément et de cribler des conditions d’expression de protéines solubles en parallèle. 

Dans un premier temps, des bactéries E.coli T7 sont transformées avec les plasmides 

d’expression codant pour les domaines présentés en figure 26, puis cultivées dans du milieu 

Terrific Broth (TB) supplémenté en ampicilline et chloramphénicol utilisés comme agents de 

sélection. . Les cultures bactériennes sont cultivées à 37°C, correspondant à la température de 

croissance bactérienne optimale. Après induction l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG), la température est abaissée afin de favoriser l’expression des protéines. Deux 

températures de culture sont testées : 25°C et 17°C. Après une incubation pendant la nuit, une 

étape de centrifugation permet de récupérer les bactéries qui sont re-suspendues dans un 

tampon de lyse (299). Les protéines sont purifiées par chromatographie d’affinité (NTa) 

Figure 27 : Stratégie de criblage haut débit des conditions d’expression  

Schéma du déroulement du criblage des conditions d’expression à partir des vecteurs d’expression 

jusqu’à l’analyse des résultats dans le but d’optimiser la solubilité des protéines. Les cultures 

bactériennes sont réalisées dans un format 24 puits permettant de gérer un grand nombre de culture, 

puis purifiées par chromatographie d’affinité automatisée sur un robot Tecan Freedom EVO200 

(Switzerland) adapté au format 96 puits. L’analyse des résultats se fait par électrophorèse capillaire 

(Perkin Elmer GX II au format 96/384). Un total de 15 constructions génétiques clonées dans 4 

vecteurs différents a ainsi été testé. 
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suivant les étapes décrites précédemment (354), automatisées sur un robot Tecan Freedom 

EVO200 (Switzerland) adapté au format 96 puits. Les résultats sont analysés par 

électrophorèse capillaire (Perkin Elmer GX II au format 96/384). 

La campagne de criblage nous a permis de cribler 240 conditions cependant nous n’avons 

pas été en mesure d’identifier des conditions permettant l’expression de protéines solubles. 

Néanmoins, ces résultats ont permis d’adapter notre stratégie expérimentale pour une seconde 

campagne de criblage. En effet, cinq des quinze constructions, numérotées 5, 7, 8, 10 et 11 sur 

la figure 26, ciblant le domaine MTase seul ou en présence du domaine CD et/ou CTD ont été 

retenus pour poursuivre les essais d’optimisation des conditions d’expression de protéines 

solubles. Le choix a également été conditionnée afin d’adresser la question du rôle des 

domaines CD et CTD dans l’activité MTase de la protéine L du virus de la rage. Bien que le 

rendement de production reste faible, cette seconde campagne de criblage nous a permis de 

sélectionner une température de culture après induction (17°C) plus favorable à l’expression 

des protéines recombinante.  

1.2.3. Stratégies d’expression en système bactérien  

 Ce chapitre a pour objectif de donner une vue de l'ensemble des tests engagés en 

s’attachant à la démarche scientifique. L’ensemble des facteurs qui ont été testés sont résumés 

dans la figure 28 et peuvent intervenir à différentes étapes du processus de production de 

protéine. 

FIGURE 28 : RESUME DES DIVERSES CONDITIONS TESTEES 

Figure 28 : Résumé des diverses conditions testées  

Représentation du processus de production de protéines recombinantes. Les séquences codantes pour 

les domaines C-terminaux sont clonés dans divers vecteurs codant pour des protéines de fusion 

(MBP : Maltose Binding Protein, THX : thioredoxine, GST : glutathion S-transférase) afin de 

potentialiser l’expression de protéines solubles. Les conditions d’expression peuvent également 

affecter l’expression et la solubilité des protéines. Dans cette étude, plusieurs facteurs ont été modulés 

(T°C : températures, souches bactériennes, [IPTG] : concentration en agent inducteur, co-expression). 

Le mise au point d’un tampon de lyse optimal est une étape importante dans la purification des 

protéines. Plusieurs pistes ont été étudiées (détergents, composition du tampon). Les protéines ont été 

purifiées par chromatographie d’affinité sur colonnes de nickel ou cobalt et éluée avec un tampon 

hautement concentré en arginine ou imidazole. 
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Les conditions d’expression peuvent influencer le rendement de production et la solubilité 

des protéines. La concentration en agent inducteur est un paramètre exploitable, permettant de 

contrôler le niveau d’expression des gènes. Basé sur les travaux antérieurs menés au 

laboratoire ayant permis la caractérisation de l’activité de MTases virales (267,270,299) , il a 

notamment été observé qu’une surexpression de la MTase virale du virus Ebola induisait son 

agrégation. Deux concentrations en IPTG ont donc été testées (0,05 mM et 0,5 mM) dans nos 

expériences. Après induction par l’IPTG (0,5 mM ou 0,05 mM), la température de culture est 

abaissée à 17°C. Après une nuit d’incubation, les bactéries sont récoltées par centrifugation 

est lysées selon le même protocole décrit précédemment (299). Les fractions solubles et 

insolubles sont séparées par centrifugation et analysées après séparation sur gel SDS-PAGE. 

L’analyse du gel a montré que l’induction à faible concentration en IPTG semblait être plus 

favorable à l’expression des MTases recombinantes. Cependant, bien que ces premiers 

criblages de conditions d’expression aient permis de définir une température et une 

concentration en agent inducteur, nous n’avons pas réussi à exprimer la MTase du virus de la 

Rage sous forme soluble en quantité suffisante. Suite à cette difficulté importante, nous avons 

concentré nos efforts sur les constructions contenant les séquences du domaine MTase-CTD 

et CD-MTase-CTD, clonées dans les vecteurs pMBP et pETG20A, présentant les résultats les 

plus prometteurs et essayer de trouver des conditions expérimentales permettant de solubiliser 

ces protéines.  

Nous avons en particulier tenté d’optimiser les tampons de lyse utilisant des conditions 

expérimentales précédemment décrites pour la purification de la protéine L de VSV et RABV 

(230,252,258). De plus, nous avons testé le BugBuster (Merck Millipore), un réactif 

d’extraction de protéine, précédemment expérimenté sur la MTase du virus Ebola (269). Des 

essais de supplémentation des tampons de lyse en arginine ont également été conduits dans la 

mesure où l’arginine avait été utilisée pour la solubilisation du domaine MTase de hMPV 

(265). Cependant, les nombreux essais engagés n’ont pas conduit à la production de protéines 

solubles fonctionnellement actives. 

Les protéines résistant aux différentes méthodes de stabilisation testées, des essais de 

renaturation (« refolding ») des agrégats de protéines insolubles présents dans les corps 

d’inclusion ont également été tentés. Dans ces expériences, après lyse de la culture 

bactérienne ayant exprimé le domaine CD-MTase-CTD ou Mtase-CTD de RABV (Fig. 27 et 

28), les agrégats sont isolés par centrifugation. Les débris cellulaires sont ensuite resuspendus 

dans un tampon concentré en guanidine (6M), permettant la dénaturation des protéines. La 
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protéine est purifiée en condition dénaturante puis l’agent chaotropique est éliminé par dialyse 

progressive afin de favoriser la renaturation de la protéine. Cependant, cette technique n’a pas 

permis de récupérer des protéines solubles et actives.  

Afin de favoriser la solubilisation des domaines de la L, nous avons également envisagé 

des essais de co-expression en présence de la protéine P qui est un cofacteur de la L connu 

pour favoriser l’expression soluble de la protéine L. De plus, il a été montré que le domaine 

C-terminal de la protéine L présentait un site d'interaction avec la P (233). Le gène de la 

protéine P de RABV est cloné dans le vecteur pMRBAD, dont l’expression dépend de 

l’induction par l’arabinose. Dans un premier temps, l’expression de la protéine P a été vérifiée 

expérimentalement (Annexe 2A). Les essais de co-expression ont été menés avec la 

construction du domaine MTase-CTD en fusion avec la THX. L’expression et la purification 

de ces domaines en co-expression avec la protéine P ont été analysées par western blot 

(Figure 29A). La protéine recombinante exprimée est majoritairement insoluble et nous 

n’avons pas détecté d’activité MTase. 

D’autre part, des études précédentes avaient montré l’impact des protéines chaperonnes 

dans la solubilité des protéines recombinantes. Deux stratégies ont été abordées : la 

supplémentation en éthanol du milieu de culture permettant l’activation des chaperonnes 

(355) et l’utilisation de la souche bactérienne GroES/GroEL (356). Néanmoins, il est 

important de noter que dans le cas de protéine instable, l’induction de l’expression de 

chaperonnes peut entraîner un artéfact de solubilité de la protéine d’intérêt qui restera en 

interaction avec la chaperonne. L’étude par western blot a montré que la co-expression avec 

des chaperonnes favorisait la solubilité du domaine MTase-CTD de RABV, cependant la 

protéine purifiée se sont révélées inactives (Figure 29B). 
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FIGURE 29 : ANALYSE EXPRESSION ET PRODUCTION DU DOMAINE MTASE-CTD 

En dépit des efforts engagés, l’expression des protéines en système bactérien n’a pas 

permis d’obtenir de protéines portant le domaine MTase du virus de la Rage solubles et 

actives. Dans la mesure où plusieurs études ont précédemment décrit l’expression la protéine 

L de VSV et RABV, ou du domaine MTase-CTD de hMPV, (265) en utilisant le système 

d’expression baculovirus (357) nous avons tenté de mettre en place ce système d’expression 

au laboratoire.  

1.3. Stratégie d’expression en système baculovirus 

Le système d’expression baculovirus est un outil d’expression génétique permettant la 

production de protéines recombinantes en cellules d’insecte. Brièvement, afin de produire les 

domaines C-terminaux de la L de RABV, des cellules d’insecte (Sf9) sont infectées par le 

baculovirus recombinant exprimant ces domaines. Quarante-huit heures post-infection (pi), 

les cellules sont récoltées par centrifugation puis re-suspendues dans un tampon de lyse. La 

protéine d’intérêt est purifiée par chromatographie d'affinité Ni2+-IMAC. L’analyse du gel 

SDS-PAGE (12%) révèle une bande migrant à un poids moléculaire entre 66,2 et 116 kDa 

correspondant au domaine CD-MTase-CTD (85kDa) de RABV (Fig. 30) et l’activité 

enzymatique de la protéine purifiée est contrôlée. 

Figure 29 : Analyse expression et production du domaine MTase-CTD  

Westen blot d’un gel SDS-PAGE (12%) des différentes fractions de la purification par affinité 

Ni2+-IMAC. La fraction « total » correspond au lysat bactérien. Les débris cellulaires 

(« insoluble ») sont éliminés par centrifugation. La fraction « soluble » contient la protéine 

d’intérêt, qui sera purifiée par chromatographie d’affinité. Le « flow-through » (FT) correspond à 

la fraction non retenue. L1 er L2 correspondent aux lavages 1 (1M NaCl, 10mM imidazole, 

50mM Tris-HCL pH8) et 2 (300mM NaCl, 25mM imidazole, 50mM Tris-HCL pH8). La protéine 

est éluée dans un tampon contenant (300mM NaCl, 250mM imidazole, 50mM Tris-HCL pH8) 

Les fractions d’élution sont notées E. (A) Analyse de la purification du domaine MTase-CTD en 

co-expression avec la P. La protéine d’intérêt est majoritairement insoluble. (B) Analyse de la 

purification du domaine MTase-CTD en co-expression avec les chaperonnes. Ces conditions 

d’expression favorisent la solubilité de la protéine. 

A B 
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FIGURE 30 : PURIFICATION DU DOMAINE CD-MTASE-CTD DE RABV 

1.3.2. Caractérisation de l’activité MTase  

Afin de caractériser l’activité enzymatique du domaine CD-MTase-CTD de RABV, des 

tests enzymatiques ont été conduits en utilisant différents ARNs synthétiques de 13 

nucléotides mimant l’extrémité 5’ de la séquence des transcrits de RABV (Fig. 31A). 

 

FIGURE 31 : CARACTERISATION DE L’ACTIVITE MTASE DU DOMAINE CD-MTASE-

CTD 

Figure 31 : Caractérisation de l’activité MTase du domaine CD-MTase-CTD 

(A) Le domaine CD-MTase-CTD de RABV a été incubé avec des ARNs synthétiques mimant 

l’extrémité 5’ des ARNm en présence du donneur de méthyl (SAM) marqué au tritium. Après un 

temps d’incubation (3h), les produits de réaction sont filtrés sur une membrane DEAE qui ne 

retient que les ARNs. La radioactivité détectée est fonction du transfert de groupement méthyl sur 

les ARNs et donc de l’activité MTase de la protéine étudiée. Les différents types de coiffe ont été 

utilisés (mGpppA : N7 méthylée ; GpppAm : 2’O méthylée ; mGpppAm : 2’O et N7 méthylée) 

permettent de caractériser l’activité MTase du domaine CD-MTase-CTD (n=3). (B) 

Chromatographie sur couche mince des différentes coiffes générées au cours du temps (T0, 1h, 3h, 

6h, sur la nuit (O/N)) par le domaine CD-MTase-CTD de RABV incubé avec l’ARN coiffé 

(GpppA12-RABV) radiomarqué. Les pistes de droite correspondent aux contrôles, indiquant la 

migration des différents types de coiffe (mGpppA : N7 méthylée ; GpppAm : 2’O méthylée ; 
mGpppGm : 2’O et N7 méthylées). 

Figure 30 : Purification du domaine CD-MTase-CTD de RABV 

Gel SDS-PAGE (12%) coloré au bleu de Coomassie de la fraction 

d’élution de la purification par affinité Ni2+-IMAC du domaine CD-

MTase-CTD de RABV exprimé en cellules d’insecte. 
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Les ARNs, synthétisés par l’équipe de Dr. Françoise Debart (IBMM), présentent une 

structure coiffe à leur extrémité 5’, méthylée ou non en position N7 et 2’O du premier 

nucléotide. L’activité enzymatique du domaine CD-MTase-CTD a été évaluée en incubant les 

différents ARN substrats avec les protéines purifiées et le donneur de méthyle (SAM) 

radioactif (méthode Filter Bingding assay, FBA). Les résultats sont présentés dans la figure 

31A. Une activité MTase est détectée uniquement lorsque la protéine est incubée avec l’ARN 

coiffé non méthylé (GpppA-RABV12) ou méthylé sur la position N7 (mGpppA-RABV12), 

suggérant que le domaine CD-MTase-CTD de RABV possèderait une activité 2’O-MTase. 

Cette technique sensible permet d’identifier des conditions expérimentales où la protéine est 

active, mais ne permet ni d’identifier définitivement les positions méthylées ni de décrire 

l’ordre réactionnel. Le test chromatographie sur couche mince (TLC) (Fig. 31B), permettant 

de caractériser le type de coiffe générée à la suite de l’incubation du domaine CD-MTase-

CTD avec un ARN coiffé radiomarqué, confirme l’observation en suggérant que le domaine 

CD-MTase-CTD catalyse une activité 2’O MTase (Fig. 31B).  

Cependant, de nombreuses difficultés d’expression et de purification du domaine CD-

MTase-CTD de RABV ne nous ont pas permis d’optimiser suffisamment les conditions de 

purification de la protéine afin de confirmer ou d’infirmer ces résultats préliminaires.  

A la suite de nombreux tests d’expression et de purification non concluants, nous avons 

débuté une collaboration avec la plateforme de production de protéines en système 

baculovirus de l’IGBMC à Strasbourg. En plus du domaine CD-MTase-CTD (1378-2126), la 

séquence du domaine MTase-CTD (1629-2126) a été clonée dans des vecteurs d’expression 

optimisés pour l’expression en cellules d’insecte. Les protéines ont été exprimées à l’IGBMC 

et les culots de cellules envoyés au laboratoire pour les tests de purification. Les premiers 

essais de purification basés sur le protocole de purification précédemment décrit ont été 

analysés sur gel SDS-PAGE (Annexe 2B). Les protéines sont récupérées grave à une forte 

concentration en imidazole (250 mM) dans un tampon 50mM Tris-HCL [pH8], 300mM NaCl.  

Les fractions d’élution présentent des bandes migrant à un poids moléculaire entre 66,2 et 116 

kDa, et entre 45 et 66,2 kDa correspondant respectivement au domaine CD-MTase-CTD et au 

domaine MTase-CTD. De façon surprenante, l’étude de l’activité MTase de ces domaines 

suggère que les deux protéines possèdent une activité N7-MTase, allant à l’encontre des 

résultats précédemment obtenus pour le domaine CD-MTase-CTD. Afin de confirmer que 

l’activité MTase était liée au domaine MTase de la protéine L de RABV, des mutations ont 

été introduites dans la tétrade catalytique K-D-K-E. Cependant, en raison de l’instabilité des 
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protéines et d’un très faible rendement de production, nous n’avons pas pu poursuivre cette 

étude.  

Le principal facteur limitant de ce projet est l’obtention de protéines solubles et 

fonctionnellement actives. Afin de mener à bien ce projet de recherche, de nombreuses 

stratégies d’expression ont été testées, utilisant différents systèmes d’expression. En dépit des 

efforts fournis, l’expression des protéines en système bactérien n’a pas permis d’obtenir de 

protéines solubles actives. Bien qu’une seconde stratégie d’expression en système baculovirus 

présentait des résultats préliminaires prometteurs, nous avons rencontré d’importantes 

difficultés à purifier de façon reproductible les protéines. De plus, les rendements de 

production faibles ne permettaient pas de poursuivre l’étude vers la caractérisation 

biochimique robuste de l’activité MTase des domaines C-terminaux de la protéine L du virus 

de la rage.  

1.4. Matériel et méthodes  

1.4.1. Stratégie de clonage  

La séquence codant pour les domaines C-terminaux de L RABV (CD-MTase-CTD) issu 

d’un gène synthétique optimisé pour l’expression en cellules d’insecte a été amplifié par PCR 

utilisant divers jeux d’amorce permettant l’amplification des domaines définis par l’étude bio-

informatique, qui sont clonés dans des vecteurs optimisés pour l’expression en système 

bactérien. La stratégie de clonage utilise le système de recombinaison Gateway (Invitrogen) 

(358). Cette technique permet d’obtenir un nombre important de vecteurs d’expression à partir 

d’un vecteur d’entrée. La première étape consiste à ajouter au gène d’intérêt les sites attB1 et 

attB2 par PCR d’assemblage (Fig. 32). Un site de clivage à la protéase TEV a également été 

intégré en amont du gène d’intérêt (Annexe 3 : tableau amorces PCR).   

Les produits de PCR obtenus sont ensuite clonés dans le vecteur donneur pDONR201 

FIGURE 32 : PCR D’ASSEMBLAGE 

Figure 32 : PCR d’assemblage  

La première PCR utilise comme matrice le plasmide pFastBac content la séquence des domaines 

CD-MTase-CTD. La combinaison de différentes amorces permet d’obtenir 15 produits de PCR 

contant un site de coupure à la TEV (en vert), la séquence d’intérêt ciblant les domaines C-

terminaux de la protéine L de RABV et la séquence de recombinaison attB2. Les produits issus de 

la PCR 1 serviront de matrice pour la PCR 2 qui produit les différents gènes flanqués des site attB1 

et attB2.   
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(Invitrogen) par réaction de BP clonase (Fig. 33). Le vecteur d’entrée ainsi obtenu contient la 

séquence d’intérêt flanquée des sites de recombinaison homologue attL1 et attL2. Ce vecteur 

est utilisé pour l’obtention des vecteurs d’expression. Le gène d’intérêt sera transféré du 

vecteur d’entrée vers le vecteur d’expression (pDEST) en utilisant l’enzyme LR clonase (Fig. 

33). Quatre vecteurs de type pDEST sont utilisés dans cette étude dont certains codent pour 

des protéines de fusion afin de favoriser la solubilité des protéines d’intérêt. 

 

FIGURE 33 : STRATEGIE DE CLONAGE 

Figure 33 : Stratégie de clonage  

L’ensemble des constructions définies ont été clonées dans 4 vecteurs d’expression différents, en 

utilisant la technique Gateway (Invitrogen), afin d’augmenter la probabilité d’exprimer des 

domaines solubles. Deux étapes de PCR ont été réalisées afin d’obtenir le produit de PCR qui sera 

inséré dans le plasmide donneur (pDONR201) formant le vecteur d’entrée à la suite d’une réaction 

de BP clonase. 15 vecteurs d’entrée correspondant au 15 constructions (Fig. 25) ont été produits. 

Une réaction de LR clonase permet le transfert du gène d’intérêt dans le vecteur d’expression 

(pDEST). Le clonage a permis d’obtenir 60 vecteurs d’expression différents.  
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1.4.2. Expression et purification domaine CD-MTase-CTD en 

système bacculovirus  

Le système vecteur d’expression baculovirus est un outil d’expression génétique 

permettant la production de protéines recombinantes en cellules d’insecte. Le plasmide 

pFastBac contenant la séquence des domaines C-terminaux de la L de RABV (CD-MTase-

CTD) précédée par la séquence du tag-6His a été synthétisé chez Twist. Des bactéries E.coli 

DH10Bac sont transformées avec ce plasmide permettant la transposition et la construction 

d’un bacmid recombinant. Le bacmid recombinant est transfecté dans des cellules d’insectes 

(sf9). Les stocks viraux récoltés à partir du surnageant des cellules transfectées peuvent 

ensuite être utilisés pour infecter des cultures de cellules sf9 fraiches pour l'expression de la 

protéine d’intérêt.  

Pour produire les domaines C-terminaux de la L de RABV, des cellules d’insecte (sf9) sont 

infectées par le baculovirus recombinant exprimant ces domaines. Après 48h pi, les cellules 

sont récoltées par centrifugation puis re-suspendues dans un tampon de lyse : 50mM Tris-

HCL [pH8], 300mM NaCl, 10mM imidazole, 10µg/mL DNase, 0,01% triton, 1mM de 

fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF). Après 30 mins d’incubation, les débris cellulaires 

et les protéines insolubles sont éliminées par centrifugation avant la purification par 

chromatographie d'affinité sur une colonne His-Trap de 5mL (GE Healthcare). La protéine est 

éluée dans un tampon contenant 50mM Tris-HCL [pH8], 300mM NaCl, 250mM imidazole. 

L’imidazole est éliminé par une étape de dialyse contre 10mM Herpès [pH8], 300mM NaCl et 

0,5mM de dithiothréitol (DTT), puis l’échantillon est concentré et dilué dans 50% de glycérol 

(v/v) et conservé à -20°C. 
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1.4.2. Test d’activité MTase 

Le test d’activité MTase évalue le transfert du 

groupement méthyl marqué radioactivement 

(tritium) porté par le donneur de méthyl SAM 

vers un ARN synthétique (Fig. 29). La protéine 

virale purifiée (4µM) est incubée avec l’ARN 

substrat et le SAM radioactif dans des conditions 

de réaction optimisées. Après 3h d’incubation à 

30°C, les produits de la réaction sont filtrés à 

travers une membrane diéthylaminoéthyle 

(DEAE) chargée positivement permettant de 

retenir les ARNs. La membrane est lavée pour 

éliminer la protéine, le SAM radioactif en excès et 

le produit de la réaction de méthylation, le SAH. 

La radioactivité de la membrane est mesurée par 

un compteur à scintillation et correspond au taux 

de méthylation de l’ARN et donc de l’activité 

MTase de la protéine testée. Ce test permet d’évaluer les conditions expérimentales où la 

protéine est active, en ne donnant qu’une indication des positions méthylée (N7 ou 2’0) sans 

décrire l’ordre réactionnel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 34 : TEST D’ACTIVITE 

MTASE. 

Figure 34 : Test d’activité MTase. 

La MTase virale (en bleu) est incubée avec le 

SAM radioactif (en rouge) et l’ARN coiffé. 

Après un temps t d’incubation les produits de 

réaction sont transféré sur une membrane 

DEAD qui ne retient que les ARNs. La 

radioactivité mesurée est fonction de 

l’activité MTase de la protéine.  
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1.4.3. Chromatographie sur couche mince (TLC) 

Cette technique permet de caractériser le type de méthylation des structures coiffes (Fig. 30). 

Dans un premier temps, l’ARN triphosphate 

est incubé 1h à 37°C avec de l’α[32P]-GTP et 

l’enzyme de synthèse des structures coiffes du 

virus de la vaccine (Sigma). La réaction est 

stoppée par traitement à la chaleur 5mins à 

70°C. L’enzyme de synthèse des structures 

coiffes est éliminée en utilisant des billes de 

Strataclean (Agilent) et l’ARN radiomarqué 

est purifié sur colonne de dessalage (G25, GE 

Healthcare). Les ARNs coiffés radiomarqué 

(Gp*ppN-ARN) sont incubés avec la protéine 

viral dont l’activité MTase doit être 

caractérisée dans les conditions de réaction du 

test de MTase. Après le temps d’incubation les 

ARNs sont digérés à la nucléase P1 (Sigma), 

une exonucléase 3’-5’, qui digère l’ARN et 

relargue les structures coiffes. Les produits de 

la digestion sont déposés sur une plaque de 

silice et séparé par chromatographie sur 

couche mince dont la phase mobile est une solution de lithium ou de sulfate d’ammonium. 

Après migration, les produits sont détectés par fluorographie au Phospho-Imageur. Les coiffes 

sont identifiées en fonction de leur distance de migration permettant leur caractérisation.  

 

 

 

FIGURE 35 : CHROMATOGRAPHIE 

SUR COUCHE MINCE (TLC) Figure 35 : Chromatographie sur couche 

mince (TLC) 

L’ARN triphosphate est coiffé par du GTP 

radiomarqué via l’activité de l’enzyme de 

coiffage du virus de la vaccinec (en orange). 

Ces ARNs radiomarqués sont incubés avec la 

MTase virale étudiée (en bleu). La digestion 

par la nucléase P1 permet de libérer les 

structures coiffes qui sont déposé sur TLC et 

caractérisées en fonction de leur migration.  
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2. Etude des domaines C-terminaux de la protéine L du virus Soudan  

La seconde partie des résultats porte sur la caractérisation des domaines C-terminaux de la 

protéine L du virus Soudan (SUDV). Dans un premier temps, les résultats de la caractérisation 

fonctionnelle du domaine MTase-CTD sont présentés. Nous nous sommes ensuite intéressés 

au rôle du domaine CTD dans l’activité MTase de la protéine L de SUDV et menée une étude 

de mutagenèse dirigée afin d’identifier des résidus clefs régulant l’activité MTase. Et enfin, 

nous avons pu caractériser structurellement le domaine MTase de la protéine L de SUDV. 

2.1. Introduction vers une caractérisation fonctionnelle   

Article 1 : Ebola virus L protein harbors a new enzymatic activity involved in the 

internal methylation of RNAs 

Auteurs : Baptiste Martin*, Coralie Valle*, Bruno Coutard, Bruno Canard, Françoise Debart, 

Etienne Decroly  

*Contribution égale  

Références : Med Sci (Paris). 2018 Nov;34(11):919-921. doi: 10.1051/medsci/2018230. Epub 

2018 Dec 10. French. 

La protéine L de EBOV contient six régions conservées (CR) entrecoupées de régions 

variables. Son extrémité N-terminale (CRI, CRII et CRIII) contient le domaine ARN 

polymérase ARN-dépendante (RdRp) suivi du domaine Cap (CRIV et CRV) qui porte 

l’activité ribonucléotidyltransférase (PRNTase) nécessaire à la synthèse de la structure coiffe. 

La région C-terminale de la protéine L contient successivement les domaines « Connecteur » 

(CD), « méthytrasnférase » (MTase) et « C-terminal » (CTD). Une étude récente menée au 

sein du laboratoire a permis de caractériser la fonction MTase de la protéine L du virus Ebola 

(270). La région C-terminale (MTase-CTD) de la protéine L de Sudan ebolavirus (SUDV) a 

été produite sous forme recombinante en système d’expression bactérien et purifiée. En 

utilisant des ARNs substrats synthétiques mimant l’extrémité 5’ des ARNm de SUDV, il a été 

montré que la MTase de SUDV méthyle successivement la position 2’O du premier 

nucléotide des ARNs et la position N7 du groupement guanosine pour former une structure 

Cap-1 qui permet l’initiation de la traduction des protéines virales et l’échappement aux 

senseurs de l’immunité innée tels que RIG-I. De façon surprenante, la MTase de EBOV 

catalyse également des modifications épi-transcriptomiques des ARNs viraux en méthylant la 

position 2’O des adénosines internes aux séquences ARN. Bien que de tels modifications 

aient été observées chez d’autres virus, leur rôle biologique reste peu documenté mais 
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quelques études suggèrent que ces modifications permettent d'échapper à la détection par le 

senseur MDA5. Cette revue présente les travaux menés au sein du laboratoire ayant permis de 

caractériser l’activité enzymatique des domaines C-terminaux de EBOV et mettre en évidence 

l’activité MTase non conventionnelle de du domaine MTase-CTD SUDV.  
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lyse de génomes actuels et de génomes 
anciens reconstitués à partir d’osse-
ments retrouvés dans des sites archéo-
logiques permettra de répondre à ces 
questions, et plus largement de recons-
tituer la chronologie des évènements de 
sélection et les trajectoires évolutives 
des génomes lors de la domestication. 
Les travaux à venir devront également 
permettre de préciser, sur un plus large 
ensemble d’espèces, les cibles géné-
tiques du syndrome de domestication. ‡
Homologous genomic signatures of 
domestication in goat and sheep
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> L’infection par le virus Ébola conduit 
à des fièvres hémorragiques souvent 
fatales. Depuis sa découverte en 1976 en 
République Démocratique du Congo, plus 
d’une vingtaine d’épidémies d’Ébola ont 
été recensées en Afrique. La plus impor-
tante a eu lieu en 2015-2016, entraînant 
le décès de plus de 11 000 personnes [1]. 
En raison du risque de réémergence de 
ce virus, et en l’absence de vaccins et 
d’agents thérapeutiques approuvés, la 
recherche de médicaments ciblant le virus 
Ébola est une priorité pour l’Organisation 
mondiale de la santé. Le virus Ébola est un 
virus enveloppé possédant un ARN géno-
mique simple brin de polarité négative 
et appartient à l’ordre les Mononegavi-
rales. Cet ordre est divisé en 5 familles de 

virus contenant des pathogènes humains 
importants, comme les virus de la rage, de 
la rougeole, ou encore le virus respiratoire 
syncytial (VRS). Le 
virus Ébola fait par-
tie de la famille des 
Filovirus (➜) [2] et 
appartient au genre 
Ebolavirus qui contient 5 espèces : Zaïre, 
Soudan, Taï Forest, Bundibugyo et Reston.
Le génome des filovirus code sept pro-
téines virales produites à partir d’ARN 
messagers (ARNm) transcrits de manière 
séquentielle. Parmi ces protéines, la 
protéine « Large » (L) est un des acteurs 
majeurs de la propagation de l’infection 
puisqu’elle contient les activités enzy-
matiques nécessaires à la réplication/

transcription et à la maturation des ARN 
viraux [3]. N’ayant pas d’homologues 
cellulaires, la protéine L constitue une 
cible antivirale attractive. Cette pro-
téine contient six régions conservées 
(CR) entrecoupées de régions variables. 
La structure, récemment résolue par 
cryo-microscopie, de la protéine L du 
virus VSV (virus de la stomatite vési-
culaire) indique que cette protéine est 
organisée en 4 domaines structuraux 
distincts (Figure1) [4]. L’extrémité 
N-terminale de la protéine (régions CRI à 
CRIII) forme le domaine ARN polymérase 
ARN-dépendante (RdRp) intimement 
intriqué avec le domaine Cap (régions 
CRIV et CRV) qui porte l’activité poly-
ribonucléotidyltransférase (PRNTase) 
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incomplètement méthylées [7]. Les 
enzymes virales impliquées dans la 
synthèse des structures coiffes et 

leurs méthylations constituent donc 
des cibles thérapeutiques pertinentes. 
En effet, l’inhibition de ces enzymes 
devrait d’une part bloquer la réplica-
tion virale et, d’autre part, induire une 
détection précoce des agents infectieux 
par les mécanismes de l’immunité innée 
induisant une réponse antivirale pro-
tectrice.
La structure et l’activité MTase de la 
coiffe ont été récemment caractérisées 
chez le virus hMPV (human metap-
neumovirus, un autre virus de l’ordre 
des Mononegavirales) [8], mais nous 
manquions d’informations structurales 
et fonctionnelles concernant les acti-
vités MTases du virus Ébola. Nous avons 
donc cloné le domaine C-terminal de 
la protéine L du virus Ébola (MTase 
et CTD) pour le produire en système 
bactérien. Nous avons ensuite purifié 
l’enzyme afin de caractériser ses fonc-
tions biologiques. En étudiant l’activité 
enzymatique de cette MTase du virus 
Ébola sur des ARN substrats synthé-
tiques mimant l’extrémité 5’ des ARN 
viraux, nous avons démontré son impli-
cation dans le processus de méthyla-

tion virale. En effet, elle protège les 
ARNm viraux de la dégradation par des 
5’-exonucléases cellulaires et assure 
le recrutement du facteur d’initiation 
de la traduction eIF4E, nécessaire à 
la traduction des ARNm en protéines 
[5]. Par ailleurs, il a été démon-
tré que la 2’O-méthylation de cette 
structure coiffe était un marqueur du 
« soi » jouant un rôle dans le contrôle 
de la réponse antivirale [6]. Des 
études récentes ont démontré que la 
2’O-méthylation des structures coiffes 
empêche la détection des ARN viraux 
par les senseurs cytoplasmiques de 
l’immunité innée tels que les protéines 
RIG-I (retinoic-acid-inducible protein 
1) et/ou MDA5 (melanoma-differen-
tiation-associated gene 5) et limite 
ainsi la production d’interféron [2]. De 
plus, il a été montré qu’il existe, parmi 
les ISG (interferon-stimulated gene), 
des facteurs de restriction comme les 
protéines IFIT (IFN-induced proteins 
with tetratricopeptide repeats), qui 
reconnaissent et séquestrent les ARN 
possédant des structures coiffées 

nécessaire à la synthèse de la struc-
ture coiffe à l’extrémité 5’ des ARNm. 
L’extrémité C-terminale de la protéine 
L contient successivement les domaines 
connecteur (CD), méthyltransférase 
(MTase) (CRVI) et C-terminal (CTD). La 
coiffe synthétisée par les mononégavi-
rus est donc constituée d’une molécule 
de guanosine méthylée en position N7 
reliée à l’extrémité 5’ des ARNm par une 
liaison 5’-5’ triphosphate. Cette coiffe 
est également méthylée en position 2’O 
du ribose du premier nucléotide [5]. 
Par analogie avec d’autres Mononega-
virales, le domaine MTase des filovirus a 
été proposé comme participant au pro-
cessus de méthylation de la structure 
coiffe. Ce domaine contient un motif 
de reconnaissance d’une molécule don-
neuse de méthyle (S-adénosyl méthio-
nine, SAM) à savoir Gly-X-Gly-X-Gly (X 
étant un acide aminé quelconque) et 
une tétrade catalytique caractéristique 
des 2’O-MTases (Lys-Asp-Lys-Glu). La 
présence de cette structure coiffe à 
l’extrémité des ARNm viraux est essen-
tielle pour la propagation de l’infec-

Figure 1. Domaines fonctionnels de la pro-
téine L des Mononegavirales. Les régions 
conservées ont été identifiées après ali-
gnements multiples par bioinformatique. 
La structure présentée est celle de la pro-
téine du virus VSV (virus de la stomatite 
vésiculaire) résolue par cryo-microscopie 
[3] qui révèle la présence de 5 domaines 
structuraux : le domaine ARN polymé-
rase ARN-dépendante (RdRp) intimement 
intriqué avec le domaine Cap (régions CRIV 
et CRV) qui porte l’activité polyribonu-
cléotidyltransférase (PRNTase) ; l’extré-
mité C-terminale de la protéine L contient 
successivement les domaines connecteur 
(CD), méthyltransférase (MTase) conte-
nant la région CRVI et C-terminale (CTD).

N
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similaire a récemment été caractérisée 
chez les Flavivirus comme le virus de la 
Dengue et le virus Zika [10]. De récentes 
études démontrent également l’exis-
tence de méthylations internes au sein 
de la séquence des ARN génomiques de 
différentes familles de virus [11]. Ces 
méthylations sont maintenant avérées, 
mais leur rôle dans la réplication virale 
et l’échappement au contrôle cellulaire 
via les mécanismes de l’immunité innée 
restent à déterminer. Ces modifica-
tions des ARN pourraient être impliquées 
dans la pathogenèse du virus Ébola liée, 
entre autres, à sa capacité d’échap-
per aux réponses antivirales précoces. 
Ces résultats ouvrent donc de nouvelles 
opportunités de recherche pour mieux 
comprendre les fonctions des modifi-
cations épitranscriptomiques des ARN 
viraux dans la relation hôte/pathogène 
et développer des stratégies antivirales 
efficaces contre le virus Ébola. ‡

Ebola virus L protein harbors a new 
enzymatic activity involved in the 
internal methylation of RNAs
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tion de la coiffe [9]. Nos observations 
indiquent que la méthylation de la 
coiffe, chez cette famille de virus, suit 
un ordre séquentiel obligatoire : la 
2’O-méthylation du premier nucléotide 
en 5’ de l’ARN précède la N7-méthy-
lation du groupement guanosine de 
la coiffe. Nous avons de plus observé 
que la MTase du virus Ébola possède de 
façon surprenante, en plus de son acti-
vité de méthylation de la coiffe, une 
activité MTase cap-indépendante très 
significative : cette enzyme méthyle 
également des ARN non coiffés sur 
des résidus internes à leur séquence. 
En utilisant des ARN substrats homo-
polymériques (poly-A, poly-U, poly-A 
et poly-G), nous avons démontré que 
les méthylations concernent unique-
ment les résidus adénosines, et des 
analyses par chromatographie liquide 
de haute pression (HPLC) couplée à la 
spectrométrie de masse ont permis de 
démontrer que les méthylations modi-
fient le groupement 2’OH du ribose des 
adénosines.
Ce travail relate, pour la première fois, 
l’existence de modifications épitrans-
criptomiques transduites par le domaine 
MTase de la protéine L d’un mononégavi-
rus. Une activité de méthylation interne 

Figure 2. Modification 
des ARN viraux. Les dif-
férentes modifications 
épitranscriptomiques des 
ARNs viraux induites par 
le domaine méthyltrans-
férase (MTase) du virus 
Ébola sont représentées, 
à savoir des méthylations 
de la structure coiffe en 
position N7 et 2’OH du 
premier nucléotide ainsi 
que les méthylations 
internes des adénosines 
des ARN viraux. La figure 
indique également les 
rôles possibles de ces 
méthylations dans la 

traduction des ARN messagers viraux et dans la régulation de la réponse antivirale. Des molécules thérapeutiques ciblant l’activité MTase du virus 
Ébola devraient bloquer la synthèse des protéines virales et restaurer l’immunité antivirale protectrice.
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2.2. Caractérisation du domaine CTD de la protéine L du virus 

Soudan  

Article 2: The C-terminal domain of the Sudan ebolavirus L protein is essential for RNA 
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Le domaine MTase, conservé au sein des Mononegavirales, est suivi du domaine CTD 

dont la fonction reste à élucider. L’alignement multiple des domaines C-terminaux des 

Mononegavirales a permis de définir des bornes des domaines MTase et CTD de SUDV 

(269). Du fait de la grande variabilité en séquence et en longueur, un alignement robuste des 

domaines CTD des Mononegavirales est difficile. Cependant, la comparaison des propriétés 

physico-chimiques des domaines CTD de différents mononégavirus a mis en évidence un 

enrichissement en acides aminés basiques. L’alignement des CTD des filovirus suggère que la 

présence de résidus basiques et aromatiques conservés pourrait être impliqués dans la fixation 

de l’ARN. De plus, l’étude des structures des domaines MTase-CTD de VSV et hMPV 

montre que les domaines MTase et CTD forment un sillon à proximité du site catalytique 

suggérant le rôle du domaine CTD dans le recrutement et positionnement de l’ARN dans le 

site catalytique. Dans un premier temps, afin de mettre en évidence le rôle du domaine CTD 

de la protéine L dans l’activité MTase, deux protéines recombinantes ont été produites et 

purifiées : le domaine MTase+CTD (noté MTase-CTD : résidus 1713 à 2211 de 58,4 kDa) et 

le domaine MTase délété du domaine CTD (noté MTase-∆CTD : résidus 1713 à 2026 de 38,9 

kDa). La comparaison des activités des protéines MTase-∆CTD et MTase-CTD a montré que 

le domaine CTD joue un rôle crucial dans l’activité MTase, dans la mesure où la délétion du 

domaine entraine une perte de l’activité MTase. Le second objectif de cette étude est 

l’identification de résidus clefs dans l’activité MTase. L’alignement des domaines CTD des 

filovirus nous a permis d’identifier des résidus probablement impliqués dans le recrutement 

du substrat. En mutant les résidus basiques et aromatiques conservés, nous avons ainsi mis en 

évidence leur rôle dans la reconnaissance des ARNs viraux et la régulation de l’activité 

MTase. L’ensemble de ces résultats contribue à une meilleure compréhension de l’activité 

MTase de la protéine L de EBOV, un acteur central dans la réplication virale et 
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l’échappement à la réponse immunitaire innée de l’hôte et ouvre la voie vers de nouvelles 

thérapies antivirales. 
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 15 

ABSTRACT 16 

The large (L) protein of Ebola virus is a key protein for virus replication. Its N-terminal region 17 

harbors the RNA-dependent RNA polymerase activity, and its C-terminus contains a cap assembling 18 

line composed of a capping domain and a methyltransferase domain (MTase) followed by a C-19 

terminal domain (CTD) of unknown function. The L protein MTase catalyzes methylation at the 2’-O 20 

and N-7 positions of the cap structures. In addition, the MTase of Ebola virus can induce cap-21 

independent internal adenosine 2'-O-methylation. In this work, we investigated the CTD role in the 22 

regulation of the cap-dependent and cap-independent MTase activities of the L protein. We found that 23 

the CTD, which is enriched in basic amino acids, plays a key role in RNA binding and in turn 24 

regulates the different MTase activities. We demonstrated that the mutation of CTD residues 25 

modulate specificaly the different MTase activities. Altogether, our results highlight the pivotal role 26 

of the L protein CTD in the control of viral RNA methylation, which is critical for Ebola virus 27 

replication and escape from the innate response in infected cells. 28 

 29 

IMPORTANCE 30 

Ebola virus infects human and non-human primates causing severe infections that are often fatal. The 31 

epidemics, in West and Central Africa, emphasize the urgent need to develop antiviral therapies. The 32 

Ebola virus large protein (L), which is the central protein for viral RNA replication/transcription, 33 

harbors a methyltransferase domain followed by a C-terminal domain of unknown function. We show 34 

JVI Accepted Manuscript Posted Online 8 April 2020
J. Virol. doi:10.1128/JVI.00520-20
Copyright © 2020 American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
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that the C-terminal domain regulates the L protein methyltransferase activities and consequently 35 

participates in viral replication and escape of the host innate immunity. 36 

 37 

INTRODUCTION 38 

Ebola virus is an emerging virus that causes severe epidemics, such as the unprecedented devastating 39 

outbreak in West Africa of 2015 that caused more than 11,000 deaths (1). Although Ebola faded from 40 

public attention, outbreaks continue to occur especially in the Democratic Republic of the Congo 41 

(DRC) where the current epidemic, which was declared in August 2018, has already killed more than 42 

2,000 people (2). International efforts deployed have led to control the epidemy (3). Ebola virus 43 

infects human and non-human primates leading to hemorrhagic fever that is fatal in most cases. 44 

Although vaccines are currently in development (4)(5) and some therapeutic antibodies have shown 45 

antiviral activities (6), therapeutic compounds that limit viral replication are needed to treat infected 46 

people or contact patients. However, the fine-tuning of the virus replication process remains poorly 47 

understood. 48 

Ebolavirus belongs to the Mononegavirales order that includes other important human pathogens, 49 

such as measles, respiratory syncytial virus, human metapneumovirus (hMPV) and rabies virus. These 50 

viruses have a similar genetic organization and common replication strategies. The Ebolavirus genus 51 

contains six strains: Zaire ebolavirus (Ebola virus, EBOV), Sudan ebolavirus (Sudan virus, SUDV), 52 

Tai Forest ebolavirus (Tai Forest virus, TAFV), Bundibugyo ebolavirus (Bundibugyo virus, BDBV), 53 

Reston ebolavirus (Reston virus, RESTV), and Bombali ebolavirus (Bombali virus, BOMV). These 54 

viruses, and Marburg marburgvirus (Marburg virus, MARV), which causes acute hemorrhagic fever, 55 

Lloviu cuevavirus and Mengla dianlovirus form the Filoviridae family (7). 56 

The negative-sense RNA genome of filoviruses is about 19 kb-long and encodes seven major 57 

proteins: the nucleoprotein (NP), the viral proteins VP35 and VP40, the glycoprotein (GP), the viral 58 

proteins VP30 and VP24, and the “large” protein L (8)(9). The viral life cycle is initiated by the 59 

interaction of the GP envelope protein with cell surface determinants to allow the virus entry in the 60 

cell by macro-pinocytosis. The NP-encapsidated viral genome is then released in the host cell 61 

cytoplasm where the virus replication cycle is initiated. The L protein, which contains the RNA-62 

dependent RNA polymerase (RdRp) domain, as well as NP, VP35 and VP30 are required for 63 

replication. First, viral mRNAs are transcribed using a discontinuous transcription mechanism that 64 

generates seven monocistronic capped and poly-adenylated RNA species (10)(11). The polymerase 65 

complex initiates mRNA synthesis at a conserved gene-start (GS) sequence and transcribes genes up 66 

to the gene-stop sequence (GE) (12). The poly-A tail is then added by a polymerase-mediated 67 

slippage mechanism at a conserved poly(U)6 tract in the GE sequence (13). Then, the RdRp scans the 68 

intergenic sequences and starts again RNA transcription at the next GS sequence. Mononegavirales 69 

mRNAs are co-transcriptionally capped by an unusual sequence of capping reactions. This process, 70 

which has been extrapolated from the vesicular stomatitis virus (VSV) model, takes place when the 71 
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nascent RNA chain length has reached a length of 31 nucleotides (14). The cap synthesis starts with 72 

the formation of a covalent adduct between a conserved histidine residue of the polyribonucleotidyl 73 

transferase (PRNTase) and the 5’-phosphate of the viral mRNA. In the presence of GDP, the 74 

PRNTase transfers a GDP moiety to the 5′ phosphate of the covalently bound RNA, leading to the 75 

formation of capped RNA (Gppp-RNA) (15). The 5’ cap structure is subsequently methylated at the 76 

2’-O position of the first nucleotide (N1) and at the N-7 position of the guanosine, yielding cap-1 77 

structures (mGpppNm) (16). This cap-1 structure is undistinguishable from cellular caps and plays a 78 

critical role in virus replication because it protects viral mRNAs from the host cell 5’ exonucleases 79 

and allows the eukaryotic translation initiation factor 4 (eIF4e)-dependent initiation of mRNA 80 

translation (revue decroly et al nature). Additionally, the cap-dependent 2’-O-methylation is a self-81 

marker that limits the detection of viral RNAs by the innate immunity sensors of the retinoic acid-82 

inducible gene-I (RIG-I) like family. Thus, viruses that express RNAs without cap 2’-O-methylation 83 

(mGpppN-RNA or cap-0) are detected early by RIG-I receptors in infected cells, leading to the 84 

secretion type I interferon (IFN α/β) (17)(18). IFNs stimulate the expression of IFN-stimulated genes, 85 

such as IFN Induced Protein with Tetratricopeptide Repeats (IFIT 1/3), that sequester miss-capped 86 

RNAs (i.e. cap-0), leading to reduced virus propagation (19)(20). Therefore, capping enzymes, such 87 

as cap-MTases, are considered potent antiviral targets. Indeed, N-7 methylation inhibition is supposed 88 

to limit RNA translation into viral proteins, and 2’-O-MTase inhibitors should unmask viral RNA to 89 

intracellular innate immunity sensors (21)(21).   90 

Several cryo-electron microscopy (cryo-EM) structures of the full-length mononegavirus L protein 91 

were recently described (23)(24)(25)(26). While L protein C-terminal domains were not visible in 92 

most structures, the VSV L protein was fully unravelled (23). This study revealed an organization 93 

with five different topological domains (Fig. 1A). The RdRp contains three conserved regions (CRI, 94 

CRII, and CRIII) and is intimately associated with the PRNTase domain (CRIV), forming the “donut-95 

like” structure observed by negative staining (27). The RdRp domain is organized in a right-hand 96 

“fingers-palm-thumb” structure, typical of polymerases. The cap domain (PRNTase), which has an 97 

original fold, projects a loop near the catalytic site of the polymerase. This structural interplay 98 

suggests that the PRNTase domain participates in polymerization initiation, similarly to polymerases 99 

with a priming loop (28). The structure corroborates biochemical analysis results showing the 100 

interplay between RdRp and capping activities (14). The “donut-like” cluster (RdRp and PRNTase 101 

domains) is followed by three globular structures that corresponds to the connector domain (CD), the 102 

MTase domain, and a small C-terminal domain (CTD). The CD might separates the PRNTase domain 103 

from the MTase domain, which is composed of a bundle of eight helices (29). The MTase domain 104 

contains a K-D-K-E catalytic tetrad, characteristic of 2’-O-MTases. The VSV MTase structure is 105 

organized in a typical Rossman fold of S-adenosyl methionine (SAM)-dependent methyltransferases. 106 

The X-ray structure of the hMPV MTase+CTD segment confirmed the presence of the 107 
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methyltransferase fold with a SAM-binding site (GxGxG) that positions the released methyl group in 108 

front of the catalytic tetrad (30) (Fig. 1B-C). However, unlike other viral MTases, the hMPV 109 

MTase+CTD lacks a canonical cap-binding site (31)(32)(33). Thus, it was proposed that the RNA 110 

substrate is accommodated in unusual RNA-binding groove formed by the MTase domain overlaid by 111 

the CTD enriched in basic and aromatic amino acids (in purple in Fig. 1B-C), known to interact with 112 

the nucleotide bases by stacking interactions (30). 113 

The MTase activities of the VSV L protein were first demonstrated in vitro. This protein 114 

sequentially catalyzes the RNA cap structure methylation at the ribose 2’-O and guanosine N-7 115 

positions (34). The MTase catalytic activity was confirmed using recombinant hMPV and SUDV 116 

MTase+CTD proteins (30)(35). Indeed, it was reported that these MTase+CTD methylate the 2’-O 117 

position of the first 5’-RNA nucleotide (N1) of capped and triphosphate RNAs. The subsequent 118 

methylation of the N-7 guanosine of the cap structure was demonstrated by incubating the SUDV 119 

MTase+CTD protein with longer RNA substrates. We also demonstrated that the SUDV MTase 120 

catalyzes cap-independent methylation, leading to internal adenosine 2’-O-methylation (35), an 121 

activity that is not obviously detected using the hMPV MTase (30). The role of these 122 

epitranscriptomic RNA modifications is not yet fully understood. However, it was recently reported 123 

that similar internal 2’-O-methylation on the HIV RNA genome protects viral RNAs from detection 124 

by the RIG-like receptor Melanoma Differentiation-Associated protein 5 (MDA5) (36). Therefore, the 125 

filovirus MTase might have evolved towards a dual activity, targeting the cap structure present at the 126 

5’ end of mRNA and adenosine residues inside the RNA. 127 

 In this work, we investigated the role of SUDV CTD domain of the L protein in the MTase 128 

activities by mutational analysis. We found that the CTD plays a key role in RNA substrate binding 129 

and thereby regulates the different MTase activities. In addition, the mutational analysis allowed 130 

identifying key CTD residues that regulate the different MTase activities of the SUDV L protein. 131 

These results suggest that SUDV CTD is involved in the RNA methylation process and in the control 132 

of internal methylation versus cap methylation. 133 

 134 

MATERIAL AND METHODS 135 

Cloning and recombinant protein production 136 

Codon-optimized SUDV MTase+CTD synthetic genes (Biomers) were cloned in the pET14b vector 137 

for bacterial expression (37). The MTase-ΔCTD construct was derived from MTase+CTD by PCR 138 

(Pfu Turbo DNA polymerase, Agilent technologies) using the following primers (Forward MTase-139 

ΔCTD:5’GGCTGAGCCACCTGACCAAGTATACCACCTGATGACTGCACAACAGCTATATCG140 

CGTTCGGCTTTCCG-3’ and Reverse MTase-ΔCTD: 141 

5’CGGAAAGCCGAACGCGATATAGCTGTTGTGCAGTCATCAGGTGGTATACTTGGTCAGG142 

TGGCTCAGCC-3’) that flank the sequence of interest, and was expressed in bacteria. Mutations 143 

were introduced by PCR amplification of the wild type sequence using mutation-carrying primers 144 
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(designed using QuikChange Primer Design) and the Pfu Turbo DNA polymerase. After introduction 145 

of the constructs in the Escherichia coli T7 strain (NEB) by transformation, bacteria were cultured at 146 

30°C until the optical density at 600nm (OD600nm) reached 0.6, after which the temperature was 147 

reduced to 17°C and 20 μM IPTG (Sigma) was added. After 16 hours of induction, bacteria were 148 

centrifuged (8000 ×g for 20 min at 4°C) in a Sorval Lynx 6000 centrifuge (Thermo), and pellets were 149 

stored at –80°C. 150 

 151 

Recombinant protein purification 152 

All recombinant proteins were purified using a similar protocol, except for the elution step. Bacterial 153 

pellets were thawed on ice, and lysed in lysis buffer (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycerol, 154 

30 mM imidazole, 1 mM PMSF, 100 µg/mL lysozyme, 1 µg/mL DNase, 0.1% Triton X100) 155 

supplemented with the detergent mix BugBuster (Merck Millipore) only for MTase+CTD 156 

purification. The volume of lysis buffer corresponded to 10 times the [final OD600nm value x culture 157 

volume (mL)] value. After clarification (18,000 x g, 30 min, 4 °C), lysates were incubated with the 158 

CoNTA resin (Thermo Fisher; 0.5 mL/L culture) at 4°C for 1h, with gentle shaking. Beads were 159 

transferred to 25-mL cartridges and washed with 2 x 20 mL of 50 mM Tris pH 8, 1 M NaCl, 5% 160 

glycerol, 30 mM imidazole and 2 x 10 mL of buffer 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycerol. 161 

Proteins were eluted using two different buffers: 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycerol 1 M 162 

arginine for MTase+CTD, and 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycerol, 150 mM imidazole for 163 

MTase-ΔCTD. In this case, imidazole was removed by size exclusion chromatography using 164 

Superdex S75 16/60 filtration columns (GE Healthcare). Finally, proteins were concentrated on 165 

Amicon Ultrafilters (EMD Millipore), and the final concentration was determined by OD280nm. 166 

Proteins were stored in 50% glycerol at -20°C. 167 

 168 

Synthesis of RNA substrates 169 

RNA sequences were chemically synthesized on solid support using an ABI 394 oligonucleotide 170 

synthesizer. After RNA elongation with 2’-O-pivaloyloxymethyl phosphoramidite ribonucleotides, 171 

and 2’-O-methyl phosphoramidite ribonucleotides (Chemgenes, USA), the 5’-hydroxyl group was 172 

phosphorylated and the resulting H-phosphonate derivative was oxidized and activated into a 173 

phosphoroimidazolidate derivative to react with guanosine diphosphate (GpppRNA). After 174 

deprotection and release from the solid support, GpppRNAs were purified by IEX-HPLC and their 175 

purity (>95%) was confirmed by MALDI-TOF spectrometry. N-7 methylation of the purified 176 

GpppRNAs was performed by incubation with N-7-hMTase (38, 39). 177 

 178 

MTase activity assay (filter binding assay) 179 

To evaluate methyltransferase activities, a radioactive test was set up by mixing 4 μM of recombinant 180 

proteins with 1 μM of purified synthetic RNAs (RNA sequences in Table 1), 10 μM SAM and 0.5 μM 181 
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3H-SAM (Perkin Elmer) in an optimized MTase assay buffer (50 mM Tris-HCl), supplemented with 182 

10 mM arginine for MTase-ΔCTD, and optimum pH for the different MTase activities: pH 7 for the 183 

N-7-cap MTase activity, pH 8 for the 2’-O-cap MTase, and pH 8.5 for internal methylation (35). 184 

Reactions were stopped by 10-fold dilution in water after 3h at 30°C. Samples were transferred to 185 

DEAE filtermats (Perkin Elmer) using a Filtermat Harvester (Packard Instruments). Methyl transfer 186 

was then evaluated as described before (40). Briefly, the RNA-retaining filtermats were washed twice 187 

with 10 mM ammonium formate pH 8, twice with water, and once with ethanol. Then, they were 188 

soaked with liquid scintillation fluid to measure the 3H-methyl transfer to the RNA substrates using a 189 

Wallac MicroBeta TriLux Liquid Scintillation Counter13. For comparison, it was assumed that the 190 

different experimental groups were independent, and data followed a Gaussian distribution with the 191 

same variance. Two-way ANOVA and multiple comparison Tukey tests were used (Prism) to 192 

evaluate differences between groups. The level of significance for α=0.05 is indicated as follows: 193 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 194 

 195 

Fluorescence polarization (FP) 196 

Using T4 RNA ligase 1 (20 units; New England Biolabs), cyanine 5-cytidine-5-phosphate-3-(6-197 

aminohexyl)phosphate (12.5 µM, Jena Bioscience) was ligated to the 3’ends of the RNA substrates 198 

(10 µM) in T4 RNA ligase 1 buffer (NEB), 1 mM ATP (16 °C, overnight). The ligase was removed 199 

by RNA precipitation in 3 M sodium acetate supplemented with 1 µg/µL of glycogen (Thermo 200 

Scientific). Fluorescent RNA was incubated (at room temperature for 5 min) with increasing protein 201 

concentrations in reaction buffer (20 mM Tris pH 8 or 8.5, 150 mM NaCl and 5% glycerol) 202 

supplemented with 50 mM arginine for MTase-ΔCTD. This corresponded to the final concentration of 203 

arginine in the fluorescence polarization (FP) assay. FP measurements were performed in a microplate 204 

reader (PHERAstar FS; BMG Labtech) with an optical module equipped with polarizers and using 205 

excitation and emission wavelengths of 590 and 675 nm, respectively. Dissociation constants (Kd) 206 

were determined using Hill slope curve fitting (Prism). 207 

 208 

Thermal shift assay (TSA) 209 

A mix of 40 µM recombinant proteins diluted (1/5) in 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5% 210 

glycerol, and 0.02% (v/v) SYPRO Orange dye (Thermo Scientific) was prepared to a total volume of 211 

25 µL. To have the same arginine concentration as for MTase+CTD, the buffer reaction for MTase-212 

ΔCTD was supplement with 100 mM arginine, which corresponds to the final concentration of 213 

arginine in the assay. Samples were placed in semi-skirted 96-well PCR plates (BioRad), sealed and 214 

heated in a CFX96 Touch qPCR machine (BioRad) from 25 to 95°C at a rate of 1 °C.min-1. 215 

Fluorescence changes were monitored at 492 and 610 nm (excitation and emission wavelengths), 216 
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respectively. Melting temperatures (Tm) were calculated using a Boltzmann sigmoidal regression for 217 

fitting (Prism). 218 

 219 

 220 

RESULTS 221 

 222 

The CTD of the SUDV L protein contains basic and aromatic amino acids that could be 223 

involved in RNA recognition. 224 

The C-terminus of the Mononegavirales L protein contains a conserved MTase domain followed 225 

by a less conserved CTD domain with unknown function(s) (Fig. 1). Unfortunately, due to their 226 

important differences in length (from ~120 residues in Pneumoviridae to ~240 residues in 227 

Rhabdoviridae) and sequence, we could not align the CTD of Mononegavirales (Table 2). 228 

Nevertheless, comparison of the isoelectric points (pI) of the different CTDs showed that they were 229 

all quite basic and varied between 8.33 and 9.94, except for Rubulavirus (Table 2). To identify 230 

conserved features among filovirus CTDs (residues 2037 to 2210, numbering corresponding to the 231 

SUDV sequence), we aligned their sequences (Fig. 1D). The alignment revealed the presence of 10 232 

conserved aromatic (n=5) and basic (n=5) amino acids (highlighted in magenta). In addition, we also 233 

noted the presence of three positions with either arginine or lysine basic residues (highlighted in 234 

orange) (Fig. 1D).  235 

 236 

The L protein CTD is essential for SUDV MTase activities. 237 

We produced the C-terminal region of the SUDV L protein (MTase+CTD) and the MTase domain 238 

alone (MTase-ΔCTD) in bacteria. SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining showed that 239 

recombinant MTase+CTD and MTase-ΔCTD had the expected apparent molecular weight of 58 kDa 240 

and 39 kDa, respectively (Fig. 2A). After confirming their identity by MALDI-TOF, we analyzed 241 

their folding and stability by TSA (Fig. 2B). The analysis revealed the typical folded-to-unfolded 242 

transition curves of globular proteins (41), with a Tm value of 54.3°C for MTase+CTD and 46.0°C for 243 

MTase-ΔCTD. Although the Tm difference between MTase+CTD and MTase-ΔCTD was 244 

significative (~8°C), the two proteins presented the classical native to unfolded phases, suggesting 245 

that both adopt a folded conformation, and that the CTD contributes to MTase thermal resistance, 246 

potentially indicative of a close structural relation. Altogether, these results confirmed that both 247 

proteins are folded. We next investigated CTD involvement in MTase activity by comparing the 248 

enzymatic activity of both proteins using a 13 nucleotide-long capped RNA (GpppG-SUDV12) 249 

substrate, which mimics the conserved 5’ sequence of SUDV 5’ transcripts, in the presence of a 250 

radiolabeled methyl donor (3H-SAM). Measurement of the radioactivity transferred to the RNA 251 

substrate (Fig. 2C) showed that MTase-ΔCTD was not active, whereas MTase+CTD induced the 252 

methylation of the capped-RNA substrate. We previously confirmed the specificity of the observed 253 
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methylation by showing that mutation of each residue of the conserved K-D-K-E catalytic tetrad in 254 

the MTase domain leads to a strong decrease of MTase+CTD MTase activities (37).  255 

We also compared the RNA binding properties of MTase+CTD, MTase-ΔCTD, and the 256 

MTase+CTD catalytic mutants by FP assay. To this aim, we labeled the capped RNA substrate at its 257 

3’end by ligation of a fluorescent pCp-Cy5 residue (GpppG-SUDV12-pCp-Cy5), incubated it with 258 

increasing concentrations of MTase+CTD, MTase-ΔCTD, or catalytic mutants, and measured the 259 

RNA-protein interaction by FP, except for the K1959A mutant that was not stable (Fig. 2D & Table 260 

3). MTase-∆CTD barely interacted with the capped RNA substrate. Conversely, MTase+CTD 261 

induced an FP signal increase, confirming its interaction with the synthetic capped RNA substrate 262 

(apparent Kd value of 740 nM). We also observed that the MTase+CTD catalytic mutants without 263 

MTase activity (37) maintained most of their RNA binding properties. However, the K1813A 264 

mutation led to a loss of the protein-RNA interaction (Kd ≈ 2.7 µM) (Table 3). This indicates that the 265 

catalytic site could also contribute to RNA interaction. Altogether, these results suggest that the 266 

SUDV CTD plays a key role in RNA binding and promotes MTase activity.  267 

 268 

Effect on MTase activities of single mutations in the conserved residues of SUDV CTD. 269 

We previously demonstrated that in addition to cap N-7 and 2’-O-methylation, the SUDV 270 

MTase+CTD induces internal adenosine 2’-O-methylation (37). To further characterize CTD role in 271 

RNA recruitment and in the regulation of the different MTase activities catalyzed by MTase+CTD, 272 

we mutated the conserved residues in CTD into alanine or aspartic acid (Fig. 1C & Table 4). Among 273 

the 25 generated mutants, 13 led to the production of soluble proteins with a molecular weight similar 274 

to that of wild type MTase+CTD (Fig. 3A) and with the typical denaturation curve of folded proteins 275 

(Tm value from 50.6°C to 55.7°C) (Table 4). The Tm values of most mutants were close to that of wild 276 

type MTase+CTD, except the Tm of the R2068A and R2172A mutants that were slightly lower (ΔTm 277 

= -3.7°C and ΔTm = -3.1°C, respectively, compared with wild type MTase+CTD). This suggests that 278 

these mutations slightly affected the protein stability, but to a lesser extent compared with CTD 279 

deletion (ΔTm = -8.3°C). We next tested the mutation effect on RNA binding by FP assay using 280 

GpppG-RNA-Cy5 and mGpppGm-RNA-Cy5 SUDV RNA as canonical substrates for all MTase 281 

activities and for internal methylation, respectively (Table 4). All single mutations affected RNA 282 

binding, with Kd values ranging from 1 to >9 µM; however, the binding decrease was less important 283 

than that observed with MTase-ΔCTD. Moreover, most mutations affected the binding of GpppG-284 

SUDV12 and mGpppGm-SUDV12 in a similar manner (Table 4). Conversely, the K2043A and K2189A 285 

mutations reduced the interaction with GpppG-SUDV12 (by about 3 times), and particularly with 286 

mGpppGm-SUDV12 (Kd > 9 µM and Kd = 8.6 µM, respectively). Then, by incubating wild type and 287 

mutated MTase+CTD proteins with GpppGm(Am)-SUDV12, 
mGpppA(Am)-SUDV12 or mGpppGm-288 

SUDV12  in the presence of a radiolabeled methyl donor (3H-SAM), we determined the mutation 289 

effects on the different MTase activities (i.e. cap N-7 MTase, cap 2-’O-MTase, and internal 2’-O-290 
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MTase activities, respectively) (Fig. 3B). The results showed that some mutations affected almost all 291 

MTase activities, whereas others impaired only some MTase activities. The mutations R2068A, 292 

K2118A, K2189A/D, and R2193A led to a reduction by 90% or more of N-7- and 2’-O-MTase and 293 

also internal 2’-O-MTase activities compared with wild type MTase+CTD. In these mutants, RNA 294 

binding was also strongly reduced, except for the K2189A/D mutant that still partially recognized the 295 

RNA substrate (Table 4). This suggested that this mutant protein accommodates the RNA in an 296 

inappropriate way for the transfer of the methyl group to the RNA substrate. In addition, residues 297 

K2189 and R2194 correspond to a conserved K-K-G motif in Paramyxovirus CTD that was 298 

previously proposed to play a key role in RNA binding and N-7 and 2’-O-MTase activities (34). In 299 

the second group of mutants, RNA binding and MTase activities were less affected. In this group, we 300 

identified two mutations (K2043A, H2067D) that impaired more strongly the 2’-O-MTase activities 301 

(cap 2’-O-MTase and internal 2’-O-A MTase) than the N-7 MTase activity. As expected, binding of 302 

these two mutants to mGpppGm-SUDV12 was more affected than that to GpppG-SUDV12. In two other 303 

mutants (H2112A and F2113A) of this second group, internal methylation was more strongly limited 304 

than cap-dependent MTase activities. This suggests that these mutants can accommodate the RNA 305 

substrate in a non-optimal manner for internal 2’-O-methylation. Altogether, these results confirmed 306 

that the CTD plays an important role in the RNA substrate binding, and that some conserved basic 307 

residues (R2068A, K2118A, K2189A, R2193A and K2189) are implicated in RNA binding and 308 

MTase activities. We also identified basic and aromatic residues that impair specifically the 2’-O-309 

MTase activities more strongly than the N-7 MTase activity. These observations suggest that the CTD 310 

of SUDV L protein selectively contributes to the right positioning of RNA in the MTase catalytic site, 311 

thereby regulating the different MTase activities of the protein.  312 

 313 

DISCUSSION 314 

 315 

The L protein of mononegavirus plays a key role in replication/transcription and RNA capping. 316 

Structural and biochemical studies have highlighted its organization in five main topological domains 317 

(23) that include the RdRp, PRNTase and MTase activities. However, little is known about the roles 318 

of the CD and CTD. Here, we show that in SUDV, the CTD regulates the MTase activities.  319 

Here, we experimentally demonstrated that in SUDV, the CTD is essential for RNA binding 320 

because binding of capped RNA is impaired in its absence (Fig. 3D), and single mutations of 321 

conserved basic residues within the CTD affect RNA binding to different extents. We also evaluated 322 

the effect of CTD deletion and of single mutations within the CTD on the different MTase activities 323 

of the SUDV L protein. All MTase activities are abrogated by CTD deletion as well as RNA binding. 324 

In contrast, single mutations in the CTD had different effects on the SUDV MTase activities. 325 

Specifically, mutations that strongly impaired RNA binding also reduced all MTase activities 326 

(R2193A, R2068A, and K2189A/D). Two other mutations (K2043A, H2067D) affected mainly the 327 
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2’-O-MTase activities, and three mutations (H2067A, H2112A and R2172A) strongly reduced 328 

particularly the internal methylation. The different effect on MTase activities are consistent with the 329 

RNA binding properties of the involved mutants, suggesting that the RNA substrate must be 330 

differently accommodated in order to present the target nucleotide position to the catalytic site for the 331 

specific MTase activity. In other words, in some mutants, RNA binding might occur in a position that 332 

does not allow just a specific MTase activity (e.g. internal 2’O). The high mobility of CD, MTase and 333 

CTD observed by cryo-EM analysis of the VSV L protein also suggests that different conformations 334 

might correspond to different activation states of the MTase (23). Altogether, these results suggest 335 

that in SUDV, the CTD regulates RNA substrate binding and in turn, participates in the fine-tuning of 336 

the MTase activities.  337 

Although CTD role in such regulation is unknown, it is noteworthy that some viral MTases 338 

involved in cap-methylation require protein partners for their activities. For instance, interaction of the 339 

N-7 MTase of vaccinia virus (VV), which is carried by the D1 subunit, with the stimulatory subunit 340 

D12 promotes its MTase activity. In this system, D12 is an allosteric activator of the N-7 MTase. 341 

Indeed, structural analysis of the VV D1/D12 complex revealed that the D12 protein is on the 342 

opposite side of the MTase RNA binding site, and thus is not directly involved in RNA recognition. 343 

Nevertheless, the D12 protein subunit stabilizes the MTase domain and increases substrate 344 

recognition (42)(43)(44). More recently, it was reported that nsp16, the 2’-O-MTase of coronaviruses 345 

(SARS & MERS-CoV), interacts with nsp10, a co-factor essential for its 2′-O-MTase enzymatic 346 

activity. In this case, the mechanism of MTase activation is quite different. Indeed, in the absence of 347 

nsp10, nsp16 recognizes the RNA substrate with low affinity (45)(46). In the presence of nsp10, 348 

nsp16 is stabilized and its catalytic and RNA binding properties are increased. By interacting with 349 

nsp16, nsp10 aligns one of the catalytic lysine (K46 in SARS-CoV nsp16) in helix Z, and extends 350 

the RNA binding groove, resulting in an overall stimulation of nsp16 MTase activity (45). The SUDV 351 

MTase activation mechanism might be similar to that of CoV nsp16 because our results suggest a 352 

direct participation of CTD in RNA binding. Moreover, our observation extends the list of viral 353 

MTases that are regulated by an additional domain or protein, suggesting that such mechanism plays 354 

an important role during the life cycle of several viruses. 355 

Although the CTD domain of the mononegavirus L proteins shows a large degree of diversity in 356 

size and sequence, its function as a regulator of the MTase activity might be conserved. Indeed, N-7 357 

methylation is essential for RNA translation into viral proteins, and cap 2’-O-methylation avoids 358 

detection by RIG-I sensors (18). Besides the canonical cap-dependent MTase activities, the SUDV 359 

MTase shows also an unexpected high level of internal adenosine 2’-O-MTase activity in vitro (37). 360 

Conversely, the hMPV MTase induces mainly N-7 and 2’-O-methylation of the cap structure (30). 361 

These different MTase specificities might be related to the huge CTD sequence variability in 362 

Mononegavirales. 363 
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We do not know whether SUDV L induces the methylation of adenosines on its own genomic 364 

RNA and/or on viral or cellular mRNA in infected cells. The role of such methylation in the viral life 365 

cycle is elusive and several hypotheses, not necessarily exclusive, can be proposed. It was recently 366 

reported that other viruses, such as human immunodeficiency viruses (HIV), methylate their own 367 

RNA. In this case, the virus recruits the host cell MTase FTSJ3 that catalyzes the genomic RNA 368 

methylation to escape detection by MDA5 (36). It might be hypothesized that SUDV and filoviruses, 369 

in general, have evolved to induce epitranscriptomic RNA modifications, instead of hijacking a 370 

cellular enzyme. In both cases, the resulting methylation might limit detection of viral mRNA by 371 

cellular sensors at the early stage of viral infection. Internal 2’-O-methylation of RNA might also 372 

have pro-viral effects by inducing resistance toward cellular 3’-exonuleases involved in RNA decay. 373 

Indeed in plants, it has been shown that microRNAs and small interfering RNAs are 2’-O-methylated 374 

at their 3’end and such methylation induces resistance against 3’-5’ exonucleases (47)(48) or 375 

stabilizes RNAs, thus limiting their degradation (49). Such mechanisms might be used also by viruses 376 

to limit exonuclease-mediated RNA turnover induced by IFN (50). Internal 2’-O-methylation of viral 377 

RNA might also mediate an antiviral effect by interfering with the RNA replication process. Indeed, 378 

the reverse transcriptase  of retroviruses is impaired by 2’-O-methylation occurring inside the RNA 379 

template at low dNTP concentration (51). Similarly, VSV and Dengue virus polymerases are sensitive 380 

to 2’-O-methyl presence inside their RNA template (52)(53). Thus, the regulation of the MTase 381 

activities of L is probably essential for the virus life cycle, and the CTD might be involved in such 382 

process in order to control the temporality and the nature of RNA methylation (i.e. mRNA, poly-A tail, 383 

RNA). Studies by cryo-EM of C-terminal domains of mononegavirus L proteins show that the MTase 384 

and CTD domains (23)(26) harbor different positions, which might reflect the switching on/off of 385 

specific MTase activities regulated by the CTD domain. Additional work is required to address these 386 

hypotheses. Finally, 2’-O-methylation may regulate viral protein expression during the different 387 

replication steps. For instance, it was reported that internal 2’-O-methylation in cellular mRNA 388 

inhibits protein translation (54). The identification of mutations in the SUDV CTD that uncouple the 389 

different MTase activities of the L protein might help to elucidate the role of epitranscriptomic RNA 390 

modifications, such as internal methylation, in filovirus infection. In addition, this work suggests that 391 

the regulation of viral MTase is probably a key factor for efficient virus replication. Designing 392 

specific inhibitors of these activities might contribute to the development of combined antiviral 393 

strategies that simultaneously lead to the activation of the innate immunity system, especially through 394 

the RIG-I/MDA5 pathway, and to inhibition of viral replication.  395 

 396 

 397 

 398 

   399 
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 568 

 569 

Figure 1 – Bioinformatic analysis of the C-terminal domains (MTase+CTD) of mononegavirus L 570 

protein based on hMPV and VSV structures and alignment of the filovirus CTD sequences  571 

(A) Domain organization of the mononegavirus L protein with the six conserved regions (CRI to CRV, 572 

black boxes and CRVI, grey box) that contain motifs important for the different activities of the L 573 

protein (motifs mapped with asterisks). The Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain 574 

(MTase) encompasses amino acids 1693-2036, based on the alignment with the vesicular stomatitis 575 

virus (VSV) L protein. The SAM-binding site (GxGxG) and the 2’-O catalytic tetrad K-D-K-E are 576 

also shown (asterisks). The C-terminal domain (CTD) of SUDV L follows the MTase domain (amino 577 

acids 2037–2210). (B) X-ray structure of human metapneumovirus (hMPV) MTase (grey) and CTD 578 

(blue) domains at a resolution of 2.2 Å (27) (PDB: 4UCZ). The residues of the catalytic tetrad and of 579 

the SAM-binding site are in red and yellow, respectively. Aromatic and basic residues are in purple. 580 

WebLogo (52) was used to illustrate the degree of amino acid conservation based on previously 581 

published alignments (36). (C) Structure of VSV MTase (grey) (PDB: 5A22) and CTD (blue) (22). 582 

The residues involved in the catalytic tetrad and SAM-binding site are in red and yellow, respectively. 583 

Aromatic and basic residues are in purple. (D) CTD domains in the following L protein sequences 584 
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selected from the NCBI Protein Data Bank: EBOV (Zaire ebolavirus, AAG40171.1), SUDV (Sudan 585 

ebolavirus, YP_138527.1), TAFV (Tai Forest ebolavirus, ALT19766.1), BDBV (Bundibugyo 586 

ebolavirus, AKB09568.1), RESTV (Reston ebolavirus, APA16576.1), MARV (Marburg virus, 587 

CAA82542.1), LLOV (Lloviu cuevavirus, YP_004928143.1), and MLAV (Mengla dianlovirus, 588 

AZL87829.1). * indicates the strain under study. The alignment was generated with Seaview and 589 

analyzed with ESPript. The numbers on top of the alignment indicate the amino acid positions in the 590 

SUDV sequence. Strictly conserved aromatic and basic amino acids are highlighted in purple, and 591 

arginine or lysine basic residues are highlighted in orange. Mutations leading to soluble proteins are 592 

indicated by ▲, and mutations leading to insoluble proteins are indicated by ▲. Spirals just above the 593 

alignment indicate the position of α helices, based on the secondary structure prediction (NPS@: PHD 594 

secondary structure prediction). 595 

 596 

Figure 2 – Production and purification of recombinant SUDV MTase+CTD and MTase-ΔCTD, 597 

and CTD effect on MTase activity and RNA binding  598 

(A) Recombinant Sudan ebolavirus (SUDV) MTase+CTD (58 kDa) and MTase-ΔCTD (39 kDa) were 599 

purified by affinity chromatography, then separated by SDS-PAGE before Coomassie blue staining. 600 

(B) Thermal shift assay of recombinant SUDV MTase+CTD (dark grey) and MTase-ΔCTD (light 601 

grey). The melting temperatures (Tm) were calculated using the Boltzmann sigmoidal regression and 602 

were evaluated at 54.6°C and 46°C, respectively. Raw data are shown. (C) MTase activity evaluation 603 

of SUDV MTase+CTD (grey) and MTase-ΔCTD (dark) incubated with a 13-mer capped RNA 604 

substrate that mimics the capped 5’ extremity of viral mRNA (GpppG-SUDV12). MTase activity was 605 

determined by filter binding assay. Data are the mean ± standard deviation (n=6). (D) RNA-binding 606 

analysis by fluorescence polarization using a 13-mer capped SUDV RNAsubstrate labeled at the 607 

3’end pCp-Cy5 and SUDV MTase-ΔCTD (light grey) and MTase+CTD (dark grey). The dissociation 608 

coefficient (Kd) was calculated by site-specific binding regression analysis with Hill slope. 609 

MTase+CTD affinity for GpppG-SUDV12 was 740 ± 108 nM. Data are the mean ± standard 610 

deviation (n=3). 611 

 612 

Figure 3 - Effect of single mutations of CTD conserved residues on MTase activities of Sudan 613 

ebolavirus MTase+CTD 614 

(A) Wild type (WT) and mutated SUDV MTase+CTD (58 kDa) were purified by affinity 615 

chromatography, then separated by SDS-PAGE analysis before Coomassie blue staining. (B) MTase 616 

activities of SUDV WT and mutated MTase+CTD incubated with GpppGm(Am)-SUDV12, 617 

mGpppA(Am)SUDV12, or mGpppGm-SUDV12 and a radiolabeled methyl donor (3H-SAM), to 618 

assess the cap N-7 MTase (black), cap 2’-O-MTase (light grey), and internal 2’-O-A MTase (dark 619 

grey) activities, respectively, by filter binding assay. Data are the mean ± standard deviation (n=3); 620 
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (two-wayANOVAand multiple comparison Tukey test, WT vs. 621 

mutation). 622 

 623 

Table 1 – List of synthetic RNAs 624 

mX : nucleotide methylated on position N7 of the base 625 

Xm : nucleotide methylated on position 2’O of the ribose 626 

Table 2 – Isoelectric point analysis of mononegavirus MTase and CTD domains  627 

Based on the alignment of different viruses belonging to the Mononegavirales order, the residue 628 

content of the methyltransferase (MTase) and C-terminal (CTD) domains of their L protein was 629 

analyzed. For each virus, the MTase, CTD and MTase+CTD total number of residues was determined. 630 

The isoelectric points (pI) were estimated with ProtParam. The difference between the MTase and 631 

CTD pIs were calculated and modeled by a blue gauge normalized to the greatest difference 632 

 633 

Table 3 - RNA binding assay of catalytic mutants 634 

RNA-binding assays were performed by fluorescence polarization using a 13-mer SUDV-specific 635 

capped RNA (GpppG-SUDV12) labeled at the 3’end with pCp-Cy5 and wild type (WT) SUDV 636 

MTase+CTD and the indicated catalytic mutant MTase+CTD proteins. The dissociation coefficient 637 

(Kd) was calculated by site-specific binding regression with Hill slope. Data are the mean (± standard 638 

deviation) (n=3). ND: not determined. 639 

 640 

Table 4 – Effects of single mutations of CTD conserved residues on SUDV MTase+CTD stability 641 

and RNA binding 642 

Thermostability analysis by thermal shift assay of wild type (WT) Sudan ebolavirus (SUDV) 643 

MTase+CTD) and the indicated mutated proteins. Melting temperatures (Tm) were calculated by 644 

Boltzmann sigmoidal regression. Tm data are the mean (± standard deviation) of n=2. ΔTm 645 

corresponds to the difference between the Tm of the mutant and WT proteins. RNA-binding was tested 646 

by fluorescence polarization using 13-mer SUDV-specific capped RNAs (GpppG-SUDV12 and 647 

mGpppGm-SUDV12) labeled at the 3’end with pCp-Cy5 and SUDV MTase+CTD and mutated 648 

MTase+CTD proteins. The dissociation coefficient (Kd) was calculated by site-specific binding 649 

regression with Hill slope. Data are the mean (± standard deviation) of n=3. 650 

 651 

 652 

653 
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Table 1 – List of synthetic RNAs

RNA Sequence Origin

GpppG-SUDV12 GpppGAUGAAGAUUAAG chemical synthesis

GpppGm(Am)-SUDV12 GpppGmAmUGAmAmGAmUUAmAmG chemical synthesis

mGpppGm-SUDV12
mGpppGmAUGAAGAUUAAG chemical synthesis

mGpppA(Am)-SUDV12
mGpppAUGAmUGAmAmGAmUUAm chemical synthesis

mX : nucleotide methylated on position N7 of the base

Xm : nucleotide methylated on position 2’O of the ribose
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Order Family Genus Species Domain
Total residue 

number
Δ

MTase 363

CTD 171

MTase-CTD 534

MTase 346

CTD 172

MTase-CTD 518

MTase 354

CTD 169

MTase-CTD 523

MTase 354

CTD 169

MTase-CTD 523

MTase 351

CTD 173

MTase-CTD 524

MTase 445

CTD 176

MTase-CTD 621

MTase 339

CTD 167

MTase-CTD 506

MTase 343

CTD 205

MTase-CTD 548

MTase 338

CTD 165

MTase-CTD 503

MTase 340

CTD 227

MTase-CTD 567

MTase 342

CTD 165

MTase-CTD 503

MTase 285

CTD 124

MTase-CTD 409

MTase 323

CTD 127

MTase-CTD 450

MTase 317

CTD 197

MTase-CTD 514

MTase 285

CTD 217

MTase-CTD 502

MTase 184

Mononegavirales

Filoviridae

Paramyxoviridae

Pneumoviridae

Rhabdoviridae

Ebolavirus

Lyssavirus

Vesiculovirus

Orthopneumovirus

Metapneumovirus

Henipavirus

Rubulavirus

Morbillivirus

Respirovirus

Cuevavirus

Marburgvirus

EBOV     
(AAG40171.1)

RABV     
(ABZ81226.1)

BDBV        
(AKB09568.1)

RESTV      
(APA16576.1)

MARV      
(CAA82542.1)

LLOV      
(YP_004928143.1)

SeV      
(AAB06283.1)

MeV     

(BAB60955.1)

MuV      
(BAA01432.1)

HeV        
(O89344.3)

hMPV       
(Q91L20)

hRSV        
(AAX23996.1)

VSV       
(5A22_A)

TAFV      
(ALT19766.1)

SUDV    
(YP_138527.1)

es pI ΔpI

7,73

9,19

8,81

6,49

9,71

8,68

8,50

9,16

8,93

7,66

8,78

8,53

7,20

9,14

8,65

8,48

9,36

8,95

8,55

9,41

8,99

5,69

9,54

7,26

7,78

9,94

9,32

4,95

5,44

5,13

6,02

9,63

8,62

8,57

9,49

8,97

8,94

9,42

9,14

5,81

9,35

7,58

6,98

8,34

8,02

6,21

1,46

1,36

3,54

0,48

0,92

3,61

0,49

2,16

3,85

0,86

0,88

1,94

1,12

0,66

3,22

Table 2 – Isoelectric point analysis of mononegavirus MTase and CTD domains

Based on the alignment of different viruses belonging to the Mononegavirales order,

the residue content of the methyltransferase (MTase) and C-terminal (CTD) domains

of their L protein was analyzed. For each virus, the MTase, CTD and MTase+CTD

total number of residues was determined. The isoelectric points (pI) were estimated

with ProtParam. The difference between the MTase and CTD pIs were calculated and

modeled by a blue gauge normalized to the greatest difference.
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Fluorescence polarization

GpppG-SUDV12

Kd (µM)

WT 0.740 (± 0.108)

K1813A 4.6 (± 0.943)

D1924A 0.581 (± 0.05)

K1959A ND

E1994A 1.3 (± 0.206)

Table 3 - RNA binding assay of catalytic mutants

RNA-binding assays were performed by fluorescence polarization using a 13-mer SUDV-specific

capped RNA (GpppG-SUDV12) labeled at the 3’end with pCp-Cy5 and wild type (WT) SUDV
MTase+CTD and the indicated catalytic mutant MTase+CTD proteins. The dissociation

coefficient (Kd) was calculated by site-specific binding regression with Hill slope. Data are the

mean (± standard deviation) (n=3). ND: not determined.
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Thermal Shift Assay 
Fluorescence polarization

GpppG-SUDV12
mGpppGm-SUDV12

List of mutants* Tm (°C) ΔTm Kd (µM) Kd (µM)

WT 54.3 (± 0.13) - 0.740 (± 0.108) 0.570 (± 0.110) 

K2043A 55.7 (± 0.03) 1.4 2 (± 0.280) > 9 

H2067A 54.7 (± 0.58) 0.4 5 (± 1.5) 4.4 (± 1.5)

H2067D 53.1 (± 0.70) -0.7 3.5 (± 1) 6.5 (± 2.3)

R2068A 50.6 (± 0.01) -3.7 > 9 > 9 

H2112A 54.0 (± 0.39) -0.3 4.5 (± 1.1) 5.4 (± 2.1) 

F2113A 53.5 (± 0.33) -0.8 6.6 (± 1.6) 3.1 (± 0.567) 

K2118A 53.7 (±0.24) -0.6 > 9 > 9 

R2120A 51.3 (± 0.16) -3 2.8 (± 0.649) 2.2 (± 0.705)

R2165A 53.05 (± 0.63) -1.2 1 (± 0.238) 1.4 (± 0.254)

R2172A 51.2 (± 0.41) -3.1 3.1 (± 0.988) 1.7 (± 0.835)

K2189A 55.0 (± 0.83) 0.7 1.9 (± 0,507) 8.6 (± 2.8)

K2189D 53.85 (± 0.28) -0.45 2.4 (± 0.509) 1.3 (± 0.478)

R2193A 51.9 (± 0.70) -2.4 > 9 7.7 (± 2.7)

Table 4 – Effects of single mutations of CTD conserved residues on SUDV MTase+CTD

stability and RNA binding

Thermostability analysis by thermal shift assay of wild type (WT) Sudan ebolavirus (SUDV)

MTase+CTD) and the indicated mutated proteins. Melting temperatures (Tm) were calculated

by Boltzmann sigmoidal regression. Tm data are the mean (± standard deviation) of n=2. ΔTm

corresponds to the difference between the Tm of the mutant and WT proteins. RNA-binding

was tested by fluorescence polarization using 13-mer SUDV-specific capped RNAs (GpppG-

SUDV12 and mGpppGm-SUDV12) labeled at the 3’end with pCp-Cy5 and SUDV MTase+CTD

and mutated MTase+CTD proteins. The dissociation coefficient (Kd) was calculated by site-

specific binding regression with Hill slope. Data are the mean (± standard deviation) of n=3.

* Mutations that led to insoluble proteins: F2113D, K2043D, W2144A, R2130A, Y2053A, Y2044A, 

Δ-CTD(2105), H2050A, F2058A, Y2069A, K2123A, and E2187A
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2.3. Etude structure/fonction du domaine MTase de la protéine L du 

virus Soudan  

Article 3: New insights into structural features of Ebolavirus methyltransferase 

activities (Draft). 

Auteurs : Coralie Valle*, Baptiste Martin*, François Ferron, Véronique Zamboni, Aline 

Desmyter, Françoise Debart, Jean-Jacques Vasseur, Bruno Canard, Bruno Coutard, Etienne 

Decroly  

*Contribution égale  

En cours de préparation.  

Au cours de ces cinq dernières années, de nombreuses structures de la protéine L de virus 

appartenant à l’ordre des Mononegavirales, tels que VSV, hMPV, RSV, RABV, ont pu être 

résolues, ouvrant la voie vers des études structure/fonction pertinentes. Cependant aucune 

donnée fonctionnelle ni structurale ne sont encore documentées chez les filovirus. Les études 

précédentes ont permis de caractériser l’activité enzymatique du domaine MTase-CTD de la 

protéine L de SUDV révélant, pour la première fois chez un virus de l’ordre des 

Mononegavirales, une activité MTase capable d’induire des méthylations internes des ARNs. 

Une étude de délétion de domaine a permis de caractériser le rôle du domaine CTD dans le 

recrutement de l’ARN et l’activité MTase de SUDV. De plus, une étude de mutagenèse 

dirigée nous a permis d’identifier des résidus clefs dans le domaine CTD régulant les 

différentes activités MTases portées par l’extrémité C-terminale de la protéine L de SUDV. 

Afin de compléter les études fonctionnelles, une campagne de cristallogenèse a été conduite. 

Dans cette étude, la structure du domaine MTase de SUDV en complexe avec une VHH a été 

résolue par cristallographie aux rayons X. La structure révèle que le domaine MTase SUDV 

adopte un repliement de type “Rossmann”, typique des MTases catalysant le transfert de 

groupement méthyl à partir du SAM. De plus, les résidus catalytiques sont exposés à la 

surface de la structure confirmant l’implication du domaine CTD dans le recrutement de 

l’ARN. De façon surprenante, le domaine MTase de SUDV présente une hélice 

supplémentaire absente des structures MTases des virus VSV, hMPV et RABV. Enfin, 

l’analyse de la structure nous a permis d’identifier des résidus pouvant être impliqués dans le 

recrutement de l’ARN ou du SAM. Une étude de mutagenèse dirigée nous a permis de mettre 

en évidence le rôle de certains résidus dans la régulation des différentes activités MTases de 

SUDV. Cette étude nous a permis de compléter la caractérisation fonctionnelle des domaines 

C-terminaux de la protéine L de SUDV en apportant des éléments structuraux permettant 
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d’établir des relations structure/fonction pertinentes. De plus, la résolution de la structure du 

domaine MTase SUDV permet d’ouvrir la voie vers de nouvelles perspectives de criblage de 

molécules à potentiel antiviral. 
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ABSTRACT 

Since its discovey in the 70’s, Ebola virus has been responsible for several epidemics in West and 

Central Africa. Ebola virus belongs to the Mononegavirales order and its genome codes for the “large” 

protein L, embedding polymerase, capping and methyltransferase (MTase) activities, essential for virus 

replication. The MTase induces a set of RNA post-transcriptional modifications as it methylates the N7 

position of the cap structure and the 2’O position of the first nucleotide present at the RNA 5’end. In 

contrast to other mononegaviruses, Ebola virus MTase also catalyses 2'O methylation of adenosines 

located within the RNA sequence. Here, we described the 1.8 Å structure of the Ebola virus MTase 

domain crystallised in complex with a VHH. The MTase domain adopts the canonical Rossman fold 

organization with a conserved S-adenosylmethionine (SAM) binding pocket close to the K-D-K-E 2’O 

MTase catalytic tetrad. Additionally, structural features with hMPV and VSV MTase domains are 

revealed as the 7 central β-strands form a planar structure. SUDV MTase catalytic residues are exposed 

at the surface of the structure lacking an obvious cap/RNA-binding site. Mutagenesis study confirms 

the role of conserved residues for the enzymatic activities and identifies key residues in the recently 

characterised 2’O internal methylation. Altogether, these results provide the first high resolution of a 

domain the Ebola virus L protein, contributing to the better understanding of the capping of Ebola virus 

RNA and providing a framework to design new effective Ebola virus inhibitors.  



INTRODUCTION 

Mononegavirales order includes viruses with linear, non-segmented, single-stranded, negative-sense 

RNA genomes. Despite their genetic organization and replication similarities, these viruses induce a 

wide range of symptoms associated with variable pathogenicity. Ebola is responsible for important 

epidemics as evidenced by the latest outbreaks in West Africa (2013-2016) and in the Democratic 

Republic of the Congo (2018-2020), which have respectively caused at least 11,000 and more than 

2,200 deaths (1). Fruit bats are considered as the main reservoir of this zoonotic virus. In rare 

circumstances, Ebola virus can be transmitted to non-human primates and humans. The inter-human 

contaminations mainly rely on direct contacts with biological fluids of infected patients, which leads to 

dissemination of the virus in the population (2). After 2 to 10 days of incubation, Ebola infection can 

cause a haemorrhagic fever fatal in 50-60% of cases. To date, treatments against Ebola and main 

treatments are supportive. Indeed, while rVSV-ZEBOV-GP and Ad26-ZEBOV vaccines have recently 

shown a good efficacy to limit the last Ebola outbreak (3), absence of effective antiviral therapeutics 

highlights the need to develop new antiviral strategies.  

Within the Mononegavirales order, Ebolavirus genus, which contains six species (Zaire ebolavirus, 

EBOV; Sudan ebolavirus, SUDV; Tai Forest ebolavirus, TAFV; Bundibugyo ebolavirus, BDBV; 

Reston ebolavirus, RESTV; Bombali ebolavirus, BOMV), belongs to the Filoviridae family like the 

highly pathogenic Marburg virus (MARV) and other recently identified viruses (Lloviu cuevavirus, 

LLOV; Mengla dianlovirus, MLAV; Xilang striavirus, XILV; Huangjiao thamnovirus, HUJV) (4). The 

viral genome of about 19 kb encodes seven proteins: the nucleoprotein (NP), VP35, VP40, the 

glycoprotein (GP), VP30, VP24 and the “large” protein L (5, 6). The L protein drives virus replication 

as it embeds all enzymatic activities required for genome replication, transcription and mRNA capping 

and polyadenylation. Mononegavirus mRNAs are co-transcriptionally capped by an unconventional 

capping reaction (7). Indeed, the nascent viral mRNA was shown to make a covalent bond with a 

conserved catalytic histidine residue of the polyribonucleotidyltransferase (PRNTase) present in the cap 

domain of the L protein. The PRNTase next transfers a GDP molecule to the 5′ phosphate of the 

covalently bound RNA forming the cap structure (GpppN1). The cap is subsequently methylated by the 

MTase domain at the 2’OH position of the first nucleotide (N1) ribose and at the N7 position of the cap 

guanosine (cap-1, mGpppNm) (7–9). The N7 methylation of the cap structure is required for viral mRNA 

translation into protein as it allows the recognition of mRNA by the translation initiation factor eIF4E 

(10). The 2’O methylation masks the viral mRNA from the detection by cytoplasmic sensors belonging 

to retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptor family (11). In addition to its role during RNA 

transcription, the L protein also ensures genome replication when the NP protein concentration is 

increased. The pleiotropic activities carried by the L protein suggest that the different enzymatic 

activities are timely regulated, in order to ensure the different specific functions required for virus 

replication.  



The multi-alignment analysis reveals that L protein of Mononegavirales contains six conserved regions 

(CRI to CRVI) located between the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) domain (CRI to CRIII), 

the Cap or PRNTase domain (CRIV & V), and the methyltransferase (MTase) domain (CRVI) (Fig. 

1A). On the topological point of view, electron microscopy with negative staining experiments 

originally performed on the vesicular stomatitis virus (VSV) L protein reveal that the RdRp together 

with the Cap domain form a “donut-like” structure, followed by three flexible globular domains 

corresponding to the connector domain (CD), the MTase domain and a small C-terminal domain (CTD) 

(12). The recent technological advances of cryo-EM have allowed the resolution of several 

mononegavirus L protein structures in which the C-terminal domain (CD+MTase+CTD) is not always 

clearly defined suggesting an important mobility (13–16). The VSV structure reveals that the RdRp 

domain forms a typical right-hand polymerase structure with “fingers-palm-thumb” subdomains (13). 

The subsequent PRNTase domain, organized in an original fold, is intimately intricated with the 

polymerase domain and projects a loop near the catalytic site of the polymerase.  

The C-terminus of the L protein contains the conserved MTase domain followed by the CTD domain, 

which is barely conserved between viruses of the Mononegavirales order. The MTase domain contains 

a typical 2’O MTase catalytic tetrad (K-D-K-E) and a GxGxG motif characteristic of the S-

adenosylmethionine (SAM)-binding site whereas the CTD domain shows no conserved signature (17). 

The VSV L cryo-EM structure has revealed a typical Rossman fold organization of the MTase domain 

(13). Remarkably, the cryo-EM structure of RSV reveals that, although the C-terminal domain of L 

were present in the constructs, the CD, MTase and CTD domains were not visible in the density map 

suggesting an important flexibility of these regions (18). This flexibility was also observed in the recent 

resolved structure of parainfluenza virus 5 (PIV5) L protein, showing a rearrangement of the MTase 

and CTD domains in the vicinity of the RdRp domain. Mononegavirales MTase domains are organised 

in Rossman fold with a canonical SAM binding site (8). However, these MTase domain apparently lack 

cap-binding site observed in most viral MTases (8, 13, 16). Rather, the MTase and CTD domains are 

associated and form a narrow RNA-binding groove enriched in basic amino acids close to the catalytic 

site (8). The role of the CTD of L protein was next demonstrated by biochemical studies showing that 

RNA-binding properties and the MTase activities of SUDV MTase depend on the presence of the CTD 

domain (19).   

Biochemical studies reported that cap methylations driven by VSV MTase follow an unconventional 

pathway in which the ribose 2’O methylation of the first nucleotide precedes the N7 methylation of the 

cap structure (9). The catalytic activity of the MTase has been next confirmed for other 

mononegaviruses (hMPV & SUDV) (8, 20). Beside this shared feature, hMPV MTase is able to 

methylate uncapped RNAs on the 2’OH of the first nucleotide (8) and SUDV MTase carries an 

additional activity inducing the 2’O methylation of adenosine residues inside the RNA sequence (20). 

The role of such post-transcriptional RNA modifications is not yet understood in the context of Ebola 

virus infection. However, similar epitranscriptomic RNA modifications were evidenced in other viral 



RNA, such as Zika virus (ZIKV) and Dengue virus (DENV) and HIV (21–23). Recent studies have 

shown their involvement in the regulation of host-pathogen interaction. This is illustrated by the HIV 

which recruits the cellular MTase FtsJ3 to induce internal 2’O methylations on the viral RNA genome, 

participating in the subversion of host defences by limiting viral detection by the RIG-like receptor 

Melanoma Differentiation-Associated protein 5 (MDA5) (21). Thus, increasing evidence show 

pleiotropic functions of L-associated MTase activities that catalyse different post-transcriptional 

modifications of viral RNA regulating the virus life cycle and the early antiviral response.  

In this work, we present the structure of the SUDV MTase used to perform a structure guided 

mutagenesis study in order to elucidate how the viral MTase activities and RNA binding are regulated. 

 

MATERIALS & METHODS 

Cloning and expression  

Codon-optimized SUDV MTase+CTD synthetic genes (Biomers) were cloned into a pET14b vector for 

expression in bacteria. The construct MTase without the CTD domain (MTase) was synthesized by 

cloning the sequence of interest from MTase+CTD into a pET14b plasmid with Gateway system 

(ThermoFischer). Mutations were introduced by PCR-amplifying the SUDV MTase+CTD sequence 

using primers carrying mutations, and Turbo DNase (Ambion). PCR-products were purified using the 

Wizard SV PCR Clean-Up System (Promega). Transformed E. coli bacteria (NEB) were cultured at 

30°C until OD600nm of 0.6 was reached. Then, temperature was shifted to 17°C and IPTG (Sigma-

Aldrich) was added to 20 μM. The next day, bacteria were spun down (8000 × g for 20 min at 4°C) 

using a Sorval Lynx 6000 centrifuge (Thermo) before storage at -80°C.   

Recombinant protein purification 

Wt and mutant MTase+CTD proteins were purified as previously described (19). For the MTase, pellets 

were thawed at room temperature (RT), and 1 mM PMSF, 10 µg/mL DNase, 20 mM MgSO4. After 30 

min of incubation at 4°C, cells were sonicated and clarified by centrifugation (18,000 xg, 30 min, 4°C) 

and a tablet of EDTA-free antiprotease cocktail (Roche) was added. The Proteins was then purified by 

immobilized metal affinity chromatography (IMAC) purification on 5mL his-trap columns (GE 

Healthcare). Protein was eluted with 300 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 8.0), 250 mM imidazole. Eluted 

proteins were next loaded on Superdex S75 16/60 (GE Healthcare) equilibrated with 10 mM Tris (pH 

8.0) and 150 mM NaCl.  

Generation of VHH against MTase domain of SUDV   

A healthy llama (Llama glama from Ardèche lamas, France) was immunized with 0.8 mg purified Ebola 

MTase, produced as previously described (20) and stored in 50 mM Tris (pH 8.0), 150 mM NaCl, 5% 

glycerol. During immunization, the protein was injected five times, at one-week intervals. Lymphocytes 



were isolated from blood samples obtained five days after the last immunization. The cDNA was 

synthesized from purified total RNA by reverse transcription and was used as a template for PCR to 

amplify the sequences corresponding to the variable domains of the heavy-chain antibodies. PCR 

fragments were then cloned into the phagemid vector pHEN4 (24) to create a nanobody phage display 

library. Selection and screening of VHH were performed as described previously (25). 

Expression and purification of VHH  

Selected nanobodies were cloned in a pHEN6 plasmid encoding a N-terminal pelB periplasmic signal 

sequence in frame with a VHH expression cassette and a C-terminal 6His tag for detection and 

purification. Protein expression was achieved using WK6 bacteria cultivated in Terrific Broth medium 

(AthenaES) supplemented with 100 µg/ml ampicillin and 0.1% glucose at 37° until reaching an OD600nm 

0.5 –0.8. Expression was then induced by the addition of 1 mM IPTG and growth was continued 

overnight at 28°C. 

The periplasmic proteins were extracted according to Skerra et al. (26). Bacteria were pelleted by 

centrifugation at 3500 g for 15 min at 4°C. The pellet was resuspended in 9 mL cold TES buffer (0.2 

M Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 mM EDTA, 0.5 M fsucrose) per liter of culture and kept on ice for 1h. The 

periplasmic proteins were removed by osmotic shock by addition of 13.5 mL of cold TES diluted four 

times with water. After 1-2h on ice, the suspension was centrifuged at 21,700 g for 30 min at 4°C. Vhh 

were purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) purification using Ni-NTA resin 

(Thermo Fisher Scientific). After loading samples for 1h at 4°C, resin was cleared of contaminants with 

wash buffer (50 mM phosphate buffer (pH 8.0), 300 mM NaCl, 10% glycerol) then eluted by step 

gradient using  dilutions from 1:10 to 1:2 of elution buffer (50 mM phosphate buffer (pH 8.0), 300 mM 

NaCl, 10% glycerol, 0.5 M imidazole) in wash buffer. Fractions containing the purified nanobody were 

concentrated on Amicon Ultra-MW10000 (Millipore) to 1 mL. Finally, SEC of VHH fragments was 

performed using a Superdex 75 16/60 column equilibrated with 10 mM Tris (pH 8.0) and 150 mM 

NaCl. 

Purification of SUDV MTase / VHH heterodimer 

Monomeric fractions of MTase were pooled and complexed to purified VHH (1:1.5). After 1h 

incubation at 4°C, SEC was applied to separate the complex (MTase and VHH) and the free VHH using 

Superdex S75 16/60 (GE Healthcare) (Fig. 1C) equilibrated with 10 mM Tris (pH 8.0) and 150 mM 

NaCl. Purified complex (MTase and VHH) was concentrated to 7 mg/mL and stored at 4°C. 

Crystallogenesis and X-ray crystallography 

Concentrated complex (7 mg/mL) was crystallized by vapor diffusion at 20°C using a 96-well sitting 

drop plate (SWISSCI 3 Lens Crystallisation Microplate). Crystals grew spontaneously within 48 h by 

equilibrating 300 nL of protein with 100 nL of 0.1 M Tris (pH 8.0), 0.1 M NaCl, 8% (w/v) of PEG 

8,000 as F5 solution of the ProPlex HT-96 screen (Molecular Dimensions).  



Crystals were cryo-protected with reservoir solution with 20% PEG 200, prior being flash cooled in 

liquid nitrogen. X-ray diffraction was performed on beamline Proxima1 at Soleil synchrotron. Data 

from crystals were collected as SAD data at peak (λ = 1.28242 Å) of zinc. Data sets were processed 

individually and analysed with the autoPROC toolbox. Anomalous signal was detected for 4 crystals 

that presented weak anomalous signal around 4 Å. Merging data sets with AIMLESS allowed to enrich 

the anomalous signal at low resolution corresponding to S scatter. Structure was solved by a 

combination of molecular replacement and anomalous signal method, using PHASER. Original 

placement of VHH allowed a partial map and the anomalous difference map helped to calculate an 

initial electron density map and align the sequence identifying the MTase. Density modification was 

performed with PARROT and auto-building with BUCCANNEER allowed to extend the model, which 

was further manually built with Coot and refined with BUSTER. The final model has a Rwork= 19.6% 

and a Rfree= 23.4% and was confirmed to have good stereochemistry according to MOLPROBITY. 

Using that model we did a molecular replacement on a single data set, and refined with BUSTER the 

structure up to 1.8 Å. Data collection and refinement statistics are listed in Table 1.  

Comparison of domains, modelling of missing loops and structural analysis 

Homologous structures were searched with DALI and 3D-fold search, retrieving MTase structures. 

Comparison with MTase structures of VSV and hMPV (PDB: 4UCZ and 5A22, respectively) allowed 

us to confirm the coiled structure corresponding to the missing loop. To ensure the complete continuity 

of the main chain and ensure a proper surface analysis, we decided to model the two missing loops 

(regions 1-1 and 1-1). Structural analysis and reference files for modelling were prepared with 

CHIMERA and missing loops were then further modelled using MODELLER 9.23. Surface 

electrostatics was calculated with APBS. Sequences and interface were analysed using ENDSCRIPT 

(27).  

 

Synthesis of RNA substrates 

RNA sequences were chemically synthesized as previously described (19). RNA sequences were 

chemically synthesized on solid support using an ABI 394 oligonucleotide 171 synthesizer. RNA 

elongation was performed with 2’-O-pivaloyloxymethyl phosphoramidite ribonucleotides and 2’O-

methyl phosphoramidite ribonucleotides (Chemgenes). Then, the 5’-hydroxyl group was 

phosphorylated and the resulting H-phosphonate derivative was oxidized and activated into a 

phosphoroimidazolidate derivative to react with guanosine diphosphate (GpppRNA). After 

deprotection and release from the solid support, GpppRNAs were purified by IEX-HPLC and their 

purity (>95%) was confirmed by MALDI-TOF spectrometry. N7 methylation of the purified 

GpppRNAs was performed by incubation with human N7 MTase (38, 39). 

 



MTase activity assay 

Methyltransferase activities were assessed using a filter-binding assay as previously reported (19). 

Briefly, this radioactive assay was set up by mixing 4 μM of protein with 1 μM of purified synthetic 

RNAs, 10 μM of SAM and 0.5 μM of 3H-SAM (Perkin Elmer) in 50 mM Tris-HCl at different pH to 

evaluate the different MTase activities (pH 7.0 for the cap-N7 MTase activity, pH 8.0 for the cap-2’O 

MTase and pH 8.5 for internal methylation). After 3 h at 30°C, reactions were stopped by 10-fold 

dilution in water and mixes were loaded onto DEAE filtermats (Perkin Elmer) using a Filtermat 

Harvester (Packard Instruments). Methyl transfer was then evaluated after two washes with 10 mM 

ammonium formate pH 8.0, two washes with water, and a last wash with ethanol. Then, filters were 

soaked with liquid scintillation fluid to measure the 3H-methyl transfer to the RNA substrates using a 

Wallac MicroBeta TriLux Liquid Scintillation Counter13. For statistical analysis, it was assumed that 

the different experimental groups were independent, and data followed a Gaussian distribution with the 

same variance. Two-way ANOVA and multiple comparison Dunnett test were performed (Prism) to 

evaluate differences between groups. The level of significance for α=0.05 is indicated as follows: 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

Fluorescence polarization (FP) 

The ligation of a fluorochrome at the RNA 3’ ends was performed by mixing T4 RNA ligase 1 (20 

units; New England Biolabs), cyanine 5-cytidine-5-phosphate-3-(6-aminohexyl)phosphate (12.5 µM, 

Jena Bioscience) and RNA substrates of interest (10 µM) with T4 RNA ligase 1 buffer (NEB) and 1 

mM ATP (16 °C, overnight). After ligase removal by RNA precipitation in 3 M sodium acetate 

supplemented with 1 µg/µL of glycogen (Thermo Scientific), fluorescent RNA was incubated (at room 

temperature for 5 min) with increasing protein concentrations in reaction buffer (20 mM Tris pH 8 or 

8.5, 150 mM NaCl and 5% glycerol). FP levels were evaluated in a microplate reader (PHERAstar FS; 

BMG Labtech) using excitation and emission wavelengths of 590 and 675 nm, respectively. 

Dissociation constants (Kd) were determined using Hill slope curve fitting (Prism). 

 RESULTS 

Production, purification and crystallization of SUDV MTase in complex with VHH    

Crystallization trials using SUDV MTase+CTD constructs did not lead crystals and the protein was 

submitted to mild proteolysis analysis. We identified a protease resistant MTase domain corresponding 

to residues 1744 to 2046 of the L protein (35.5 kDa). The MTase domain was cloned in a bacterial 

expression system and expressed and purified by IMAC purification followed by size exclusion 

chromatography (SEC). The soluble MTase domain elute in a monomeric form (Fig. 1B), assessed by 

Size Exclusion Chromatography. In parallel, we purified a llama nanobody (VHH) (Fig. 1B) targeting 

the SUDV MTase domain. The purified SUDV MTase was incubated together with the purified VHH 

at a ratio 1:1.5 and the complex was recovered after SEC (Fig. 1C). SDS-PAGE analysis shows that 



purified heterodimer is detected as two bands corresponding respectively to MTase and VHH proteins 

migrating at their expected molecular weights on SDS-PAGE gel (Fig. 1B). The purified complex was 

concentrated up to 7 mg/ml and used for crystallogenesis. Crystals were obtained upon vapor diffusion 

in 0.1 M Tris (pH 8.0), 0.1 M NaCl, 8% (w/v) of PEG 8,000 (Fig. 1D) and the structure was obtained 

by X-ray crystallography. 

Structural overview of SUDV MTase domain in complex with a VHH 

The crystal structure of the SUDV MTase domain/VHH heterodimer (Fig. 2A) was determined by 

molecular replacement coupled with single wavelength anomalous diffraction (MR-SAD) using sulfur 

as the anomalous scattered. The crystal belongs to the space group P6222, with cell dimensions as 

follows: a = b = 153.76 Å, c = 105.35 Å and α = β = 90°, γ = 120°, containing twelve heterodimers in 

the unit cell. The higher order of the crystal shows that the structural assembly forms a compact mesh 

crossed by large hexameric solvent channels for which dimensions of a side is about 60 Å long and 

diagonal ~107 Å (Fig. S1).  

The crystal structure of the SUDV MTase domain in complex with this nanobody was solved with a 

resolution of 1.8 Å. The MTase domain presents a Rossmann fold (Fig. 2B), typical of most MTases 

catalyzing the methyl transfer from S-adenosylmethionine (SAM). The domain contains 8 β-strands of 

which 2 to 8 are part of the core of the Rossmann fold adopting the classical parallel strands organisation 

except for the last one being antiparallel and sandwiched between the antepenultimate and penultimate 

strands (Fig.2C). This central β-sheet is surrounded by 6 α-helices. Additional to the Rossman core, the 

additional first β-strand is antiparallel to the penultimate strand (β7), and two long α-helices (α1 and 

α8) interact with each other and the first strand (Fig. 2B&2C). The linker regions between β1 and α1 

(residues 1764 to 1775) and α1 and α2 (residues 1795 to 1808) were not built due to lack of density and 

probable high flexibility (Fig.2A). The equivalent α1 - α2 segment is in the 3 other structures stabilized 

by the CTD and present the same structure: a long loop punctuated by a short helix. At a sequence level, 

this short helix is signalled by a hydrophobic patch. As a similar hydrophobic signature exists in SUDV 

MTase and because the sequence length is compatible with the structure, we decided to proceed to the 

modelling of the missing part (highlighted in green, Fig.2B&2C). The 2’O MTase catalytic tetrad 

(K1813/D1924/K1959/E1996) highlighted in yellow (Fig. 2D) as well as the SAM-binding motif 

(G1833-X-G1835-X-G1837, shown below in Fig. 3) are localized in the Rossmann fold secondary 

structure but no cap-binding site has been identified. 

The VHH is a β- sandwich composed of 8 strands connected by flexible loops (Fig. 2A). The VHH 

antigen interface binds to the MTase on a single epitope formed by the bottom part of three helices (α4, 

α5, α6) and on the opposite side of its catalytic site. This observation is consistent with the MTase 

activity test performed in presence of different concentrations of nanobody. Indeed, while the nanobody 

recognizes both MTase and previously described MTase+CTD domains of SUDV L protein, it does not 

inhibit the MTase activities of SUDV MTase+CTD (Fig. S2A&S2B) suggesting that the VHH does not 



alter the MTase folding. However, the VHH binds to the MTase through an extended surface composed 

of several hydrophobic residues located in two side loops (residues 55-61 and residues 100-109) and a 

turn (residues 27-31) closed to the N-terminus. The overall binding interface area is about 833.6 Å2 

(Fig.S3). 

Structural comparison with other viral MTase domains 

From a topological point of view, Mononegavirales MTases present a structural signature to the 

Rossman fold (PMID: 26549102) where the first amino terminal β strand is anti-parallel to the β-sheet 

and interacting with the C-terminal α-helix. Superimposition of SUDV MTase structure with hMPV 

and DENV2 MTase domains, as well as the cellular 2’O MTase CMTr1, reveals that the central β-sheet 

is strictly superposed, revealing a high structural conservation despite the low sequence identity 

between the different proteins (≤ 10%) (Fig. 3A). Interestingly, most SUDV helices are structurally 

shifted as compared to other MTases. Moreover, there is no equivalent to α1 in hMPV MTase nor in 

other mononegavirus MTases (Fig. S4A), for which it is replaced by a long flexible loop. Conversely, 

DENV2 and CMTr1 MTases (Fig. 3A), as well as ZIKV MTase (Fig. S4A), present a α-helix that can 

be superimposed to α1 of SUDV MTase. This supplementary α-helix is largely involved in a positively 

charged patch, forming a large positive groove right next to the active site (Fig.S4B). 

Unlike in other viral MTase structures, the structure of the SUDV MTase is lacking methyl donor or 

acceptor. A SAM molecule was thus modelled in the SUDV SAMP using hMPV MTase domain 

superimposition to spot residues implicated in SAM recruitment (Fig.3C). As it was previously 

observed for hMPV (residues 1718-1729) and flaviviruses, SUDV MTase presents a long flexible loop 

that participates in the SAMP (residues 1854-1875). However, this loop adopts an “open” conformation 

in SUDV structure where no SAM molecule is co-crystallized while that of hMPV shows a “close” 

conformation, clamping the SAM substrate in the SAMP. Similarly, a GTP molecule was modelled in the 

SUDV MTase structure to identify residues of a putative RNA and/or cap substrate pocket (SUBP) 

(Fig.3D). Two loops were identified to participate in the SUBP of SUDV MTase. The first one, from 

residue 1803 to residue 1811, is quite variable within mononegaviruses. Indeed, while this loop contains 

charged residues, its equivalent loop in hMPV MTase (residues 1663-1670) is more hydrophobic. The 

second loop, between residues 1988 and 1995 of SUDV MTase, immediately followed by the catalytic 

residue E1996, is rather conserved with hMPV MTase sequence (residues 1940-1947). Lastly, hMPV 

structure shows a deep hydrophobic cavity that can bind adenosine moiety of SAM or ATP (NSP). This 

cavity is associated with a flexible loop in SUDV MTase, which is assumed to adopt a “close” position. 

The length of this loop is a little longer than those of hMPV or VSV, with an enrichment in charged 

and polar residues. 

 

 



Effects of single mutations in the SUDV MTase domain on MTase activities 

As the MTase domain produced in absence of the CTD is not able to recruit RNA, the functional 

MTase+CTD (from amino acid 1750 to amino acid 2126, according to SUDV L protein numbering) 

was used to perform structure-guided functional studies focusing on residues of the SAM-binding site 

and the RNA-binding groove (Fig. S4B), highlighted in orange and pink, respectively (Fig.4A&4B).  

In order to specifically evaluate cap-N7, cap-2’O and internal A-2’O methylations, we used 

GpppGm(Am)-SUDV12, mGpppA(Am)-SUDV12, mGpppGm-SUDV12, respectively (Fig.4C&4D). For 

residues of the putative SAM-binding site and those potentially involved in RNA recruitment, we 

observe that some of the mutations lead to a drastic loss of all MTase activities (cap-N7, cap-2’O and 

internal A-2’O methylations) whereas some affect differentially the MTase activities. Indeed, mutations 

G1835S, G1837S, T1854A and L1855A in the SAM-binding site and mutations Y1800A and S1809A 

in the putative RNA-binding groove lead to a complete loss of overall activities. Other residues like 

L1855A of the SAM-binding pocket and I1806A, V1807A, T1927A and S1990A possibly involved in 

RNA binding show a significant reduction of all MTase activities. Interestingly, several mutations in 

the RNA-binding groove result in an uncoupling of the different MTase activities. S1991A and K1993A 

mutants show a drastic reduction (approximately 50%) and almost a complete loss of 2’O MTase 

activities (cap and internal A-2’O MTase activities), respectively, but keep the N7 MTase activity. 

Similarly, S1808A and R1792A mutants impair at the same respective levels only internal A-2’O 

activity without altering MTase activities associated to the cap synthesis. Finally, E1834A mutation in 

the SAM-binding pocket shows promotes the three methylations, with a preference for the A-2’O 

MTase activities.  

 

DISCUSSION 

In this study, the structure of the SUDV MTase domain in complex with a nanobody was determined 

by X-ray crystallography at a resolution of 1.8 Å. The L protein being the most conserved protein of 

viruses belonging to the Mononegavirales order (28), we compared structures by superimposing the 

SUDV MTase onto other mononegavirus MTase domains, such as hMPV and VSV (Table S1). This 

observation supports that the SUDV MTase domain is correctly folded and its structure is independent 

from other L protein domains, as suggested for VSV (13). Nonetheless, previously described pockets 

SAMP, SUBP and NSP responsible for SAM, RNA and nucleoside binding (8), respectively, are structurally 

and functionally preserved. Furthermore, some original features in the SUDV MTase structure were 

described and seem to be involved in MTase activities regulation. 

First, as SAMP is largely conserved (GxGxG motif) among mononegaviruses, residues were mapped 

based on SAM modelization and several residues were mutated (E1834A, G1835S, G1837S). 

Unsurprisingly, mutations of glycines led to a complete loss of MTase activities due to a default of 

SAM recruitment as it has already been described in many studies. However, the residue E1834, which 



is conserved in both hMPV and SUDV MTases, shows a loss of catalysis when mutated in hMPV (8) 

but greater MTase activities for SUDV. Structure analysis of SUDV MTase also reveals a flexible loop 

close to SAMP (residues 1854-1875). In hMPV, this loop (residues 1718-1729) adopts an “open” or 

“close” conformation to bind the SAM molecule (PDB: 4UCI vs. 4UCK), suggesting that it may 

participate in the turn-over of the MTase reaction. Like mutations in the SAM-binding motif, T1854A 

and L1855A mutants lead to a complete loss of MTase activities, indicating their importance for MTase 

activities. Since mutated residues T1854 and L1855 are localised in a flexible loop, these results suggest 

that these residues would alter its flexibility, thus impairing SAM recruitment. 

Then, a similar approach based on SUDV MTase model with GTP was used to define SUBP. This pocket 

likely forms a groove defined by two loops (residues 1803-1811 and 1988-1995) close to the catalytic 

residues. Although the loop 1803-1811 is variable, the loop 1988-1995 is conserved among viruses of 

the Mononegavirales order. Conversely to SAMP, mutations in SUBP result in variable MTase activity 

patterns. Indeed, phenotypes can be divided into two categories: mutations inducing a complete or major 

alteration of overall MTase activities and mutations uncoupling MTase activities. In the loop 1803-

1811, most mutations (I1806A, V1807A and S1809A) cause an extensive loss of function. Similarly to 

most mutations in SUDV MTase, mutations in this loop in hMPV MTase lead to strong impairing of 

MTase activities (8). The S1808A mutation however results in a specific decrease of internal A-2’O 

MTase activity and keeps both cap-N7 and cap-2’O MTase activities. These observations suggest that 

this loop plays a key role for the different MTase activities but the central position of the serine in 

SUDV might participate in the internal 2’O MTase activity. On the other hand, in the conserved loop 

1988-1995, mutation S1990A leads to a broad loss of function whereas mutants S1991A and K1993A 

only alter cap-2’O and internal A-2’O MTase activities. Interestingly, mutation of the corresponding 

lysine to alanine in hMPV leads to a slight decrease of 2’O MTase activity while N7 MTase activity is 

less impacted (8), suggesting that this conserved loop can be crucial for the RNA positioning supporting 

2’O MTase activity regulation.  

The NSP pocket sustaining the catalytic residue D1924 is constituted by the loop 1924-1933 in SUDV 

MTase that is conformed differently from hMPV structure suggesting some flexibility. Mutations of the 

conserved E1926 and T1927 into alanine lead to a decrease of overall SUDV MTase activities, T1927 

slightly uncoupling internal 2’O methylation from cap-N7 methylation and, to a less extend, cap-2’O 

methylation from cap-N7 methylation. These results would indicate that E1926 may be involved in the 

stability of the catalytic pocket and that T1927 might participate in the stability of the loop but also in 

the groove for RNA positioning as proposed for SUBP. Interestingly, similar mutation of E1981 in hMPV 

results only in a modest decrease of MTase activities indicating that length and sequence of this loop 

may involve distinct structural roles for MTase regulation in these viruses. 

Furthermore, SUDV MTase also contains an additional α-helix (α1), close to its N-terminus. This α-

helix is not present in hMPV, VSV and PIV5 MTases. However, a homologous helix is found in the 

NS5 MTase domain of flaviviruses (DENV2 and ZIKV). Flavivirus NS5 is known to catalyse internal 



A-2’O methylations similarly, but to a lower extent compared to SUDV MTase (21–23). Similarly, the 

cellular 2’O MTase CMTr1 exhibits the same structural features, including the additional α-helix near 

the N-terminus (29). Interestingly, recent studies suggest that this protein could also methylate internal 

residues at the 2’O position (30, 31) . Because of the presence of positively charged and polar residues 

in this α-helix, it has thus been hypothesized that this structure might be involved in the regulation of 

this internal A-2’O MTase activity. To evaluate this assumption, R1792 was mutated to alanine and this 

mutant showed a decoupling of cap methylations from internal methylation activity. These observations 

confirm that this α-helix participates in the 2’O internal MTase activity by bringing residues necessary 

to accommodate the RNA substrate properly to allow these methylations.  

Altogether, these results contribute to drawing a comprehensive model of Ebola MTase activity 

regulation through RNA accommodation, supporting the absence of a canonical cap-binding site. 

Indeed, when structure and function are analysed together (Fig. 5), two patches can be depicted. The 

first patch comprises residues around the catalytic tetrad, including SAMP, NSP and the loop 1803-1811 

of SUBP, which are all critical for the different MTase activities. The second patch, which is supported 

by the loop 1987-1995 and the α1-helix, creates a groove, specifically recruiting the RNA for 2’O 

methylations. It is thus possible to postulate a model where the cap-N7 methylation occurs when the 

RNA is accommodated by the first patch, positioning the cap directly into the active site while the cap-

2’O and the internal 2’O methylations are catalysed when the RNA is recruited through the second 

patch, projecting 2’OH of nucleotide ribose into the catalytic site. Interestingly, the structures of VSV 

and PIV5 L full length revealed that MTase+CTD domain adopt different positions regarding RdRp 

and PRNTase domains (13, 16, 32). The dynamic of this flexibility suggests different conformations of 

the MTase+CTD domain causing preference for transcription over replication (and vice versa). This 

flexibility of the C-terminal region around the N-terminal domains has been previously observed (32). 

In PIV5 cryo-EM structure (16), (MTase+CTD position suggests a transcriptionally conformation 

whereas MTase+CTD position in VSV leads to a preference for replication. In the model proposed by 

Abdella et al., the nascent capped mRNA transits through the groove between the MTase and CTD 

domains which are closed to the PRNTase domain whereas replicative conformation positions 

MTase+CTD domains away from the PRNTase domain. In this conformation, the RNA did not transit 

through the MTase domain suggesting an absence of methyl transfer insured by MTase domain. In 

addition, a previous study highlighted the role of internal methylations in the subversion of host 

defences by limiting viral detection (21). In conclusion, it is possible that transcription conformation 

opens the way to effective methylation activities on nascent mRNA while replication events did not and 

led to encapsidation of nascent genomic or antigenomic RNA, highlighting the role of such 

epitranscriptomic modifications in the context of Ebola virus infection. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 - Crystallogenesis of SUDV MTase domain in complex with a nanobody 
(A) Functional domains of the mononegavirus L protein with the six conserved regions (CRI to CRVI) 

containing motifs important for L protein activities (mapped with asterisks). Among these motifs, 

mononegavirus methyltransferase domain (MTase) encompasses a SAM-binding site (GxGxG) and the 

2’-O catalytic tetrad K-D-K-E.(B) Recombinant Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain 

(MTase, 35.5 kDa) (left), a specific nanobody (VHH, 15 kDa) (middle) and the complex of both proteins 

(right) were purified, then analyzed by SDS-PAGE and Coomassie blue staining. (C) After affinity 

chromatography, the SUDV MTase and nanobody were mixed at the ratio 1:1.5. Complexes were 

purified by size exclusion chromatography using a Superdex S75 16/60. Chromatogram was plotted 

according to fraction absorbance at 260 nm. (D) Protein complex crystals were obtained by vapor 

diffusion at 20°C using crystallisation buffer (0.1 M Tris pH 8.0 with  8% (w/v) polyethylene glycol 

8000) and a suspended drop of 300 nL of 7 mg/mL of purified protein complex mixed with 100 nL of 

crystallisation buffer. Images were taken using a Nikon E600 microscope. 

 

Figure 2 - SUDV MTase structure resolved by X-ray crystallography 
(A) Crystal structure of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase (MTase) domain (blue) in 

complex with a nanobody (orange). N- and C-terminal extremities are indicated by N and C letters, 

respectively, for both proteins. The SUDV MTase structure shows an alternance of 8 β-sheets and 8 α-

helices and 2 undefined loops (residues K1764 to P1775 and residues V1795 to S1808, dash lines). A 

Mg2+ ion (light green) is found in the structure, linked to Y1845 (sticks). The VHH reveals a classic β-

sandwich fold composed of 8 strands connected by flexible loops. Two loops (residues G55 to A61 and 

residues A100 to Y109) and a turn (residues R27 to R31) are involved in the interaction with the SUDV 

MTase domain, at the opposite side of the catalytic pocket. (B) Numbering of secondary structures and 

modelization of unresolved segments (residues V1795 to S1808, green) using their equivalence with 3 

other virus MTase structures (PDB: 4UCI, 5A22 and 6UEB) stabilized by the CTD and presenting the 

same long loop punctuated by a short α-helix (α’). (C) Topological organization of SUDV MTase 

domain revealing a conserved Rossmann fold (grey box) of prototypical SAM-dependent MTase. 

Helices are depicted as cyan barrels, β-strands as dodger blue arrows and coils as sky blue lines. N- and 

C-terminal extremities are indicated by N and C letters, respectively. This representation reveals also 

additional features at the N-terminus (1 β-strand and 1 α-helix) and at the C-terminus (1 α-helix). (D) 

Surface representation of the SUDV MTase domain with a close-up on the typical K-D-K-E catalytic 

tetrad (yellow) of 2’O MTases. Yellow sticks show the K1813-D1924-K1959-E1996 motif with side-

chains exposed at the surface of the structure. 

 

Figure 3 - Structural and functional comparison with other MTase domains 
(A) Superimposition of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase, blue) with human 

metapneumovirus (hMPV) L MTase domain (PDB: 4UCI, top of the panel, red), dengue 2 virus 

(DENV2) non-structural protein 5 (NS5) MTase domain (PDB: 5ZQK, middle of the panel, green) and 

human 2’O MTase (CMTr1, PDB: 4N49, bottom of the panel, orange) MTase domains. Central β-sheet 

of all structures are represented in dark blue, dark red, dark green and dark orange for SUDV, hMPV, 

DENV3 and CMTr1 MTase domains, respectively. Compared to other mononegaviruses, a 

supplementary N-terminal α-helix in SUDV MTase is also found in both DENV2 and CMTr1 MTase 

structures (red). (B) Close-up on the superimposition of the typical K-D-K-E catalytic tetrad of SUDV 

(blue) and hMPV (red) MTase domains. Residues K1813, D1924, K1959 and E1996 of SUDV MTase 

and residues K1673, D1779, K1817, E1848 of hMPV MTase are represented in yellow and red sticks, 

respectively. (C) Modelization of the S-adenosylmethionine (SAM) molecule (red) within the SUDV 

MTase structure based on hMPV MTase structure. Residues involved in SAM-binding pocket (SAMP) 

are represented in orange and catalytic residues are in yellow. (D) Modelization of a GTP molecule 

(red) within the SUDV MTase structure based on hMPV MTase structure. Residues involved in the 

substrate-binding pocket (SUBP) are represented in pink and catalytic residues are in yellow. 

 

 



Figure 4 - Single mutation analysis of SAM-binding and RNA-binding pockets 
(A) Mapping of mutated residues potentially involved in the S-adenosylmethionine (SAM)-binding 

pocket (SAMP) within Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase). (B) MTase activity 

of SUDV WT and mutated MTase+CTD in the SAMP. Proteins were incubated with GpppGm(Am)-

SUDV12, mGpppA(Am)-SUDV12, or mGpppGm-SUDV12 and a radiolabeled methyl donor (3H-SAM) to 

assess the cap N7 MTase, cap-2’O MTase, and internal A-2’O MTase activities, respectively, by filter 

binding assay. Data represent mean ± standard deviation (n=3); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (two-

way ANOVA and multiple comparison Dunnett test, WT vs. mutation). (C) Mapping of mutated 

residues potentially involved in the RNA-binding groove (SUBP) within SUDV MTase. (D) MTase 

activity of SUDV WT and mutated MTase+CTD in the RNA-binding groove. Proteins were incubated 

with GpppGm(Am)-SUDV12, mGpppA(Am)-SUDV12, or mGpppGm-SUDV12 and a radiolabeled methyl 

donor (3H-SAM) to assess cap-N7 MTase, cap-2’O MTase, and internal A-2’O MTase activities, 

respectively, by filter binding assay. Data represent mean ± standard deviation (n=3); *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 (two-way ANOVA and multiple comparison Dunnett test, WT vs. mutation). 

(E) RNA-binding assay by fluorescence polarization using 13-mers SUDV-specific capped RNAs 

(GpppG-SUDV12 and mGpppGm-SUDV12) labeled at the 3’end with pCp-Cy5 and SUDV MTase+CTD 

and SUBP mutants. The dissociation coefficient (Kd) was calculated by site-specific binding regression 

with Hill slope. Data represent means (± standard deviation, n=3). 

 

Figure 5 - Proposition for structural bases of SUDV cap and internal methylations 
Mapping of single mutations onto Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase, light 

blue), colored according to phenotypes: loss of all MTase activities (dark orange), decrease of all MTase 

activities (light orange), stimulation of all MTase activities (green), decoupling 2’O MTase activities 

(purple), decoupling internal 2’O activity (dark blue). A capped RNA (grey) has been modelled 

according to it putative position for cap-N7 MTase (left), cap-2’O MTase (middle) and internal 

adenosine 2’O MTase reactions (right). 

 

Table 1 - Crystallographic data collection and refinement statistics 
* Referring to anomalous statistics 

Statistics for the highest-resolution shell are shown in parentheses. 
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Figure 1 - Crystallogenesis of SUDV MTase domain in complex with a nanobody
(A) Functional domains of the mononegavirus L protein with the six conserved regions (CRI to CRVI)

containing motifs important for L protein activities (mapped with asterisks). Among these motifs,

mononegavirus methyltransferase domain (MTase) encompasses a SAM-binding site (GxGxG) and the 2’-O

catalytic tetrad K-D-K-E.(B) Recombinant Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase, 35.5

kDa) (left), a specific nanobody (VHH, 15 kDa) (middle) and the complex of both proteins (right) were

purified, then analyzed by SDS-PAGE and Coomassie blue staining. (C) After affinity chromatography, the

SUDV MTase and nanobody were mixed at the ratio 1:1.5. Complexes were purified by size exclusion

chromatography using a Superdex S75 16/60. Chromatogram was plotted according to fraction absorbance at

260 nm. (D) Protein complex crystals were obtained by vapor diffusion at 20°C using crystallisation buffer (0.1

M Tris pH 8.0 with 8% (w/v) polyethylene glycol 8000) and a suspended drop of 300 nL of 7 mg/mL of

purified protein complex mixed with 100 nL of crystallisation buffer. Images were taken using a Nikon E600

microscope .
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Table 1 - Crystallographic data collection and refinement statistics

* Referring to anomalous statistics

Statistics for the highest-resolution shell are shown in parentheses.

Data processing
MTase Ebola SUDV (S) MTase Ebola SUDV

(native)

Wavelength (Å) 1.282 1.282

Space group P62 2 2 P 62 2 2

– a, b, c (Å)

– α, β, γ (°)

153.98, 153.98, 105.41

90.00, 90.00, 120.00

153.76, 153.76, 105.35

90.00, 90.00, 120.00

Resolution range (Å) 76.87- 2.00

(2.05 -2.00)

76.88    - 1.84

(1.907    - 1.84)

Total No. of reflections 8916413 (355358) 2566705 (257401)

No. of unique reflections 49877 (3627) 63699 (6280)

Completness (%) 100 (99.7)* 99.98 (100)

Multiplicity 94.1 (50.5)* 40.3 (41)

I/σ(I) 30.5 (3.5) 13.74.54 (2.14)

Rmeas 0.2135 (1.601)

CC1/2 -- 0.99 (0.83)

Wilson B-factor (Å) - 32.08

Structure solution & refinement

No. of reflections, working set - 63691 (6280)

No. of reflections, test set (%) - 3164 (311), 5 %

R-cryst
- 0.1782 (0.2455)

Rfree
- 0.2009 (0.2663)

No. of non-H atoms - 3571

- Protein - 3070

- Ligand - 73

- Water - 428

R.m.s. deviations

- Bonds (Å) - 0.01

- Angles (°) - 1.51

Average B-factors (Å2) - 39.00

- Protein - 36.5.

- Ligand - 56.05

- Water - 54.12

Ramachandran Plot

- Favoured (%) - 97.92

- Allowed (%) - 1.82

- Outliers (%) - 0.26

Clashcore - 5.15

PDB code - 6YU8



Figure 2 - SUDV MTase structure resolved by X-ray crystallography
(A) Crystal structure of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase (MTase) domain (blue) in complex with a

nanobody (orange). N- and C-terminal extremities are indicated by N and C letters, respectively, for both proteins.

The SUDV MTase structure shows an alternance of 8 β-sheets and 8 α-helices and 2 undefined loops (residues K1764

to P1775 and residues V1795 to S1808, dash lines). A Mg2+ ion (light green) is found in the structure, linked to

Y1845 (sticks). The VHH reveals a classic β-sandwich fold composed of 8 strands connected by flexible loops. Two

loops (residues G55 to A61 and residues A100 to Y109) and a turn (residues R27 to R31) are involved in the

interaction with the SUDV MTase domain, at the opposite side of the catalytic pocket. (B) Numbering of secondary

structures and modelization of unresolved segments (residues V1795 to S1808, green) using their equivalence with 3

other virus MTase structures (PDB: 4UCI, 5A22 and 6UEB) stabilized by the CTD and presenting the same long loop

punctuated by a short α-helix (α’). (C) Topological organization of SUDV MTase domain revealing a conserved

Rossmann fold (grey box) of prototypical SAM-dependent MTase. Helices are depicted as cyan barrels, β-strands as

dodger blue arrows and coils as sky blue lines. N- and C-terminal extremities are indicated by N and C letters,

respectively. This representation reveals also additional features at the N-terminus (1 β-strand and 1 α-helix) and at

the C-terminus (1 α-helix). (D) Surface representation of the SUDV MTase domain with a close-up on the typical K-

D-K-E catalytic tetrad (yellow) of 2’O MTases. Yellow sticks show the K1813-D1924-K1959-E1996 motif with

side-chains exposed at the surface of the structure.
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Figure 3 - Structural and functional comparison with other MTase domains
(A) Superimposition of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase, blue) with human

metapneumovirus (hMPV) L MTase domain (PDB: 4UCI, top of the panel, red), dengue 2 virus (DENV2) non

structural protein 5 (NS5) MTase domain (PDB: 5ZQK, middle of the panel, green) and human 2’O MTase (CMTr1,

PDB: 4N49, bottom of the panel, orange) MTase domains. Central β-sheet of all structures are represented in dark

blue, dark red, dark green and dark orange for SUDV, hMPV, DENV3 and CMTr1 MTase domains, respectively.

Compared to other mononegaviruses, a supplementary N-terminal α-helix in SUDV MTase is also found in both

DENV2 and CMTr1 MTase structures (red). (B) Close-up on the superimposition of the typical K-D-K-E catalytic

tetrad of SUDV (blue) and hMPV (red) MTase domains. Residues K1813, D1924, K1959 and E1996 of SUDV

MTase and residues K1673, D1779, K1817, E1848 of hMPV MTase are represented in yellow and red sticks,

respectively. (C) Modelization of the S-adenosylmethionine (SAM) molecule (red) within the SUDV MTase structure

based on hMPV MTase structure. Residues involved in SAM-binding pocket (SAMP) are represented in orange and

catalytic residues are in yellow. (D) Modelization of a GTP molecule (red) within the SUDV MTase structure based

on hMPV MTase structure. Residues involved in the substrate-binding pocket (SUBP) are represented in pink and

catalytic residues are in yellow.
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Figure 4 - Single mutation analysis of SAM-binding and RNA-binding pockets
(A) Mapping of mutated residues potentially involved in the S-adenosylmethionine (SAM)-binding pocket (SAMP)

within Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase). (B) MTase activity of SUDV WT and mutated

MTase+CTD in the SAMP. Proteins were incubated with GpppGm(Am)-SUDV12,
mGpppA(Am)-SUDV12, or

mGpppGm-SUDV12 and a radiolabeled methyl donor (3H-SAM) to assess the cap N7 MTase, cap-2’O MTase, and

internal A-2’O MTase activities, respectively, by filter binding assay. Data represent mean ± standard deviation

(n=3); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (two-way ANOVA and multiple comparison Dunnett test, WT vs. mutation).

(C) Mapping of mutated residues potentially involved in the RNA-binding groove (SUBP) within SUDV MTase. (D)

MTase activity of SUDV WT and mutated MTase+CTD in the RNA-binding groove. Proteins were incubated with

GpppGm(Am)-SUDV12,
mGpppA(Am)-SUDV12, or mGpppGm-SUDV12 and a radiolabeled methyl donor (3H-SAM) to

assess cap-N7 MTase, cap-2’O MTase, and internal A-2’O MTase activities, respectively, by filter binding assay.

Data represent mean ± standard deviation (n=3); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (two-way ANOVA and multiple

comparison Dunnett test, WT vs. mutation).
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Figure 5 - Proposition for structural bases of SUDV cap and internal methylations
Mapping of single mutations onto Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase domain (MTase, light blue), colored

according to phenotypes: loss of all MTase activities (dark orange), decrease of all MTase activities (light orange),

stimulation of all MTase activities (green), decoupling 2’O MTase activities (purple), decoupling internal 2’O activity

(dark blue). A capped RNA (grey) has been modelled according to it putative position for cap-N7 MTase (left), cap-

2’O MTase (middle) and internal adenosine 2’O MTase reactions (right).



SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Supplementary Methods 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  

Purified protein was diluted in PBS (20 µg/ml) and used to coat 96-well immunoplates (Maxisorb Nuc®) 

at 4°C overnight. Coated plates were then blocked by adding PBS with 2% of non-fat dry milk at room 

temperature for 2h. Purified VHH (2 µg/mL) was added to the wells at room temperature for 2h. Plates 

were rinsed three times with PBS, 0.1% Tween 20 (PBST) and three times with PBS. For detection, 

100 µL of primary mouse anti-HA antibody (1:1500, Sigma) was added at 37°C for 1h. After three 

washes with PBST and then PBS, the secondary HRP-coupled anti-mouse antibody (1:1000, Agilent) 

was added at 37°C for 1h. Then, tetramethylbenzidine and H2O2 (Sigma) were added and the reaction 

was stopped after 10 min with 1 M H2SO4. The optical density at 450nm was determined using a 

microplate reader (Safire2, Tecan). BSA was used as negative control. Each assay was carried out in 

triplicate. 

Supplementary Figures and Tables 

Figure S1 - Analysis of the crystal packing 

Ribbon representation of the heterodimer MTase-VHH colored in purple and in green, 

respectively. (A) Orientation along the P6 axis marked by a red hexagone. Right close caption 

presents the hexameric shape solvent channel of large dimension with a side ~60 Å. (B) Left 

and right panels show 90° rotation of panel (A) following different axes, both axes presenting 

a tight packing. 

 

Figure S2 - Characterization of nanobody interaction with SUDV MTase+CTD domain 
(A) Evaluation of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase alone (MTase) or along with the L C-

terminal domain (MTase+CTD) with the nanobody by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

Data represent mean ± standard deviation (n=5). (B) MTase activity of SUDV MTase+CTD incubated 

with GpppG-SUDV12,  a radiolabeled methyl donor (3H-SAM) and different concentration ratios of 

nanobody (VHH). Data represent mean ± standard deviation (n=3). 

 

Figure S3 - Surface interaction between SUDV MTase domain and the nanobody (VHH) 
(A) Surface (left panel) and ribbon (right panel) representations of the Sudan ebolavirus (SUDV) 

methyltransferase (MTase) domain in complex with a nanobody (VHH). MTase is depicted in cyan and 

its interacting residues in orange. VHH is represented in purple and its interacting residues in yellow. 

The interacting surface is represented in purple. (B and C) Identification of the residues on the structure 

MTase and VHH respectively. (D) Sequences of the heterodimers topped with their secondary 

structures, and underlined with solvent accessibility, the hydropathic character of the sequences and 

contact information. In the structure file, MTase is assigned chainID A and VHH chainID B. The contact 

is reported with the chainID character in red if the distance is less than 3.2 Å and in black if it is in the 

range 3.2-4.0 Å. Disulfide bridge is  marked by green linked S’. 

 

Figure S4 - Further structural comparison with several other viral MTase domains 
(A) Superimposition of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase (MTase, blue) with vesicular 

stomatitis virus (VSV, PDB: 5A22, top of the panel, purple), parainfluenza 5 virus (PIV5, PDB: 6V85, 

middle of the panel, yellow) and Zika virus (ZIKV, PDB: 5M5B, bottom of the panel, green) MTase 

domains. Central β-sheet of all structures are represented in dark blue, dark purple, dark yellow and 



dark green for SUDV, VSV, PIV5 and ZIKV MTase domains, respectively. Compared to other 

mononegaviruses, a supplementary N-terminal α-helix in SUDV MTase is also found in ZIKV MTase 

structure (red). (B) Left column represents structures of SUDV MTase+CTD (modelled using Phyre 

2.0), human metapneumovirus (hMPV) MTase+CTD (PDB: 4UCI), dengue 2 virus (DENV2) non-

structural protein 5 (NS5, PDB: 5ZQK) and human 2’O MTase (CMTr1, PDB: 4N49), respectively 

from top to bottom. MTase domains are depicted in orange, mononegavirus L C-terminal domains 

(CTD) in yellow, and other domains in white. Right column represents cartography of positive patches 

on these same structures using PatchFinderPlus predictor (1). Positive patches are depicted in dark blue. 

 

Table S1 - Structure/function comparison of SUDV MTase domain with other 

mononegavirus MTases 

This table summarizes phenotypes of single mutation analysis in both Sudan ebolavirus (SUDV) and 

human metapneumovirus (hMPV) methyltransferase domains (MTase, PDB: 6YU8 and 4UCI, 

respectively) and homologous loop sequences of the different functional pockets including those of 

vesicular stomatitis virus (VSV, PDB: 5A22). As previously described for hMPV (2), loops were 

classified according to the functional pocket they belong to: the S-adenosylmethionine (SAM)-binding 

pocket (SAMP), the RNA-binding pocket (SUBP) and the nucleoside-binding pocket (NSP). For each virus, 

location, sequence and mutants of each loop (if available) were reported. Mutations are highlighted in 

blue in the loop sequence and phenotypes are indicated as percentages of cap-N7, cap-2’O and internal 

2’O activities according to wild-type proteins, respectively. The color code reflect the impact of the 

mutation (from dark green (>150% of WT activity) to red (0-25% of WT activity)). 
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Figure S1 - Analysis of the crystal packing

Ribbon representation of the heterodimer MTase-VHH colored in purple and in green, respectively. (A)

Orientation along the P6 axis marked by a red hexagone. Right close caption presents the hexameric shape

solvent channel of large dimension with a side ~60 Å. (B) Left and right panels show 90° rotation of panel

(A) following different axes, both axes presenting a tight packing.
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Figure S2 - Characterization of nanobody interaction with SUDV MTase+CTD domain
(A) Evaluation of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase alone (MTase) or along with the L C-terminal

domain (MTase+CTD) with the nanobody by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Data represent

mean ± standard deviation (n=5). (B) MTase activity of SUDV MTase+CTD incubated with GpppG-SUDV12, a

radiolabeled methyl donor (3H-SAM) and different concentration ratios of nanobody (VHH). Data represent

mean ± standard deviation (n=3).
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Figure S3 - Surface interaction between SUDV MTase domain and the nanobody (VHH)
(A) Surface (left panel) and ribbon (right panel) representations of the Sudan ebolavirus (SUDV)

methyltransferase (MTase) domain in complex with a nanobody (VHH). MTase is depicted in cyan and its

interacting residues in orange. VHH is represented in purple and its interacting residues in yellow. The

interacting surface is represented in purple. (B and C) Identification of the residues on the structure MTase and

VHH respectively. (D) Sequences of the heterodimers topped with their secondary structures, and underlined

with solvent accessibility, the hydropathic character of the sequences and contact information. In the structure

file, MTase is assigned chainID A and VHH chainID B. The contact is reported with the chainID character in

red if the distance is less than 3.2 Å and in black if it is in the range 3.2-4.0 Å. Disulfide bridge is marked by

green linked S’.
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Figure S4 - Further structural comparison with several other viral MTase domains
(A) Superimposition of Sudan ebolavirus (SUDV) methyltransferase (MTase, blue) with vesicular stomatitis

virus (VSV, PDB: 5A22, top of the panel, purple), parainfluenza 5 virus (PIV5, PDB: 6V85, middle of the panel,

yellow) and Zika virus (ZIKV, PDB: 5M5B, bottom of the panel, green) MTase domains. Central β-sheet of all

structures are represented in dark blue, dark purple, dark yellow and dark green for SUDV, VSV, PIV5 and ZIKV

MTase domains, respectively. Compared to other mononegaviruses, a supplementary N-terminal α-helix in

SUDV MTase is also found in ZIKV MTase structure (red). (B) Left column represents structures of SUDV

MTase+CTD (modelled using Phyre 2.0), human metapneumovirus (hMPV) MTase+CTD (PDB: 4UCI), dengue

2 virus (DENV2) non structural protein 5 (NS5, PDB: 5ZQK) and human 2’O MTase (CMTr1, PDB: 4N49),

respectively from top to bottom. MTase domains are depicted in orange, mononegavirus L C-terminal domains

(CTD) in yellow, and other domains in white. Right column represents cartography of positive patches on these

same structures using PatchFinderPlus predictor (1). Positive patches are depicted in dark blue.

VSV

ZIKV

A

PIV5

B

SUDV

hMPV

DENV2

CMTr1



Table S1 - Structure/function comparison of SUDV MTase domain with other mononegavirus

MTases
SUDV hMPV VSV

location sequence mutant phenotype location sequence mutant phenotype location sequence

SAMP

loop 1 1831-1835 A-E-G-E-G E1834A 124% / 198% / 241% 1696-1700 G-E-G-A-G E1697C 32% / 15% 1670-1674 G-D-G-S-G

G1835S 17% / 9% / 3%

loop 2 1854-1875

T-L-A-T-E-H-

S-I-E-S-E-V-I-

S-G-Y-T-T-P-

R-M-R

T1854A 6% / 1% / 0%

1718-1729

R-S-L-K-D-

D-L-D-H-H-

Y-P

H1727A 130% / 105% 1693-1710

S-L-L-E-L-S-

G-S-V-M-R-

G-A-S-P-E-P-

P

L1855A
11% / 8% / 24%

SUBP

loop 1 1803-1811
F-T-G-I-V-S-

S-M-H

I1806A 34% / 8% / 7%

1660-1669
V-N-R-Y-N-

F-V-F-S-S

R1662E 29% / 18%

1640-1648
R-L-G-Q-L-P-

T-G-A

R1662Q 40% / 15%

V1807A 13% / 33% / 25%

R1662A 35% / 20%

F1665A 105% / 140%

S1808A 78% / 94% / 41%
F1667A 92% / 92%

S1668A 27% / 48%

S1809A 4% / 3% / 1% S1669A 10% / 2%

loop 2 1987-1995
P-I-T-S-S-A-

K-S-S

S1990A 24% / 23% / 19%

1840-1847
Q-G-S-K-L-

S-G

S1842A 70% / 25%

1825-1832
E-F-S-S-S-Q-

T-S
S1991A 99% / 45% / 44%

K1843A
70% / 25%K1993A 79% / 8% / 2%

NSP loop1 1924-1933
D-A-E-T-E-N-

L-D-R

E1926A 17% / 33% / 37%

1779-1784
D-A-E-F-K-

D

D1779A 10% / 0%

1762-1767
D-M-E-V-R-

D

D1779Q 28% / 12%

T1927A 51% / 37% / 16%

E1781A 75% / 77%

E1781Q 132% / 73%

This table summarizes phenotypes of single mutation analysis in both Sudan ebolavirus (SUDV) and human

metapneumovirus (hMPV) methyltransferase domains (MTase, PDB: 6YU8 and 4UCI, respectively) and homologous loop

sequences of the different functional pockets including those of vesicular stomatitis virus (VSV, PDB: 5A22). As

previously described for hMPV (2), loops were classified according to the functional pocket they belong to: the S-

adenosylmethionine (SAM)-binding pocket (SAMP), the RNA-binding pocket (SUBP) and the nucleoside-binding pocket

(NSP). For each virus, location, sequence and mutants of each loop (if available) were reported. Mutations are highlighted

in blue in the loop sequence and phenotypes are indicated as percentages of cap-N7, cap-2’O and internal 2’O activities

according to wild-type proteins, respectively. The color code reflect the impact of the mutation (from dark green (>150%

of WT activity) to red (0-25% of WT activity)).
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3. Les MTases comme cibles antivirales  

Parallèlement au travail réalisé pour la caractérisation des domaines C-terminaux de la 

protéine L des Mononegavirales, j’ai également été impliquée dans divers projets de criblage 

d’inhibiteurs de l’activité MTase dont un exemple est présenté ci-dessous.  

Article 4: Design, Synthesis and Discovery of N,N'-Carbazoyl-aryl-urea Inhibitors of 

Zika NS5 Methyltransferase and Virus Replication. 

Auteurs: Sharon Spizzichino, Giulio Mattedi, Kate Lauder, Coralie Valle, Wahiba Aouadi, 

Bruno Canard, Etienne Decroly, Suzanne J. F. Kaptein, Johan Neyts, Carl Graham, Zakary 

Sule, David J. Barlow, Romano Silvestri, and Daniele Castagnolo 

 

Référence : ChemMedChem. 2020 Feb 17;15(4):385-390. doi: 10.1002/cmdc.201900533. 

Les virus ont développé des mécanismes de subversion des défenses de l’hôte comme 

l’ajout d’un structure coiffe en 5’ de leurs transcrits. De plus, de nombreux virus se répliquant 

dans le cytoplasme ont évolué et codent pour des MTases leur permettant de limiter leur 

détection par le système immunitaire. Comme présenté en introduction, certains senseurs de 

l’immunité innée sont sensibles aux 2’O méthylations. En effet, les récepteurs de type RLRs 

(MDA5 et RIG-I) ainsi que les effecteurs cellulaires, tels que IFIT, produits en réponse à 

l’activation de la voie de l’IFN sont capables de discriminer les ARNs coiffés 2’O méthylés, 

des ARNs coiffés ne présentant pas cette modification (voir chapitre 5). Le rôle de cette 

structure coiffe dans la stabilité des ARNm ainsi que dans l’initiation de la traduction est bien 

décrit. Cibler les MTases virales responsables de l’ajout des groupements méthyl en position 

2’O du premier nucléotide et en position N7 de la structure coiffe permettrait d’une part, de 

limiter la réplication virale et d’autre part pourrait booster la reconnaissance des ARNs 

exogènes par les senseurs de l’immunité innée conduisant à la clairance virale. Des études se 

sont intéressées au développement d’inhibiteurs ciblant les MTases virales (299,359,360), 

notamment chez des flavivirus tels que le virus de la Dengue (DENV) et le virus Zika 

(ZIKV), dont les structures cristallographiques ont été résolues (361,362). 

Dans cette étude, un criblage virtuel de chimiothèque sur la base de la structure MTase de 

ZIKV (NS5) a été mené dans le but d’identifier des molécules capables d’accommoder le site 

de fixation du SAM. Dans ce projet, mon travail a consisté à tester le potentiel inhibiteur des 

composés sélectionnés sur l’activité MTase de ZIKV et DENV. Ce travail illustre 

l’importance des données structurales dans le développement de stratégies antivirales et le 

criblage de molécules à potentiel antiviral, pouvant être par la suite validé in vitro par des 

essais enzymatiques optimisés. La résolution de la structure du domaine MTase de SUDV 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31805205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31805205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31805205
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ouvre la voie vers des campagnes de criblage virtuel permettant le développement 

d’inhibiteurs spécifiques des activités MTases des filovirus. De plus, la caractérisation de 

l’activité enzymatique du domaine MTase-CTD de SUDV permettrait de caractériser in vitro 

le potentiel inhibiteur des molécules sélectionnées lors des études in sillico.  
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Design, Synthesis and Discovery of N,N’-Carbazoyl-aryl-urea
Inhibitors of Zika NS5 Methyltransferase and Virus
Replication
Sharon Spizzichino,[a, b] Giulio Mattedi,[a] Kate Lauder,[a] Coralie Valle,[c] Wahiba Aouadi,[c]

Bruno Canard,[c] Etienne Decroly,[c] Suzanne J. F. Kaptein,[d] Johan Neyts,[d] Carl Graham,[a]

Zakary Sule,[a] David J. Barlow,[a] Romano Silvestri,[b] and Daniele Castagnolo*[a]

The recent outbreaks of Zika virus (ZIKV) infection worldwide
make the discovery of novel antivirals against flaviviruses a
research priority. This work describes the identification of novel
inhibitors of ZIKV through a structure-based virtual screening
approach using the ZIKV NS5-MTase. A novel series of
molecules with a carbazoyl-aryl-urea structure has been discov-
ered and a library of analogues has been synthesized. The new
compounds inhibit ZIKV MTase with IC50 between 23–48 μM. In
addition, carbazoyl-aryl-ureas also proved to inhibit ZIKV
replication activity at micromolar concentration.

Zika virus (ZIKV)[1,2] is a single positive-strand RNA mosquito-
borne pathogen belonging to the family of Flaviviridae, genus
Flavivirus and it causes mild-severe diseases in humans and
animals. ZIKV is closely related to Dengue virus (DENV), and just
like DENV, is mainly transmitted to humans by bites of an

infected Aedes species mosquitoes (Ae. aegypti and Ae.
albopictus).[3] However, ZIKV can also be transmitted between
humans through contact with blood or other body fluids, sexual
transmission[2,4] and by mother-to-fetus transmission during the
pregnancy.[6] While global epidemics of DENV have spread over
the past few decades causing more than 20,000 demises per
year, ZIKV infections have emerged as a major public health
concern only in the last few years. Before 2007, only sporadic
human disease cases were reported in Africa and Asia. However,
following the recent outbreaks in the Americas in 2015, ZIKV
was declared by the World Health Organization (WHO) as a
Public Health Emergency of International Concern (PHEIC) and
the first case of sexually-transmitted ZIKV was reported in USA
in 2008. While ZIKV infections generally cause a mild fever,
headache, malaise, skin rashes and joint pain, they have been
associated in several cases with severe neurological and fetal
complications leading to microcephaly in new-borns[4] and
neurological diseases, such as the Guillain–Barré syndrome
(GBS), in adults.[5] The recent Flavivirus outbreaks, as well as the
increasing number of cases of ZIKV infections worldwide, have
raised the attention of pharmaceutical industries and healthcare
providers toward the identification and development of
efficient treatments against these diseases. Although a vaccine
against DENV has recently been commercialized
(DENGVAXIA®),[6] there is as yet no vaccine against ZIKV
available. In addition, there are no drugs available to treat or
prevent ZIKV infections, especially in the event of an outbreak.
A limited number of early-phase discovery studies have
identified few inhibitors of DENV and ZIKV replication,[7–15]

however there are no clinically approved drugs yet available to
target flaviviruses directly nor any that may serve as vaccine
adjuvants. The development of new antivirals thus represents a
research priority.

Within this context, viral proteins represent appealing
targets for the development of novel antiviral therapies.
Examples of current flavivirus inhibitors, such as 1–5 (Figure 1),
have been designed to target the DENV viral proteins NS3
(protease domain,[16] helicase domain,[17] and full-length NS3),
NS5 (N-terminal Methyltransferase domain (MTase)[18–19] and C-
terminal RNA-dependent RNA polymerase (RdRp).[20] The NS3
and NS5 proteins of DENV and ZIKV show a high degree of
homology, and their crystal structures have recently been
determined.[21–23] While DENV NS5-polymerase has been inves-
tigated by a number of research groups as a potential target for
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development of new antivirals, there has been very little work
carried out on DENV and ZIKV NS5-MTase.[23–24,18] The NS5-MTase
is responsible for maturation of the viral RNA cap and catalyzes
the methylation of the N7 position of a guanine and the 2’-OH
of the first ribonucleotide to yield7MeGpppA2’OMe-RNA.[25] These
methylations of the RNA cap structure play a key role during
virus replication and are critical to virus survival in infected
animals.[26] Indeed, biochemical studies and reverse genetic
analysis have shown that N7-MTase activity is essential for
mRNA translation into viral protein, and so viruses devoid of
N7-MTase show a strongly reduced replication phenotype.[18] By
contrast, 2’-O-MTase defective viruses can replicate moderately
well in infected cells, but are highly attenuated in mice or
rhesus monkey and induce a strong antiviral response.[27] Thus,
the inhibition of both N7- and 2’-O-MTase activities should
restrain viral replication, making the NS5-MTase a promising
target for the development of new anti-ZIKV, and potentially
anti-DENV, antivirals.[24]

Herein, a structure-based virtual screening on a set of
chemical libraries using the ZIKV NS5-MTase was performed,
with the aim to identify structurally novel flaviviruses inhibitors.

The structure of the ZIKV NS5 MTase was built by homology
modelling using SWISS-MODEL[28–29] and the compounds in the
NCI Diversity Set V database docked in the S-adenosyl
methionine (SAM) binding site in order to identify molecules
that might disrupt the activity of the enzyme. A set of 40 best
ranking molecules were initially identified, among which the
urea 6 emerged as the best candidate due to its favorable
interactions with the SAM binding site. The urea 6 was thus
evaluated in enzymatic inhibition assays against ZIKV NS5-
MTase, showing an IC50 of 35 μM (Table 1). A similar IC50 of

38 μM was observed when 6 was assayed against DENV NS5-
MTase. Due to the novelty of the structure when compared to
known flavivirus inhibitors, the urea 6 was thus selected as a hit
compound for further studies. Figure 2b shows the most
favorable binding pose of the hit compound 6 in the ZIKV NS5-
MTase binding pocket. The urea spacer connects the carbazole
with a 2-methyl-4-nitro-phenyl group, which occupies the
region that interacts with the methionine backbone of SAM
(Figure 2a). The nitro group of 6 interacts with the side chain of
S62 in a similar way to the SAM carboxyl group, possibly
stabilizing the interaction of the compound with the protein.
The high sequence and structural identity between ZIKV and
DENV NS5-MTases led to the identical binding of compound 6
in both proteins (Figure 2c).

Next, a library of analogues of compound 6 was designed
and synthesized to explore the chemical space around the urea
scaffold (Scheme 1). The carbazole derivatives 9a–f were first
synthesized through reaction of carbazole 7 with the appro-
priate isocyanate 8 in toluene at 60 °C with the aim to
investigate the effect of different substituents (electron-donat-
ing and electron-withdrawing) on the phenyl ring bound to the
urea moiety (Scheme 1a). Similarly, thioureas 11a–b were
synthesized from 10a–b to investigate the role of the isosteric
sulfur in place of the urea oxygen atom and to evaluate the

Figure 1. Examples of small molecules active against DENV and/or ZIKV, and
overview of this work.

Table 1. IC50 values of compounds 6, 9, 11 and 21 against host and
flavivirus MTases.

Compd hRNMT ZIKV NS5-MTase DENV NS5-MTase
IC50 [μM]

6 13.9�0.7 35�5 38�6.7
9a �122 46�1.1 �133
9b �253 �144 �267
9c 27.4�1.9 NA[b] �62
9d 5.3�0.4 �397 60�32
9f 6.8�0.5 NA[b] NA[b]

11b �112 70�1.3 �236
21b Nd[a] 114�1.3 NA[b]

21c nd[a] 23�1.2 NA[b]

21e nd[a] 48�1.3 NA[b]

21f nd[a] 26�1.2 NA[b]

Sinefungin nd[a] 1.18�0.05 0.63�0.04

[a] Activity not determined. [b] No activity observed above 50 μM.

Figure 2. a) SAM bound ZIKV NS5 MTase in PDB 5M5B.[23] b) Docking of
compound 6 in ZIKV NS5 MTase. The carbazole pocket is accommodated in
the hydrophobic environment that binds the adenine portion of SAM. The p-
nitro group interacts with Ser62, mimicking the carboxy moiety of SAM. The
carbamide spacer allows the two domains to be spaced appropriately for
favorably interacting with the key residues of the binding pocket. c) Docking
of compound 6 in DENV NS5-MTase (PDB 5E9Q).[24]
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influence of an extra methylene group in 11b on MTase
inhibition (Scheme 1b).

The role of the carbazole ring on the antiviral activity was
also explored through its replacement with various phenyl
moieties (derivatives 12a–e) and indole ring (derivatives 14a–
d). Ureas 12a–e and 14a–d were obtained from appropriate
isocyanates 8 and 10 in toluene according to Scheme 2.

In order to evaluate the role of the nitro group on antiviral
activity, the amino derivatives 15 and 16 were also synthesized;
compounds 6 was treated with Fe(0) in conc. HCl leading to 15
in high yields, while carbazole 7 was reacted under microwave
irradiation with Cbz,Boc-lysine to give, after deprotection in
HCl/AcOEt, the pure 16 (Scheme 3a). Finally, we also tried to
modify the N-ethyl substituent of 6 in order to increase the
selectivity of our inhibitors targeting the MTase SAM binding
site. For this purpose, we compared the structure of the human

N7 MTase (hRNMT) involved in the capping of cellular mRNA,
with that of both viral MTases. The X-ray structure revealed
structural similarities between the viral and the human MTases
(NS5 and hRNMT). However, both ZIKV and DENV NS5-MTase
possess a hydrophobic pocket located near the exocyclic amide
of SAM,[18] which is absent in the hRNMT. In the ZIKV MTase, the
region is defined by the amino acids F139, I153, G164, E155,
R166, and V170, compared to residues F133, I147, G148, E149,
R160, and V164 in the DENV MTase. We anticipated that the
absence of this hydrophobic pocket in hRNMT could help to
increase compound selectivity for the viral MTases and, hence,
limit the interference of inhibitors with host MTases. In the
docking snapshot, the ethyl group of compounds 6 is located in
proximity of this pocket, clearly showing that its replacement
with a benzyl or a phenylethyl moiety could lead to derivatives
able to selectively recognize and inhibit only the viral enzymes
over the host enzymes (Figure 3).

Thus, the synthesis of derivatives 21a–f bearing a phenyl-
alkyl substituent on the carbazole nitrogen was planned.
Carbazole 17 was treated with HNO3 and converted into the
nitro derivative 18, which was in turn alkylated on the aromatic
nitrogen with appropriate benzyl or alkyl halide in the presence
of NaH to give compounds 19a–b. Reduction of the nitro group
of 19 with SnCl2 led to amino derivatives 20a–b. The latter

Scheme 1. Synthesis of urea derivatives 9a–f and 11a,b.

Scheme 2. Synthesis of urea derivatives 12a–e and 14a–d.

Scheme 3. Synthesis of urea derivatives 15, 16 and 21a–f.
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were then treated with 4-I-phenyl- or 2,4-(MeO)2-phenyl-
isocyanate in toluene at 60 °C affording ureas 21c–f in high
yields. A different strategy was adopted to synthesize the
derivatives 21a–b, due to the commercial lack of the appro-
priate isocyanate reagent. The 2-methyl-4-nitro-aniline was
treated with triphosgene at 0 °C in the presence of Et3N leading
to the formation of the corresponding isocyanate, which was
reacted in situ with carbazole 7 to give the desired ureas 21a–b
in good yields (Scheme 3).

The library of compounds 9, 11, 12, 14, 15, 16 and 21 was
then assessed on different purified recombinant MTases. All
compounds were initially screened at 50 μM against ZIKV NS5-
MTase and hRNMT as well as against DENV NS5-MTase due to
its similarity with ZIKV protein. The SAM mimetic sinefungin
was included as control.

The MTases were incubated with radiolabeled [3H]-SAM
together with the GpppAC4 RNA substrate and the different
compounds at 50 μM. The reaction was stopped after 30 mins
at 30 °C. The sample products were filtered on a DEAE
membrane to remove non-incorporated [3H]-SAM, and radio-
activity transferred on the RNA substrate was counted. Com-
pounds 6, 9a, 9d, 21b, 21c, 21e and 21f showed inhibition of
ZIKV NS5-MTase higher than ~30%. The compound 21e and
21f showed the more potent reduction of ZIKV NS5-MTase
activity of ~70%.

Conversely the compounds 15 and 16 and those of series
11 and 14 barely inhibited the ZIKV MTase. Interestingly
compound 6 and those of the series 9 showed a similar
inhibition profile on DENV NS5-MTase, but the compounds of
series 21 barely inhibit the DENV MTase suggesting some
specificity of this family. A dose-response assay was then
performed for the most promising compounds and the IC50

values deduced from titration curves after curve fitting are
shown in Table 1. The results indicate that the replacement of
the methyl group of 6 with a chlorine atom in 9a did not affect
the inhibitory activity of the compound against ZIKV MTase,
whilst it proved to be detrimental for inhibiting the DENV
MTase. Similarly, the replacement of the electron withdrawing
nitro group of 6 with other substituents (i. e. the electron
donating iodine or methoxy in 9c–d, or electron withdrawing

� CN or � CF3 in 9b and 9f) negatively affected the compound’s
inhibitory activity mainly against the ZIKV MTase. The different
activity of compounds 6 and 9 can be explained by taking in
consideration the crucial H-bond interaction between nitro
groups of 6 with the hydroxyl group of S62, which is not
possible for derivatives 9b–f. The low activity of compounds
11b can be attributed to the lack of appropriate substituents
on the phenyl ring able to interact with S62. On the other hand,
the carbazole ring proved to be crucial for the antiviral activity
since its replacement with other rings in 12 and 14 led to
inactive compounds. Derivatives 21c, 21e and 21f showed
good activity against ZIKV MTase at concentrations similar to 6
(IC50=23–48 μM). It is likely that the N-benzyl or N-phenylethyl
substituents in compounds 21 are helping these compounds to
bind to the viral proteins even if no substantial improvement
from 6 was detected. A dose–response curve for hit compound
6 is reported in Figure 4.

Finally, the ability of all the derivatives synthesized in this
work to inhibit ZIKV replication was assessed. Results of the
most active compounds, as well as their effect on cell viability,
are reported in Table 2. Compound 6 and 9a–d, which showed
MTase inhibitory activity, were devoid of any antiviral activity
against ZIKV.

Possible reasons for the lack of antiviral activity may be the
inability of the molecules to enter the cell, or their conversion
into inactive metabolites in infected cells. However, since
compound 6 proved to be cytotoxic (CC50>3.99 μM), it is likely

Figure 3. a) SAH bound to hRNTM (PDB 5E8J).[30] b) Docking of compound
21b in ZIKV NS5 MTase. The ethyl spacer on the carbazole nitrogen allows
the phenyl ring to interact effectively with the hydrophobic pocket near the
SAM binding site. The absence of the region in hRNMT is a potential
determinant of target selectivity.

Figure 4. Dose-response curve for hit compound 6.

Table 2. EC50 and CC50 values against ZIKV of the most active compounds
of the library.

Compd ZIKV
EC50 [μM] CC50 [μM]

6 >3.99 3.99
9a >50 30.7
9b >10 >10
9c >10 >10
9d >50 >50
11b 4.78 19.57
15 1.67 >12.5
21b 12.5 20
21d 25 100
21f >20 20

Compd DENV
EC50 [μM] CC50 [μM]

15 9.75 20
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that this compound and analogues thereof can enter the cells.
Moreover, the inhibitory activity of 6 and 9a–d against the host
MTase (Table 1) hints toward an antimetabolic effect. Another
possible explanation is that compounds 6 and 9a–d mainly
inhibit the 2’-O MTase activity without affecting the N7 MTase
activity. This could explain the very poor inhibition of ZIKV
replication in the cell-based assay, as the 2’-O methylation of
the cap is not essential for viral replication in most cell lines.
Derivative 11b, which showed some MTase inhibitory activity,
also exhibited antiviral activity against ZIKV in the cell-based
assay (EC50=4.78 μM). Interestingly, derivative 15,[31] which did
not show any activity against ZIKV NS5-MTase, was able to
inhibit ZIKV replication with an EC50 of 1.67 μM. It is plausible
that 15 inhibits ZIKV replication via a different mode of action
than via NS5-MTase inhibition, or that this compound is partially
metabolized in the treated cells.

Interestingly, compound 15 also showed some activity
against DENV (EC50=9.75 μM), even if the antiviral activity is
clearly linked to an adverse toxic effect on the host cell (CC50 =

20 μM). Finally, compound 21b which showed no enhanced
activity against ZIKV MTases, proved to inhibit ZIKV replication
at good concentration (EC50=12.5 μM). However, compound
21b showed toxicity in cellular assay as well as 21 f which was
found active on ZIKV MTase instead. This could suggest that
these compounds might target another MTase (i. e. cellular
MTase) involved in virus replication. Interestingly, compound
21d, which showed poor inhibition of ZIKV MTase, inhibits ZIKV
with good EC50=25 μM and no toxicity (CC50=100 μM).

In summary, a structure-based virtual screening protocol on
a set of chemical libraries using the ZIKV NS5-MTase was
performed leading to the identification of a novel class of
carbazoyl-urea inhibitors. Compounds 6 and 21c, 21e, 21f
showed inhibitory activity against ZIKV MTase as well as the
related DENV MTase. Conversely, the urea derivative 15 showed
an antiviral effect against ZIKV with EC50 of 1.67 μM, despite its
poor inhibitory activity toward the NS5-MTase in vitro. Studies
to identify novel MTase inhibitors, to optimize the structure-
activity relationships of carbazoyl-urea analogues of 6 and to
fully unravel their mode of action are currently in progress in
our laboratories.

Experimental Section
Experimental details are reported in the Supporting Information.
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Ce projet de thèse a eu pour objectif de caractériser le mécanisme de mise en place de la 

structure coiffe des ARNs chez des virus de l’ordre des Mononégavirales. Le génome des 

mononégavirus code pour une protéine multifonctionnelle, la protéine L responsable de la 

synthèse de l’ARN viral et de l’ajout de la structure coiffe en 5’ des ARNm viraux. 

L’extrémité C-terminale présente le domaine MTase suivi du domaine CTD dont la fonction 

est encore inconnue. Au cours de ma thèse, je me suis focalisée sur la caractérisation des 

domaines C-terminaux de la protéine L du virus de la rage et du virus Ebola. Dans un premier 

temps, nous avons tenté de produire et purifier les domaines CD, MTase et CTD de la 

protéine L du virus de la rage. Au moment où ce projet a débuté, aucunes données structurales 

ni fonctionnelles n’étaient encore connues pour ce virus, ouvrant la voie vers une étude 

structure/fonction complète. En dépit des efforts et des nombreuses stratégies engagées, nous 

n’avons pas pu obtenir de protéines du virus de la Rage solubles fonctionnellement actives 

nous permettant de caractériser les domaines C-terminaux de la protéine L du virus de la rage. 

Le mécanisme de synthèse de la structure coiffe chez les filovirus est encore peu documenté, 

nous avons redirige les objectifs de cette thèse dans ce modèle.  

Une étude préliminaire menée au sein du laboratoire a permis de caractériser, pour la 

première fois, un domaine actif catalysant une activité MTase chez un virus de la famille des 

filovirus. Le domaine MTase-CTD du virus SUDV a été exprimé en système bactérien et les 

conditions de purification étaient connues. Les analyses biochimiques avaient par ailleurs 

permis de mettre en évidence que le domaine MTase de SUDV présentait une activité 

originale dans la mesure où, en plus des activités MTases canoniques sur la coiffe, il catalyse 

la méthylation de résidus internes à la séquence d’ARN in vitro. Bien que d’autres virus 

codent pour des activité MTase pouvant méthyler des positions internes des ARN 

(299,300,363), l’efficacité de ces méthylations sont très faibles en comparaison avec celle de 

SUDV. Cette observation questionne d’une part les mécanismes moléculaires impliquées dans 

ce processus de méthylation original chez SUDV et d’autre part le rôle fonctionnel de ces 

méthylations internes des ARN. L’une des hypothèses quant au rôle de ces modifications 

épitranscriptomiques est qu’elles limiteraient la détection par les senseurs de l’immunité innée 

tels que MDA5. En effet, une récente étude menée sur le virus HIV a permis de montrer que 

le HIV recrute la MTase cellulaire FTSJ3 afin de méthyler son ARN et échapper à la 

détection par MDA5 (300). Toutefois l’efficacité de méthylation des ARNs du virus Ébola et 

le rôle de ces modifications restent à démontrer dans le contexte d’infection viral. 
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Fort de cette étude, nous nous sommes intéressés à caractériser le rôle du domaine CTD 

dans l’activité MTase de SUDV. Le domaine MTase-CTD du virus SUDV, délété du domaine 

CTD, a été cloné et exprimé en système bactérien. En comparant l’activité MTase du domaine 

MTase et MTase+CTD, nous avons mis en évidence le rôle crucial du domaine CTD dans le 

recrutement de l’ARN et dans l’activité MTase de SUDV. L’étude bio-informatique des 

domaines CTD des Mononegavirales a montré que ces domaines, bien que peu conservé en 

séquence et en longueur, présentaient un enrichissement en acides aminés basiques. 

L’alignement des domaines CTD des filovirus a permis d’identifier des résidus basiques et 

aromatiques conservés qui pourraient être impliqués dans le recrutement du substrat dans la 

poche catalytique à l’interface entre le domaine MTase et le domaine CTD. En conclusion, 

cette étude a démontré que le domaine CTD contribue au recrutement des ARN substrat et 

régule ainsi des différentes activités de la MTases. Bien que le domaine CTD soit l’un des 

domaines les plus variables en séquence et en longueur au sein des virus de l’ordre des 

Mononegavirales, l’analyse bio-informatique a révélé quelques caractéristiques communes. 

En effet, une étude précédente des domaines C-terminaux de la protéine L de hMPV et VSV 

avait déjà révélé un sillon à l’intervalle entre le domaine MTase et le domaine CTD pouvant 

accommoder le substrat. La fonction du domaine CTD dans l’activité MTase, à savoir sa 

participation au recrutement de l’ARN pourrait être une caractéristique commune au sein des 

Mononegavirales, rendant ce domaine une cible attractive pour le développement de 

molécules à potentiel antiviral pan-mononégavirus.  

La caractérisation biochimique du domaine MTase-CTD de SUDV a également révélé un 

profil d’activité MTase original, jamais encore observé chez des virus de l’ordre des 

Mononegavirales. Afin de mieux comprendre les bases moléculaires et d’établir les relations 

structure/fonction des MTases des Mononegavirales, une campagne de cristallogenèse a été 

menée. La structure du domaine MTase de SUDV en complexe avec un VHH a été résolue à 

1,8 Å. La comparaison de ce domaine avec les domaines MTase de hMPV et VSV, dont les 

structures sont résolues (266,364), nous a permis d’engager une caractérisation structurale et 

fonctionnelle du domaine MTase de SUDV. En plus des caractéristiques communes observées 

chez d’autres MTases virales, certaines originalités de la structure SUDV MTase ont été 

observées et pourraient être impliquées dans la régulation des activités MTases. En effet, nous 

avons mis en évidence l’existence d’une hélice α additionnelle en N-terminal du domaine 

MTase de SUDV, non retrouvée chez d’autres Mononegavirales tels que hMPV, VSV et du 

virus parainfluenza 5 (PIV5). De façon intéressante, cette hélice α additionnelle est retrouvée 
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chez les flavivirus (ZIKV et DENV) et la 2’O MTase cellulaire CMTr1. La caractérisation 

biochimique des domaines MTases de ZIKV et DENV a par ailleurs également montré que 

ces virus, tout comme SUDV présentés, en plus de l’activité MTase canonique, une activité 

MTase non conventionnelle et méthylent en 2’O des adénosines internes à la séquence 

d’ARN. Ces observations laissent supposer que cette hélice α additionnelle pourrait participer 

au positionnement de l’ARN dans le site catalytique de sorte à assurer une activité de 

méthylation des résidus en interne de la séquence nucléotidique. L’étude de mutagénèse 

dirigée supporte cette hypothèse, dans la mesure où la mutation d’un résidu présent sur cette 

hélice permet de découpler l’activité coiffe dépendante de l’activité coiffe indépendante 

(interne). Bien qu’une étude récente ait mis en évidence le rôle de ces modifications 

épitranscriptomiques dans les subversions des défenses de l’hôte, notamment en limitant la 

détection des ARNs viraux par MDA5 (300), le rôle de ces modifications 

épitranscriptomiques dans le cycle viral reste peu documenté dans un contexte d’infection à 

virus Ebola.  

La superposition des domaines MTase de SUDV et de hMPV nous a par ailleurs permis de 

positionner les molécules de GTP, de SAM et d’ATP dans la structure MTase de SUDV. 

Nous avons ainsi pu identifier une poche accommodant le substrat (SUBP) et une poche 

accommodant le donneur de méthyl (SAMP) conservées structurellement et fonctionnellement. 

De plus, hMPV présente une cavité hydrophobe pouvant accommoder l’ATP ou de SAM 

(NSP), remplacée par une boucle flexible fixée dans une position dite « fermée » chez SUDV. 

De plus, l’étude comparative des structures nous a permis d’identifier des boucles flexibles au 

sein des différentes poches SAMP et SUBP pouvant participer à la régulation de l’activité 

MTase. Par une étude de mutagénèse dirigée, nous avons mis en évidence des résidus 

impliqués dans la régulation des différentes activités MTase de SUDV. L’ensemble des 

résultats nous a ainsi permis d’établir un modèle illustrant la régulation des différentes 

activités MTase de SUDV liée au positionnement de l’ARN dans le site catalytique. En effet 

nous avons mis en évidence l’existence de deux régions potentiellement impliquées dans le 

positionnement de l’ARNs pour les différentes activités MTase de la protéine L du virus 

Soudan. La première région, proches du site actif, comprend les résidus de la SAMP, la NSP et 

la SUBP via une de ses boucles flexibles, alors que la seconde région inclut l’hélice 

additionnelle observée chez SUDV et la seconde boucle flexible participant à la SUBP. Dans ce 

scénario, la méthylation de la coiffe en position N7 se produirait lorsque l'ARN est recruté par 

la première région, tandis que les méthylations 2'O de la coiffe et internes seraient catalysées 
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lorsque l'ARN est positionné dans la seconde région, projetant le 2'OH du ribose dans le site 

catalytique. Cette compréhension du mode de fixation alternatif du substrat dans la poche 

catalytique ouvre la voie vers le développement de molécules ciblant spécifiquement les 

différentes activités MTase.  

Une question sous-jacente importante qui découle de la relation structurale/fonction établie 

pour l’activité MTase est : comment cette activité est interconnectée avec les autres activités 

catalytiques de la protéine L ?  La résolution récente de la structure de la protéine L de PIV5 a 

permis d’établir un modèle basé sur positionnement du domaine MTase+CTD autour de 

l’extrémité N-terminale de la protéine L favorisant les évènements de transcription ou de 

réplication (271) (Fig. 36).  

Dans le modèle proposé par Abdella et al., la transcription est associée à un positionnement 

du domaine MTase (en orange) et CTD (en rouge) proche du domaine PRNTase (en vert). 

Dans cette conformation, l’ARNm néosynthétisé transite dans le sillon formé par les 

domaines MTase et CTD, compatible à l’activité MTase. Par opposition, au cours de la 

réplication le domaine MTase+CTD est éloigné du domaine PRNTase et l’ARN ne transite 

pas par le domaine MTase. Ici, ces observations suggèrent qu’au cours de la transcription, le 

FIGURE 36 : MODELE DES REMANIEMENTS STRUCTURAUX DE LA PROTEINE L 

Figure 36 : Modèle des remaniements structuraux de la protéine L  

Représentation schématique de la protéine L des Mononegavirales avec en bleu le domaine RdRp, 

en vert le domaine PRNTase, en jaune le domaine CD, en orange le domaine MTase et enfin en 

rouge le domaine CTD. L’ARN génomique ou antigénomique en noir encapsidé par la 

nucléoprotéine (en gris). L’ARNm néosynthétisé (en marron) porte une structure coiffe (bleu) à 

son extrémité 5’. (A) Au cours de la transcription le domaine MTase+CTD avoisine le domaine 

PRNTase. L’ARNm néosynthétisé transite à travers le sillon formé par les domaines MTase et 

CTD permettant sa méthylation. (B) Dans la conformation associée à la réplication, le domaine 

MTase+CTD est éloigné du domaine PRNTase et l’ARN ne transite pas par le domaine par le 

domaine MTase. Cette conformation suggère une absence de transfert de méthyl sur les ARNs 

génomiques et antigénomique.  

 Inspirée de Abdella et al. 2020 

A B 
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positionnement des domaines C-terminaux de la protéine L permet la méthylation efficace de 

l’ARNm alors que la réplication ne le permet pas et conduit à l’encapsidation de l’ARN 

génomique et antigénomique, supportant l’hypothèse d’une absence de méthylation de ces 

ARNs.  

Ce modèle met en évidence l’importance des remaniements structuraux de la protéine L et 

la flexibilité des domaines C-terminaux dans le switch entre réplication et transcription, et 

suggère que le niveau de méthylation des ARN viraux en mode réplication ou transcription 

pourrait être très différent. Néanmoins les mécanismes permettant de favoriser une 

conformation au dépend de l’autre restent encore mal connus. L’implication de partenaires 

viraux pourrait participer à la régulation de ces évènements.   

La caractérisation biochimique de l’activité MTase d’un filovirus, à révéler une activité de 

méthylation interne chez les filovirus. Cependant, confirmer l’existence de ces méthylations 

sur des ARNs viraux issues de cellules infectées reste un enjeu important. Des essais Nm-seq, 

basés sur des ARNs issus de cellules infectées par le virus Ebola, permettraient d’une part de 

confirmer les méthylations des ARNs viraux et d’autre part identifier quels ARNs sont ciblés 

(les messagers ou génomiques) (365). De plus, l’identification de résidus au sein des 

domaines MTase et CTD de SUDV permettant de découpler les différentes activités MTase et 

notamment les activités MTase associées à la coiffe et l’activité MTase interne, permettrait 

d’évaluer l’effet de ces mutations in vivo sur des cellules par le virus Ebola. Cette étude est 

actuellement en cours en collaboration avec le laboratoire P4 de Lyon. Il serait également 

intéressant d’étudier l’impact de ces mutations sur la détection du virus par les senseurs de 

l’immunité innée afin de confirmer le rôle de ces modifications épitranscriptomiques dans les 

subversions des défenses de l’hôte dans un contexte d’infection à virus Ebola.  

Bien que le rôle des méthylations portées par la coiffe soit bien documenté, l’implication des 

méthylations internes dans le cycle réplicatif des virus reste à démontrer et plusieurs 

hypothèses sont envisageables (Fig. 37).  
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Comme précédemment évoqué,  les méthylations internes pourraient participer à 

l’échappement de la réponse immunitaire médiée par MDA5 (300), ainsi une inhibition de 

l’activité MTase interne permettrait de booster la reconnaissance par MDA5 et entrainer 

l’activation de la réponse immunitaire innée. Ces modifications épitranscriptomiques peuvent 

également avoir un impact sur la régulation cycle de réplication/transcription. Il a été montré 

chez les filovirus que ces méthylations diminuent l’efficacité de la traduction des ARNm 

viraux et atténuent la réplication de l’ARN (298) et il semble également que la présence de 

méthyle sur les ARN soit un obstacle à la réplication du génome de Mononegavirales (366). 

D’autre part, les 2’O méthylations internes pourraient interférer avec des effecteurs activés 

des suites de la production d’IFN. Des études préliminaires conduites au laboratoire (non 

présentées), mettent en évidence le rôle de telles modifications dans la limitation de la 

dégradation des ARNs par des exonucléases (ExoN) induites par l’interféron. Ces 

observations suggèrent qu’un excès de méthylation permettrait de limiter la dégradation des 

ARNs mais ne conduirait pas à une traduction efficace de ces derniers altérant ainsi la 

multiplication virale. Enfin, ces méthylations internes pourraient jouer un rôle dans la 

régulation de l’encapsidation. Comme présenté en introduction, l’ARN est intimement lié à la 

NP pour former la nucléocapside. Il est donc envisageable que les 2’O méthylations portées 

par les ARNs des filovirus altèrent l’intéraction ARN/NP. Cette hypothèse laisse penser que 

FIGURE 37 : ROLES POTENTIELS DES METHYLATIONS DE L’ARN CHEZ LES 

FILOVIRUS 

Figure 37 : Rôles potentiels des méthylations de l’ARN chez les filovirus  

La structure coiffe (GpppG) en 5’ de l’ARN présente un méthylation en N7 (en marron) permettant le 

recrutement de facteur d’initiation de la traduction et conduisant à une synthèse efficace des protéines 

virales. La 2’O méthylation du ribose du premier nucléotide (en vert) limite la détection de l’ARN par le 

senseur de l’immunité innée (RIG-I). Les 2’O méthylations internes (en violet) peuvent avoir plusieurs 

effets, en régulant la réplication et transcription, en limitant le phénomène d’encapsidation, en inhibant 

la détection par le senseur de l’immunité innée MDA5 ou encore en limitant la dégradation par des 3’-5’ 

exonucléases.  
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ces méthylations pourraient permettre à la NP de discriminer les ARNm qui sont non 

encapsidés, des ARNs génomiques qui sont associés à la NP au cours de leur synthèse. De 

plus, les remaniements structuraux de la protéine L, la flexibilité des domaines C-terminaux 

autour des domaines N-terminaux et le modèle qui en découle (Fig. 36), confortent cette 

hypothèse, qui reste cependant à démontrer.  

En conclusion, de toutes évidences ces méthylations internes peuvent avoir des effets pro- 

et antiviraux. Les processus de méthylations sont donc certainement soumis à des contrôles 

stricts dans les cellules infectées, non encore identifiés à ce jour. Il serait donc nécessaire 

d’assurer la spécificité de certaines catégories d’ARN (ARNm versus ARN génomique), de 

contrôler où ces ARNs sont méthyles (coiffe, interne, poly-A) et quand ils sont méthylés. La 

balance entre un excès et une absence de méthylation semble être la clef de voûte dans la 

propagation de l’infection à virus Ebola.  
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Annexe 1 : Alignement séquences des domaines C-terminaux de VSV et RABV 

L’extrémité C-terminale de la protéine L de VSV et RABV est constituée du domaine 

CD (en jaune), du domaine MTase (en orange) et du domaine CTD (en rouge). Le motif 

conservé GxGxG de fixation du SAM est indiqué en jaune et les résidus de la tétrade 

catalytique KDKE sont surlignés en violet dans l’alignement. Les structures secondaires 

au-dessus de l’alignement correspondent aux structures secondaires de VSV dont la 

structure est résolue. 
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ANNEXE 2 

Annexe 2 : Analyse de l’expression de protéines recombinantes 

(A) Gel SDS-PAGE (12%) coloré au bleu de Coomassie de la purification par chromatographie 

d’affinité (Strep-tag/Strep-tactin chromatography) de la protéine P du virus de la rage. La 

protéine P est retrouvée sous forme de dimère en solution. (B) Gels SDS-PAGE (10%) colorés au 

bleu de Coomassie de la purification du domaine CD-MTase-CTD (à gauche) et MTase-CTD (à droite) 

de RABV exprimé en cellules d’insectes. 
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Fw_1378 GAAAACCTGTACTTCCAGGGTAGCCGTCATATTGGTAGCGCACAGGG 

Fw_1581 GAAAACCTGTACTTCCAGGGTCATGGTGAAGATACCCTGGAATCAGATGATGATA 

Fw_1629 GAAAACCTGTACTTCCAGGGTCGTAAAGCAGGTTGTAGCGAATGGGTTTGC 

Fw_1639 GAAAACCTGTACTTCCAGGGTAGCGCACAGCAGGTTGCAGTTAGCAC 

Fw_1929 GAAAACCTGTACTTCCAGGGTTCCAATCCGTATAACGAAATGATCATCACCCTGA 

Rv_1579 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAACCTAACACCTGACGCATCAGGCTGC 

Rv_1628 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAGCTCACTTTTTTGTTCGGGCTATAACCACCG 

Rv_1915 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAATTCAGGCTACGTGCACGCTGCATTTCG 

Rv_1921 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAACGAACCAGATCCTGATAATTCAGGCTACGTG 

Rv_2126 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAGCTATAATCCAGCAGACTGCTACGGCTAC 

Fw-attB1TEV GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACCTGTACTTCCAGGGT 

 

 

 

  

ANNEXE 3 

Tableau des amorces utilisées pour les PCR d’assemblage 
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A B S T R A C T

In 2019, a new coronavirus (2019-nCoV) infecting Humans has emerged in Wuhan, China. Its genome has been
sequenced and the genomic information promptly released. Despite a high similarity with the genome sequence
of SARS-CoV and SARS-like CoVs, we identified a peculiar furin-like cleavage site in the Spike protein of the
2019-nCoV, lacking in the other SARS-like CoVs. In this article, we discuss the possible functional consequences
of this cleavage site in the viral cycle, pathogenicity and its potential implication in the development of anti-
virals.

Human coronaviruses (CoV) are enveloped positive-stranded RNA
viruses belonging to the order Nidovirales, and are mostly responsible
for upper respiratory and digestive tract infections. Among them SARS-
CoV and MERS-CoV that spread in 2002 and 2013 respectively, have
been associated with severe human illnesses, such as severe pneumonia
and bronchiolitis, and even meningitis in more vulnerable populations
(de Wit et al., 2016). In December 2019, a new CoV (2019-nCoV) has
been detected in the city of Wuhan, and this emerging viral infection
was associated with severe human respiratory disease with a ~2–3%
fatality rate (Li et al., 2020). The virus that was presumed to have in-
itially been transmitted from an animal reservoir to humans possibly via
an amplifying host. However human-to-human transmission has been
reported, leading to a sustained epidemic spread with>31,000 con-
firmed human infections, including>640 deaths, reported by the
WHO in early February 2020. The estimated effective reproductive
number (R) value of ~2.90 (95%: 2.32–3.63) at the beginning of the
outbreak raises the possibility of a pandemics (Zhao et al., 2020). This
prompted WHO to declare it as a Public Health Emergency of Inter-
national Concern. This is especially relevant because so far there are no
specific antiviral treatments available or vaccine. Based on its genome
sequence, 2019-nCoV belongs to lineage b of Betacoronavirus (Fig. 1A),
which also includes the SARS-CoV and bat CoV ZXC21, the latter and
CoV ZC45 being the closest to 2019-nCoV. 2019-nCoV shares ~76%
amino acid sequence identity in the Spike (S)-protein sequence with
SARS-CoV and 80% with CoV ZXC21 (Chan et al., 2020). In this article,

we focus on a specific furin-like protease recognition pattern present in
the vicinity of one of the maturation sites of the S protein (Fig. 1B) that
may have significant functional implications for virus entry.

The proprotein convertases (PCs; genes PCSKs) constitute a family
of nine serine secretory proteases that regulate various biological pro-
cesses in both healthy and disease states (Seidah and Prat, 2012). By
proteolysis, PCs are responsible for the activation of a wide variety of
precursor proteins, such as growth factors, hormones, receptors and
adhesion molecules, as well as cell surface glycoproteins of infectious
viruses (Seidah and Chretien, 1999) (Table 1). Seven PCs cleave pre-
cursor proteins at specific single or paired basic amino acids (aa) within
the motif (R/K)-(2X)n-(R/K)↓, where n = 0, 1, 2, or 3 spacer aa (Seidah
and Chretien, 1999). Because of their role in the processing of many
critical cell surface proteins PCs, especially furin, have been implicated
in viral infections. They have the potential to cleave specifically viral
envelope glycoproteins, thereby enhancing viral fusion with host cell
membranes (Izaguirre, 2019; Moulard and Decroly, 2000). In the case
of human-infecting coronaviruses such as HCoV-OC43 (Le Coupanec
et al., 2015), MERS-CoV (Millet and Whittaker, 2014), and HKU1 (Chan
et al., 2008) the spike protein has been demonstrated to be cleaved at
an S1/S2 cleavage site (Fig. 2) generating the S1 and S2 subunits. The
above three viruses display the canonical (R/K)-(2X)n-(R/K)↓ motif
(Table 1). Additionally, it has been demonstrated that variation around
the viral envelope glycoprotein cleavage site plays a role in cellular
tropism and pathogenesis. For instance, the pathogenesis of some CoV
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has been previously related to the presence of a furin-like cleavage site
in the S-protein sequence. For example, the insertion of a similar
cleavage site in the infectious bronchitis virus (IBV) S-protein results in
higher pathogenicity, pronounced neural symptoms and neurotropism
in infected chickens (Cheng et al., 2019).

Similarly, in the case of influenza virus, low-pathogenicity forms of
influenza virus contain a single basic residue at the cleavage site, which
is cleaved by trypsin-like proteases and the tissue distribution of the
activating protease(s) typically restricts infections to the respiratory
and/or intestinal organs (Sun et al., 2010). Conversely, the highly pa-
thogenic forms of influenza have a furin-like cleavage site cleaved by
different cellular proteases, including furin, which are expressed in a
wide variety of cell types allowing a widening of the cell tropism of the
virus (Kido et al., 2012). Furthermore the insertion of a multibasic motif

RERRRKKR↓GL at the H5N1 hemagglutinin HA cleavage site was likely
associated with the hyper-virulence of the virus during the Hong Kong
1997 outbreak (Claas et al., 1998). This motif exhibits the critical Arg at
P1 and basic residues at P2 and P4, as well as P6 and P8 and an ali-
phatic Leu at P2’ positions (Table 1) (Schechter and Berger nomen-
clature (Schechter and Berger, 1968)), typical of a furin-like cleavage
specificity (Braun and Sauter, 2019; Izaguirre, 2019; Seidah and Prat,
2012).

The coronavirus S-protein is the structural protein responsible for
the crown-like shape of the CoV viral particles, from which the original
name “coronavirus” was coined. The ~1200 aa long S-protein belongs
to class-I viral fusion proteins and contributes to the cell receptor
binding, tissue tropism and pathogenesis (Lu et al., 2015; Millet and
Whittaker, 2014). It contains several conserved domains and motifs

Fig. 1. Characterization of an nCoV-peculiar se-
quence at the S1/S2 cleavage site in the S-protein
sequence, compared SARS-like CoV. (A)
Phylogenetic tree of selected coronaviruses from
genera alphacoronavirus (α-Cov) and betacor-
onavirus (β-CoV), lineages a, b, c and d: 2019-nCoV
(NC_045512.2), CoV-ZXC21 (MG772934), SARS-
CoV (NC_004718.3), SARS-like BM4821
(MG772934), HCoV-OC43 (AY391777), HKU9-1
(EF065513), HCoV-NL63 (KF530114.1), HCoV229E
(KF514433.1), MERS-CoV (NC019843.3), HKU1
(NC_006577.2). The phylogenetic tree was obtained
on the Orf1ab amino acid sequence using the
Maximum Likelihood method by Mega X software.
Red asterisks indicate the presence of a canonical
furin-like cleavage motif at site 1; (B) Alignment of
the coding and amino acid sequences of the S-pro-
tein from CoV-ZXC21 and 2019-nCoV at the S1/S2
site. The 2019-nCoV-specific sequence is in bold.
The sequence of CoV-ZXC21 S-protein at this posi-
tion is representative of the sequence of the other
betacoronaviruses belonging to lineage b, except the
one of 2019-nCoV. (For interpretation of the refer-
ences to colour in this figure legend, the reader is
referred to the Web version of this article.)

Table 1
Comparative sequences of envelope protein cleavage site(s) in coronaviruses (above) and in other RNA viruses (below). Empty boxes: no consensus motif detected..
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(Fig. 2). The trimetric S-protein is processed at the S1/S2 cleavage site
by host cell proteases, during infection. Following cleavage, also known
as priming, the protein is divided into an N-terminal S1-ectodomain
that recognises a cognate cell surface receptor and a C-terminal S2-
membrane-anchored protein involved in viral entry. The SARS-CoV S1-
protein contains a conserved Receptor Binding Domain (RBD), which
recognises the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) (Li et al.,
2003). The SARS-CoV binds to both bat and human cells, and the virus
can infect both organisms (Ge et al., 2013; Kuhn et al., 2004). The RBD
surface of S1/ACE2 implicates 14 aa in the S1 of SARS-CoV (Li et al.,
2005). Among them, 8 residues are strictly conserved in 2019-nCoV,
supporting the hypothesis that ACE2 is also the receptor of the newly
emerged nCoV (Wan et al., 2020). The S2-protein contains the fusion
peptide (FP), a second proteolytic site (S2′), followed by an internal
fusion peptide (IFP) and two heptad-repeat domains preceding the
transmembrane domain (TM) (Fig. 2). Notably, the IFPs of the 2019-
nCoV and SARS-CoV are identical, displaying characteristics of viral
fusion peptides (Fig. 2). While the molecular mechanism involved in
cell entry is not yet fully understood, it is likely that both FP and IFP
participate in the viral entry process (Lu et al., 2015) and thus the S-
protein must likely be cleaved at both S1/S2 and S2′ cleavage sites for
virus entry. The furin-like S2′ cleavage site at KR↓SF with P1 and P2
basic residues and a P2′ hydrophobic Phe (Seidah and Prat, 2012),
downstream of the IFP is identical between the 2019-nCoV and SARS-
CoV (Fig. 2). In the MERS-CoV and HCoV-OC43 the S1/S2 site is re-
placed by RXXR↓SA, with P1 and P4 basic residues, and an Ala (not
aliphatic) at P2′, suggesting a somewhat less favourable cleavage by
furin. However, in the other less pathogenic circulating human CoV, the
S2′ cleavage site only exhibits a monobasic R↓S sequence (Fig. 2) with
no basic residues at either P2 and/or P4 needed to allow furin cleavage,
suggesting a less efficient cleavage or higher restriction at the entry step
depending on the cognate proteases expressed by target cells. Even
though processing at S2′ in 2019-nCoV is expected to be a key event for

the final activation of the S-protein, the protease(s) involved in this
process have not yet been conclusively identified. Based on the 2019-
nCoV S2′ sequence and the above arguments, we propose that one or
more furin-like enzymes would cleave the S2′ site at KR↓SF. In contrast
to the S2′, the first cleavage between the RBD and the FP (S1/S2
cleavage site, Fig. 2) has been extensively studied for many CoVs (Lu
et al., 2015). Interestingly the S1/S2 processing site exhibits different
motifs among coronaviruses (Fig. 2, site 1 & site 2), with many of them
displaying cleavage after a basic residue. It is thus likely that the
priming process is ensured by different host cell proteases depending on
the sequence of the S1/S2 cleavage site. Accordingly the MERS-CoV S-
protein, which contains a RSVR↓SV motif is cleaved during virus
egress, probably by furin (Mille and Whittaker, 2014). Conversely the S-
protein of SARS-CoV remains largely uncleaved after biosynthesis,
possibly due to the lack of a favourable furin-like cleavage site (SLLR-
ST). In this case, it was reported that following receptor binding the S-
protein is cleaved at a conserved sequence AYT↓M (located 10 aa
downstream of SLLR-ST) by target cells’ proteases such as elastase,
cathepsin L or TMPRSS2 (Bosch et al., 2008; Matsuyama et al., 2010,
2005; Millet and Whittaker, 2015). As the priming event is essential for
virus entry, the efficacy and extent of this activation step by the pro-
teases of the target cells should regulate cellular tropism and viral pa-
thogenesis. In the case of the 2019-nCoV S-protein, the conserved site 2
sequence AYT↓Mmay still be cleaved, possibly after the preferred furin-
cleavage at the site 1 (Fig. 2).

Since furin is highly expressed in lungs, an enveloped virus that
infects the respiratory tract may successfully exploit this convertase to
activate its surface glycoprotein (Bassi et al., 2017; Mbikay et al.,
1997). Before the emergence of the 2019-nCoV, this important feature
was not observed in the lineage b of betacoronaviruses. However, it is
shared by other CoV (HCoV-OC43, MERS-CoV, MHV-A59) harbouring
furin-like cleavage sites in their S-protein (Fig. 2; Table 1), which were
shown to be processed by furin experimentally (Le Coupanec et al.,

Fig. 2. Schematic representation of the human 2019-nCoV S-protein with a focus on the putative maturation sites. The domains were previously characterized in
SARS-CoV and MERS-CoV: Signal peptide (SP), N-terminal domain (NTD), receptor-binding domain (RBD), fusion peptide (FP), internal fusion peptide (IFP), heptad
repeat 1/2 (HR1/2), and the transmembrane domain (TM). The SP, S1↓S2 and S2′ cleavage sites are indicated by arrows. The sequence of different CoV S1/S2 and S2′
cleavage sites were aligned using Multalin webserver (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) with manual adjustments and the figure prepared using ESPript 3
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/) presenting the secondary structure of SARS-CoV S-protein at the bottom of the alignment (PDB 5X58) (Yuan et al., 2017).
Insertion of furin like cleavage site is surrounded by a black frame. Red asterisks indicate the presence of a canonical furin-like cleavage motif at the S1/S2 site. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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2015; Mille and Whittaker, 2014). Strikingly, the 2019-nCoV S-protein
sequence contains 12 additional nucleotides upstream of the single
Arg↓ cleavage site 1 (Figs. 1B and 2) leading to a predictively solvent-
exposed PRRAR↓SV sequence, which corresponds to a canonical furin-
like cleavage site (Braun and Sauter, 2019; Izaguirre, 2019; Seidah and
Prat, 2012). This furin-like cleavage site, is supposed to be cleaved
during virus egress (Mille and Whittaker, 2014) for S-protein “priming”
and may provide a gain-of-function to the 2019-nCoV for efficient
spreading in the human population compared to other lineage b beta-
coronaviruses. This possibly illustrates a convergent evolution pathway
between unrelated CoVs. Interestingly, if this site is not processed, the
S-protein is expected to be cleaved at site 2 during virus endocytosis, as
observed for the SARS-CoV.

Obviously much more work is needed to demonstrate experimen-
tally our assertion, but the inhibition of such processing enzyme(s) may
represent a potential antiviral strategy. Indeed, it was recently shown
that in an effort to limit viral infections, host cells that are infected by a
number of viruses provoke an interferon response to inhibit the enzy-
matic activity of furin-like enzymes. It was also demonstrated that HIV
infection induces the expression of either the protease activated re-
ceptor 1 (PAR1) (Kim et al., 2015) or guanylate binding proteins 2 and
5 (GBP2,5) (Braun and Sauter, 2019) that restrict the trafficking of furin
to the trans Golgi network (PAR1) or to early Golgi compartments
(GBP2,5) where the proprotein convertase remains inactive. Altogether,
these observations suggest that inhibitors of furin-like enzymes may
contribute to inhibiting virus propagation.

A variety of approaches have been proposed to inhibit furin activity
to limit tumour growth, viral and bacterial infection. Thus, a variant of
the naturally occurring serine protease inhibitor α-1 antitrypsin har-
bouring a consensus furin cleavage, called α-1 antitrypsin Portland (α1-
PDX), inhibits furin and prevents the processing of HIV-1 Env
(Anderson et al., 1993). The addition of a chloromethylketone (CMK)
moiety to the C-terminus of a polybasic cleavage motif and a decanoyl
group at the N-terminus to favour cell penetration (dec-RVKR-cmk)
irreversibly blocked the enzymatic activity of furin, PC7, PC5, PACE4
and PC7 (Decroly et al., 1996; Garten et al., 1994). Finally, the eluci-
dation of the crystal structure of furin resulted in the design of a 2,5-
dideoxystreptamine-derived inhibitor, where two molecules of the in-
hibitor form a complex with furin (Dahms et al., 2017). As furin-like
enzymes are involved in a multitude of cellular processes, one im-
portant issue would be to avoid systemic inhibition that may result in
some toxicity. Accordingly, it is likely that such small molecule in-
hibitors, or other more potent orally active ones, possibly delivered by
inhalation and exhibiting a slow dissociation rate from furin to allow
for sustained inhibition, deserve to be rapidly tested to assess their
antiviral effect against 2019-nCoV.

Acknowledgments

This work was supported by a CIHR Foundation grant # 148363
(NGS), a Canada Research Chairs in Precursor Proteolysis (NGS; # 950-
231335), and by the European Virus Archive Global (BCo; EVA
GLOBAL) funded by the European Union's Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement No 871029.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.antiviral.2020.104742.

References

Anderson, E.D., Thomas, L., Hayflick, J.S., Thomas, G., 1993. Inhibition of HIV-1 gp160-
dependent membrane fusion by a furin-directed α1-antitrypsin variant. J. Biol. Chem.
268, 24887–24891.

Bassi, D.E., Zhang, J., Renner, C., Klein-Szanto, A.J., 2017. Targeting proprotein

convertases in furin-rich lung cancer cells results in decreased in vitro and in vivo
growth. Mol. Carcinog. 56, 1182–1188. https://doi.org/10.1002/mc.22550.

Bosch, B.J., Bartelink, W., Rottier, P.J.M., 2008. Cathepsin L functionally cleaves the
severe acute respiratory syndrome coronavirus class I fusion protein upstream of
rather than adjacent to the fusion peptide. J. Virol. 82, 8887–8890. https://doi.org/
10.1128/jvi.00415-08.

Braun, E., Sauter, D., 2019. Furin-mediated protein processing in infectious diseases and
cancer. Clin. Transl. Immunol. 8, e1073. https://doi.org/10.1002/cti2.1073.

Chan, C.M., Woo, P.C., Lau, S.K., Tse, H., Chen, H.L., Li, F., Zheng, B.J., Chen, L., Huang,
J.D., Yuen, K.Y., 2008. Spike protein, S, of human coronavirus HKU1: role in viral life
cycle and application in antibody detection. Exp. Biol. Med. 233, 1527–1536. https://
doi.org/10.3181/0806-RM-197.

Chan, J.F., Kok, K.H., Zhu, Z., Chu, H., To, K.K., Yuan, S., Yuen, K.Y., 2020. Genomic
characterization of the 2019 novel human-pathogenic coronavirus isolated from a
patient with atypical pneumonia after visiting Wuhan. Emerg. Microb. Infect. 9,
221–236. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1719902.

Cheng, J., Zhao, Y., Xu, G., Zhang, K., Jia, W., Sun, Y., Zhao, J., Xue, J., Hu, Y., Zhang, G.,
2019. The S2 subunit of QX-type infectious bronchitis coronavirus spike protein is an
essential determinant of neurotropism. Viruses 11. https://doi.org/10.3390/
v11100972.

Claas, E.C., Osterhaus, A.D., Van Beek, R., De Jong, J.C., Rimmelzwaan, G.F., Senne, D.A.,
Krauss, S., Shortridge, K.F., Webster, R.G., 1998. Human influenza A H5N1 virus
related to a highly pathogenic avian influenza virus. Lancet 351, 472–477. https://
doi.org/10.1016/S0140-6736(97)11212-0.

Dahms, S.O., Jiao, G.-S., Than, M.E., 2017. Structural studies revealed active site dis-
tortions of human furin by a small molecule inhibitor. ACS Chem. Biol. 12, 2474.
https://doi.org/10.1021/acschembio.7b00633.

de Wit, E., van Doremalen, N., Falzarano, D., Munster, V.J., 2016. SARS and MERS: recent
insights into emerging coronaviruses. Nat. Publ. Gr. https://doi.org/10.1038/
nrmicro.2016.81.

Decroly, E., Wouters, S., Di Bello, C., Lazure, C., Ruysschaert, J.-M., Seidah, N.G., 1996.
Identification of the Paired Basic Convertases Implicated in HIV gp160 Processing
Based on in Vitro Assays and Expression in CD4+ Cell Lines. J. Biol. Chem. 271,
30442–30450. https://doi.org/10.1074/jbc.271.48.30442.

Garten, W., Hallenberger, S., Ortmann, D., Schäfer, W., Vey, M., Angliker, H., Shaw, E.,
Klenk, H.D., 1994. Processing of viral glycoproteins by the subtilisin-like en-
doprotease furin and its inhibition by specific peptidylchloroalkylketones. Biochimie
76, 217–225. https://doi.org/10.1016/0300-9084(94)90149-x.

Ge, X.-Y., Li, J.-L., Yang, X.-L., Chmura, A.A., Zhu, G., Epstein, J.H., Mazet, J.K., Hu, B.,
Zhang, W., Peng, C., Zhang, Y.-J., Luo, C.-M., Tan, B., Wang, N., Zhu, Y., Crameri, G.,
Zhang, S.-Y., Wang, L.-F., Daszak, P., Shi, Z.-L., 2013. Isolation and characterization
of a bat SARS-like coronavirus that uses the ACE2 receptor. Nature 503, 535–538.
https://doi.org/10.1038/nature12711.

Izaguirre, G., 2019. The proteolytic regulation of virus cell entry by furin and other
proprotein convertases. Viruses 11. https://doi.org/10.3390/v11090837.

Kido, H., Okumura, Y., Takahashi, E., Pan, H.Y., Wang, S., Yao, D., Yao, M., Chida, J.,
Yano, M., 2012. Role of host cellular proteases in the pathogenesis of influenza and
influenza-induced multiple organ failure. Biochim. Biophys. Acta Protein
Proteonomics. https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2011.07.001.

Kim, W., Zekas, E., Lodge, R., Susan-Resiga, D., Marcinkiewicz, E., Essalmani, R., Mihara,
K., Ramachandran, R., Asahchop, E., Gelman, B., Cohen, É.A., Power, C., Hollenberg,
M.D., Seidah, N.G., 2015. Neuroinflammation-Induced interactions between pro-
tease-activated receptor 1 and proprotein convertases in HIV-associated neurocog-
nitive disorder. Mol. Cell Biol. 35, 3684–3700. https://doi.org/10.1128/mcb.
00764-15.

Kuhn, J.H., Li, W., Choe, H., Farzan, M., 2004. Angiotensin-converting enzyme 2: a
functional receptor for SARS coronavirus. Cell. Mol. Life Sci. 61, 2738–2743. https://
doi.org/10.1007/s00018-004-4242-5.

Le Coupanec, A., Desforges, M., Meessen-Pinard, M., Dubé, M., Day, R., Seidah, N.G.,
Talbot, P.J., 2015. Cleavage of a neuroinvasive human respiratory virus spike gly-
coprotein by proprotein convertases modulates neurovirulence and virus spread
within the central nervous system. PLoS Pathog. 11. https://doi.org/10.1371/
journal.ppat.1005261.

Li, F., Li, W., Farzan, M., Harrison, S.C., 2005. Structure of SARS coronavirus spike re-
ceptor-binding domain complexed with receptor. Science 309, 1864–1868. https://
doi.org/10.1126/science.1116480.

Li, Q., Guan, X., Wu, P., Wang, X., Zhou, L., Tong, Y., Ren, R., Leung, K.S.M., Lau, E.H.Y.,
Wong, J.Y., Xing, X., Xiang, N., Wu, Y., Li, C., Chen, Q., Li, D., Liu, T., Zhao, J., Li, M.,
Tu, W., Chen, C., Jin, L., Yang, R., Wang, Q., Zhou, S., Wang, R., Liu, H., Luo, Y., Liu,
Y., Shao, G., Li, H., Tao, Z., Yang, Y., Deng, Z., Liu, B., Ma, Z., Zhang, Y., Shi, G., Lam,
T.T.Y., Wu, J.T.K., Gao, G.F., Cowling, B.J., Yang, B., Leung, G.M., Feng, Z., 2020.
Early transmission dynamics in Wuhan, China, of novel coronavirus–infected pneu-
monia. N. Engl. J. Med. NEJMoa2001316. https://doi.org/10.1056/
NEJMoa2001316.

Li, W., Moore, M.J., Vasllieva, N., Sui, J., Wong, S.K., Berne, M.A., Somasundaran, M.,
Sullivan, J.L., Luzuriaga, K., Greeneugh, T.C., Choe, H., Farzan, M., 2003.
Angiotensin-converting enzyme 2 is a functional receptor for the SARS coronavirus.
Nature 426, 450–454. https://doi.org/10.1038/nature02145.

Lu, G., Wang, Q., Gao, G.F., 2015. Bat-to-human: spike features determining “host jump”
of coronaviruses SARS-CoV, MERS-CoV, and beyond. Trends Microbiol. https://doi.
org/10.1016/j.tim.2015.06.003.

Matsuyama, S., Nagata, N., Shirato, K., Kawase, M., Takeda, M., Taguchi, F., 2010.
Efficient activation of the severe acute respiratory syndrome coronavirus spike pro-
tein by the transmembrane protease TMPRSS2. J. Virol. 84, 12658–12664. https://
doi.org/10.1128/JVI.01542-10.

Matsuyama, S., Ujike, M., Morikawa, S., Tashiro, M., Taguchi, F., 2005. Protease-

B. Coutard, et al. Antiviral Research 176 (2020) 104742

4



mediated enhancement of severe acute respiratory syndrome coronavirus infection.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 102, 12543–12547. https://doi.org/10.1073/pnas.
0503203102.

Mbikay, M., Sirois, F., Yao, J., Seidah, N.G., Chrétien, M., 1997. Comparative analysis of
expression of the proprotein convertases furin, PACE4, PC1 and PC2 in human lung
tumours. Br. J. Canc. 75, 1509–1514. https://doi.org/10.1038/bjc.1997.258.

Mille, J.K., Whittaker, G.R., 2014. Host cell entry of Middle East respiratory syndrome
coronavirus after two-step, furin-mediated activation of the spike protein. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 111, 15214–15219. https://doi.org/10.1073/pnas.1407087111.

Millet, J.K., Whittaker, G.R., 2015. Host cell proteases: critical determinants of cor-
onavirus tropism and pathogenesis. Virus Res. 202, 120–134. https://doi.org/10.
1016/j.virusres.2014.11.021.

Millet, J.K., Whittaker, G.R., 2014. Host cell entry of Middle East respiratory syndrome
coronavirus after two-step, furin-mediated activation of the spike protein. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 111, 15214–15219. https://doi.org/10.1073/pnas.1407087111.

Moulard, M., Decroly, E., 2000. Maturation of HIV envelope glycoprotein precursors by
cellular endoproteases. Biochim. Biophys. Acta Rev. Biomembr. https://doi.org/10.
1016/S0304-4157(00)00014-9.

Schechter, I., Berger, A., 1968. On the active site of proteases. 3. Mapping the active site
of papain; specific peptide inhibitors of papain. Biochem. Biophys. Res. Commun. 32,
898–902. https://doi.org/10.1016/0006-291x(68)90326-4.

Seidah, N.G., Chretien, M., 1999. Proprotein and prohormone convertases: a family of
subtilases generating diverse bioactive polypeptides. Brain Res. 848, 45–62. https://
doi.org/10.1016/S0006-8993(99)01909-5.

Seidah, N.G., Prat, A., 2012. The biology and therapeutic targeting of the proprotein
convertases. Nat. Rev. Drug Discov. https://doi.org/10.1038/nrd3699.

Sun, X., Tse, L.V., Ferguson, A.D., Whittaker, G.R., 2010. Modifications to the he-
magglutinin cleavage site control the virulence of a neurotropic H1N1 influenza
virus. J. Virol. 84, 8683–8690. https://doi.org/10.1128/JVI.00797-10.

Wan, Y., Shang, J., Graham, R., Baric, R.S., Li, F., 2020. Receptor recognition by novel
coronavirus from Wuhan: an analysis based on decade-long structural studies of
SARS. J. Virol. https://doi.org/10.1128/JVI.00127-20.

Yuan, Y., Cao, D., Zhang, Y., Ma, J., Qi, J., Wang, Q., Lu, G., Wu, Y., Yan, J., Shi, Y.,
Zhang, X., Gao, G.F., 2017. Cryo-EM structures of MERS-CoV and SARS-CoV spike
glycoproteins reveal the dynamic receptor binding domains. Nat. Commun. https://
doi.org/10.1038/ncomms15092.

Zhao, S., Ran, J., Musa, S.S., Yang, G., Wang, W., Lou, Y., Gao, D., Yang, L., He, D., Wang,
M.H., 2020. Preliminary estimation of the basic reproduction number of novel cor-
onavirus (2019-nCoV) in China, from 2019 to 2020: a data-driven analysis in the
early phase of the outbreak. Int J Infect Dis 30053–30059. https://doi.org/10.1016/j.
ijid.2020.01.050.

B. Coutard, et al. Antiviral Research 176 (2020) 104742

5





Antiviral drugs against SARS-CoV-2: what do we know about their 1 

Mode of Action? 2 

Coralie Valle1, Baptiste Martin2, Franck Touret3, Ashleigh Shannon1 Bruno Canard1, Jean 3 

Claude Guillemot1, Bruno Coutard3 et Etienne Decroly1 4 

  5 

1 Laboratoire AFMB, Aix Marseille Université, CNRS, UMR 7257, Marseille, France 6 

2 Molecular Bases of Viral Pathogenicity, International Centre for Research in Infectiology 7 

(CIRI), INSERM U1111, CNRS UMR5308, Université Lyon 1, Ecole Normale Supérieure de 8 

Lyon, Lyon, France 9 

3Unité des Virus Emergents (UVE: Aix Marseille Univ, IRD 190, INSERM 1207, IHU 10 

Méditerranée Infection), 13005 Marseille, France 11 

Corresponding authors: bruno.coutard@univ-amu.fr & etienne.decroly@afmb.univ-mrs.fr 12 

  13 

ABSTRACT 14 

In December 2019, a new human coronavirus (SARS-CoV-2) has emerged in the Hubei region 15 

(China) leading to a pandemic of international concern. The fast dissemination of the virus 16 

around the world and the significant proportion of patients declaring severe symptoms highlights 17 

the urgency to develop therapeutics. First clinical trials are based on repurposing strategies of 18 

drugs used for other diseases and showing inhibitory activity against SARS-CoV-2 in vitro. 19 

Despite the rapid access to these drugs, their mode of action is often barely documented. 20 

Conversely, traditional antiviral approaches targeting the viral entry pathway or key replicative 21 

enzymes, or immunomodulators have also identified promising compounds that must be pushed 22 

to clinical trial evaluation in order to determine their safety profile and their antiviral effect. This 23 

review clarifies and discusses different conceivable antiviral strategies for treatment of Covid-24 

19, and sheds light on the mechanism of action of these different drugs. 25 

 26 

 27 

 28 



HIGHLIGHTS 29 

-  The Covid-19 is a major threat to public health in absence of therapeutics and vaccines. 30 

- The development of antivirals is urgently needed to treat Covid-19 patients and limit virus 31 

dissemination. 32 

- Several studies identified compounds limiting coronavirus replication in vitro and the mode of 33 

action of some promising antiviral is established. 34 

- Repurposing therapeutic strategies against SARS-CoV-2 is in progress and we need to clarify 35 

the mode of action of the used compounds. 36 

 37 

 38 

 39 

 40 

 41 

  42 



1.    Introduction to SARS-Coronavirus 2  43 

Over the last 20 years, three coronaviruses (CoVs) causing severe pulmonary infections in 44 

humans, have crossed the species barrier (Ksiazek et al., 2003; Zaki et al., 2012). The last of 45 

these CoVs, named SARS-CoV-2, emerged in December 2019 in the Hubei province (China) 46 

and rapidly spread around the world becoming a major public health threat (Wu et al., 2020). In 47 

approximately 20% of patients, the disease progresses to severe pneumonia, respiratory and 48 

multi-visceral failure often leading to death of patients with comorbidity factors (Zhou et al., 49 

2020). This illness evolution is associated with a deregulated immune response, including 50 

exacerbated production of pro-inflammatory cytokines  (Huang et al., 2020). The development 51 

of antiviral therapies is thus urgently needed especially given the current absence of a vaccine. 52 

Coronaviruses belong to the Nidovirales order, a group of enveloped viruses with genomic RNA 53 

of positive polarity. Their 27-34 kb genome codes for 16 non-structural proteins (nsps) and 4 54 

structural proteins (spike protein (S), envelope protein (E), membrane protein (M) and 55 

nucleoprotein (N)) (de Wit et al., 2016). The virus life cycle, described in Figure 1, begins by the 56 

attachment of the viral particle to the ACE2 cell surface receptor mediated by the S protein (Li, 57 

2015; Wan et al., 2020). Virus entry is next achieved by endocytosis and/or direct fusion of the 58 

cell and viral membranes. The S protein is synthesized as an inactive precursor that is inserted 59 

in the viral membrane and requires two subequent cleavages by cellular proteases to become 60 

functionally active. Different cellular protease such as furin-like enzymes or the Transmembrane 61 

Protease Serine 2 (TMPRSS2) were proposed to cleave the S protein into two subunits, S1 and 62 

S2 in a process called "priming" (Coutard et al., 2020; Matsuyama et al., 2010). Recent study 63 

has reported that this cleavage involving furin in lung cells is important to virus entry (Hoffmann 64 

Markus et al, 2020). In addition, the virus entry requires a second proteolytic cleavage occurring 65 

at a S2' site localized immediately upstream to the fusion peptide (Belouzard et al., 2009; Millet 66 

and Whittaker, 2015), which seem to involve at least TMPRSS2 (Bestle et al., 2020). The viral 67 

genome is then released into the cytoplasm of infected cells, allowing translation of the viral 68 

mRNA into two polyproteins, pp1a and pp1ab, controlled by a -1 ribosomal frameshift. These 69 

polyprotein precursors are subsequently cleaved by two viral proteases, chymotrypsin-like 3 70 

(3CLpro) and papain-like (PLpro), to generate 16 non-structural proteins (nsp1 to 16). Many of 71 

these proteins participate in the formation of the replication and transcription complex (RTC) 72 

orchestrating genome replication, mRNA synthesis and capping. At the final stage of viral 73 

infection, the N protein assembles into the neo-synthesized viral genome to form the 74 



nucleocapsid, which associates with the viral structural proteins to generate new virions that are 75 

released by exocytosis (de Wit et al., 2016). 76 

Thus far, the ongoing SARS-CoV-2 pandemic has already caused at least 3.2 million confirmed 77 

cases and more than 228.000 deaths. In response to the global health emergency, public health 78 

measures to control the spread of the virus were established and efforts to identify molecules 79 

with antiviral potential and research for vaccine development have been intensified. The antiviral 80 

strategies explored "hic et nunc'' are principally based on the use of existing drugs, initially 81 

developed to treat other diseases. However, even more than 800 different clinical trials are 82 

curently in progres, their include only a limited set of drugs, tested alone or in combination, 83 

(Thorlund et al., 2020). Although drugs used in these therapeutic assays have shown some 84 

inhibitory effect in CoV infected cells, the molecular bases of their antiviral activity are often 85 

poorly understood, except for nucleoside analogs (e.g. Favipiravir for Influenza virus) and fusion 86 

inhibitors (e.g. arbidol). In addition, important concerns have arisen pending the results of 87 

clinical studies, such as the risk of inappropriate self-treatment, the potential toxicity or adverse 88 

effect of compounds and the risk of depletion of pharmacy stocks making them unavailable for 89 

treatment of other pathologies. Conversely, the emergence of SARS-CoV and Middle East 90 

respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) has prompted an increasing number of 91 

publications describing new CoV inhibitors and characterizing in depth their mode of action 92 

(MoA). In this review, we summarize the promising candidate molecules which could be 93 

repurposed, as well as anti-CoV specific drugs derived from long standing research on CoVs, 94 

for which we provide additional information pertaining to their potential MoA based on our 95 

knowledge of the SARS-COV-2 viral life-cycle.  96 

Immunomodulation strategies, vaccination and supporting treatment strategies are not 97 

described in detail in this review, although these are also key issues in the combat against 98 

Covid-19. 99 

 100 

2. Classical antiviral approaches 101 

In absence of specific therapeutics, supportive treatments such as oxygen therapy or 102 

mechanical ventilation remain the only option for managing severe disease symptoms (“Clinical 103 

management of severe acute respiratory infection when COVID-19 is suspected,” n.d.). In order 104 

to fight against the early virus propagation and limit the illness severity, one important strategy 105 

should be to develop therapeutics based on existing antiviral compounds. Following the rapid 106 

emergence and spread of SARS-CoV and MERS-CoV in 2003 and 2012 respectively, important 107 



efforts were made in order to identify drugs targeting specific steps of the coronavirus life cycle 108 

(Figure 1) including i) cellular receptor Angiotensin Converting Enzymes 2 (ACE2), ii) spike 109 

glycoprotein processing enzymes, iii) viral entry, iv) polyprotein processing, and v) the 110 

replication/transcription complex. The latest SARS-CoV-2 pandemic has promted rapid 111 

screening of these compounds in infected cells, with several now pushed to small animal 112 

models and/or clinical trials. 113 

2.1. Antibodies neutralization 114 

An usefull therapeutic strategy consists of interfering with the first step of the viral cycle by 115 

targeting the interaction of the viral S protein with the cell surface receptors. It was recently 116 

demonstrated that sera of patients contain neutralizing antibodies (Abs) that can limit SARS-117 

CoV-2 viral infection in vitro (Zhou and Zhao, 2020). In support of this, treatment of patients 118 

showing respiratory distress with convalescent plasma has shown some efficacy, suggesting 119 

that the passive immunity might help recovery from SARS-CoV-2 infection (Cheng et al., 2005; 120 

Mair-Jenkins et al., 2015; Yeh et al., 2005). Clinical trials using plasmaphereses are thus 121 

underway to evaluate the efficacy of this strategy in the treatment of COVID-19 (L. Chen et al., 122 

2020; Shen et al., 2020). The development of monoclonal Abs (MAbs) directed against the viral 123 

S protein is also a rational option for therapy (Berry, 2005). This approach was previously used 124 

in the latest Ebola outbreaks with the development of ZMapp (Hoenen et al., 2019). Neutralizing 125 

MABs targeting the SARS- and MERS-CoV S protein have been evidenced and their antiviral 126 

effect was experimentally demonstrated in cells and animals infected with SARS-CoV or MERS-127 

CoV (Greenough et al., 2005; He et al., 2005; Hofmann et al., 2004; Sui et al., 2004; Wang et 128 

al., 2018). Thus, the development of MAbs targeting the S protein of MERS-coV-2 is also 129 

currently in progress. Alternatively, the development of MAbs targeting ACE2 is also an 130 

interesting option to reduce viral entry (Walls et al., 2020; Zhu et al., 2007), but may be more 131 

risky due to the potential for interference of the  physiological function of the ACE2 receptor, 132 

which is involved in angiotensin maturation. Another possibility is to use human recombinant 133 

soluble ACE2 in order to block SARS-CoV-2 infection (Monteil et al., 2020). While this strategy 134 

seems to limit the SARS-CoV-2 infection in cell culture, the stability of the soluble receptor in the 135 

serum of infected patients and potential adverse effects in patients remain to be determined. 136 

Interestingly,  MAbs targeting other cellular receptors such as CD147 have also been shown to 137 

block viral infection in cell cultures, with a direct interaction between CD147 and the S protein  138 

demonstrated using co-immunoprecipitation (K. Wang et al., 2020). While these first results 139 

have yet to be confirmed, this observation would suggest that the SARS-CoV-2 could use an 140 



alternative entry receptor in certain cell types. A clinical trial using an anti-CD147 antibody 141 

(Meplazumab) is currently ongoing in China (Bian et al., 2020), however the antiviral effect of 142 

this therapeutic is uncertain as the virus is well known to bind with high affinity to the ACE2 143 

receptor  (Walls et al., 2020). 144 

2.2. Antiviral molecules 145 

Although SARS-CoV-2 has spread very recently, several antivirals previously tested against 146 

other pathogenic CoVs have already tested in infected patients (Table 1). The first interesting 147 

possibility is to interfere with virus entry by using molecules that block virus-cell fusion. This 148 

includes Umifenovir, also known as Arbidol, an antiviral initially developed for the treatment of  149 

influenza infection (Kadam and Wilson, 2017). Interestingly, Arbidol has also been shown to 150 

have broad spectrum antiviral activity by inhibiting the viral entry other viruses (Vigant et al., 151 

2015) and stimulating the immune response (Boriskin et al., 2008). Arbidol has recently been 152 

shown to potently inhibit the SARS-CoV-2 infection in vitro with an IC50 of 10 µM (Touret et al., 153 

2020). Although not yet approved by the FDA, this broad-spectrum antiviral molecule is used in 154 

China and Russia for influenza treatment and it was thus quickly included in several clinical 155 

trials alone or in combination with other therapeutics. The first comparative study performed on 156 

a small set of patients (33) showed  a marginally faster decrease in viral load in the cohort 157 

treated with Arbidol in combination with protease inhibitorslopinavir/ritonavir than in the patients 158 

treated with lopinavir/ritonavir alone (Deng et al., 2020). 159 

After virus entry, the polyproteins pp1a and pp1ab are processed into 16 nsps by the viral 160 

3CLpro and PLpro. These cleavage events play a pivotal role in the viral life cycle as the 161 

processing generates, among others, the RdRp required for viral RNA replication and 162 

transcription. The high conservation of the cleavage sites and the protease structures makes 163 

these proteases an optimal antiviral target. The X-ray structure of the SARS-CoV-2 3CLpro was 164 

recently reported alone and in presence of an α-ketoamide inhibitor (L. Zhang et al., 2020). 165 

Based on these structures, the α-ketoamide inhibitor was optimized and showed antiviral activity 166 

on SARS-CoV-2 below 10 µM in Calu3 lung cells. Additionally, protease inhibitors used in HIV 167 

therapy such as lopinavir/ritonavir (inhibitor+boster, combination known as kaletra), nelfinavir, 168 

and dolutegravir were also demonstrated to limit virus propagation in infected cells (Bhatnagar 169 

et al., 2020; Riva et al., 2020; Touret et al., 2020) and several clinical trials are already in 170 

progress (Chu et al., 2004; de Wilde et al., 2014; Yamamoto et al., 2004). However, the 171 

molecular basis of their inhibition mechanism is still elusive given the structural differences 172 

between the HIV protease, which belongs to the aspartyl protease family, and the two CoV 173 



proteases. The first clinical trials of lopinavir combined with the ritonavir booster have 174 

unfortunately not demonstrated any significant effect on SARS-CoV-2 infection (Cao et al., 175 

2020). 176 

Historically, the most attractive class of antiviral compounds are those that block virus 177 

replication by inhibiting RdRp activity. Nucleotide or nucleoside analogs are one of the most 178 

promising groups of RdRp inhibitors. The antiviral effect of these analogs can be attributed to 179 

three non-mutually exclusive mechanisms. Firstly, incorporation of nucleotide analogs (NAs) 180 

into viral RNA by the error-prone polymerase can induce early chain termination in either an 181 

obligate (immediate) or non-oblicate fashion, resulting in incomplete, non-infectious viral RNA. 182 

The second mechanism, named error catastrophe, is associated with ready insertion and 183 

extension of NAs throughout the the viral RNA, subsequently resulting in errors during the RNA 184 

synthesis (Crotty et al., 2000; Pruijssers and Denison, 2019). Furthermore, several NAs have 185 

been shown to deplete cytoplasmic levels of their equivalent native nucleotide, causing 186 

nucleotide pool imbalances which further impacts RdRp fidelity (Feld and Hoofnagle, 2005). 187 

While nucleoside analogs are successfully used in the treatment of other viral diseases, the 188 

situation is complicated in CoVs due to the presence of a viral exonuclease (nsp14 ExoN) 189 

carrying proof-reading activity  that can lower the antiviral effect of NAs (Ferron et al., 2018; 190 

Smith et al., 2013). In vitro studies have shown, for example, that SARS-CoV polymerase can 191 

incorporate ribavirin triphosphate during replication, but this purine NA is detected by nsp14 192 

ExoN and eliminated by the repair mechanism (Ferron et al., 2018). This observation can be 193 

associated to the poor antiviral effect of ribavirin alone observed for SARS- and MERS-CoV 194 

infections (Falzarano et al., 2013; Ströher et al., 2004). However, molecules such as remdesivir, 195 

initially developed against Ebola virus (Warren et al., 2016), appear to have an inhibitory effect 196 

against SARS-CoV and MERS-CoV in vitro at the sub-micro- to micromolar range, depending 197 

on the cell type used for infection (Agostini et al., 2018; Sheahan et al., 2017, 2020a). The 198 

antiviral activity of remdesivir was also evaluated in a primate model infected by SARS-CoV, 199 

where it was demonstrated that the antiviral activity is dependant on early treatment following 200 

infection (de Wit et al., 2020). Remdesivir was shown to be incorporated  by  SARS-CoV-2 201 

RdRp complex in the nascent RNA (Gordon et al., 2020a). Several clinical trials, such as the 202 

European DISCOVERY clinical program (“Launch of a European clinical trial against COVID-19 203 

| Newsroom | Inserm,” n.d.), are planned to evaluate the safety and efficacy of remdesivir as a 204 

therapeutics for hospitalized patients. First results of these ongoing trials show that 205 

compassionate use of remdesivir leads to clinical improvement in 68% of patients in a small 206 



cohort (53 patients) (Grein et al., 2020). Notably, some adverse events were reported including 207 

abnormal liver function, diarrhea, rashes, renal impairment, and hypotension. 208 

 The cytidine analog β-d-N4-Hydroxycytidine (NHC) has also been identified as a potential anti-209 

CoV therapeutic, with inhibition of MERS-CoV , SARS-CoV and SARS-CoV-2 replication in vitro 210 

in the micromolar range (0.09 to 0.3 µM), with no apparent sensitivity for the viral proofreading 211 

activity of nsp14 (Sheahan et al., 2020b). The decreased viral replication was associated with 212 

an increased mutation frequency, supporting a mechanism of lethal mutagenesis in CoV. 213 

Additionally, the orally bioavailable β-D-N4-hydroxycytidine-5'-isopropyl ester was shown to 214 

improve pulmonary function and reduce virus titer and body weight loss in mice infected with 215 

SARS- and MERS-CoV. These promising results suggest that NHC molecules should be 216 

considered for the treatment of SARS-CoV-2 (Agostini et al., 2019; Sheahan et al., 2020a), and 217 

need to enter in clinical trials. A third potential compound is the guanine analog Favipiravir (T-218 

705). While initially developed against influenza virus (Furuta et al., 2002), T-705 has been 219 

shown to have broad-spectrum activity, with antiviral effects against flaviviruses (Kim et al., 220 

2018; Zmurko et al., 2016), alphaviruses (Delang et al., 2014), noroviruses (Rocha-Pereira et 221 

al., 2012) and Ebola virus (Guedj et al., 2018; Oestereich et al., 2014; Smither et al., 2014). 222 

Favipiravir was approved in Japan in 2014 to treat influenza infection and is currently being 223 

studied for SARS-CoV-2 treatment in several clinical trials (Cai et al., 2020; C. Chen et al., 224 

2020). Preliminary results suggest a shorter viral clearance time for the Favipiravir arm versus 225 

the control arm (Cai et al., 2020). 226 

 A last nucleoside analog potentially active against SARS-CoV-2 is sofosbuvir, which is a broad-227 

acting antiviral approved for the management of hepatitis C virus infection. In a recent study, 228 

sofosbuvir triphosphate has been demonstrated to be incorporated during RNA elongation by 229 

the recombinant SARS-CoV-2 RdRp (Gordon et al., 2020a). Further work is needed to confirm 230 

the antiviral effect in infected cells and in animal models before possibly moving to clinical trial. 231 

3. Repositioning strategies SARS-CoV-2 treatment 232 

The fastest option for the treatment of COVID-19 is the identification of approved drugs 233 

originally developed for other diseases that show inhibitory activity against SARS-CoV-2 in 234 

infected cells. The main advantages of this strategy are that drugs are already available on the 235 

market, and their safety and toxicity profiles are already documented. However, the MoA of 236 

such drugs against the virus can be speculative, and the efficacy and clinical doses required for 237 

CoV treatment in humans is unknown given the lack of large scale clinical studies. Moreover, 238 

one must pay attention to the risk of over-dosage or unexpected increase of viral infection or 239 



symptoms. Several teams have already setup platforms in order to screen FDA-approved 240 

libraries on SARS-CoV-2 infected cells (Jeon et al., 2020; Riva et al., 2020; Touret et al., 2020). 241 

Even though chemical libraries and experimental conditions used in these studies are quite 242 

different, a comparative analysis of these results reveals that some compounds, such as 243 

chloroquine derivatives, have been identified under these different experimental conditions. 244 

Additionally, several groups have also reported antiviral activity of FDA-approved compounds, 245 

with some of these already used in clinical trials (Thorlund et al., 2020). In this review, we 246 

cannot discuss all drugs identified by this strategy. We have thus selected the key compounds 247 

that are already in clinical trials and the most interesting classes of compounds based on their 248 

potential MoA on CoV life cycle infered from the known activity of the compounds. 249 

3.1. Immunomodulators 250 

COVID-19 is associated with an inefficient antiviral response in some patients and thus the use 251 

of immunomodulators has been proposed to restore the homeostasis of the immune system. 252 

Concerning the immunomodulation strategy, the use of interferon (IFN) during early stages of 253 

infection could be used to boost the innate immune response and promote viral clearance. IFN 254 

treatments are now tested in several clinical trials, but the benefit of such therapy is not yet 255 

known. However, since infection may also be accompanied by a runaway immune response 256 

leading to a massive production of pro-inflammatory cytokines, IFN treatments could lead to 257 

unexpected effects (Cinatl et al., 2003; Hensley et al., 2004; Huang et al., 2020; PARAGAS et 258 

al., 2005; Totura et al., 2015). Indeeed, IFN has been recently shown to trigger overexpression 259 

of ACE2, even in cell lines  with a low basal expression level, leading to a larger dissemination 260 

of SARS-CoV-2 (Ziegler et al., 2020). Conversely, in the second phase of the disease, the use 261 

of molecules which limit the effect of the cytokine storm could be advantageous. In this 262 

hypothesis, the use of MABs such as mepolizumab directed against interleukin (IL)-5, 263 

tocilizumab directed against the IL-6 receptor (C. Zhang et al., 2020) or anakinra directed 264 

against IL-1 (Conti et al., 2020a), could prove effective in controlling the immune response and 265 

be of therapeutic interest in managing the production of pro-inflammatory cytokines in patients 266 

with severe infection (Conti et al., 2020b). 267 

3.2. Repositioning drugs interplaying with the viral life cycle 268 

Several therapeutic molecules (table 2), selected through antiviral screening performed in 269 

infected cells, target the renin/angiotensin pathway (Kuster et al., 2020; Meng et al., 2020; 270 

Touret et al., 2020). The MoA of these class of inhibitors is speculative, but it is noteworthy that 271 



ACE2 belongs to this pathway. Further work is needed to unravel the molecular basis of the 272 

virus inhibition mediated by these compounds before clinical trials. 273 

Once the virus binds to the target cell, the S protein is cleaved by cellular proteases into S1 and 274 

S2 subunits (priming process) and upstream its fusion peptide. The serine protease TMPRSS2, 275 

which is highly expressed in lung cells, has been reported to cleave a variety of CoV spike 276 

proteins (Belouzard et al., 2009; Millet and Whittaker, 2015), and seems to play a key role for 277 

virus entry (Bestle et al., 2020). Camostat mesylate, a TMPRSS2 inhibitor approved for clinical 278 

use, was shown to abrogate the S protein processing in vitro (Hoffmann et al., 2020a). As a 279 

consequence, cell entry of vesicular stomatitis virus (VSV) pseudotypes bearing SARS-CoV-2 S 280 

protein was inhibited in different cell types overexpressing TMPRSS2 by Camostat mesylate 281 

and its derivative Nafamostat mesylate in the nM to M range . (Hoffmann et al., 2020b, 2020c). 282 

This observation suggests that inhibition of S protein priming blocks the ACE2-mediated entry. 283 

However, the inhibition observed with Camostat mesylate and Nafamostat mesylate in VeroE6 284 

cells infeceted by SARS-CoV-2 is lower and probably inconsistent with the possibility to use 285 

Camostat mesylate as treatment. The picture is further complicated as other cellular proteases 286 

have also been suggested to participate in the spike protein processing. Indeed, cathepsin L 287 

(Hoffmann et al., 2020a) and furin (Coutard et al., 2020) have been proposed to  be involved in 288 

the spike protein activation depending on the infected cell type. Thus, we can expect that even if 289 

such inhibitors of these different enzymes can limit virus propagation in certain cell types, their 290 

efficacy in the treatment of infection in humans could be limited. The best option is perhaps to 291 

combine furin and TMPRSS2 inhibitors in order to limit the virus propoagation (Bestle et al., 292 

2020). 293 

Interestingly, several compounds identified in different screening  of infected cells are well 294 

known to interplay with the cellular endosome acidification (Kuster et al., 2020; Meng et al., 295 

2020; Touret et al., 2020). We could speculate that the increase of the endosomal pH will limit 296 

the viral/endosomal membrane fusion, which is necessary for the release of the viral genome 297 

into the cytoplasm of the host cell. Two recent studies have shown that proton pump inhibitors 298 

such as omeprazole and vonoprazan reduces the infection of cells by SARS-CoV-2 (Riva et al., 299 

2020; Touret et al., 2020). In addition, chloroquine (CQ) and hydroxychloroquine (HCQ), initially 300 

used in the treatment of malaria with known safety efficacy and long-term potential, also limit 301 

acidification of endosomes, Golgi vesicles and lysosomes (Savarino et al., 2003). These 302 

molecules have shown significant in vitro effects on the replication of SARS-CoV and SARS-303 

CoV-2 viruses (Keyaerts et al., 2004; Pantoliano et al., 2001; Vincent et al., 2005; M. Wang et 304 

al., 2020; Yao et al., 2020). Additionally, it should be noted that chloroquine derivatives also 305 



have immunosuppressive effects and inhibit the activation of innate immune receptors such as 306 

TLRs (Schrezenmeier and Dörner, 2020) and were associted with some adverse cardiac 307 

effects. Numerous clinical studies are currently underway (Gao et al., 2020; Gautret et al., 308 

2020), and initial results from these studies are controversial (“Statement on IJAA paper | 309 

International Society of Antimicrobial Chemotherapy,” n.d.). Randomized, double-blind studies 310 

involving a larger number of patients are expected to resolve this issue. Recent studies have 311 

also demonstrated the therapeutic effect of the combined use of HCQ with azithromycin 312 

(Gautret et al., 2020). Azithromycin is an antibiotic also described to have antiviral activity on 313 

respiratory viral infections (Gielen et al., 2010). Interestingly, the MoA of azithromycin and HCQ 314 

may be related to the modulation of the endosomal and trans-Golgi network pH (Deretic and 315 

Timmins, 2020). In addition, azithromycin plays a role in regulating the production of interleukins 316 

(IL), which can help control the immune response and prevent progression towards severe 317 

symptoms (Aghai et al., 2007; Bouwman et al., 2004; Taylor et al., 2015). More recently, it has 318 

also been proposed that azithromycin may inhibit viral invasion by interfering with CD147-319 

mediated recognition mechanism (Ulrich and Pillat, 2020). 320 

More recently, ivermectin was reported to inhibit the SARS-CoV-2 with a ~5,000-fold reduction 321 

in viral RNA after 48 h (Caly et al., 2020). Ivermectin is a FDA-approved anti-parasitic molecule, 322 

initially identified as an inhibitor of HIV protein nuclear import by interacting with IMPα/β1 323 

(Wagstaff et al., 2012). Its broad-spectrum antiviral activity on other viruses was documented in 324 

vitro (Lundberg et al., 2013; Tay et al., 2013). While ivermectin is known to perturb the nuclear 325 

import, mechanism mediated by IMPα/β1, the role of this machinery during the CoV life cycle is 326 

not yet elucidated. However, an observational study reported interesting survival benefits during 327 

hospitalization (Patel, 2020) but no data are available regarding viral load, highlighting the 328 

necessity validate the observation with clinical trials. 329 

Finally, oseltamivir, a neuraminidase inhibitor that prevents influenza viral particle release is 330 

also under investigation (Gubareva et al., 2000). Much like ritonavir/lopinavir, there is no 331 

molecular basis supporting such trials since, to the best of our knowledge, CoVs (unlike 332 

Influenza viruses) do not rely on neuraminidases during their life cycle. Should antiviral effect be 333 

observed, off-target mechanisms would still need to be elucidated. 334 

4.    Conclusion 335 

The health emergency caused by the recent SARS-CoV-2 pandemic highlights the need to 336 

identify effective treatments to combat this new emerging virus. Due to the urgenct requirement 337 

for therapeutics, initial clinical trials have mainly been conducted with repurposed drugs which 338 



have shown promising anti-CoV effects in cell culture. Although more than 800 clinical trials are 339 

already underway, the actual number of compounds included in these studies is still limited to 340 

around twenty, used alone or in combination. In addition, the understanding of the anti-CoV 341 

MoA for most of these therapeutic molecules is currently limitted. The first results of these 342 

clinical studies reveal some inconsistencies and contradictory results and suggest that the size 343 

of cohorts and quality of the control arm is a key issue to obtain more conclusive studies. In 344 

addition, we noticed that discrepancies observed in the first studies might also result from 345 

important differences in clinical inclusion criteria including the possibility of early treatment that 346 

may be essential for efficacy of CoV therapy. Thus, the detection of the early steps of the viral 347 

infection in patients is an important issue in order to early administer treatments, leading to a 348 

better efficacy of antiviral compounds and limiting viral transmission. Importantly, efforts should 349 

also be made in order to push new compounds with documented MoA against SARS-CoV-2 into 350 

clinical trials as there is no definitive proof of the existence of efficient compounds to date. The 351 

success of CoV antiviral therapies will probably result on multi-therapies based on the use of 352 

antiviral compounds targeting different steps of the virus life cycle. Moreover, a multidisciplinary 353 

approach combining artificial intelligence, docking of compounds and the set-up of robust in 354 

vitro and in vivo assays would speed up the development of antivirals compounds. The 355 

implementation of large retrospective studies on hospitalized patients and provided treatments 356 

are also needed to evaluate benefits and risks of treatments with robust statistical tools to 357 

establish the most efficient and appropriate therapeutic response at each stage of the Covid-19 358 

illness. 359 

 360 

Figure 1: SARS-CoV-2 life cycle and potential mechanism of action of currently evaluated 361 
therapeutics 362 

SARS-CoV-2 life cycle and the presumed mechanism of action (MoA) of major SARS-CoV-2 363 
replication inhibitors. Therapeutic strategies against SARS-CoV-2 are set-up in order to find 364 
compounds targeting different steps of the viral life cycle. Molecules currently in clinical trials 365 
against SARS-CoV-2 are indicated by a grey star. Therapeutic strategies against SARS-CoV-2 366 
based on antiviral compounds are indicated in red and approved drugs used for other diseases 367 
or selected by virtual screening are indicated in yellow. The black question marks indicate 368 
unknown or elusive MoA in a context of CoV infection. *Corresponding to antibody (Ab) 369 
strategies including monoclonal Abs and convalescence patient plasma. 370 

Biorender website was used to generate this figure.  371 

 372 

 373 



Table 1: Main Antiviral molecules currently being tested against SARS-CoV-2 infection 374 

Compounds Target/MoA Tests in vitro (CoV) Clinical trials SARS-CoV-2 

Arbidol hydrochloride Endocytosis/Inhibition 
membrane fusion 

(Boriskin et al., 2008; Khamitov et al., n.d.; 
Touret et al., 2020) 
 

(C. Chen et al., 2020; Deng et al., 2020) 
 

Ribavirin  RNA polymerase/Inhibition (Barnard et al., 2006; Falzarano et al., 2013) No data 

Remdesivir RNA polymerase/Inhibition (Agostini et al., 2018; M. Wang et al., 2020; 
Warren et al., 2016) (de Wit et al., 2020) 

(“Launch of a European clinical trial against COVID-19 | 
Newsroom | Inserm,” n.d.) (Grein et al., 2020) 

Favipiravir RNA polymerase/Inhibition No data  (Cai et al., 2020; C. Chen et al., 2020) 

β-d-N4-
Hydroxycytidine  

RNA polymerase/Inhibition (Agostini et al., 2019; Sheahan et al., 2020b) No data  

Sofosbuvir RNA polymerase/Inhibition (Gordon et al., 2020b) No data 

α-ketoamide inhibitor Proteases/Inhibition (L. Zhang et al., 2020) No data  

Ritonavir Proteases/Inhibition (Chu et al., 2004) ((Bhatnagar et al., 2020; Cao et al., 2020; Deng et al., 
2020; “Launch of a European clinical trial against 
COVID-19 | Newsroom | Inserm,” n.d.; Lim et al., 2020) 

Lopinavir Proteases/Inhibition ((Chu et al., 2004; de Wilde et al., 2014) ((Bhatnagar et al., 2020; Cao et al., 2020; Deng et al., 
2020; “Launch of a European clinical trial against 
COVID-19 | Newsroom | Inserm,” n.d.; Lim et al., 2020) 

Nelfinavir Proteases/Inhibition ((Yamamoto et al., 2004)  No data 

Dolutegravir Proteases/Inhibition ((Touret et al., 2020) No data 

 375 
Table 2: Main repositioning molecules currently being tested against SARS-CoV-2 376 

infection. 377 

Compounds Target/MoA Tests in vitro (CoV) Clinical trials SARS-CoV-2 

Antivirals 

Nafamostat mesylate TMPRSS2/Inhibitor (Hoffmann et al., 2020b) No data 

Camostat mesylate TMPRSS2/Inhibitor (Hoffmann et al., 2020b; Touret et al., 2020) No data  

Chloroquine  
Hydroxychloroquine 

pH increases in endosomal 
compartment 

(Keyaerts et al., 2004; Liu et al., 2020; Touret 
et al., 2020; Vincent et al., 2005; M. Wang et 
al., 2020; Yao et al., 2020) 

(Gao et al., 2020; Gautret et al., 2020; “Launch of a 
European clinical trial against COVID-19 | Newsroom | 
Inserm,” n.d.) 

Azithromycin 
(antibiotic) 

pH increases in endosomal 
compartment/Immunomodulator  

(Touret et al., 2020) (Gautret et al., 2020) 

Omeprazole  Proton pump inhibitor (PPI) (Touret et al., 2020) No data 

Vonoprazan  Proton pump inhibitor (PPI) (Touret et al., 2020) No data 

Ivermectin Limits viral infection (Caly et al., 2020) No data  

Oseltamivir Neuraminidase inhibitor No data No data 
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Résumé 
 

L’ordre des Mononegavirales regroupe des virus hautement pathogènes pour l’Homme tels que les virus de 

la rougeole, de la rage ou encore Ebola. Leur génome code pour une protéine L (« Large ») qui joue un rôle 

déterminant dans les étapes de transcription et réplication virale. La protéine L catalyse également la 

synthèse de la structure coiffe. Cette structure chimique est constituée d’une guanosine liée au premier 

nucléotide de l’extrémité 5’ de l’ARNm par une liaison 5’-5’ triphosphate. L’extrémité C-terminale de la 

protéine L porte des activités méthyltransférases (MTases) responsables des méthylations en position 2’O 

du premier nucléotide de l’ARN et en N7 de la structure coiffe. Ces méthylations de la coiffe jouent un rôle 

clef pour la réplication virale dans la mesure où elles permettent la traduction des ARNm viraux en 

protéines tout en empêchant leur détection par les senseurs de l’immunité innée tels que RIG-I, MDA5 ou 

les protéines IFITs. Le domaine MTase est suivi d’un domaine C-terminal (CTD) de fonction inconnue à ce 

jour. L’objectif de ce projet de recherche a été d’étudier le mécanisme de coiffage chez les 

Mononegavirales, prenant pour modèle le virus de la rage et le virus Ebola. Une étude récente menée au 

sein du laboratoire a permis de caractériser la fonction MTase de la protéine L du virus Sudan ebolavirus 
(SUDV). En plus de ses activités MTases sur la coiffe (2’O et N7 MTases), le domaine MTase+CTD de 

SUDV catalyse des modifications épi-transcriptomiques sur les ARNs viraux en méthylant en 2'O des 

adénosines internes aux séquences d’ARN. Bien que des modifications similaires aient été identifiées chez 

plusieurs virus, le rôle de telles modifications reste peu documenté. Dans ce projet, nous avons analysé le 

rôle du domaine CTD dans la régulation des activités MTases de SUDV et le recrutement de l’ARN. Il a 

été montré que le domaine CTD joue un rôle crucial dans le recrutement de l’ARN, et donc indispensable 

pour les activités MTases, ouvrant la voie vers le développement de nouvelles thérapies antivirales. Par une 

étude de mutagénèse dirigée nous avons mis en évidence que certains résidus des domaines MTase et CTD 

modulent spécifiquement les différentes activités MTases de SUDV. Des résidus dans le sillon de liaison à 

l'ARN à l’interface entre les domaines MTase et CTD et découplant les différentes activités MTases ont été 

identifiés. De plus, la structure cristallographique du domaine MTase de SUDV en complexe avec un VHH 

a été résolue à 1.8 Å. Les résidus catalytiques de SUDV MTase sont exposés à la surface de la structure 

dépourvue site apparent de liaison à l'ARN, confirmant le rôle du CTD dans le recrutement du substrat. 

L’ensemble de ces résultats contribue donc à une meilleure compréhension de l’activité MTase de la L de 

SUDV, un acteur central dans la réplication virale et l’échappement à la réponse immunitaire innée de 

l’hôte, qui pourra servir de cible pour le développement de futures molécules antivirales. 
 

Abstract 
 

Viruses belonging to the order Mononegavirales represent a wide variety of pathogens for humans such as 

measles virus, rabies virus and Ebola virus. Their genome codes for a large (L) protein which plays an 

important role in viral transcription and replication. The L protein catalyzes the synthesis of cap structure. 

This chemical structure consists in a guanosine linked to the first nucleotide of the 5 ’end of the mRNA by 

a 5’-5’ triphosphate bond. The C-terminus of L protein carries methyltransferase activity (MTase) 

responsible to methylation of 2’O position of N1 ribose and N7 of guanosine. These methylations of cap 

structure play a key role in viral replication, insofar as they allow viral translation while preventing their 

detection by host immune sensor such as MDA5, RIG-I and IFIT. The MTase is followed by a C-terminal 

domain (CTD) of unknow function. The aim of this research project is to study the capping mechanism of 

Mononegavirales using rabies virus and Ebola virus as models. A recent study carried out in the laboratory 

lead to characterize the MTase function of the L protein of Sudan ebolavirus (SUDV). Surprisingly, SUDV 

MTase, in addition to its conventional MTase activity (2’O and N7 MTase), also catalyzes also catalyses 

internal adenosine 2'-O methylation. Although similar modifications have been identified in several viruses, 

the role of such modifications remains poorly understood. In this project, we addressed the question of the 

role of the CTD domain in the regulation of SUDV MTase activities and the recruitment of RNA. The CTD 

domain has been shown to play a crucial role in the recruitment of RNA, and in turn regulates the different 

MTase activities, paving the way for the development of new antiviral therapies. By mutagenesis studies, 

we have demonstrated that the mutation of residues on the MTase and CTD domains specifically modulates 

the different SUDV MTase activities. In addition, we were able to identify residues in the RNA binding 

groove, at the interface between the MTase and CTD, decoupling the different MTase activities. The 

crystallographic structure of the MTase domain of SUDV in complex with a nanobody was also resolved at 

1.8 Å. The catalytic residues of SUDV MTase are exposed on the surface of the structure lacking an 

apparent RNA binding site, confirming the role of CTD in the recruitment of the substrate. All of these 

results contribute to a better understanding of the MTase activity of SUDV L protein, a central actor in viral 

replication and the escape to the innate immune response of the host, and could serve as a basis for the 

development of future antiviral molecules. 
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