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Préambule 
 

Je suis arrivée dans l’équipe « Interféron et restriction antivirale » dirigée par Dr. Caroline 

Goujon en Février 2017 pour réaliser un stage de quatre mois inclus dans mon cursus de 

licence professionnelle. J’ai travaillé durant cette période avec le doctorant de l’équipe, Boris 

Bonaventure, ce qui m’a permis de renforcer mes connaissances en biologie moléculaire et 

cellulaire. A la suite de ce stage, j’ai eu l’opportunité de rester travailler au sein de l’équipe en 

tant qu’assistante ingénieure pour un mois en Juillet 2017, puis en continu depuis Septembre 

2017. J’apportais mon aide technique aux autres membres de l’équipe notamment en biologie 

moléculaire et cellulaire (clonages moléculaires, culture cellulaire, western blots, production 

de virus en zone confinée de niveau 3, dosage ELISA) mais également dans la gestion du 

laboratoire (gestion des stocks et commande de consommables). Puis j’ai eu la possibilité de 

participer plus activement à un projet de recherche pour lequel un manuscrit était en cours 

de révision. Il s’agit de l’article de Doyle et al. paru dans Nature Microbiology en 2018 et que 

j’ai signé en tant que co-auteur (Annexe 1). Cet article décrit l’activité antivirale de la protéine 

NCOA7-AS. Pour cette étude, j’ai réalisé l’extraction des ADN génomiques et le séquençage 

des indels (insertions/délétions) de NCOA7-AS présents dans des clones cellulaires Knock Out 

(KO) pour IFITM3 qui avaient été obtenus par CRISPR/Cas9 (Supplementary Figure 3. A de 

l’annexe 1). 

Par la suite, j’ai continué à participer à ce projet de recherche en travaillant initialement en 

binôme avec ma tutrice scientifique, Caroline Goujon, pour la réalisation des expériences. 

Depuis un peu plus d’un an, je travaille seule sur le projet sous la supervision de Caroline qui 

m’encadre pour la conception des futures expériences et l’interprétation des résultats (elle 

réalise également les analyses de microscopie).  

Quand j’ai initié mon projet EPHE à l’automne 2018, nous savions que NCOA7-AS, une protéine 

induite par l’interféron, était capable d’inhiber l’infection par le virus influenza A en bloquant 

la fusion entre les membranes virales et endosomales. Le laboratoire avait également montré 

que NCOA7-AS intéragit avec la V-ATPase ce qui favorise l’acidification des vésicules 

cytoplasmiques et l’activité des protéases lysosomales. L’objectif de mon travail de recherche 

dans le cadre du diplôme EPHE était de décortiquer les mécanismes moléculaires à l’origine 

de l’effet antiviral de NCOA7-AS. Pour cela, dans un premier temps, nous avons recherché les 
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partenaires protéiques de NCOA7-AS par spectrométrie de masse et identifié certaines Sorting 

Nexins (SNX) comme partenaires privilégiés. Nous savions également que NCOA7-AS jouait un 

rôle dans l’autophagie puisque nous avions observé l’impact de l’expression ectopique de 

NCOA7-AS sur l’accumulation massive de LC3-II, une protéine utilisée comme marqueur de 

l’autophagie. Nous avons donc cherché à comprendre si l’autophagie avait un lien avec 

l’activité antivirale de NCOA7-AS. Ces travaux sont présentés en détails dans ce mémoire.  Il 

est à noter que j’ai réalisé l’ensemble des expériences présentées dans ce mémoire à 

l’exception des analyses de microscopie et d’images qui ont été réalisées par Caroline Goujon 

et Joe McKellar (doctorant dans l’équipe), respectivement, et la partie 

biochimie/cristallographie qui a été réalisée par Mary Arnaud-Arnould en collaboration avec 

Mickael Blaise (voir ci-dessous). 

En parallèle, j’avais également initié un projet ayant pour but d’étudier la structure 

tridimensionnelle de NCOA7-AS, en collaboration avec Mickael Blaise, structuraliste et DR2 à 

l’IRIM. Dans ce cadre, j’avais initié la production de NCOA7-AS recombinant. Ce projet a depuis 

été pris en main par Mary Arnaud-Arnould (PRAG à l’IUT de Montpellier et biochimiste) lors 

de son arrivée dans l’équipe en Mars 2019. Ce projet a conduit à la résolution de la structure 

tridimensionnelle du domaine TLDc de la protéine NCOA7-AS humaine et a fait l’objet d’un 

article récemment publié dans Acta-Crystallographica Section F, que je signe en qualité de 

2ème auteur (Annexe 2). Plus récemment, Mary et Mickael ont résolu la structure d’un 

complexe formé entre de la partie amino-terminale de NCOA7-AS et le domaine PX de SNX5 

qui vient compléter les résultats de ce mémoire.  

Il est important de mentionner que le contexte sanitaire actuel dû à la pandémie de Covid-19 

a fortement impacté l’organisation du travail en laboratoire. En effet, au moment du 

confinement de Mars 2020, l’ensemble de l’équipe a dû arrêter de travailler temporairement 

sur tous ses projets de recherches. Cependant, comme nous travaillons historiquement sur le 

virus influenza A, un autre virus respiratoire, Caroline Goujon et Olivier Moncorgé ont mis leur 

expérience au profit de la lutte contre le Covid-19 en initiant des travaux de recherche sur le 

SARS-CoV-2 au laboratoire dès Mars 2020. J’ai donc laissé mon projet EPHE sur la protéine 

antivirale NCOA7-AS complètement de côté pendant plusieurs mois (de Mars à Août 2020) 

afin d’aider l’équipe sur ces nouveaux projets. Nous avons publié un premier article sur le 

SARS-CoV-2 dans Journal of Virology en Janvier 2021 (Annexe 3) que je signe en qualité de co-
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premier auteur. Pour cette étude, j’ai réalisé l’ensemble des clonages moléculaires, des 

western blots et des marquages intracellulaires suivies d’analyse en cytométrie en flux. 

Aujourd’hui je continue à participer à ces projets sur le SARS-CoV-2 mais de façon plus 

ponctuelle en réalisant notamment des western blots et des clonages moléculaires. Nous 

avons un manuscrit actuellement en cours de révision, qui a été déposé sur bioRxiv (DOI : 

https://doi.org/10.1101/2021.05.19.444823). En parallèle j’ai eu l’occasion de contribuer à un 

article issu d’une collaboration dans lequel j’ai apporté mon aide technique pour des clonages 

moléculaires (DOI : 10.15252/embj.2020106540 ). Enfin, je suis également co-auteur d’un 

autre manuscrit de l’équipe qui a été déposé sur bioRxiv (DOI : 

https://doi.org/10.1101/2020.10.28.359356) et qui est en cours de finalisation. 
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Introduction 

I) Les virus influenza  

 1) Découverte et historique 

Les virus influenza humains de type A trouvent toujours leurs origines chez les virus circulant 

chez les espèces aviaires et peuvent être responsables de pandémies extrêmement 

meurtrières. Ces virus sont à l’origine de maladies dont on retrouve la trace dès l’Antiquité 

notamment avec la « Peste d’Athènes » au cours de laquelle des dizaines de milliers de 

personnes sont décédées. Dans ses récits, Hippocrate décrit pour la première fois les 

symptômes de la grippe humaine en évoquant des maux de gorge, des courbatures et des 

difficultés à avaler et respirer (Martin et Martin-Granel 2006). Il a été difficile dans un premier 

temps d’associer ces symptômes spécifiquement au virus de la grippe puisqu’ils étaient 

également associés à d’autres maladies épidémiques comme la peste bubonique, la diphtérie 

ou la fièvre typhoïde.  Des pandémies se sont succédées au cours des siècles à intervalles 

réguliers en Europe touchant à la fois l’Homme, les oiseaux et les volailles (Taubenberger et 

Morens 2010). La pandémie de grippe de 1918-1919, appelée « la grippe espagnole » est à ce 

jour la plus dévastatrice avec environ 50 millions de morts. Contrairement à son nom, 

l’Espagne n’est pas à l’origine de « la grippe espagnole ». Ce nom lui a été attribué car 

l’Espagne (non impliquée dans la Première Guerre mondiale) fut le seul pays à publier 

librement les informations relatives à cette épidémie. D’autres pandémies se sont ensuite 

produites : en 1957 « la grippe asiatique », en 1968 « la grippe de Hong Kong » causant 

respectivement 2 millions et 1 millions de morts. Plus récemment, une nouvelle pandémie de 

grippe a débuté en Avril 2009 (la grippe porcine) devenant la première pandémie de grippe 

du 21ème siècle (Martin et Martin-Granel 2006). 

La grippe aviaire a été décrite pour la première fois à la fin du 19ème siècle en Italie du Nord. 

Nommée dans un premier temps « peste aviaire » car confondue avec une forme de choléra 

aviaire, la maladie est renommée « Typhus exudatious gallinarum » (Martin et Martin-Granel 

2006). C’est en 1901 que Centanni et Savunzzi ont découvert qu’un virus était à l’origine de la 

maladie puisqu’il était capable de passer à travers un filtre de Chamberland. Ce filtre possède 

des pores inférieurs à 300 nm qui ne permettent pas aux bactéries de passer à travers.  Mais 

ce n’est qu’en 1955 que le virus de la « peste » aviaire a été identifié comme étant un virus 
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influenza (Lupiani et Reddy 2009). Le premier virus influenza a été isolé à partir d’un porc en 

1931 (Shope 1931). Deux ans plus tard, le premier virus influenza humain a été isolé. En 1936, 

Burnet expérimente la titration de virus influenza dans des œufs de poulets embryonnés et 

constate l’aptitude du virus à tuer l’embryon en développement. Burnet prouve ainsi que ce 

modèle peut être utilisé pour la propagation des virus influenza (Burnet 1936).  

 

 2) Classification 

Les virus influenza appartiennent à la famille des Orthomyxoviridae, caractérisée par un 

génome ARN segmenté simple brin de polarité négative. Les 4 premiers genres de la famille 

des Orthomyxoviridae sont les virus influenza A, B, C et D contenant chacun une seule espèce 

virale (Bouvier et Palese 2008). Il existe également les genres Isavirus et Thogotovirus qui 

infectent respectivement les saumons, les moustiques ou les parasites de poissons (Pringle 

1996). Les virus influenza A (IAV) sont divisés en sous-types en fonction du type antigénique 

des deux glycoprotéines de surface : l’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA) (voir le 

paragraphe suivant pour plus d’informations). Il existe 18 types d’hémagglutinines (si l’on 

prend en compte les virus influenza-like de chauve-souris) et 11 types de neuraminidases 

identifiées (Wu et al. 2014). Les gènes codant HA et NA des virus influenza A ont une séquence 

protéique très variable et moins de 30% des acides aminés sont conservés parmi tous les sous-

types. 

La structure et l’organisation du génome des virus influenza A, B, C et D laissent à penser qu’ils 

partagent un ancêtre commun différent des autres virus à ARN de polarité négative (Webster 

et al. 1992). Le génome des virus influenza A et B est constitué de 8 segments tandis que les 

virus influenza C et D ne possèdent que 7 segments. Les virus influenza A et B possèdent des 

caractéristiques communes en comparaison aux virus influenza C et D suggérant une dérive 

génétique avant la division des types A et B. Les virus influenza A sont capables d’infecter un 

très large panel de mammifères tel que les oiseaux sauvages et domestiques, l’Homme, les 

chevaux et les porcs (Figure 1). Au contraire, les virus de genre B et C circulent uniquement 

chez l’Homme. Les virus influenza D, connus pour infecter les porcs et les bœufs, étaient 

initialement considérés comme un sous-type des virus influenza C avant d’en être dissociés en 

2016 (Su et al. 2017).  
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Figure 1 : Représentation schématique de la transmission inter-espèces des virus influenza A. 

Les flèches pleines représentent les évènements de transmission directe qui ont été établis dans 

l’espèce hôte. Les flèches en pointillés représentent une infection sporadique ou limitée de sous-type 

où la transmission dans le nouvel hôte n’a pas été détectée (Joseph et al. 2017). 

 

3) Organisation du génome 

Les 8 segments d’influenza A permettent l’expression de 14 protéines (Tableau 1). 

Tableau 1 : Segments du génome virale d’influenza A et leurs protéines codées. 

Segment 
viral 

Protéine codée Fonction 

1 PB2 (polymérase basique 1) Se lie à la coiffe de l’ARNm, fait 
partie du complexe polymérase 

2 PB1 (polymérase basique 2) 
 
PB1-F2 
PB1-N40 

ARN polymérase ARN-dépendante, 
fait partie du complexe polymérase 
Facteur de virulence 
Intéraction avec le complexe 
polymérase 

3 PA (polymérase acide) 
 
 
PA-X 

Endonucléase, contrôle de la 
transcription et la réplication du 
génome viral 
Régulateur de la pathogénicité 

4 HA (hémagglutinine) Liaison avec les acides sialiques à la 
surface de la cellules  
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5 NP (nucléoprotéine) Nécessaire à la transcription et 
réplication, se lie à l’ARN viral 

6 NA (neuraminidase) Clive les acides sialiques pour 
permettre l’export des virions 

7 M1 (protéine de matrice 1) 
M2 (protéine de matrice 1) 

Protéine de structure 
Canaux ioniques 

8 NS1 (protéine non-structurale 1) 
NS2/NEP (protéine non-structurale 
1/protéine d’export nucléaire) 
 

Antagoniste d’interféron 
Export nucléaire des vRNP 

 

 4) Structure des virus influenza A 

Les particules virales d’influenza A peuvent être de forme sphérique ou de forme 

filamenteuse. Ces deux types de morphologies sont facilement observables en microscopie 

électronique à transmission et peuvent atteindre une taille de 100 nm de diamètre pour les 

formes sphériques jusqu’à 300 nm pour les formes filamenteuses. L’enveloppe virale est une 

bicouche lipidique provenant de la membrane des cellules hôtes, dans laquelle sont 

enchâssées 3 protéines : HA, NA et M2. HA est un homotrimère qui participe à la liaison avec 

le récepteur des cellules cibles et permet la fusion des membranes virale et endosomale. NA 

est un homotétramère qui assure l’hydrolyse des acides sialiques présent sur diverses 

glycoprotéines permettant ainsi la libération des virions nouvellement formés.  M2 est un 

homotétramère présent en plus petite quantité à la surface de l’enveloppe virale. Sous 

l’enveloppe se trouve une couche de protéine M1 qui tapisse sa surface pour former une 

capside et qui intéragit avec les complexes de ribonucléoprotéines (RNP) (Figure 2).  
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Figure 2 : Représentation schématique d'une particule virale du virus Influenza A. 

Les protéines HA, NA et M2 sont enchâssées dans l’enveloppe. L’enveloppe est tapissée d’une couche 

de protéine M1 qui entoure les 8 segments de RNP. Chaque RNP est constitué d’un brin d’ARN négatif 

qui entoure les protéines NP et lié au complexe polymérase (PB1, PB et PA). 

 

L’ARN est associé à 4 protéines virales pour former les complexes de ribonucléoprotéines 

virales (vRNP). Les vRNP sont composés de nucléoprotéines (NP) qui sont recouvertes de 

l’ARNv enroulé autour formant un brin qui se replie sur lui-même pour former une structure 

en « tête d’épingle » (Figure 2). Chaque vRNP contient aussi l’ARN polymérase ARN-

dépendante constituée de 3 sous-unités : l’acide polymérase (PA) et les polymérases basiques 

1 et 2 (PB1 et PB2) (Figure 2). La polymérase est capable à la fois de produire de l’ARN 

complémentaire de polarité positive (ARNc (+)) qui servira de matrice à la synthèse de 

nouveaux ARNv et de transcrire les ARNv en ARN messagers destinés à la traduction de 

nouvelles protéines virales. 

Il existe également deux protéines dites non-structurales : la protéine non-structurale 1 (NS1) 

et la protéine non-structurale 2/protéine d’export nucléaire (NS2/NEP). NS1 est présente en 

faible quantité dans les virions, sa principale fonction est d’inhiber la production d’interféron 

après néosynthèse de la protéine (Krug 2015). NS2/NEP contient une séquence signal d’export 
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nucléaire (NES) qui permet aux vRNP d’être exportés du noyau afin de former de nouvelles 

particules virales (R. E. O’Neill, Talon, et Palese 1998). 

 

 4) Cycle de réplication virale 

Lorsqu’un virus infecte un nouvel hôte mammifère, il doit dans un premier temps franchir les 

barrières constituées par du mucus sécrété par les cellules des voies respiratoires avant 

d’atteindre les tissus cibles dans lesquels il pourra se répliquer. Le virus va ensuite s’attacher 

à la cellule cible grâce à ses glycoprotéines virales HA qui se fixent aux acides sialiques présents 

sur la surface de la cellule (Gottschalk 1959). Cette fixation permet au virus de rentrer dans la 

cellule par un mécanisme d’endocytose médié par la voie des clathrines, de façon 

indépendante des clathrines (Matlin et al. 1981; Rust et al. 2004), ou par macropinocytose 

(Rossman et Lamb 2011).  

L’acidification de l’endosome induit la fusion des membranes virale et endosomale 

(Stegmann, White, et Helenius 1990). Cette fusion est provoquée par le changement de 

conformation de la protéine HA à la surface du virion, exposant le peptide de fusion (Skehel 

et Wiley 2000). En parallèle l’acidification endosomale initie l’ouverture des canaux ioniques 

M2 qui permettent de diminuer le pH à l’intérieur de la particule virale ce qui entraine la 

déstructuration de la capside et ainsi la libération des vRNP (Helenius 1992) (Figure 3).  

Les vRNP sont ensuite acheminés jusqu’au noyau de la cellule hôte. Les protéines NP 

possèdent un signal de localisation nucléaire (NLS) qui intéragit avec les importines cellulaires. 

L’importine-α se lie directement au NLS tandis que l’importine-β induit la translocation des 

complexes de RNP à travers les pores nucléaires (Cros, García-Sastre, et Palese 2005; R. E. 

O’Neill et al. 1995). 

Une fois dans le noyau, le génome viral va être soumis à des mécanismes de transcription et 

de réplication. Les ARNv de polarité négative sont transcrits en ARNm par le complexe 

polymérase en utilisant un mécanisme de vol de coiffe d’ARNm cellulaires (ou cap snatching) 

(Scholtissek et Rott 1970). La protéine PB2 se lie à la coiffe d’un ARN cellulaire pré-messager 

puis la protéine PA clive cet ARN pour initier la transcription de l’ARN viral (Dias et al. 2009). 

La protéine PB1 est impliquée dans l’élongation de la chaine d’ARN (Braam, Ulmanen, et Krug 

1983). Les ARNm viraux sont ensuite exportés vers le cytoplasme pour être traduits en 
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protéines, dont certaines (PB1, PB2, PA, NP et NEP) seront réimportées dans le noyau. En 

parallèle, la polymérase virale synthétise l’ARNc qui servira de matrice pour la production de 

nouveaux ARNv (Beaton et Krug 1986). Ces ARNv seront impliqués dans la formation des 

nouvelles vRNP qui constitueront le génome viral. Les vRNP nouvellement formés sont 

exportés du noyau vers le cytoplasme grâce aux protéines M, NEP et CRM1 et poursuivent 

leur trajet jusqu’à la membrane cellulaire via le cytosquelette d’actine (Cros et Palese 2003).  

Pour former les nouveaux virions infectieux, les protéines M1 vont s’associer à la membrane 

plasmique afin de former la nouvelle capside. Ces protéines jouent un rôle clé dans 

l’assemblage des virions puisqu’elles entrainent le recrutement des vRNP sur le site 

d’assemblage (Schmitt et Lamb 2005). Pour que le virion ait la capacité de se répliquer, il doit 

incorporer un seul exemplaire de chaque segment génomique (Duhaut et Dimmock 2002). Les 

protéines HA, NA et M2 sont également recrutées à la membrane. Les nouveaux virions sont 

libérés dans le milieu extracellulaire grâce à M2 qui est impliquée dans la scission de la 

membrane cellulaire et à l’action de NA qui clive les liaisons entre les protéines HA à la surface 

des virions et des acides sialiques cellulaires (Rossman et Lamb 2011).  
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle de réplication d’un virus Influenza A. 

IAV entre dans la cellule cible par endocytose. L’acidification des endosomes conduit d’une part à la 

fusion des membranes endosomale et virale et d’autre part à la décapsidation, ce qui permet la 

libération des vRNP dans le cytoplasme. Les vRNP sont ensuite importées vers le noyau. Le génome 

viral est alors soumis à des mécanismes de réplication, de transcription et de traduction des protéines 

virales qui sont exportées. Les vRNP nouvellement formées vont être exportées vers le cytoplasme où 

elles s’assemblent avec des protéines virales. Les nouveaux virions vont bourgeonner à la membrane 

plasmique avant d’être libérés dans le milieu extracellulaire. 
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 5) Réservoirs et transmissions des virus influenza A 

  5.1) Les oiseaux sauvages  

Les oiseaux aquatiques sauvages constituent le réservoir naturel des virus influenza A. Ces 

virus ont atteint un niveau optimal d’adaptation chez ces oiseaux puisqu’ils induisent une 

infection asymptomatique (Webster et al. 1992; Alexander 2000). La réplication du virus 

s’effectue dans le tractus intestinal où la température atteint 41°C. Les virus sont ensuite 

excrétés en forte concentration dans les fèces (Webster et al. 1978). La transmission s’effectue 

par voie oro-fécale et les virus peuvent rester de longues périodes dans les étendues d’eau 

douce favorisant ainsi la dissémination par les oiseaux migrateurs. Ces étendues d’eau douces 

constituent des lieux d’échanges importants de virus de différents sous-types entre des 

espèces issus de régions très éloignées. La plupart des sous-types viraux connus (H1 à H16 et 

N1 à N9) sont représentés dans la population des oiseaux aquatiques sauvages, en particulier 

chez les canards, les oiseaux de rivage et les goélands (Fouchier et al. 2005). Cette grande 

variabilité génétique des virus influenza favorise des évènements de franchissement de 

barrière d’espèces.  

  5.2) Transmission aux volailles domestiques 

Les virus influenza aviaires qui circulent massivement dans la faune sauvage sont capables 

d’infecter les volailles domestiques. La proximité des élevages en plein air avec la faune 

sauvage, comme les oiseaux migrateurs, favorise la contamination des volailles domestiques. 

Si un élevage est contaminé, le virus peut rapidement se transmettre aux élevages à proximité. 

Cette transmission rapide constitue une menace permanente pour les élevages et les 

industries avicoles. Les virus influenza qui infectent les volailles domestiques sont classés en 

deux catégories selon leur niveau de pathogénicité, hautement ou faiblement pathogènes. 

Les virus influenza aviaires hautement pathogènes (IAHP) entrainent des signes cliniques 

graves et peuvent être à l’origine d’une mortalité élevée. Ils existent uniquement parmi les 

sous-types H5 et H7 mais ceux-ci ne sont  pas tous hautement pathogènes (Horimoto et 

Kawaoka 2005). Les IAHP peuvent causer jusqu’à 100% de mortalité chez les volailles 36 à 48h 

post-infection (Spackman 2008). La protéine HA joue un rôle majeur dans la pathogénicité des 

virus grippaux. En effet, la séquence du site de clivage protéolytique dans la protéine HA 
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détermine si l’infection sera systémique (hautement pathogène) ou non (faiblement 

pathogène) (Rott 1992). 

 

 6) Mécanismes d’évolution génétique 

L’évolution des virus influenza A et le franchissement des barrières d’espèces sont causés par 

deux mécanismes majeurs : l’accumulation de mutations ponctuelles dans le génome viral (le 

glissement antigénique ou antigenic drift) ou le réassortiment de segments viraux dans une 

cellule infectée par deux souches grippales différentes (la cassure antigénique ou antigenic 

shift).  

  6.1) Le glissement antigénique 

Le mécanisme de glissement antigénique (ou « antigenic drift ») est dû au caractère peu fidèle 

de l’ARN polymérase ARN dépendante. Cette polymérase ne possède pas la capacité de 

relecture et de correction ce qui entraine des erreurs dans les copies génétiques produites et 

facilite ainsi les mutations. Le taux de mutation pour la grippe de type A est estimé à une 

mutation ponctuelle tous les 1,5x105 nucléotides (Buonagurio et al. 1986). La modification des 

séquences génétiques peut avoir un impact important au niveau de la réponse immunitaire. 

En effet, les glycoprotéines de surfaces HA et NA qui sont les principaux antigènes des IAV 

peuvent acquérir des mutations spécifiques conduisant au contournement de la surveillance 

immunitaire (Drake 1993). Les mutations ponctuelles peuvent aussi être à l’origine du 

changement de pathogénicité d’un virus. Les hémagglutinines de types H5 et H7 sont les plus 

susceptibles à accumuler des mutations et donc à faire évoluer un virus faiblement pathogène 

en un virus hautement pathogène (Monne et al. 2014).  

 

  6.2) La cassure antigénique 

Le mécanisme de cassure antigénique (ou « antigenic shift ») correspond à un remaniement 

génétique beaucoup plus important que les mutations ponctuelles. Ces remaniements 

génétiques portent sur l’échange de segments géniques entre deux virus différents infectant 

une même cellule pour aboutir à l’apparition de nouveaux virus dits « réassortants ». Si ces 

échanges concernent les gènes de l’hémagglutinine et/ou de la neuraminidase chez les virus 

influenza A, alors ce processus peut aboutir à l’apparition de nouveaux sous-types à l’intérieur 
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du genre A.  Les réassortiments peuvent avoir lieu chez diverses espèces telle que le porc qui 

a la particularité de posséder des récepteurs aux virus aviaires et aux virus mammifères. Ces 

réassortants peuvent posséder des caractéristiques différentes comme une virulence accrue, 

une spécificité d’hôte différente et/ou une absence de réponse immunitaire de l’hôte. Ce 

mécanisme de cassure antigénique peut alors être à l’origine de pandémies, comme c’était le 

cas avec le réassortant H2N2 en 1957, H3N2 en 1968 et H1N1 en 2009. 

 

 7) Vaccins et traitements 

Le moyen le plus efficace d’empêcher l’entrée du virus est « d’intercepter » le virus avec des 

anticorps neutralisants avant qu’il n’atteigne les cellules cibles. Les premiers vaccins contre le 

virus de la grippe ont donc été développés au cours des années 1930. Encore aujourd’hui, la 

vaccination reste le moyen le plus efficace pour prévenir et contrôler l’infection virale. Le 

vaccin saisonnier est composé d’antigènes des virus influenza A et B circulant. En effet comme 

le virus de la grippe subit une dérive génétique, les protéines de surface HA et NA sont très 

variables et changent donc chaque année. La composition du vaccin saisonnier est donc 

établie chaque année en fonction des antigènes de surface présents chez les virus circulants 

ou prédits comme circulant de façon dominante durant l’année suivante.  

A l’heure actuelle, il n’existe que quatre molécules approuvées dans le traitement de la grippe 

en Europe. L’amantadine et la rimantadine sont des inhibiteurs des canaux ioniques M2 qui 

bloquent l’acidification des virus entrants empêchant ainsi la libération des  vRNPs (Pinto et 

Lamb 1995). L’oseltamivir (Tamiflu) et le zanamivir (Relenza) sont capables de bloquer la 

libération des virions nouvellement synthétisés de la cellule infectée en ciblant l’activité de la 

neuraminidase des virus influenza A et B (Gubareva, Kaiser, et Hayden 2000). Plus récemment, 

en 2018, l’autorisation de mise sur le marché d’une nouvelle molécule a été annoncée au 

Japon et aux Etats-Unis. Le Xofluza (baloxavir marboxil), devient ainsi la première molécule 

anti-grippe possédant un nouveau mécanisme approuvé depuis presque 20 ans aux Etats-

Unis. La molécule cible la sous-unité PA de la polymérase virale. Cependant, l’apparition de 

virus devenus résistants au baloxavir a été détectée dès les premiers essais cliniques (Omoto 

et al. 2018).  
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II) Interaction immunité innée et IAV 

 1) Détection du virus influenza A   

L’immunité innée est une des premières lignes de défense vis-à-vis des agents infectieux. 

L’immunité innée est induite suite à l’interaction des récepteurs du soi, appelés Pattern 

Recognition Receptors (PRR), qui reconnaissent les Pathogen-Associated Molecular Patterns 

(PAMP) (Amarante-Mendes et al. 2018). Les PAMP peuvent être présents dans les agents 

pathogènes ou générés lors de l’infection. Ils correspondent par exemple à des structures 

d’acides nucléiques spécifiques du génome viral ou à des intermédiaires de la réplication virale 

tels que l’ARN double brin (ARNdb) (Figure 4).  

 

  1.1) Les récepteurs Toll-Like (TLR) 

La première classe de PRR à avoir été identifiée sont les récepteurs Toll-Like (TLR) qui 

comprennent 10 membres (TLR 1-10) parmi lesquels TLR3, 7 et 8 qui sont capables de 

reconnaitre l’ARN viral (L. A. J. O’Neill, Golenbock, et Bowie 2013). Le TLR3 est notamment 

exprimé par les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules immunitaires telles que les 

cellules dendritiques (DCs) ou les macrophages. Le TLR3 est majoritairement retrouvé au 

niveau des endosomes et est capable de détecter et de lier l’ARNdb (L. Liu et al. 2008). Le TLR7 

est exprimé par les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) tandis que le TLR8 est présent 

dans les monocytes, macrophages et DCs.  Les TLR7 et TLR8 reconnaissent l’ARN simple brin 

(ARNsb) viral localisé dans les endosomes (Diebold et al. 2004). La liaison de l’ARN par les TLRs 

conduit à leur activation et à l’induction de voies de signalisation via des protéines 

adaptatrices : Myeloïd Differenciation Primary Response 88 (Myd88) et TIR-domain-

containing adaptateur-inducing interferon-β (TRIF) respectivement pour les TLR7/8 et TLR3 

(Vyncke et al. 2016; Yamamoto et al. 2003). L’activation des Interferon Regulatory Factor 3 et 

7 (IRF3 et IRF7), des facteurs de transcription de la famille AP-1 et de la voie NF-κB, conduit à 

l’expression d’interferon de type I et III (IFN I et III) et de cytokines pro-inflammatoires (Figure 

4). 
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  1.2) La protéine inductible à l’acide rétinoïque : RIG-I 

Une autre famille importante de PRR comprend la protéine inductible à l’acide rétinoïque 

(RIG-I) qui est exprimée dans le cytoplasme de tous les types cellulaires. RIG-I est considéré 

comme le principal détecteur des virus influenza A (G. Liu et al. 2018). RIG-I reconnait 

spécifiquement les courtes séquences d’ARNdb (10 à 19 paires de bases pb) associées à un di 

ou tri-phosphate en position 5’ (Schlee et al. 2009). La liaison avec l’ARNdb induit 

l’ubiquitinylation et l’activation de RIG-I. Cette activation entraine la translocation de RIG-I 

vers la protéine Mitochondrial antiviral signaling protein (MAVS) (Helene Minyi Liu et al. 

2012). MAVS est localisée sur la membrane externe des mitochondries. L’interaction de RIG-I 

et MAVS provoque l’oligomérisation de MAVS menant à l’activation de la voie NF-κB, IRF3 et 

IRF7 et à l’expression d’interferon de type I et III (IFNs I et III) et de cytokines pro-

inflammatoires (Figure 4) (L. Liu et al. 2008). 

 

 2) La voie de transduction des interférons 

Les IFNs de types I et III sont sécrétés dans le milieu extracellulaire et agissent de manière 

autocrine et paracrine. Les IFN de types I (α, β, ε, κ et ω) vont se lier sur leur récepteur 

constitué de deux sous-unités (IFNAR1) et (IFNAR2) qui est exprimé de façon constitutive à la 

surface des cellules (Lazear, Schoggins, et Diamond 2019). Les IFNs de types III (λ) se lient sur 

leur récepteur spécifique composé de IFN-λ receptor 1 (IFNLR1) et Interleukin 10 receptor 2 

(IL10R2) exprimé principalement à la surface des cellules épithéliales, des cellules du foie et 

des cellules myéloïdes. La fixation des IFNs à leur récepteur va entrainer leur changement de 

conformation et l’activation des protéines Janus Kinase (JAK1 et TYK2). Les JAK induisent la 

phosphorylation des protéines Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) qui 

sont des protéines cytosoliques libres. La phosphorylation des STAT mène à la formation du 

dimère STAT1/STAT2 qui s’associe avec la protéine accessoire Interferon Regulatory Factor 9 

(IRF9). Ce complexe, nommé ISGF3, relocalise dans le noyau où il se fixe sur la séquence 

consensus nommée Interferon-Stimulated Response Element (ISRE) et entraine l’expression 

des Interferon-Stimulated Genes (ISGs) (Schoggins et Rice 2011; Schneider, Chevillotte, et Rice 

2014) (Figure 4). 
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Figure 4 : Représentation schématique de la détection d'IAV et de la réponse antivirale. 

Les TLRs, RIG-I et MAVS sont capables de reconnaitre l’ARN viral sb ou db localisé dans les endosomes. 

Leur reconnaissance va induire une cascade de signalisation et l’activation de facteurs de transcription 

entrainant la production d’IFN de type I et III. L’IFN va se lier à son récepteur spécifique et va entrainer 

l’activation de la voie JAK/STAT, aboutissant à la transcription et l’expression d’ISGs via la voie de 

signalisation JAK/STAT. 
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 3) Les facteurs de restrictions  

Le produit de certaines protéines possède des propriétés antivirales qui participent à 

l’établissement d’un état dit antiviral dans les cellules infectées avoisinantes. Ces ISGs sont 

appelés facteurs de restriction. Ils peuvent être exprimés de manière constitutive à différents 

niveaux dans certains types cellulaires et ces niveaux peuvent être modulés par l’IFN suite à 

l’infection par un virus. Les facteurs de restriction se présentent sous de nombreuses formes 

mais ont pour effet commun d’inhiber la réplication virale. Ces protéines peuvent agir à 

différents stades du cycle viral : l’entrée, la réplication ou la sortie du virus. 

 

  3.1) Les facteurs de restriction qui inhibent l’entrée virale 

Les membre de la famille des Interferon-Induced Transmembrane proteins (IFITMs) font partis 

des facteurs de restrictions cellulaires les plus étudiés qui agissent contre les virus influenza. 

Chez l’Homme, les IFITMs sont composés de cinq genes Ifitm1, Ifitm2, Ifitm3, Ifitm5 et Iftm10 

mais il existe deux gènes supplémentaires chez la souris : Ifitm6 et Ifitm7. Des études sur les 

protéines transmembranaires IFITM1, 2 et 3 ont démontré qu’elles exercent une activité 

antivirale sur un large panel de virus dont les virus influenza (McKellar et al. 2021) (Brass et al. 

2010). IFITM1 est principalement localisée au niveau de le membrane plasmique alors que 

IFTIM2 et IFITM3 sont situées dans les endosomes tardifs et les lysosomes (Diamond et Farzan 

2013). IFITM3 est capable de bloquer la fusion des pores de fusion après l’étape d’hémifusion 

entre les membranes virale et endosomale (Desai et al. 2014). IFITM3 est également impliqué 

dans la protection de l’infection d’IAV sur des modèles in vivo (Bailey et al. 2012). 

Il existe d’autres facteurs de restriction décrits dans la littérature tels que Zinc-

metallopeptidase STE24 (ZMPSTE24), Cholesterol-25-hydrolase (CH25H), β-1,4 N-

acetylgalactosaminyltransferase 2 (B4GALNT2) et Mucine-1 (MUC1) (Fu et al. 2017; Zhao et 

al. 2020; Heaton et al. 2017; Meerzaman, Shapiro, et Kim 2001).  

L’isoforme courte de la protéine Nuclear Receptor Coactivator 7 (NCOA7-Alternative Start 

NCOA7-AS), objet de ce mémoire, peut être classée comme facteur de restriction inhibant 

l’entrée du virus influenza A et sera décrite dans la section III de cette introduction. 
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  3.2) Les facteurs de restriction qui inhibent la réplication du génome viral 

Les protéines Myxovirus resistance (Mx) appartiennent à la super famille des GTPases 

apparentées aux dynamines. MX1 humain (ou MxA) dont la localisation est cytoplasmique est 

connue pour sa capacité à inhiber l’infection par IAV ainsi qu’un large éventail de virus tandis 

que MX2 (ou MxB), principalement localisée au niveau de l’enveloppe nucléaire, inhibe le VIH-

1 et d’autres lentivirus infectant les primates (McKellar et al. 2021; Haller et Kochs 2010) 

Il existe d’autres facteurs de restriction qui inhibent la réplication du génome viral décrits dans 

la littérature tels que les protéines TRIM, GBP, ZAP, IFITs, OAS, PKR et MOV10 (McKellar et al. 

2021) (Figure 5). 

 

3.3) Les facteurs de restriction qui affectent l’assemblage viral, la sortie ou la 

maturation 

Bone marrow stromal antigen 2 (BST-2) , aussi nommée Tetherin, est une protéine induite par 

l’IFN impliquée dans l’inhibition de la libération d’IAV et d’autres virus à la surface des cellules 

infectées (Mahauad-Fernandez et Okeoma 2016) (Figure 5).   

Virus inhibitory protein, endoplasmic reticulum-associated, IFN-inducible (Viperin) est capable 

d’inhiber la réplication de divers virus par différents mécanismes. Dans le cas d’influenza, 

Viperin agit au niveau de la phase tardive du cycle de réplication virale.  
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Figure 5 : Représentation schématique du cycle de réplication d’un virus Influenza A et les facteurs de 

restriction associés à chaque étape (adaptée de McKellar et al. 2021). 
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III) La protéine antivirale NCOA7 

 1) Les protéines à domaine TLDc 

NCOA7 appartient à la famille des protéines à domaine TLDc (Tre2/Bub2/Cdc16 (TBC), Lysin 

motif (LysM), domain catalytic). La famille des protéines à domaine TLDc a été identifiée pour 

la première fois lors d’une analyse informatique des séquences de protéines contenant des 

domaines nucléaires connus parmi 27 autres familles de protéines (Doerks et al. 2002). Des 

protéines à domaine TLDc sont retrouvées chez tous les eucaryotes et la séquence primaire 

de ce domaine est relativement conservée parmi les espèces. C’est un motif protéique 

d’environ 200 acides aminés majoritairement globulaire. La famille des protéines à domaine 

TLDc est composée de 7 protéines retrouvées à la fois chez l’Homme et la souris : TBC1D24, 

KIAA1609 (aussi nommée TLDC1), C20ORF118 (ou TLDC2), la longue isoforme OXR1-Full-Lenth 

(FL) et la courte isoforme ORX1-C, la longue et la courte isoforme NCOA7-FL et NCOA7-

Alternative Start (NCOA7-AS) (Finelli et al. 2016) (Figure 6). La structure cristalline a été 

déterminée à partir de la protéine à domaine TLDc Oxidation resistance protéine 2 (OXR2) du 

poisson zèbre (Blaise et al. 2012).  

La famille des OXR1 est la première classe de protéines à domaine TLDc à avoir été 

caractérisée. Les protéines OXR humaines possèdent des propriétés de protection contre les 

dommages oxydatifs causés par les Reactive oxygen species (ROS) (Volkert, Elliott, et 

Housman 2000). Cette fonction anti-oxydante est codée par l’exon 8 chez OXR1 humain 

(Murphy et Volkert 2012). L’activité des protéines OXR est induite par la chaleur et le stress 

oxydatif. Ces protéines sont localisées dans les mitochondries afin de protéger les cellules. Il 

a été démontré que cette localisation mitochondriale est essentielle afin de protéger 

efficacement les cellules de tout dommage oxydatif (Elliott et Volkert 2004). Des études 

réalisées in vivo et in vitro ont permis de montrer que l’expression de OXR1 était fondamentale 

pour la survie des neurones et que OXR1 était surexprimée chez des patients atteints de 

maladies neurodégénératives (Oliver et al. 2011). Il a également été montré que le domaine 

conservé TLDc seul pouvait suffire à la fonctionnalité de la protection contre les dommages 

oxydatifs. Toutes les protéines de la famille à domaine TLDc possèdent donc des propriétés 

de résistance au stress oxydatif (Oliver et al. 2011; Finelli et al. 2016). 
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Figure 6 : Représentation schématique des membres de la famille des protéines à domaine TLDc avec 

leurs domaines uniques et partagés respectifs. 

LysM : motif lysine ; Gram : domaine GRAM; ERbd : domaine de liaison au récepteur à l’estrogène. Les 

nombres indiquent la position des acides aminés chez les protéines de souris (adapté de Finelli et al. 

2016). 

 

2) Les différentes isoformes de NCOA7 

  2.1) NCOA7-FL 

Comme mentionné plus haut, il existe deux isoformes de NCOA7. NCOA7-FL initialement 

nommée Estrogen Receptor-Associated Protein 140 (ERAP140), a été identifiée et caractérisée 

comme un nouveau coactivateur de récepteur nucléaire (Shao, Halachmi, et Brown 2002). 

ERAP140 a été isolée dans un criblage de protéines interagissant avec le récepteur à 

l’œstrogènes (ER) en utilisant le domaine de liaison du ligand ER comme sonde (Shao, 

Halachmi, et Brown 2002). NCOA7-FL est fortement exprimée dans le cerveau et plus 

spécifiquement au niveau des noyaux des cellules neurales. Le gène NCOA7-FL est constitué 

de 15 exons dont l’exon numéro 7 codant pour le domaine de liaison à l’ER (ERbd) et les exons 

11 à 15 codant pour le domaine TLDc. La protéine NCOA7-FL comporte 942 acides aminés 

correspondant à une masse moléculaire de 140 kDa. NCOA7-FL fonctionne comme un 

coactivateur nucléaire qui est recruté dans le noyau lorsque l’œstrogène se lie à son 

récepteur. Le complexe NCOA7-ER (Récepteur aux œstrogènes) si lie ensuite aux promoteurs 

des gènes régulés par les œstrogènes modulant leur activité transcriptionnelle (Shao, 

Halachmi, et Brown 2002).  
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NCOA7-FL possède également des propriétés contre le stress oxydatif (Durand et al. 2007; 

Finelli et al. 2016). NCOA7-FL et OXR1-FL semblent être issus d’un gène ancestral commun 

puisqu’ils partagent 38% d’identité et 53% de similarité au niveau protéique. Cependant, les 

protéines codées par ces gènes ne sont pas localisées au même endroit dans la cellule, NCOA7-

FL est localisée principalement dans le noyau et ORX1-FL au niveau des mitochondries, 

suggérant que ces deux protéines ont des rôles différents. De plus NCOA7-FL est exprimée de 

façon constitutive dans les cellules et n’est pas induit par un stress oxydatif contrairement à 

OXR1-FL (Durand et al. 2007). 

  2.2) NCOA7-AS 

NCOA7-AS est une isoforme courte qui a la particularité d’être induite par l’IFN et les 

lipopolysaccharides (LPS) de macrophages  (Yu et al. 2015). Cette isoforme a été initialement 

identifiée suite à une étude de multi-exons microarrays menée pour examiner les gènes 

induits suite à un traitement IFN (Croze et al. 2013). L’IFN-β est capable d’induire l’expression 

de NCOA7-AS dans les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) obtenues à partir 

d’individus sains et de patients atteints de scléroses en plaques et dans divers types cellulaires 

neurales. L’induction de NCOA7-AS par l’IFN est dépendante de l’activation des récepteurs à 

l’IFN et de la voie de signalisation JAK-STAT (Yu et al. 2015). NCOA7-AS est constituée des cinq 

derniers exons de la longue isoforme NCOA7-FL (exons 11 à 15) avec l’exon 10a qui code pour 

les 25 acides aminés en position N-terminale. La courte isoforme ne possède notamment pas 

l’exon numéro 7 qui code l’ERbd de la longue isoforme ce qui suggère fortement que les deux 

isoformes possèdent des propriétés et fonctions distinctes.  

 

 3) Mécanismes d’action de NCOA7-AS 

  3.1) Résistance au stress oxydatif 

Tout comme NCOA7-FL, NCOA7-AS n’est pas induite en réponse au stress oxydatif, cependant 

elle semble posséder des propriétés antioxydantes (Yu et al. 2015). Or l’exon numéro 9 n’est 

pas présent dans NCOA7-AS ce qui laisse à penser que l’exon 10a pourrait coder pour l’activité 

antioxydante. En effet, l’exon 10a code un domaine homologue avec la famille des aldo-céto 

oxydo-réductases bactériennes qui sont connues pour protéger les cellules des produits de 

peroxydation lipidique et réduire les niveaux cellulaires de ROS (Jin et Penning. 2007). 



37 
 

Néanmoins il n’existe pas d’homologie entre les exons 9 et 10a ce qui suggère que les deux 

isoformes possèdent une activité en réponse au stress oxydatif initiée par des mécanismes 

biochimiques différents. 

Parmi toutes les protéines à domaine TLDc, NCOA7-AS pourrait être la plus neuroprotectrice  

(Finelli et al. 2016). En effet, dans un système artificiel des cellules neurales N2a transfectées 

avec des plasmides codant pour les protéines à domaine TLDc puis soumises à un stress 

oxydatif (150 µM d’arsenite pendant 4h), toutes les protéines TLDc réduisent la proportion de 

cellules mortes de moitié par rapport au contrôle (vecteur vide), tandis que NCOA7-AS réduit 

la mort cellulaire de près de 85% (Figure 7. A) (Finelli et al. 2016). Afin de comprendre 

comment la fonction neuroprotectrice des protéines TLDc pourrait être portée par le domaine 

TLDc, les six acides aminés les plus conservés de ce domaine ont été substitués par des 

alanines chez NCOA7-AS de souris. Trois des mutants (G93A, G174A et E216A) agissent sur la 

fonction neuroprotectrice puisque la proportion de cellules mortes augmente de près de 40% 

dans les cellules NCOA7-AS mutées pour les trois acides aminés en comparaison aux cellules 

NCOA7-AS-WT (Figure 7. B) (Finelli et al. 2016). Les conséquences de la mutation de ces trois 

acides aminées ont été prédits en utilisant la structure tri-dimensionnelle du domaine TLDc 

de ORX2 du poisson zèbre (Blaise et al. 2012). La glycine en position 93 serait nécessaire pour 

maintenir la position des hélices-α 3 et 4. Cela suggère que l’intégrité des hélices peut être 

importante pour la fonction du domaine TLDc. L’acide glutamique en position 216 est l’un des 

acides aminés les plus conservés dans le domaine TLDc. Les prédictions suggèrent qu’une 

liaison hydrogène entre le groupement carboxylate de Glu-216 et le groupement amide Ser-

60 maintient la position de la région N-terminale du domaine TLDc (Finelli et al. 2016) (Figure 

7. C). 
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Figure 7 : Les protéines à domaine TLDc ont une fonction neuroprotectrice contre le stress oxydatif. 

Des cellules N2a ont été transfectées avec des plasmides codants pour les protéines à domaine TLDc 

A) ou pour NCOA7-AS (NCOA7-B sur la figure) dont les six acides aminés les plus conservés ont été 

mutés par des alanines (Finelli et al. 2016). B) Les cellules ont été traitées avec 150 µM d’arsenite 

pendant 4h. Les cellules mortes ont été quantifiées en comptabilisant le nombre de noyaux 

pycnotiques (Finelli et al. 2016). C) Modélisation de la structure du domaine TLDc de la protéine 

NCOA7-AS humaine réalisée à partir de la structure du domaine TLDc de OXR2 de poisson zèbre 

(PDB4ACJ ; modélisation réalisée par Dr M. Blaise). 

 

  3.2) Activité antivirale  

Afin d’identifier les ISG jouant un rôle dans l’état antiviral contre le VIH-1, le Dr. Caroline 

Goujon a développé dans le passé une approche de transcriptomique comparative entre 

différents types cellulaires, devenant réfractaires ou bien restant permissifs à l’infection virale 

suite à un traitement par de l’IFN (Goujon et Malim 2010). Cette approche a permis d’établir 

une liste de gènes candidats potentiellement responsables de la restriction de l’infection du 

Virus de l’Immunodéficience Humain (VIH) induite par l’IFN. Parmi ces candidats, MX2 (un 

homologue de MX1) a été identifié comme un des principaux ISG participant à l’inhibition du 

VIH induite par l’IFN (Goujon et al, 2013). De façon intéressante, Caroline Goujon a montré 
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que les mêmes types cellulaires étaient capables de restreindre le VIH-1 et IAV suite à un 

traitement IFN, montrant que l’analyse transcriptomique pouvait permettre d’identifier des 

ISG inhibant IAV. La poursuite de l’analyse des ISG candidats ainsi identifiés a conduit à 

l’identification d’une autre protéine induite par l’IFN ayant une activité antivirale notable par 

mon équipe hôte, en étroite collaboration avec l’ancienne équipe de ma responsable, le 

groupe du Prof. Michael H. Malim (King’s College London). Il s’agit de l’isoforme courte 

NCOA7-AS dont l’expression ectopique inhibe l’infection par certains virus entrant dans la 

cellule par endocytose tel qu’IAV (Doyle et al. 2018). En effet, l’effet antiviral de NCOA7-AS est 

dépendant du mode d’entrée du virus. La protéine n’a aucun effet sur des virus entrant dans 

la cellule par fusion à la membrane plasmique tel que le VIH (Figure 8. B) par contre un 

phénotype antiviral est présent si des virus sont pseudotypés avec des enveloppes permettant 

l’entrée dans la cellule par endocytose tel que l’enveloppe du virus de la stomatite vésiculeuse 

(VSV-G) (Figure 8. A), ce qui laissait supposer que NCOA7-AS était capable de bloquer l’entrée 

par voie endocytaire des virus.  

Afin de savoir à quelle étape du cycle viral d’IAV NCOA7-AS inhibe l’infection, des approches 

combinant imagerie couplée à la cytométrie en flux (ImageStream) et de microcopie classique 

ont été utilisées. L’étape d’acidification d’HA n’est pas impactée par NCOA7-AS, par contre la 

mesure de la fusion entre membranes virales et endosomales révèle une diminution des 

évènements de fusion en présence de NCOA7-AS. NCOA7-AS inhibe la fusion des membranes 

virales et endosomales limitant l’accès des complexes viraux au cytoplasme des cellules cibles 

(Doyle et al. 2018). 

De façon notable, NCOA7-AS possède une forte activité antivirale sur IAV puisque son 

expression ectopique dans des cellules d’adénocarcinome pulmonaire est capable de réduire 

de 80% le pourcentage de cellules infectées par rapport au contrôle (Figure 8. C) (Doyle et al. 

2018a). Inversement, l’invalidation de NCOA7-AS par CRISPR/Cas9 (Clustered Regular 

Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) permet de restaurer 

partiellement l’infection par IAV dans le contexte de l’état antiviral induit par l’IFN. Le lien 

potentiel entre les activités antivirales de NCOA7-AS et d’IFITM3, qui agissent à la même 

étape, a été exploré. Pour cela, des expériences de déplétion d’IFITM3 seul et en combinaison 

avec NCOA7-AS ont été réalisées et indiquent que les effets antiviraux de NCOA7-AS et IFITM3 

sont cumulatifs et semblent donc indépendants. De plus, des expériences sur des lignées 
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clonales KO ont révélé que l’inhibition de l’infection médiée par l’expression ectopique de 

NCOA7-AS n’est pas affectée par le KO d’IFITM3 et vice versa (Doyle et al. 2018). 

 

Figure 8 : NCOA7-AS inhibe l’infection par des virus entrant dans leurs cellules cibles par la voie 

endocytaire. 

Des cellules U87MG CD4+ CXCR4+ ont été transduites avec un vecteur lentiviral exprimant NCOA7 ou 

un contrôle. Les cellules ont été challengées avec A) du virus HIV-1-GFP pseudotypé VSV-G (VSV-G LV) 

ou B) du virus HIV-1 WT. Le pourcentage de cellules GFP positives a été déterminé par cytométrie en 

flux. C) Des cellules A549 exprimant NCOA7-AS ou un contrôle ont été infectées avec IAV, fixées 5h 

post-infection puis marquées avec un anticorps anti-nucléoprotéines avant d’être visualisées au 

microscope confocal (Doyle et al. 2018). 

 

  3.3) Impact de NCOA7-AS sur le pH endolysosomal 

Comme NCOA7-AS inhibe l’étape de fusion des membranes virales et endosomales, NCOA7-

AS pourrait avoir un impact sur l’acidification endolysosomale. Cette hypothèse est renforcée 

par le fait que NCOA7-AS a été identifiée comme un partenaire protéique de la V-ATPase (cette 

interaction sera détaillée dans le paragraphe suivant). 

Afin d’étudier cette hypothèse mon laboratoire d’accueil et nos collaborateurs ont réalisé des 

expériences en utilisant différents systèmes de sondes fluorescentes. L’effet de NCOA7-AS sur 

l’acidification des vésicules cytoplasmiques a été analysé et les résultats montrent que la 

présence de NCOA7-AS favorise l’acidification vésiculaire, sans doute par le biais d’une 

interaction régulatrice de la V-ATPase (Figure 9) (Doyle et al, 2018). Afin d’examiner les effets 

de NCOA7-AS sur l’activation lysosomale dépendante de la V-ATPase, l’activité de dégradation 

de trois protéases a été quantifiée. Les résultats obtenus montrent que l’expression ectopique 

de NCOA7-AS augmente substantiellement l’activité dégradative des protéases (Doyle et al, 

2018). 
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Figure 9 : Impact de NCOA7-AS sur le pH endolysosomal. 

A) Des cellules A549 ont été transduites avec des vecteurs exprimant soit CD8 (contrôle) soit NCOA7-

AS. Les cellules ont été ensemencées et traitées avec 0,1 µL de LysoSensor Green DND-189 pendant 

1h ou B) avec 10 µM de LysoSensor Yellow/Blue DND-160 pendant 1h. Le nombre de puncta 

fluorescents a été déterminé par cytométrie en flux (Doyle et al. 2018). 

 

  3.4) Interaction avec la V-ATPase  

Comme mentionné précédemment, NCOA7-FL a été identifié comme un partenaire protéique 

d’une sous-unité de l’ATPase vacuolaire (ou V-ATPase), ATP6V1B1 dans une analyse en 

spectrométrie de masse (Merkulova et al, 2015). La V-ATPase est une pompe à proton qui 

régule l’homéostasie du pH chez les Eucaryotes. Elle utilise l’ATP qui acidifie les 

compartiments intracellulaires ce qui permet de transporter les protons à travers la 

membrane plasmique. La V-ATPase est impliquée dans des processus biologiques cellulaires 

clés comme le trafic des vésicules, le sensing du pH endosomal, la fusion membranaire et la 

signalisation intracellulaire. La V-ATPase est composée de sous-unités multiples formant le 

domaine cytoplasmique V1 et le domaine transmembranaire V0 (Figure 10. A). L’hydrolyse de 

l’ATP dans le domaine V1 entraine le mouvement d’un complexe rotatif central qui, à son tour, 

entraine la translocation des protons à travers le domaine V0 (Forgac et al, 2007). 
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Figure 10 : Interaction de NCOA7-AS avec des sous-unités de la V-ATPase. 

A) Représentation schématique de la V-ATPase. La V-ATPase est composée de plusieurs sous-unités 

formant le domaine cytoplasmique V1 et d’un domaine transmembranaire V0 (adapté de Stewart et 

al. 2013). B) Des cellules U87-MG ont été transduites avec des vecteurs exprimant soit E2-Crimson 

(contrôle) soit NCOA7-AS (NCOA7 sur la figure) marqué avec une étiquette Flag. Les cellules ont été 

lysées puis les protéines ont été immunoprécipitées et analysées par western blot. CL : lysat cellulaire, 

IP : immunoprécipitats (Doyle et al, 2018). 

 

NCOA7-FL étant connu pour interagir avec ATP6V1B1, une sous-unité de la V-ATPase 

spécifique du rein et une interaction de NCOA7-AS avec la V-ATPase pouvait permettre 

d’expliquer le phénotype observé de diminution du pH endolysosomal et de l’étape de fusion, 

mon équipe a donc exploré la possibilité que NCOA7-AS puisse aussi interagir avec la V-

ATPase. Des expériences d’immunoprécipitation (IP) de NCOA7-AS étiqueté avec Flag (Flag-

NCOA7-AS) ont en effet mis évidence des interactions avec plusieurs sous-unités de la V-

ATPase : ATP6V1B2, ATP6V1E1, ATP6V1A et ATP6V1G2. Cela suggère potentiellement que 

NCOA7-AS puisse moduler le pH endolysosomal via des interactions avec la V-ATPase mais le 

mécanisme moléculaire reste à être défini (Figure 10. B) (Doyle et al, 2018).  

Par ailleurs, une étude récente a confirmé que NCOA7-FL interagit également avec des sous-

unités du domaine cytoplasmique V1 de la V-ATPase et qu’elle modulerait son assemblage et 

fonctionnement (Castroflorio et al. 2021). Des souris dépourvues de l’intégralité du locus 

Ncoa7 présentent une altération de l’assemblage de la V-ATPase dans les neurones, ainsi que 
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des anomalies lysosomales qui impactent le développement neuronal et le comportement des 

souris (Castroflorio et al. 2021).  

Afin de mieux appréhender la compréhension des résultats du mémoire, la prochaine section 

de l’introduction est centrée sur les caractéristiques des protéines Sorting Nexins (SNX). 

 

IV) Caractéristiques et fonctions des protéines Sorting Nexins (SNX) 

1) Les SNX 

Le tri des macromolécules au sein du système endosomal est nécessaire au contrôle 

physiologique de l’homéostasie des nutriments, de la motilité cellulaire et de la protéostase. 

Les voies de trafic qui exportent les macromolécules des endosomes via des vésicules ou des 

domaines tubulaires constituent le recyclage de la membrane plasmique et le transport 

rétrograde endosome – Trans-Golgi network (TGN). Les protéines de la famille des Sorting 

Nexins sont notamment impliquées au niveau des endosomes, dans les mécanismes de 

transport rétrograde de cargos spécifiques. 

SNX1 est le premier membre de la famille des SNX à avoir été identifié. SNX1 a été isolée à 

partir d’un criblage de levure conçu pour identifier les protéines se liant au récepteur du 

facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor receptor EGFR) (Kurten, Cadena, 

et Gill 1996). La séquence de SNX1 de mammifère est homologue à celle d’une protéine de 

levure appelée VPS5p. VPS5p est une sous-unité d’un grand complexe multimérique, appelé 

rétromère, impliqué dans le transport rétrograde des protéines des endosomes vers le TGN 

(Horazdovsky et al. 1997). D’autres SNX présentes chez les mammifères ont été identifiées au 

fil des années jusqu’à atteindre actuellement le nombre de 33 (SNX1-SNX33) (Carol Renfrew 

Haft et al. 1998; Otsuki et al. 1999; R. D. Teasdale et al. 2001). Toutes les SNX sont composées 

d’un domaine Phox (Phox homology domain : PX) qui se lie au phosphatidylinositol-3-

phosphate (PtdIns(3)P ou PI3P) présent dans les membranes endosomales.  

Il existe plusieurs sous-catégories dans la famille des SNX. La sous-famille «PX-only» est 

composée de protéines qui possèdent seulement un domaine PX (Rohan D. Teasdale et Collins 

2012). La sous-famille SNX-FERM (band4.1/ezrin/radixin/moesin) regroupe les protéines 

SNX17, SNX27 et SNX31. Le domaine FERM est un module d’interaction protéique qui se lie 

aux protéines contenant la séquence Asn-Pro-X-Tyr (NPxY) qui fonctionne comme un signal de 
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tri dans certaines protéines membranaires. Une dernière sous-famille, celle qui nous intéresse 

en particulier, est définie par la présence un module dimérique : le domaine Bin-Amphiphysin-

Rvs (BAR) qui est chargé positivement et qui permet la détection et/ou l’induction de courbure 

de membrane. Cela entraine la formation des domaines tubulaires au niveau des endosomes 

(Peter et al. 2004). 

 

2) Les voies d’export des endosomes 

Les protéines et les lipides qui constituent les organites du système endosomal sont dérivés 

principalement de l’internalisation de portions de membrane plasmique via de multiples voies 

endocytaires. Les vésicules endocytaires primaires peuvent subir une fusion homotypique, 

une fusion entre deux organites de même composition, afin de générer un endosome dit 

« précoce » (early endosome en anglais) caractérisé par la présence de tubules, d’une haute 

concentration en GTPase Rab5 et d’un pH modérément acide (pH~6,5). L’endosome précoce 

mature ensuite en endosome tardif (late endosome en anglais) grâce à l’acidification graduelle 

du compartiment vacuolaire (pH~5,5) riche en GTPase Rab7. L’acidification se fait 

principalement grâce à la V-ATPase. Alors que les cargos sont triés dans les domaines 

tubulaires pour l’export à la membrane plasmique, les solutés et les vésicules intraluminales 

sont retenus dans le domaine vacuolaire de l’endosome qui fusionne avec un lysosome afin 

de dégrader son contenu via la voie de dégradation lysosomale. Les SNX agissent à différentes 

étapes de la maturation des endosomes et empruntent des voies d’export diverses (Figure 

11). SNX4, SNX17, SNX27 et SNX31 agissent au niveau des endosomes précoces. SNX27 

permet le transport des cargos vers la membrane plasmique tandis que SNX4, SNX27 et SNX31 

jouent le rôle de transporteur vers la voie du recyclage des endosomes. Les SNX-BARs 

1/2/5/6/8 et la SNX PX-only SNX3 interviennent au niveau des endosomes tardifs dans le 

transport rétrograde de cargos des endosomes au TGN. Les SNX-BARs induisent des domaines 

tubulaires alors que SNX3 favorise le transport des cargos via des vésicules (Chi, Harrison, et 

Burd 2015; van Weering, Verkade, et Cullen 2010).  
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Figure 11 : Les Sorting Nexin sont impliquées dans les voies d’export des endosomes. 

Les endosomes précoces riches en protéines Rab5 maturent grâce à l’acidification graduelle du 

compartiment vacuolaire pour former des endosomes tardifs riches en protéines Rab7. Les SNX 

agissent à différents stades de la maturation des endosomes et empruntent diverses voies d’export. 

SNX4, SNX17, SNX27 et SNX31 agissent au niveau des endosomes précoces en jouant le rôle de 

transporteur vers la voie de recyclage des endosomes tandis que SNX27 transporte les cargos vers la 

membrane plasmique. Les SNX-BARs 1/2/5/6/8 et la SNX PX-only SNX3 interviennent au niveau des 

endosomes tardifs dans le transport rétrograde de cargos des endosomes au TGN (Chi et al, 2015). 

 

3) La sous-famille des SNX-BAR 

Les SNX-BAR représentent la plus grande sous-famille des SNX de mammifère avec 12 

membres : SNX1, SNX2, SNX4, SNX5, SNX6, SNX7, SNX8, SNX9, SNX18, SNX30, SNX32, SNX33. 

Les SNX-BARs sont principalement composées du domaine BAR et du domaine PX qui jouent 

un rôle essentiel dans la régulation des évènements de tri via l’induction de domaine tubulaire 

au sein du réseau endosomal (Figure 12. A). La structure cristalline du domaine BAR a été 

résolue pour une SNX-BAR de Drosophile (van Weering, Verkade, et Cullen 2010). Il s’agit d’un 

dimère en forme de croissant qui se lie préférentiellement aux membranes courbées chargées 

négativement. Avec son hélice amphipathique en N-terminal et son domaine BAR (N-BAR), 

l’amphiphysine peut entrainer la courbure des membranes in vitro et in vivo (Peter et al. 
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2004). Le domaine PX présente une structure de quatre hélices α et de trois feuillets β repliés 

dans une forme de  « gant de baseball » qui lie les phosphoinositides (Bravo et al. 2001). La 

structure cristalline de SNX9 a révélé que le domaine PX est situé sur le côté latéral du dimère 

BAR grâce à un linker flexible et que la poche de liaison aux phosphoinositides est dans la 

même orientation que le côté concave du domaine BAR (Pylypenko et al. 2007; van Weering, 

Verkade, et Cullen 2010). Les SNX-BAR peuvent exercer leur rôle dans l’export de cargos grâce 

au domaine PX qui se lie au PI3P présent dans les membranes (Figure 12. B). Le PI3P est produit 

par l’activation de la phosphoinositide 3-kinase de classe III (PI3K) également appelée VPS34, 

elle-même régulée par les protéines Beclin1 et Rab5. La génération de PI3P permet ensuite le 

recrutement des protéines Rab7A et des SNX (Williams, Chen, et Moore 2017). 

 

Figure 12 : Structure des protéines SNX-BAR SNX1, SNX2, SNX5 et SNX6. 

A) Séquences codantes des SNX1, SNX2, SNX5 et SNX6. Le pourcentage de similitude entre le domaine 

PX de SNX1 et les autres SNX a été obtenu en calculant le pourcentage de résidus conservés, semi-

conservés ou identiques (Carlton et al. 2005). B) Interaction entre les SNX et la membrane endosomale. 

Les deux domaines BAR interagissent entre eux afin d’induire les courbures de membranes et la 

domaine PX si lie au PI3P présent dans la membrane endosomale (adapté de Cullen and Korswagen. 

2011). 

 

 4)  Le rôle des SNX-BAR dans l’export des endosomes 

4.1) Le rétromère 

Les SNX1 et SNX2 sont homologues au gène de levure VPS5 qui code une sous-unité d’un grand 

complexe multimérique, appelé rétromère, impliqué dans le transport rétrograde des 

protéines des endosomes vers le TGN. Le rétromère a dans un premier temps été décrit chez 

les levures. Il est composé de deux sous-complexes : un sous-complexe de reconnaissance des 

cargos Vps26p, Vps29p et Vps35p et un sous-complexe qui favorise les courbures 

membranaires composé de deux SNX-BARs (Vps5p et Vps17p) (SNX1 et SNX2 chez les 
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mammifères) (Seaman, Michael McCaffery, et Emr 1998). Le rétromère est un complexe 

protéique conservé dont le sous-complexe de reconnaissance des cargos chez les mammifères 

comprend des homologues proches du rétromère des levures : Vps26, Vps29 and Vps35 (C. R. 

Haft et al. 2000). Le terme « rétromère » sera ensuite utilisé pour se référer au trimère Vps26, 

Vps29 et Vps35. Des études suggèrent que Vps35 sert de noyau au complexe multimérique en 

se liant directement à Vps26, Vps29 et Vps5. En effet, les résidus 1 à 53 et 307 à 796 de Vps35 

se lieraient au domaine coiled coil de Vps5 (C. R. Haft et al. 2000). Les SNX-BAR associées au 

complexe du rétromère fonctionnent en hétérodimère, c’est-à-dire SNX1 ou SNX2 en 

association avec SNX5 ou SNX6 (Wassmer et al. 2007). Des études sur des souris ont montré 

que lorsque SNX1 ou SNX2 étaient délétées, les souris étaient toujours viables et fertiles. Cela 

indique que la fonction de SNX1 et SNX2 est redondante (Schwarz et al. 2002). 

 

4.2) Fonction des hétérodimères SNX1/SNX2:SNX5/SNX6 dans le transport 

rétrograde 

Les cargos du rétromère les plus caractérisés sont les récepteurs aux hydrolases lysosomales 

comme le récepteur cation independant du mannose-6-phospate (cation-independant 

mannose-6-phosphate receptor CI-MPR). Le CI-MPR est impliqué dans le transport des 

hydrolases nouvellement synthétisées du TGN vers les endosomes où elles seront transférées 

dans les lysosomes. Le CI-MPR sera ensuite reconduit au niveau du TGN pour effectuer un 

nouveau cycle de transport des hydrolases (Figure 13). Le CI-MPR, aussi nommé Insulin-like 

growth factor 2 receptor (IGF2R), est une glycoprotéine membranaire d’environ 300 kDa. Sa 

région extra cytoplasmique contient 15 structures répétitives dont deux sites de liaison au 

mannose-6-phosphate (M6P) et un site de liaison à l’IGF2. L’extrémité cytoplasmique en C-

terminal contient plusieurs signaux de tri (Ghosh, Dahms, et Kornfeld 2003).  
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Figure 13 : Transports rétrogrades médiés par le rétromère et les SNX des cargos protéiques associés 

aux endosomes. 

Le rétromère (VSP26, VPS29 et VPS35) et les protéines associées (comme les SNX-BAR ou les Rab) sont 

impliquées dans le transport rétrograde de différents cargos des endosomes au TGN ou à la membrane 

plasmique. Parmi ces cargos, le β2-AR (Récepteur adrénergique β-2) est recyclé des endosomes à la 

membrane plasmique. Le CI-MPR est transporté des endosomes au TGN, où il pourra se lier aux 

hydrolases. Le CI-MPR est ensuite reconduit aux endosomes afin que les hydrolases puissent être 

délivrées aux lysosomes (Williams et al. 2017). 

 

D’après d’anciennes études, le CI-MPR interagirait avec le rétromère et plus spécifiquement 

avec la protéine Vps35. Le motif Trp-Leu-Met (WLM) présent sur l’extrémité cytoplasmique 

du CI-MPR permettrait la liaison avec Vps35 et serait donc nécessaire au transport rétrograde 

des hydrolases (Arighi et al. 2004; Seaman 2004). Cependant, de récentes études réfutent 

cette hypothèse et suggèrent que les hétérodimères SNX1/SNX2 et SNX5/SNX6 assurent ce 

transport rétrograde des endosomes vers le TGN de manière indépendante du rétromère 

(Kvainickas et al. 2017; Simonetti et al. 2017). Des délétions réalisées dans les gènes codant 

de Vps35 ou Vps29 n’affectent pas le transport rétrograde du CI-MPR tandis qu’un double KO 

de SNX1/SNX2 ou SNX5/SNX6 cause une délocalisation complète du CI-MPR. Cette 

délocalisation est d’autant plus intéressante que le CI-MPR semble relocalisé au niveau des 

endosomes.  
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De plus, SNX5 et SNX6 serait le dimère spécifique associé au CI-MPR en interagissant avec le 

motif WLM. A noter que les auteurs admettent avoir des difficultés à expliquer de telles 

différences entre leurs résultats et les résultats publiés les années passées. Les auteurs vont 

plus loin dans leur discussion en suggérant que le domaine PX de SNX5 serait le site de liaison 

du CI-MPR (Kvainickas et al. 2017). Cette hypothèse a été validée récemment grâce à la 

résolution de la structure crystalline du domaine PX de SNX5 en association avec le CI-MPR 

(Figure 14). Le peptide CI-MPR interagit avec le domaine PX de SNX5 via deux brins β anti-

parallèles (β1 et β2) reliés par un long linker flexible (Figure 14). Le premier brin β contient 

des résidus importants tels que Arg103, Met106, Tyr132 et Phe136. Mais c’est ce dernier 

résidu Phe136 qui semble être le résidu clé de l’interaction entre le CI-MPR et SNX5 (Simonetti 

et al. 2019). Cette interaction semble essentielle pour le transport rétrograde du CI-MPR. Il 

existe d’autres protéines transmembranaires qui utilisent le même mécanisme moléculaire 

pour se lier à SNX5. Le récepteur de croissance à l’insuline (IGF1R) et la sémaphorine-4C 

(SEMAC4) sont deux protéines qui tout comme CI-MPR, interagissent avec SNX5 via les deux 

brins anti-parallèles β1 et β2 (Simonetti et al. 2019).  

 

Figure 14 : Structure cristalline du complexe SNX5:CI-MPR. 

Une protéine de fusion du domaine PX de SNX5 couplée via un linker flexible à la séquence CI-MPR a 

été conçue et cristallisée. La structure cristalline a été déterminée par cristallographie aux rayons X. Le 

peptide CI-MPR interagit avec le domaine PX de SNX5 via deux brins β antiparallèles (βA et βB) reliés 

par un long linker flexible (Simonetti et al. 2019). 

 

La protéine SNX5 semble donc être un élément essentiel au transport rétrograde du CI-MPR. 

SNX5 joue également un rôle dans d’autres mécanismes cellulaires importants tels que 
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l’autophagie viro-induite. L’autophagie est un mécanisme complexe qui sera traité dans le 

chapitre suivant. 

 

V) L’autophagie 

 1) Les différentes formes d’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme d’autodigestion permettant la dégradation et le recyclage par 

voie lysosomale de constituants cytoplasmiques de grande taille tels que des organelles 

endommagées, des agrégats protéiques ou encore des pathogènes. Les produits de 

dégradation sont recyclés et réutilisés pour la synthèse de nouvelles molécules ou comme 

source d’énergie pour la cellule, notamment en cas de carence. L’autophagie est aussi un 

processus important de l’immunité innée et adaptative puisque qu’elle permet de lutter 

contre les agents pathogènes.  

Il existe trois types d’autophagie : la microautophagie, l’autophagie dépendante des 

chaperonnes et la macroautophagie. Dans le cas de la microautophagie, les protéines 

cytoplasmiques peuvent être capturées directement par le lysosome après invagination de sa 

membrane. L’autophagie dépendante des chaperonnes (CMA pour « chaperone-mediated 

autophagy ») permet de délivrer directement des substrats cytoplasmiques par translocation 

au lysosome. Enfin, la macroautophagie est le processus majeur de dégradation des 

constituants cytoplasmiques par le lysosome après séquestration dans une vacuole à double 

membrane. Le terme « autophagie » fera référence à ce processus de macroautophagie dans 

la suite de ce mémoire. 

 2) Les mécanismes de la macroautophagie 

L’autophagie est un mécanisme conservé au cours de l’évolution qui permet de dégrader des 

organelles endommagées et donc de maintenir l’homéostasie cellulaire. Ce processus est 

orchestré et régulé par une multitude de gènes nommés ATG pour « Autophagy related 

Genes » (Suzuki, Noda, et Ohsumi 2004). L’autophagie peut être induite en condition de stress 

telle que la carence en nutriments, l’absence de facteurs de croissance ou l’hypoxie. La 

protéine mechanistic target of rapamycin (mTOR) joue un rôle clé dans l’intégration de ces 

signaux et la régulation de l’autophagie. Lorsque mTOR est activée, elle inhibe la voie de 
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l’autophagie, mais son inactivation (à la suite d’un stress) permet de lever l’inhibition et donc 

d’enclencher l’autophagie (Figure 15). 

 

Figure 15 : Le processus d’autophagie. 

L’initiation de l’autophagie met en jeu trois complexes de protéines : ULK1, ATGP et PI3K classe III afin 

de générer une double membrane qui formera le phagophore. Deux systèmes de conjugaison sont 

impliqués dans le processus d’élongation. Le complexe ATG5/ATG12/ATG16L1 permet à LC3-I de se 

lier au PE afin de produire LC3-II qui servira à la formation de l’autophagosome. Lors de l’étape de 

maturation, l’autophagosome fusionne avec un lysosome afin de former un autolysosome (ou 

autophagolysosome) donc le matériel cytoplasmique sera dégradé et recyclé grâce aux hydrolases 

lysosomales (Adapté de Daussy et Espert. 2016). 

 

  2.1) Initiation 

Chez les mammifères, l’initiation de l’autophagie implique l’activation de plusieurs complexes 

protéiques : le complexe PI3K classe III (avec PI3K classe III, Beclin1, AT14L et p150) et le 

trimère ATG9 (représenté par ATG9, ATG2 et WIPI « WD repeat domain phosphoinositide-

interacting protein 1 »). Le complexe ULK1 (composé de ULK1, ATG13, ATG101 et FIP200) peut 

aussi être impliqué. 
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 L’activation du complexe PI3K classe III va permettre la production de PI3P qui sert de signal 

au recrutement d’autres effecteurs comme WIPI qui permettra la formation d’une double 

membrane appelée phagophore (Figure 15). 

 

  2.2) Elongation 

Une fois le phagophore formé, la double membrane s’allonge et s’incurve afin de créer une 

vésicule nommée autophagophore. Deux systèmes de conjugaison de type ubiquitination sont 

nécessaire afin d’engager cette étape d’élongation. Le premier système met en jeu trois 

protéines qui vont s’associer entre elles ATG5/ATG12/ATG16L1 et permettre le recrutement 

du deuxième complexe de conjugaison. Le deuxième système fait intervenir la protéine LC3 

sous la forme d’un précurseur pro-LC3 qui est clivé par la protéase ATG4 afin de générer la 

protéine cytosolique LC3-I. Le premier complexe de conjugaison, ATG3 et ATG7 vont 

permettre la liaison de LC3-I avec du phosphatidyléthanolamine (PE) pour produire LC3-II et 

aboutir à la formation d’un autophagosome (Tanida, Ueno, et Kominami 2004). Contrairement 

à LC3-I, la protéine LC3-II est ancrée dans les membres interne et externe de l’autophagophore 

grâce à sa liaison au PE. Lorsque l’autophagosome se referme, les protéines LC3-II situées sur 

la membrane externe vont être clivées par ATG4 et recyclées, tandis que les protéines LC3-II 

fixées sur la membrane interne vont être présentes jusqu’à l’étape de fusion avec un lysosome 

puis elles seront dégradées. LC3-II est donc utilisée comme un marqueur du flux 

autophagique. LC3 est un orthologue de la protéine ATG8 initialement identifié chez la levure 

(Sugawara et al. 2004). Chez les mammifères, il existe deux familles apparentées à ATG8. La 

famille Microtubule-associated protein light chain-LC3 (MAP-LC3) composées de LC3A, LC3B, 

LC3B2 et LC3C. LC3B sera par la suite simplement nommée par LC3 dans ce mémoire. La 

deuxième famille est la famille des Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein 

(GABARAPs) dont les membres sont GABARAP, GABARAPL1, GABARAPL2 et GABARAPL3) 

(Wang et al. 1999) (Figure 15). 

 

  2.3) Maturation 

Vient ensuite l’étape de maturation et de fusion de l’autophagosome avec un lysosome via 

des microtubules afin de former un autophagolysosome (Ganley 2013). L’étape de fusion 

nécessite la présente du complexe UVRAG formés des trois protéines Beclin1, PI3K classe III 
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et p150. Le matériel cytoplasmique va ainsi être séquestré et dégradé grâce aux hydrolases à 

pH acides du lysosome. Puis le matériel dégradé va être recyclé en étant redistribué dans le 

cytoplasme via des transporteurs localisés dans le lysosome (Figure 15). 

 

 3) Relation entre autophagie et virus 

  3.1) Induction de l’autophagie par les virus 

L’autophagie est un mécanisme qui peut être activé après une infection par un pathogène 

intracellulaire puisque son rôle est de maintenir l’homéostasie cellulaire. L’autophagie est en 

effet connue pour être activée dans de nombreuses infections bactériennes et virales. Beclin1 

est la première protéine de l’autophagie à avoir été identifiée. La surexpression de Beclin1 

dans le système nerveux central des souris durant l’infection provoque une réduction du titre 

viral et une diminution du nombre de cellules infectées par le virus Sindbis (Liang et al. 1998). 

Un rôle antiviral similaire de l’autophagie a été observé chez les souris lors d’infection avec le 

virus de l’Herpès Simplex-1 (HSV-1) qui possède un génome à ADN double brin (B. L. Liu et al. 

2003). Les études menées sur des modèles de petits animaux, sur les plantes ou chez les 

Drosophiles ont aussi confirmé l’importance du rôle de l’autophagie dans la défense cellulaire 

contre d’autres virus à ARNsb comme le virus de la mosaïque du tabac (TMV) ou VSV. Cela 

suggère que la fonction antivirale de l’autophagie a été conservée au cours de l’évolution. 

 

  3.2) Fonction de l’autophagie dans l’immunité innée et adaptative 

En plus d’être engagée dans la défense immune intrinsèque contre les virus, l’autophagie est 

impliquée dans l’immunité innée et adaptative contre les infections. En effet, de récentes 

études indiquent que le LPS est capable d’activer la signalisation en aval des TLR4 et de réguler 

positivement l’autophagie dans les lignées cellulaires de macrophages mais pas dans les 

macrophages primaires (Xu et al. 2007). Les voies de signalisation qui activent l’autophagie en 

aval des TLRs ne sont pas encore connues, cependant la délétion des protéines adaptatrices 

Myd88 et TRIF inhibe l’activation de l’autophagie après la stimulation des TLR (Shi et Kehrl 

2008). L’autophagie intervient aussi activement dans la réponse immunitaire adaptative. En 

effet, l’autophagie intervient dans la présentation antigénique par le complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH). Une étude a démontré que lorsque le complexe PI3K classe III 
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était déplété dans les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), une diminution de la 

présentation de certains antigènes était observée (Nimmerjahn et al. 2003).  

 

 4) Relation entre autophagie et SNX 

  4.1) Rôle des SNX-BAR dans l’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme complexe qui nécessite l’interaction de différentes familles 

de protéines. SNX18, qui fait partie des SNX-BARs, est capable de se lier à LC3 et à ATG16L1, 

deux protéines impliquées dans la biogénèse des autophagosomes. En effet, SNX18 a été 

identifiée comme un régulateur positif de la régulation de la formation des autophagosomes 

puisque une délétion de SNX18 induit une diminution du nombre d’autophagosomes 

(Knævelsrud, Carlsson, et Simonsen 2013). SNX18 agirait en aval de ATG14 et de PI3K classe 

III afin de faciliter le recrutement d’ATG16L1 dans les endosomes et de favoriser la lipidation 

de LC3 afin de former un phagophore. SNX9 jouerait également un rôle dans l’autophagie au 

côté de SNX18 puisque ces deux protéines sont codées par des gènes  paralogues et ont une 

fonction redondante dans la modulation du trafic endocytaire au niveau de la membrane 

plasmique  (Håberg, Lundmark, et Carlsson 2008, 18; Park et al. 2010). De plus, une analyse 

détaillée des premières étapes de la formation des autophagosomes a révélé que 

l’hétérodimère SNX4/SNX7 est nécessaire au recrutement ou à la rétention efficace des 

principaux régulateurs de l’autophagie. L’hétérodimère SNX4/SNX7 coordonne le trafic de la 

protéine ATG9A au sein du réseau endocytaire pour établir des sites d’assemblage 

d’autophagosome, suggérant  donc que SNX4/SNX7 sont aussi des régulateurs positifs de 

l’autophagie (Antón et al. 2020). 

 

  4.2) Fonction de SNX5 dans l’autophagie 

Une étude très récente publiée dans Nature montre que SNX5 est impliquée dans l’autophagie 

induite par les virus (Dong et al. 2021). SNX5 a été identifiée par un crible dont le but était 

d’identifier des facteurs essentiels à l’induction de l’autophagie viro-induite. SNX5 est induite 

lors de l’infection d’un large panel de virus tels que le virus Sindbis, Zika, Chikungunya ou 

encore le virus influenza. Des expériences réalisées in vitro chez des souris SNX5-/- ont révélé 

que la délétion de SNX5 augmente la léthalité après infection avec plusieurs virus. Des 
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expériences d’immunoprécipitation entre SNX5 et le complexe PI3K classe III (PI3KC3-C1) ainsi 

qu’entre SNX5 et Beclin1 ont été réalisées afin de savoir si SNX5 pouvait interagir avec des 

protéines connues qui régulent l’autophagie. Les résultats montrent que SNX5 interagit avec 

Beclin1 et PI3KC3-C1. Cependant l’interaction entre SNX5 et PI3KC3-C1 ne nécessite pas le 

fonctionnement de l’activité lipide kinase du complexe puisqu’elle n’est pas diminuée après 

un traitement avec du PIK-III (une molécule qui inhibe l’activité du complexe PI3KC3-C1). SNX5 

serait localisée dans les endosomes contenant les virions lors d’une infection et favoriserait 

l’augmentation de l’activité lipide kinase de PI3KC3-C1 et la génération endosomale de PI3P 

(Dong et al.2021).  

 

Objectif du projet 

Nous savions que NCOA7-AS, une protéine induite par l’interféron, est capable d’inhiber 

l’infection par le virus influenza A en bloquant la fusion entre les membranes virales et 

endosomales. Le laboratoire a également montré que NCOA7-AS intéragit avec la V-ATPase, 

ce qui favorise l’acidification des vésicules cytoplasmiques et l’activité des protéases 

lysosomales.  

L’objectif de mon projet est de décortiquer les mécanismes moléculaires à l’origine de l’effet 

antiviral de NCOA7-AS. Pour cela, dans un premier temps, nous avons recherché les 

partenaires protéiques de NCOA7-AS par spectrométrie de masse puis identifié et caractérisé 

certaines Sorting Nexins (SNX) comme partenaires privilégiés.  

Nous savions également que NCOA7-AS jouait un rôle dans l’autophagie puisque Caroline 

Goujon avait observé l’impact de l’expression ectopique de NCOA7-AS sur l’accumulation 

massive de LC3-II, une protéine utilisée comme marqueur de l’autophagie. J’ai donc cherché 

à comprendre si l’autophagie avait un lien avec l’activité antivirale de NCOA7-AS.  
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Matériel et méthodes 

I) Matériels 

1) Plasmides et constructions  

Les séquences codantes (CDS) des gènes d’intérêt ont été clonées dans un vecteur lentiviral 

pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE, développé au laboratoire (Doyle et al, 2018) en utilisant 

les sites de restriction BamHI/XhoI. Les séquences codantes des gènes d’intérêt sont les 

suivantes : NCOA7-AS variant 6 (139443 Addgene), E2-Crimson (139445 Addgene) et Firefly 

(139446 Addgene). Une séquence codant l’étiquette simple triple (3X-) FLAG 5’-

ATGGACTACAAAGACGACGACAAAGACTACAAAGACGCAAAGACTACAAAGACGACGACAAA-3’ ou 

simple myc 5’-ATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG-3’ a été insérée en amont de la 

séquence codante avec la Taq Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo). La séquence 

codante de la SNX1 a été clonée par amplification en utilisant la SuperScript III One-Step RT-

PCR System avec la Platinium Taq (Invitrogen) à partir de 100 ng d’ARN de cellules U87-MG 

avec les primers 5’- 

aattaattaaGCGGCCGCATGGACTACAAAGACGACGACAAAGCGTCGGGTGGGTGGTGG-3’ et 5’-

aattaattaaTCGACTTAGGAGATGGCCTTTGCCTCAGG-3’. 

 

2) Culture cellulaire  

Les cellules embryonnaires rénales HEK293T, de glioblastomes U87MG-FF (FF : Firefly ; 

cellules exprimant la luciférase Firefly de façon constitutive générées au laboratoire) et 

pulmonaires A549-FF sont cultivées à 37°C en présence de 5% de CO2. Elles sont maintenues 

dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium de Gibco) supplémenté avec 10% 

de sérum de veau fœtal et 50 U/ml de pénicilline/streptomycine (Gibco).  Deux jours après 

transduction par des vecteurs lentiviraux RRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro, les cellules transduites 

sont sélectionnées par ajout de 1ug/mL de puromycine ou de néomycine. Quand indiqué, les 

cellules sont traitées avec 2000 U/ml d’IFNα (INTRON A; Merck Sharp & Dohme)  pendant 24h 

à 37°C. 
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 II) Méthodes 

  1) Production de vecteurs lentiviraux et transduction 

Les vecteurs lentiviraux utilisés sont obtenus par co-transfection de cellules HEK293T sub-

confluentes avec 3 plasmides : le premier exprimant les protéines de structure et enzyme du 

HIV-1 Gag-Pol (p8.91), le deuxième la glycoprotéine d’enveloppe VSV-G et le troisième codant 

un mini-génome de type pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE (ratio 1 :0,5 :1). L’agent de 

transfection utilisé est le PEI (polyethylenimine). Le milieu de culture est changé 6h post-

transfection. Le surnageant contenant les vecteurs lentiviraux est récolté 36 à 40h plus tard 

puis filtré (0,45 µm) avant d’être congelé à -80°C ou utilisé directement. Les cellules d’intérêt 

(A549 ou U87-MG) d’intérêt sont ensuite transduites avec les vecteurs lentiviraux filtrés. Le 

milieu de culture est changé 6h post-transduction. 

 

2) Infection avec IAV  

Les cellules exprimant les différentes constructions ainsi que la luciférase Firefly de façon 

constitutive sont ensemencées la veille de l’infection à environ 3-5.10^4 cellules par puits de 

plaque 96 de façon à être confluentes au moment de l’infection. Elles sont infectées avec du 

IAV rapporteur qui exprime la Nanoluciférase, appelé IAV-NanoLuc (Doyle et al, 2018), dont le 

stock a été préparé et titré au laboratoire par Olivier Moncorgé. L’infection est classiquement 

réalisée pendant 1h dans du milieu sans sérum avec trois doses de virus : 6,25.103 ; 1,25.104 

et 2,5.104 PFU/puits (PFU, Plaque Forming Units), le milieu est ensuite remplacé par du milieu 

complet et l’infection est arrêtée après 7h d’incubation par élimination du surnageant de 

culture et ajout d’un tampon de lyse (Passive lysis buffer, Promega). La mesure des activités 

luciférases est réalisée par un luminomètre (Tecan infinite F200 Pro) en utilisant le kit de 

substrat Nano-Glo Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega). Le calcul du ratio 

Nanoluciferase/Firefly permet d’évaluer le niveau d’infection des cellules en s’affranchissant 

des petites variations potentielles de quantités de cellules par puits. Le niveau d’inhibition de 

l’infection par NCOA7-AS a été calculé dans des cellules ARNi contrôle, SNX5/6 ou Beclin1.  
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3) Expériences d’ARN interférence  

Des expériences utilisant des ARN interférents (ARNi) ciblant les SNX1, SNX2, SNX5, SNX6 et 

Beclin1 sont réalisées sur des cellules A549 contrôles (exprimant E2-Crimson) et des cellules 

exprimant NCOA7-AS. Les ARNi sont utilisés en double transfection, comme décrit 

précédemment (Simonetti et al, 2017) : ARNi ciblant SNX1 avec ceux ciblant SNX2 et ARNi 

ciblant SNX5 avec ceux ciblant SNX6, à 44 nM final en utilisant le réactif Lipofectamine 

RNAiMax selon le protocole du fournisseur (ThermoFisher). Les séquences des ARNi utilisées 

(Simonetti et al, 2017) pour les SNX (Sigma) sont les suivantes : SNX1 (5′- 

GUGGCUCUUGGUCUUGUUCUU-3′), SNX2 (5′- GGUUCUGGAGAUGAUGGACUU-3′), SNX5 (5′- 

UCAAAGUCGGGCUUCGUAG-3′), et SNX6 (5′- UACUCCAUCUGCUGAUUUA-3′). Pour Beclin1 un 

kit contenant plusieurs ARNi a été utilisé (ON-TARGETplus Human BECN1 (8678) siRNA – 

SMARTpool). Les séquences des trois ARNi (Sigma) pour NCOA7-AS sont : NCOA7-AS.1 (5’- 

GGAUGUCCAAGGGUAAUCUU-3’), NCOA7-AS.2 (5’- AAAAGGCUCUUCGUCAGGUC-3’) et 

NCOA7-AS.3 (5’-GUCUGGCACAAUAGAAAAUC-3’). 

 

4) Western blots  

Les cellules sont lysées dans du tampon de lyse (10 mM TRIS pH 7,6 ; 150 mM NaCl ; 1% triton ; 

1mM EDTA et 1% deoxychlorate) contenant 1X de Laemmli final (50 mM TRIS/HCl pH 8 ; 12% 

SDS ; 5% glycérol ; 100 mM dithiothréitol et 0,1% bleu de bromophénol). Les échantillons sont 

dénaturés à 95°C pendant 10 min. Les protéines sont séparées par SDS-PAGE sur un gel à 10% 

d’acrylamide avant d’être transférées sur une membrane Millipore Immobilon PVDF pendant 

1h à 100V dans un appareil à transfert liquide. Le blocage des sites non spécifiques est réalisé 

pendant 30 min en utilisant une solution de PBS 1X - lait 5%. Les anticorps primaires générés 

chez le lapin ou la souris anti-SNX1 (10304-1-AP Proteintech), SNX2 (611308 BD biosciences), 

SNX5 (17918-1-AP Proteintech), SNX6 (10114-1-AP Proteintech), anti-ATP6V1A (17115-1-AP 

Proteintech), anti-ATP6V1B2 (15097-1-AP Proteintech), anti-ATP6V1E1 (15280-1-AP 

Proteintech), anti-SEC13 (15397-1-AP Proteintech), anti-SEC31A (17913-1-AP Proteintech), 

anti-MCM7 (11225-1-AP Proteintech), anti-Beclin1 (11306-1-AP Proteintech), anti-IFITM3 

(11714-1-AP Proteintech), anti-IFNAR1 (13083-1-AP Proteintech), anti-MX1 (PA5-22101 

Thermo-Fisher Scientifique) et anti-LC3B (L7543 Sigma) sont utilisés au 1/1000 puis incubés 

pendant 1h à température ambiante ou sur la nuit à 4°C. Les étiquettes FLAG (A8592 Sigma) 
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et Myc (A5598 Sigma) sont reconnus par des anticorps couplé à la HRP dilué respectivement 

au 1/10000 et au 1/5000. Un contrôle de charge est réalisé en utilisant un anticorps anti-actine 

de souris (A1978 Sigma), dilué au 1/5000. Des anticorps secondaires anti-lapin et anti-souris 

(Thermo-Fisher Scientifique) couplés à l’enzyme HRP (horseradish peroxydase) sont ensuite 

utilisés au 1/2500.  Les membranes sont révélées à l’aide d’un imageur ChemiDoc en utilisant 

du substrat Clarity de BioRad. 

 

5) Co-immunoprécipitation  

Pour la spectrométrie de masse, trois expériences indépendantes de co-

immunoprécipitations (co-IP) ont été réalisées sur des lysats de cellules U87MG exprimant 

soit NCOA7-AS possédant une étiquette triple-FLAG soit NCOA7-AS seul, sans tag (contrôle 

négatif), selon le protocole décrit dans (Doyle et al, 2018) et les conseils de la plateforme de 

protéomique fonctionnelle montpelliéraine (FPP) pour le contrôle négatif. 25.106 cellules sont 

lysées en tampon de lyse (20 mM Hepes-NaOH pH7,5 ; 150 mM NaCl ; 1% NP-40 et cocktail 

inhibiteur de protéases (Roche)). Les lysats sont ensuite clarifiés par centrifugation à 1000g 

pendant 10 min et les protéines étiquetées avec un Flag sont immunoprécipitées en utilisant 

un anticorps anti-Flag conjugué à des billes magnétiques (Sigma-Aldrich). Après 5 lavages des 

billes magnétiques en tampon de lyse, l’élution est réalisée avec un peptide triple Flag à 150 

µg/mL final. Après vérification de l’IP sur gel SDS-PAGE, les échantillons sont envoyés à la 

Plateforme de Protéomique de Montpellier (PPF) qui réalise une identification et une 

quantification des protéines associées à NCOA7-AS par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS). 

Pour les expériences d’interaction entre NCOA7-AS et SNX1, une co-IP a été réalisée sur des 

lysats de cellules U87MG coexprimant Flag-SNX1 avec soit Myc-NCOA7-AS soit Myc-Firefly 

(contrôle). Le protocole de la co-IP est le même que celui décrit dans Doyle et al,2018. 

 

6) Spectrométrie de masse  

La spectrométrie de masse a été réalisée par la plateforme de protéomique fonctionnelle 

montpelliéraine (FPP). Les échantillons de co-IP sont migrés sur un gel de concentration et 

après migration une bande unique est excisée. Les protéines sont digérées par la trypsine et 

les peptides obtenus analysés par nano-flow HPL-nanoelectrospray ionization utilisant un 
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Qexactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific) couplé à un système nano-LC. La 

préconcentration des échantillons est réalisée sur une colonne Pepmap® (0.3 × 10 mm ; 

Dionex). L’analyse des données brutes est effectuée par l’ingénieur de la plateforme en 

utilisant le logiciel MaxQuant. Pour mettre en avant les protéines les plus abondantes dans 

l’échantillons NCOA7-AS en comparaison au contrôle, le logiciel Perseus est utilisé avec les 

paramètres standards et un test de Student réalisé. Cette analyse a été réalisée par la 

plateforme FPP. 

 

7) Immunofluorescence  

Les cellules sont ensemencées en plaque 24 puits sur lamelle de verre puis traitées ou non 

avec de la bafilomycine A1 (B1793 Sigma) à 10 nM pendant 1h. 24h après ensemencement 

des cellules, elles sont fixées au méthanol à -20°C pendant 10 min. Une étape de blocage est 

réalisée en incubant pendant au moins 30 min dans du tampon de blocage (0,1% saponine ; 

1% sérum de veau fétal). Les anticorps primaires anti-CI-MPR (MCA2048 BioRad) et anti-LC3B 

(L7543 Sigma) sont utilisé au 1/100 dans le NGB pendant 1h. Après 3 lavages au PBS, 

l’anticorps secondaire AlexaFluor488 dilué au 1/2000 est mis en contact pendant 45 min dans 

l’obscurité. Après lavages, les lamelles sont montées sur lames grâce au milieu de montage 

Prolong Gold contenant du DAPI. Les immunofluorescences sont ensuite analysées sur un 

microscope confocal LSM880 (Zeiss) par Dr. Caroline Goujon. 

 

  8) Calcul des coefficients de colocalisation 

Chaque image a été recadrée et enregistrée en un seul fichier. Un floutage médian a été 

appliqué (3.0 du canal CI-MPR uniquement) avant que l’arrière-plan ne soit supprimé. Les 

images ont été importées dans le logiciel JACoP puis les calculs du coefficient de Pearson et 

des coefficients M1 et M2 ont été appliqués. 
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9) Test d’acidification des organelles 

Les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits puis 24h plus tard, les cellules sont traitées 

avec du LysoTracker™ Green DND-26 (Invitrogen) à une concentration de 75 nM (ou avec du 

DMSO pour le contrôle) durant 30min à 37°C. Puis les cellules sont lavées en PBS, tryspinées 

puis resuspendues dans du FACS-buffer (PBS supplémenté de 2% de SVF). La fluorescence est 

ensuite lue à une longueur d’onde de 488 nm au cytomètre Novocyte ACEA 1.  

 

  10) Inhibition du complexe PI3K classe III 

Les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits avant d’être pré-traitées avec du PIK-III (TA-

T6945-2MG Euromedex) à une concentration de 0,5 µM ou avec du DMSO pour le contrôle) 

pendant 1h à 37°C. Les cellules sont ensuite infectées avec IAV-NanoLuc. Puis les cellules sont 

infectées pendant 7h avec 2,5.104 PFU/puits d’IAV-NanoLuc. 1h après infection, les cellules 

sont de nouveau traitées ou non avec 0,5 µM de PIK-III pendant 7h à 37°C avant d’être lysées. 

 

  11) Quantification de l’expression des ARNm 

Les cellules traitées ou non avec IFN sont récupérées et les ARN sont extraits en utilisant le kit 

RNeasy (Qiagen) avec une étape de traitement à la DNase. 250 ng d’ARN ont été utilisés pour 

générer les ADN complémentaires (ADNc) par transcription inverse avec el High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (4374967 Applied Biosystems). Les ADNc 

sont analysés par PCR quantitative grâce au TaqMan Universal PCR Master Mix (430571 

Applied Biosystems) spécifique pour l’actineB (Hs99999903_m1) et de GAPDH 

(Hs99999905_m1). Les primers utilisés pour NCOA7-AS sont les suivants : 5′-

GATTACCCTTGGACATCCAGATTTTCTATT-3′ et 5′-CACCTCTTCGTCCTCGTCTTCATAGT-3’ et la 

séquence de la sonde interne fluorescente est 5′-FAM-AGGCAAAGCGCAGGAAGAGCACATGC-

TAMRA-3′. Chaque répétition d’expérience est réalisée en triplicats technique. Les ARNm de 

GAPDH et ACTB ont été utilisés pour normaliser les échantillons. Les résultats sont analysés 

grâce à la quantification relative. 

13) Analyse statistique 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec un test de Mann-Whitney à l’aide du logiciel 

GraphPad. 
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Résultats 
 

I) Etude des partenaires protéiques de NCOA7-AS 

 1) Recherche des interactants de NCOA7-AS par spectrométrie de masse : 

identification des protéines SNX-BAR 1/2/5/6 

Afin de nous aider à comprendre le mode d’action de NCOA7-AS, nous avons décidé 

d’identifier ses partenaires protéiques. Nous avons donc réalisé des expériences de co-

immunoprécipitation (co-IP) de la protéine NCOA7-AS étiquetée avec un peptide triple Flag, 

exprimée de façon ectopique dans une lignée cellulaire modèle, en parallèle d’un contrôle 

négatif (NCOA7-AS sans étiquette, ce qui est classiquement recommandé comme contrôle 

négatif par nos collaborateurs de la plateforme de protéomique fonctionnelle 

montpelliéraine, FPP). La plateforme FPP a analysé le contenu de ces échantillons par 

spectrométrie de masse (Figure 16). Les résultats issus de cette analyse ont permis de 

confirmer l’interaction de NCOA7-AS avec différentes sous-unités de la V-ATPase (ATP6V1A, 

ATP6V1B2 et ATP6V1E1) (Doyle et al. 2018) ainsi que de montrer une interaction avec les sous-

unités ATP6V1D, ATP6V1C1 et ATP6V1G1 (en rouge sur la figure 16. A). 

Les peptides retrouvés en plus grands nombres sur la liste d’enrichissement permettent 

d’identifier 4 protéines de la famille des Sorting Nexins (SNX) : SNX1, SNX2, SNX5 et SNX6 (en 

vert sur la figure 16. A). D’après ces résultats, cette famille de protéines serait donc capable 

d’interagir avec NCOA7-AS. Les SNX sont un groupe important de protéines qui facilitent le tri 

des protéines (Cullen et Korswagen 2011). Elles peuvent s’associer aux membranes grâce à 

leur domaine spécifique BAR (Bin-Amphiphysin and Rvs domain) et/ou grâce à des interactions 

protéine-protéine avec des complexes protéiques associés à la membrane. A ce stade, 

l’interaction entre NCOA7-AS et ces SNX n’était pas connue, et, de façon très intéressante, il 

n’existe par ailleurs aucun rôle connu des SNX dans la régulation de l’activité de la V-ATPase. 

C’étaient donc des résultats préliminaires ouvrant la voie à de nouvelles pistes d’investigation. 

Dans un premier temps, pour confirmer cette interaction, j’ai réalisé des western blots sur 

plusieurs échantillons de co-IP de Flag-NCOA7-AS et de Flag-E2-Crimson (contrôle négatif) que 

nous avions conservé au laboratoire en utilisant des anticorps ciblant SNX1 SNX2, SNX5 et 

SNX6. Les résultats obtenus valident ceux obtenus indépendamment sur les échantillons 

analysés en spectrométrie de masse : les western blots permettent de détecter les SNX 
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d’intérêt suite à l’immunoprécipitation de Flag-NCOA7-AS (Figure 16. B) mais pas suite à 

l’immunoprécipation de la protéine contrôle Flag-E2-Crimson. 

D’autres peptides ont été retrouvés en grand nombre sur la liste d’enrichissement qui 

correspondent aux familles de protéine des SEC (SEC13 et SEC31A) (en jaune sur la figure 16. 

A) et les MCM (MCM2, MCM4, MCM6, MCM7) (en gris sur la figure 16. A). Des western blot 

ont également été réalisés afin de valider certaines de ces interactions avec NCOA7-AS (Figure 

16. B). Cependant, nous n’avons pas poursuivi l’étude du rôle de ces protéines. 

 

Figure 16 : Identification des partenaires protéiques cellulaires de NCOA7-AS. 

A) Trois expériences indépendantes de co-immunoprécipitations (co-IP) ont été réalisées sur des lysats 

de cellules U87-MG exprimant soit NCOA7-AS possédant une étiquette triple-FLAG soit NCOA7-AS, 

sans étiquette (contrôle négatif), selon le protocole décrit dans (Doyle et al, 2018). Les échantillons ont 

été transmis à la Plateforme de Protéomique de Montpellier (PPF) qui a réalisé l’identification et une 

quantification des protéines associées à NCOA7-AS par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS) (n=3). Un volcano-plot représente ici les protéines identifiées 

dans les échantillons 3xFlag-NCOA7-AS en comparaison du contrôle négatif (NCOA7-AS sans 

étiquette). NCOA7-AS est inscrit en noir, en rouge sont les partenaires attendus (sous-unités de la V-

ATPase) et en vert, jaune et gris les nouveaux partenaires d’intérêt. B) Validation de l’interaction de 

NCOA7-AS avec les SNX1, SNX2, SNX5, SNX6, SEC13, SEC31A et MCM7. Un western blot représentatif 

est montré ici. CL : lysats cellulaires, IP : immunoprécipitats, E2-Crimson : 3x-Flag-E2-Crimson, NCOA7-

AS : 3x-Flag-NCOA7-AS. 

A) B) 
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 2) Confirmation de l’interaction entre les SNX-BAR et NCOA7-AS 

Nous avons décidé pour la suite de cette étude de nous focaliser sur les SNX, d’une part car il 

s’agissait des partenaires les plus abondants et d’autres parts car leur rôle cellulaire semblait 

potentiellement pertinent au regard de ce que nous savions sur NCOA7-AS. 

Dans un premier temps, comme nous savions que l’immunoprécipitation de NCOA7-AS 

permettait de co-immunoprécipiter certaines SNX, nous avons voulu savoir si l’inverse était 

vrai également. Dans ce but, nous avons cloné la séquence codante de SNX1, SNX5 et SNX6 

(nous n’avons pas réussi le clonage moléculaire pour SNX2) dans un vecteur lentiviral. Des 

tests d’expression ectopique en lignée cellulaire, nous ont permis de déterminer que SNX1 

s’exprimait fortement contrairement à SNX5 (peu exprimée) et SNX6 (non détectée (résultats 

non montrés). Nous avons donc sélectionné SNX1 pour la suite. 

Des lignées cellulaires stables ont été générées par co-transduction de cellules modèles avec 

des lentivecteurs codants Flag-SNX1 et des lentivecteurs codant Myc-NCOA7-AS ou bien le 

contrôle négatif (Myc-Firefly). La protéine Flag-SNX1 a ensuite été immunoprécipitée. Les 

lysats de départs et les immunoprécipitats ont ensuite été analysés par western blot. Nous 

constatons que l’immunoprécipitation de SNX1 entraine la co-immunoprécipitation de 

NCOA7-AS, confirmant l’interaction entre ces deux partenaires protéiques (Figure 17). Ces 

résultats confirment aussi l’interaction de SNX1 avec les trois autres SNX d’intérêt, ce qui était 

attendu puisqu’elles interagissent entre elles et fonctionnent en hétérodimères (Wassmer et 

al. 2007) (Figure 17). De façon très intéressante, nous constatons qu’en présence de NCOA7-

AS, l’immunoprécipitation de SNX1 permet d’immunoprécipiter des sous-unités de la V-

ATPase (Figure 17), ce qui n’est pas le cas dans la condition où les cellules expriment le 

contrôle négatif Myc-Firefly. Il est toutefois à noter que cette expérience devra être répétée 

car elle n’a été réalisée qu’une seule fois. 
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Figure 17 : Interaction de SNX1 avec NCOA7-AS et des sous-unités de la V-ATPase. 

Des cellules U87-MG ont été co-transduites avec des vecteurs lentiviraux qui expriment Flag-SNX1 

(SNX1) et myc-Firefly ou myc-NCOA7-AS. Les cellules ont été lysées et les protéines ont été 

immunoprécipitées en utilisant des billes magnétiques conjuguées à un anticorps anti-Flag avant d’être 

éluées avec un peptide triple Flag. Les protéines ont été analysées par western blot en utilisant un 

anticorps anti-SNX1, anti-SNX2, anti-SNX5, anti-SNX6, anti-Myc, anti-ATP6V1A, anti-ATP6V1B2, anti-

ATP6V1E1 et un anti-actine comme contrôle de charge, comme indiqué. CL : lysats cellulaires, IP : 

immunoprécipitats (n=1). 
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II) Etude de l’impact des SNX sur l’activité antivirale de NCOA7-AS 

 1) Impact de NCOA7-AS sur la localisation du CI-MPR 

Nos expériences de co-immunoprécipitation ont montré que NCOA7-AS interagit avec 

certaines SNX-BAR : les SNX1/2/5 et 6. Celles-ci sont impliquées dans le recyclage (ou 

transport rétrograde du récepteur au mannose-6-phosphate cation dépendant, le CI-MPR 

(Cation-Independant Mannose-6-Phosphate Receptor en anglais) des endosomes vers le 

trans-golgi network (TGN). En effet, deux études récentes ont notamment montré que la 

déplétion des SNX1/2/5/6 entraîne une délocalisation du CI-MPR du TGN vers les endosomes 

précoces et tardifs et donc une perturbation de leur transport rétrograde (Kvainickas et al. 

2017; Simonetti et al. 2017). Nous avons émis l’hypothèse que NCOA7-AS pouvait usurper 

et/ou perturber la fonction de ces SNX et que, si c’était le cas, cela pourrait potentiellement 

être mis en évidence en étudiant la localisation du CI-MPR. 

Nous avons donc analysé par immunofluorescence (IF) et microscopie confocale la localisation 

du CI-MPR dans des cellules contrôles (exprimant la Firefly) et des cellules exprimant NCOA7-

AS (Figure 18. A et B). Nous avons constaté que le CI-MPR est concentré dans une zone 

périnucléaire dans les cellules contrôles fixées (Figure 18. A). Des expériences de co-

marquages avec un marqueur du TGN (TGN46) nous ont permis de confirmer que le CI-MPR 

est bien présent principalement au niveau du TGN dans les cellules fixées (Figure 18. B) comme 

attendu d’après la littérature (Kvainickas et al. 2017; Simonetti et al. 2017). Par contre, dans 

les cellules exprimant NCOA7-AS (Figure 18. A et B), on observe un patron de localisation du 

CI-MPR qui semble beaucoup plus vésiculaire, avec un marquage ponctué réparti dans le 

cytoplasme. Nous avons utilisé des outils de bio-informatique afin d’analyser la colocalisation 

du CI-MPR avec le TGN en présence et en absence de NCOA7-AS. Les coefficients de Pearson, 

M1 et M2 permettent de calculer le rapprochement spatial entre deux marqueurs 

fluorescents qui se chevauchent dans une image prise par microscopie (Figure 18. B). Ces 

analyses montrent une diminution de la colocalisation entre le CI-MPR et le TGN dans les 

cellules exprimant NCOA7-AS (Figure 18. C). Ainsi, l’expression ectopique de NCOA7-AS 

semble mimer l’impact de la déplétion (par ARNi ou KO) des SNX1/2/5/6 en induisant la 

délocalisation du CI-MPR (Kvainickas et al. 2017; Simonetti et al. 2017). Cela permet d’émettre 

l’hypothèse que NCOA7-AS détourne la fonction des SNX1/2/5/6. 
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Figure 18 : Impact de l’expression de NCOA7-AS sur la localisation du CI-MPR. 

Des cellules A549 exprimant NCOA7-AS ou un contrôle (Firefly) ont été ensemencées sur lamelles de 

verre et fixées à la PFA (Paraformaldéhyde) 2% puis marquées avec un anticorps anti- CI-MPR (en vert), 

anti-TGN46 (en rouge) (B) et un anti-Lamp1 (en rouge) (C). Les noyaux ont été marqués avec du DAPI 

A), B) et C). La colocalisation entre le CI-MPRL et le TGN a été analysée en calculant le coefficient de 

Pearson B). Les coefficients M1 et M2 ont été calculés afin d’analyser la proximité du CI-MPR avec le 

TGN B). Les images d’immunofluorescence ont été réalisées avec le microscope Zeiss LSM880 et le 

module Airyscan a été utilisé pour le marquage du CI-MPR seul. 

 

Au vu de la redistribution du CI-MPR dans les cellules exprimant NCOA7-AS, nous avons 

ensuite étudié la colocalisation potentielle du CI-MPR avec Lamp1, un marqueur des 

lysosomes en présence ou non de NCOA7-AS. Nous n’avons pas observé une redistribution 

claire du CI-MPR vers les lysosomes en présence de NCOA7-AS. Il nous faudra répéter ces 

expériences avec des marqueurs des endosomes précoces et tardifs (Kvainickas et al. 2017; 

Simonetti et al. 2017). Cependant, nos résultats préliminaires confirment une perturbation de 

la fonction des SNX1/2/5/6 par l’expression ectopique de NCOA7-AS et nous avons donc 

décidé d’étudier l’importance de ces protéines dans l’activité antivirale de NCOA7-AS.  

 

 2) Impact de la déplétion des SNX d’intérêt sur l’activité antivirale de NCOA7-

AS 

Afin de tester l’importance des quatre SNX-BAR d’intérêt dans l’activité antivirale de NCOA7-

AS, nous avons réalisé des expériences d’ARN interférence (ARNi). Pour ces expériences, des 

ARNi ciblant SNX1 et SNX2 ou bien SNX5 et SNX6 ont été utilisés en combinaison puisque ces 

SNX fonctionnent en hétérodimères, comme décrit précédemment (Simonetti et al, 2017).  

L’impact de la déplétion des SNX par ARNi dans les cellules NCOA7-AS et les cellules contrôles 

sur l’infection par un virus influenza A rapporteur exprimant la Nanoluciférase (IAV-NanoLuc) 

(Doyle et al. 2018a) a été analysée par mesure de l’activité NanoLuc (Figure 19. A et B). En 

parallèle, l’efficacité de la déplétion est analysée par western blot (Figure 19. C). 

On constate dans les cellules contrôles E2-Crimson une diminution de l’efficacité d’infection 

par IAV-NanoLuc de près de 50% lorsque SNX1/2 sont déplétées, alors que la déplétion des 

SNX5/6 n’a pas d’effet sur l’infection (Figure 19. A). En ce qui concerne les cellules exprimant 

NCOA7-AS, le niveau d’infection après déplétion des SNX1/2 est le même que dans le contrôle 
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ARNi. Par contre, on aperçoit une restauration de l’infection d’environ 50% lorsque les SNX5/6 

sont déplétées par rapport au siARN contrôle (Figure 19. A et B). La différence dans le niveau 

d’inhibition par NCOA7-AS dans le cas des ARNi contrôle et SNX5/6 est significative (Figure 19. 

B) (elle l’est aussi dans le cas des SNX1/2 mais cela est dû au fait que l’efficacité d’infection 

dans la condition contrôle est diminuée, pas à une restauration réelle de l’infection en 

présence de NCOA7-AS). D’après ces résultats les SNX5 et SNX6 semblent particulièrement 

importantes pour la fonction de NCOA7-AS. 

Le western blot montre, d’une part, que la déplétion par ARNi des quatre SNX d’intérêt est 

efficace et que, d’autre part, NCOA7-AS ne semble pas avoir d’impact sur le niveau 

d’expression des quatre SNX (Figure 19. C). Par contre, il est important de noter ici que la 

déplétion des SNX1/2 impacte fortement les SNX5/6 et vice-versa. Ceci peut être expliqué par 

le fait que les quatre protéines fonctionnent en complexe. Néanmoins, cette particularité rend 

la compréhension des résultats complexes puisque les quatre SNX sont impactées par la 

déplétion de deux d’entre elles, or seulement la déplétion de SNX5/6 restaure l’infection. 

 

Figure 19 : Effet de la déplétion des SNX1/2 et SNX5/6 sur l’activité antivirale de NCOA7-AS. 

Les ARNi ciblant SNX1/2 ou SNX5/6 sont transfectés en combinaison, ainsi qu’un ARNi irrelevant (ARNi 

contrôle), CTRL dans des cellules A549 exprimant de façon constitutive la luciférase Firefly et utilisée 

pour normaliser les petites variations de quantités de cellules dans les différentes conditions, et soit 

Flag-E2-Crimson (E2-Crimson) ou Flag-NCOA7-AS (NCOA7-AS). 72h après transfection des ARNi, les 

cellules sont infectées par IAV-NanoLuc ou bien lysées pour analyse par western blot. A) Les niveaux 

d’infection sont mesurés dans les cellules exprimant E2-Crimson et NCOA7-AS après 7h d’incubation 

avec 2,5.104 PFU/puits d’IAV-NanoLuc, grâce à la mesure du ratio des activités Nanoluciférase / Firefly 

dans les lysats cellulaires. Les résultats correspondent à la moyenne de 4 expériences indépendantes, 

chacune réalisées en duplicats ou triplicats techniques. B) Le niveau d’inhibition de l’infection par 

NCOA7-AS en comparaison du contrôle E2-Crimson a été calculé dans les cellules ARNi CTRL, SNX1/2 
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ou SNX5/6 et une analyse statistique a été réalisée (test de Mann-Whitney) à l’aide du logiciel 

GraphPad ; **** : p-value < 0,0001.  C) Niveaux d’expression des protéines d’intérêt, SNX1, SNX2, 

SNX5, SNX6, analysés par western blot. L’actine est utilisée comme contrôle de charge. 

 

 3) Impact des SNX sur l’acidification endosomale 

Nos travaux précédents (Doyle et al. 2018), ont montré que l’expression ectopique de NCOA7-

AS augmente l’acidification des endolysosomes et nous avons émis l’hypothèse que c’est par 

ce biais que NCOA7-AS inhibe l’entrée virale. Nous nous sommes donc demandé si les SNX 

d’intérêts ont un rôle sur l’augmentation de l’acidification des organelles induite par NCOA7-

AS. Comme dans l’expérience précédente (Figure 19), nous avons utilisé des cellules 

exprimant soit E2-Crimson (contrôle) soit des cellules exprimant NCOA7-AS et nous avons 

déplété ces cellules de SNX1/2 ou SNX5/6. Les cellules ont ensuite été traitées avec du 

Lysotracker, un colorant vert fluorescent qui colore les compartiments acides dans les cellules 

vivantes. 

Ces expériences employant le Lysotracker ont permis de confirmer simplement nos résultats 

publiés et obtenus avec d’autres réactifs : en effet, dans les cellules traitées avec un ARNi non 

relevant, nous observons l’importante augmentation de la moyenne de fluorescence (MFI) 

dans les cellules exprimant NCOA7-AS en comparaison avec les cellules exprimant E2-Crimson 

(cellules contrôles) (Figure 20). Cela confirme l’impact de NCOA7-AS sur l’acidification de la 

voie endolysosomale. Lorsque l’on déplète les SNX1/2 ou bien SNX5/6, l’effet de NCOA7-AS 

sur l’intensité de fluorescence semble moins important que dans la condition ARNi contrôle 

(si CTRL ; Figure 20), alors que l’impact est moindre dans les cellules contrôles exprimant E2-

Crismon. Il est à noter ici que la déplétion de SNX1/2 a un effet plus drastique que celle de 

SNX5/6 sur l’acidité des organelles intracellulaires dans les cellules exprimant NCOA7-AS. Or, 

comme nous venons de le voir, les siSNX1/2 semblent moins impacter l’activité antivirale de 

NCOA7-AS que SNX5/6. On aurait pu s’attendre à ce que l’acidification des cellules ne 

changent pas or ici ce n’est pas le cas, l’acidification diminue de 50%. A ce stade nous pouvons 

émettre l’hypothèse que l’activité antivirale et l’acidification pourraient potentiellement être 

deux mécanismes dissociables.  
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Figure 20 : Effet de la déplétion des SNX1/2 et SNX5/6 par ARNi sur l’acidification des organelles. 

Les ARNi ciblant SNX1/2 ou SNX5/6 sont combinés et transfectés, ainsi qu’un ARNi irrelevant (ARNi 

contrôle, CTRL), dans des cellules A549 exprimant de façon stable la luciférase Firefly et soit Flag-E2-

Crimson (E2) soit Flag-NCOA7-AS. 72h après transfection des ARNi, les cellules ont été traitées ou non 

avec du lysotracker green DND-26 à une concentration de 75 nM pendant 30 min à 37°C. L’intensité 

de fluorescence a été analysée avec un laser à 488 nm au cytomètre (Novocyte ACEA 1) (n=5).  

 

III) Etude du rôle de l’autophagie dans l’activité antivirale de NCOA7-AS 

 1) Un Lien entre l’autophagie et NCOA7-AS ? 

Comme décrit précédemment dans l’introduction (chapitre V.4.2), SNX5 est essentielle au 

fonctionnement de l’autophagie viro-induite. SNX5 interagit avec Beclin1 et PI3K classe III 

permettant la génération de PI3P dans ce contexte (Dong et al. 2021). De façon intéressante, 

nous savons que NCOA7-AS est aussi une protéine qui a un impact sur l’autophagie. En effet, 

dans l’équipe des expériences avaient été réalisées montrant que la surexpression de NCOA7-

AS favorise l’accumulation de LC3-II et une augmentation du flux autophagique (résultats non 

montrés). Comme nous savons que SNX5 interagit avec Beclin1 (Don et al. 2021) et que nous 

avons démontré que NCOA7-AS interagit avec SNX5 nous nous sommes demandé dans un 

premier temps si NCOA7-AS pouvait interagir avec Beclin1 et nous avons utilisé d’anciens 

lysats de co-IP pour tester cette hypothèse (lysats de la Figure 17). Nous n’avons pas détecté 

Beclin1 dans les immunoprécipitats de Flag-SNX1 (Figure 21). Il serait judicieux ici de répéter 

cette expérience dans des cellules exprimant NCOA7-AS ou un contrôle mais ne surexprimant 

par de SNX et surtout d’utiliser un protocole d’IP adapté pour Beclin1. Cependant, on constate 
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dans les lysats cellulaires que l’expression ectopique de NCOA7-AS semble favoriser 

l’expression de Beclin1 (Figure 21). 

 

Figure 21 : NCOA7-AS favorise l’expression ou la stabilité de Beclin1 en présence de SNX1. 

Des cellules U87-MG ont été co-transduites avec des vecteurs lentiviraux qui expriment Flag-SNX1, 

Myc-Firefly et Myc-NCOA7-AS. Les cellules ont été lysées et les protéines ont été immunoprécipitées 

en utilisant des billes magnétiques conjuguées à un anticorps anti-Flag avant d’être éluées avec un 

peptide triple Flag. Les protéines ont été analysées par western blot en utilisant un anti-Myc, anti-

Beclin1 et un anti-actine comme contrôle de charge. CL : lysats cellulaires ; IP : immunoprécipitats. 

 

2) Implication de Beclin1 dans l’activité antivirale de NCOA7-AS 

 
NCOA7-AS semble favoriser l’expression et/ou la stabilité de Beclin1 (au moins en présence 

de la surexpression de SNX1 (Figure 22)). Par ailleurs, SNX5 est impliquée dans une forme 

particulière d’autophagie (l’autophagie viro-induite) et est capable d’interagir avec Beclin1 

(Dong et al. 2021). Enfin SNX5/6 semblent importante pour la fonction antivirale de NCOA7-

AS (Figure 22). Nous avons donc réalisé des expériences d’ARNi ciblant Beclin1 afin de 

déterminer si cette protéine pourrait être impliquée dans l’activité antivirale de NCOA7-AS. 

Afin d’évaluer l’impact sur l’infection de la déplétion de Beclin1 (en comparaison d’un 

contrôle), des cellules NCOA7-AS et cellules contrôles (exprimant la Renilla), déplétées de 

Beclin1 ou non, ont été infectées par IAV-NanoLuc et l’infection est analysée comme 

précédemment (Figure 22. A et B). L’efficacité de la déplétion a été évaluée par western blot 

en utilisant un anticorps anti-Beclin (Figure 22. C). 
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On constate dans les cellules contrôles (qui expriment Renilla) une très légère augmentation 

de l’infection (d’un facteur 1,2 fois) lorsque Beclin1 est déplétée par rapport au ARNi contrôle 

(Figure 22. A). En ce qui concerne les cellules exprimant NCOA7-AS, la déplétion de Beclin1 

semble entrainer une augmentation un peu plus importante du niveau d’infection (d’un 

facteur de 2,8 fois) (Figure 22. A et B).  

La différence dans le niveau d’inhibition de l’infection par NCOA7-AS dans le cas des ARNi 

contrôle en comparaison de la déplétion de Beclin1 est significative (Figure 22. B). La déplétion 

de Beclin1 semble donc restaurer partiellement l’infection dans les cellules exprimant NCOA7-

AS. Le western blot nous permet de vérifier l’efficacité de la déplétion de Beclin1 (Figure 22. 

C). On constate aussi que NCOA7-AS favorise l’expression de Beclin1 ce qui confirme nos 

précédents résultats (Figure 22. C). De plus NCOA7-AS semble favoriser l’augmentation et/ou 

l’accumulation de LC3-II mais la déplétion de SNX5/6 ou bien de Beclin1 réduit cet effet (Figure 

23. C). Cette expérience serait à répéter en utilisant de la bafilomycine pour confirmer, comme 

observé précédemment par l’équipe, que l’accumulation de LC3-II en présence de NCOA7-AS 

correspond bien à une augmentation du flux autophagique. 

 

Figure 22 : Effet de la déplétion de Beclin1 sur l’activité antivirale de NCOA7-AS. 

Les ARNi ciblant Beclin1 sont transfectés, ainsi qu’un ARNi irrelevant (ARNi contrôle, CTRL) dans des 

cellules A549 exprimant de façon stable la luciférase Firefly (contrôle interne) et soit Flag-Renilla 

(contrôle négatif) ou Flag-NCOA7-AS. 72h après transfection des ARNi, les cellules sont infectées ou 

bien lysées pour analyse par western blot. A) Les niveaux d’’infection sont mesurés dans les cellules 

Renilla et NCOA7-AS après 7h d’incubation avec 2,5.104 PFU/puits d’IAV-NanoLuc. Les résultats 

correspondent à la moyenne de 3 expériences indépendantes, chacune réalisées en duplicats ou 

triplicats techniques. B) Le niveau d’inhibition de l’infection par NCOA7-AS a été calculé dans les 
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cellules ARNi CTRL ou Beclin1 et une analyse statistique réalisée (test de Mann-Whitney) à l’aide du 

logiciel GraphPad ; *** : p-value < 0,0002. C) Niveaux d’expression de Beclin1, SNX1, SNX2, SNX5, 

SNX6, Beclin1 et LC3 sont analysés par western blot. L’actine est utilisée comme contrôle de charge. 
Un western blot représentatif de 4 expériences est présenté. 

 

 3) Impact des siSNX5/6 et siBeclin1 sur l’accumulation de LC3-II 
 

Nous avons en parallèle effectué des analyses en immunofluorescence afin de confirmer 

l’impact de NCOA7-AS sur l’induction de LC3-II et l’impact de la déplétion des SNX5/6 sur ce 

phénotype observé en western blot.  

Des cellules ont été transfectées avec un siCTRL ou des siSNX5/6 puis ensemencées sur des 

lamelles de verre. Des cellules ont été traitées ou non avec de la bafilomycine A1 (BafA1) 

pendant 1h avant de réaliser des marquages avec un anti-LC3B et du DAPI. La bafilomycine A1 

est une molécule qui inhibe la V-ATPase (et donc l’acidification endolysosomale) et la fusion 

de l’autophagosome avec le lysosome. La bafilomycine est utilisée ici pour bloquer l’étape de 

dégradation ce qui induit l’accumulation des autophagosomes qui ne peuvent plus être 

dégradés. 

Dans un premier temps on constate l’efficacité du traitement de la bafilomycine sur les cellules 

contrôles. En effet on constate que LC3B est répartie de manière ponctuée, ce qui correspond 

à LC3-II, lorsque les cellules sont traitées à la bafilomycine (Figure 23). Ce qui n’est pas le cas 

dans les cellules non traitées où LC3B est présent de manière diffuse dans la cellule, 

correspondant à LC3-I. On constate, comme attendu d’après les données précédentes de 

l’équipe, une accumulation de structures ponctuées (punctas) de LC3B, correspondant à LC3-

II (Klionsky et Codogno 2013) en présence de NCOA7-AS (Figure 23). En effet, nous pouvons 

facilement observer la différence de pattern entre les cellules contrôles et les cellules qui 

expriment NCOA7-AS. LC3B semble principalement diffus dans la condition contrôle, ce qui 

correspond donc à LC3-I, tandis que l’on peut observer des punctas en présence de NCOA7-

AS (ce qui correspond à LC3-II). Lorsque les SNX5/6 sont déplétées, on observe une diminution 

de l’accumulation de LC3-II dans les cellules qui expriment NCOA7-AS (Figure 23). Ces résultats 

corrèlent avec ce que nous avions observé sur le western blot malgré l’absence de 

bafilomycine (Figure 22. C).  
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En parallèle, nous avons réalisé la même expérience dans des cellules déplétées pour Beclin1. 

Comme précédemment nous observons une accumulation de LC3-II en présence de NCOA7-

AS dans la condition contrôle (Figure 24). Mais cette accumulation de LC3-II diminue lorsque 

Beclin1 est déplétée, ce qui était attendu puisque que Beclin1 est une protéine régulatrice de 

l’autophagie.  

 

Figure 23 : Effet de la déplétion de SNX5 et SNX6 sur l’autophagie dans des cellules exprimant de façon 

ectopique Renilla ou NCOA7-AS. 

Les ARNi ciblant SNX5/6 sont transfectés, ainsi qu’un ARNi irrelevant (ARNi contrôle, CTRL) dans des 

cellules A549 exprimant de façon stable la luciférase Firefly et soit Flag-Renilla ou Flag-NCOA7-AS. 72h 

après transfection des ARNi, les cellules ont été ensemencées sur lamelles de verre et traitées avec du 

DMSO ou avec de la bafilomycine A1 (BafA1) pendant 1h. Les cellules ont été marquées avec un 

anticorps anti-LC3 et un anticorps secondaire AlexaFluor488. Le noyau est marqué avec du DAPI. Les 

images d’immunofluorescence ont été réalisées par microscopie confocale au ZeissLSM880. Images 

représentatives d’une expérience (Echelle : 20 µm). 
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Figure 24 : Effet de la déplétion de Beclin1 sur l’autophagie dans des cellules exprimant de façon 

ectopique Renilla ou NCOA7-AS. 

Un ARNi ciblant Beclin1 a été transfecté, ainsi qu’un ARNi irrelevant (ARNi contrôle, CTRL) dans des 

cellules A549 exprimant de façon stable la luciférase Firefly et soit Flag-Renilla ou Flag-NCOA7-AS. 72h 

après transfection des ARNi, les cellules ont été ensemencées sur lamelles de verre et traitées avec du 

DMSO ou avec de la bafilomycine A1 (BafA1) pendant 1h. Les cellules ont été marquées avec un 

anticorps anti-LC3 et un anticorps secondaire AlexaFluor488. Le noyau est marqué avec du DAPI. Les 

images d’immunofluorescence ont été réalisées par microscopie confocale au ZeissLSM880. Images 

représentatives d’une expérience (Echelle : 20 µm). 

 

 4) Importance de l’autophagie dans l’activité antivirale de NCOA7-AS 

Nous savons que Beclin1 interagit avec SNX5 (Dong et al. 2021) et qu’elle pourrait jouer un 

rôle, direct ou indirect dans l’activité antivirale de NCOA7-AS (Figure 22). Nous nous sommes 

donc demandé si l’autophagie est importante pour la fonction antivirale de NCOA7-AS. Nous 

avons testé cette hypothèse en inhibant le complexe PI3K classe III qui est essentiel à la 

génération de PI3P. Pour cela nous avons utilisé une molécule appelée PIK-III qui est un 

inhibiteur enzymatique de PI3K classe III. L’impact sur l’infection par IAV-NanoLuc de la 

molécule PIK-III est analysé par mesure de l’activité luciférase. 

On constate une inhibition de l’infection (d’un facteur 3 fois) dans les cellules exprimant 

NCOA7-AS dans la condition contrôle (Figure 25). On constate que l’inhibition de PI3K classe 

III n’a pas ou peu d’effet sur les cellules contrôles qui expriment la Renilla (Figure 25). Par 

contre on voit que l’inhibition de PI3K classe III restaure partiellement l’infection dans les 
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cellules NCOA7-AS (Figure 25). Il semble donc que l’autophagie soit importante dans l’activité 

antivirale de NCOA7-AS. A noter que cette expérience n’a été réalisé qu’une seule fois, elle 

sera donc à répéter.  

 

Figure 25 : Effet de la déplétion du complexe PI3K classe III sur l’activité antivirale de NCOA7-AS. 

Des cellules A549 qui expriment stablement la Firefly (contrôle interne) ou soit Flag-Renilla soit Flag-

NCOA7-AS ont été générées, puis prétraitées avec la molécule (un inhibiteur du complexe PI3K classe 

III) à une concentration de 0,5 µM pendant 1h à 37°C ou non (traitement DMSO pour le contrôle 

négatif). Puis les cellules ont été incubées pendant 1h avec 2,5.104 PFU/puits d’IAV-NanoLuc et le 

milieu renouvelé avec 0,5 µM de PIK-III ou DMSO. Les niveaux d’infection ont été évalués par mesure 

du ratio des activités Nanoluciférase / Firefly dans les lysats (n=1). 

 

5) Impact des SNX et Beclin1 sur l’effet antiviral de l’IFN 

Nous savons que les protéines SNX5/6 et Beclin1 ont un impact sur l’activité antivirale de 

NCOA7-AS, lequel est l’un des acteurs de l’inhibition d’IAV induite par l’IFN (Doyle et al. 2018). 

Nous avons donc voulu tester le rôle des SNX5/6 et de Beclin1 dans l’activité antivirale de 

l’IFN. Pour cela des ARNi ciblant SNX1 et SNX2 ou bien SNX5 et SNX6 ont été utilisés en 

combinaison comme précédemment, ainsi qu’un ARNi ciblant Beclin1 et trois ARNi différents 

ciblant NCOA7-AS. Les cellules ont ensuite été incubées avec de l’IFN pour induire l’état 

antivirale. L’impact sur l’infection par IAV-NanoLuc des différents ARNi SNX dans les cellules 

traitées ou non à l’IFN a été évalué, comme précédemment (Figure 26. A). En parallèle, 

l’efficacité de la déplétion des protéines d’intérêt a été analysée par western blot (Figure 26. 
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B). Il n’existe pas d’anticorps contre NCOA7-AS donc l’efficacité de la déplétion par les ARNi 

est quantifiée dans ce cas par RT-qPCR. (Figure 26. C).  

Dans un premier temps on constate que l’IFN a un effet inhibiteur sur l’infection dans la 

condition contrôle (Figure 26. A). Cependant cet effet est moindre par rapport à ce qui était 

attendu (1-2 logs d’inhibition de l’infection par l’IFN sont observés classiquement). De même, 

l’induction de NCOA7-AS par l’IFN est moins importante que ce que l’on observe 

classiquement (Figure 26. C, voir Doyle et al. 2018). Ces expériences sont donc à interpréter 

avec prudence. On constate que la déplétion de NCOA7-AS restaure les niveaux d’infections 

pour le ARNi 1 et 3 comme attendu d’après nos résultats obtenus en KO (Figure 26. A) (Doyle 

et al. 2018). Mais nous n’observons pas cela avec l’ARNi 2, sans doute car le niveau de 

déplétion est moins efficace d’après la RT-qPCR (Figure 26. C). De façon intéressante, nous 

constatons que l’IFN n’a plus d’impact sur l’infection lorsque les SNX1/2 ou SNX5/6 sont 

déplétées (Figure 26. A), par contre Beclin1 a un effet mineur (Figure 26. A). Nous voyons sur 

le western blot que la déplétion des SNX1/2 et SNX5/6 est efficace et que la déplétion de 

SNX1/2 diminue un peu l’expression de Beclin1 (Figure 26. B). De même, la déplétion de 

Beclin1 est efficace. Enfin, nous n’observons pas d’effet de l’IFN sur l’accumulation de LC3-II 

(il est à noter que nous n’avons pas utiliser de bafilomycine dans cette expérience). 

Comme, de façon très surprenante, la déplétion des SNX1/2 ou des SNX5/6 restaure 

complètement l’infection, nous nous sommes demandés si les cellules étaient toujours bien 

capables de répondre à l’IFN via l’induction d’ISG dans ce contexte. Pour le vérifier nous avons 

regardé l’expression de certains ISG prototypes par western blot (Figure 26. B). On constate 

que MX1 et IFITM3 sont bien induits en présence d’IFN (Figure 26. B). De façon surprenante 

nous constatons une diminution partielle et totale de l’induction de MX1 et de IFITM3 dans 

les cellules déplétées de SNX1/2 (Figure 26. B). Par contre, la déplétion de SNX5/6 n’a aucun 

impact sur ces protéines qui sont bien induites en présence d’IFN (Figure 26. B). 

Enfin, nous avons également vérifié l’expression de IFNAR1, une des deux sous-unités du 

récepteur de l’IFN de type I dans ces cellules et celle-ci ne semble pas impactée (Figure 26. B). 
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Figure 26 : Effet de la déplétion des SNX1/2, SNX5/6, NCOA7-AS et Beclin1 par ARNi sur l’activité 

antivirale de NCOA7-AS. 

Les ARNi ciblant SNX1/2, SNX5/6 sont transfectées en combinaison et trois ARNi différents ont été 

utilisés pour cibler NCOA7-AS (siNCOA7-AS.1, siNCOA7-AS.2 et siNCOA7-AS.3). Les ARNi sont 

transfectés, ainsi qu’un ARNi irrelevant (ARNi contrôle, CTRL), dans des cellules A549 exprimant de 

façon stable la luciférase Firefly. 48h après transfection, les cellules sont traitées ou non avec de l’IFN 

à 2000 U/ml pendant 24h puis les cellules sont infectées ou bien lysées pour analyse par western blot. 

A) Les niveaux d’’infection sont mesurés dans les cellules après 7h d’incubation avec 2,5.104 PFU/puits 

d’IAV-NanoLuc. Les résultats correspondent à la moyenne de 3, 2 ou 4 expériences indépendantes 

pour les siSNX, siNCOA7-AS et siBeclin1 respectivement, chacune réalisée en duplicats ou triplicats 

techniques. B) Niveaux d’expression des protéines d’intérêt, SNX1, SNX2, SNX5, SNX6, Beclin1, LC3B, 

MX1, IFITM3 et IFNAR1 sont analysés par western blot. L’actine est utilisée comme contrôle de charge. 

Un western blot représentatif de 4 expériences est présenté C) La quantification de l’efficacité de la 

déplétion de NCOA7-AS déterminée par RT-qPCR (n=4). 
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Discussion et perspectives 
 

L’objectif de mon projet était de comprendre le mode d’action de la protéine antivirale 

NCOA7-AS. Les précédents travaux menés par l’équipe nous ont permis de découvrir que la 

protéine NCOA7-AS, induite par l’interféron, interagit avec la V-ATPase et stimule 

l’acidification des vésicules et l’activité des protéases lysosomales. Ces perturbations 

entrainent l’inhibition de l’infection des virus entrant par endocytose en bloquant la fusion 

entre les membranes virales et endosomales (Doyle et al. 2018 – Annexe 1). 

Afin de comprendre comment NCOA7-AS agi au niveau moléculaire, nous avons entrepris de 

chercher ses partenaires protéiques par spectrométrie de masse. Nous avons identifié quatre 

protéines de la famille des Sorting Nexins (SNX) : SNX1, SNX2, SNX5 et SNX6. Deux études 

avaient montré que la déplétion des SNX1/2 ou bien SNX5/6 entraîne une délocalisation du 

CI-MPR du TGN vers les endosomes précoces et tardifs et donc une perturbation de son 

transport rétrograde (Kvainickas et al. 2017; Simonetti et al. 2017). Il a été établi que des 

hétérodimères composés SNX1 ou 2 avec SNX5 ou 6 assurent le transport rétrograde du CI-

MPR des endosomes vers le TGN grâce à une interaction directe entre ce dernier et le domaine 

PX de SNX5 (Simonetti et al. 2019) (et probablement de SNX6 puisqu’elle peut jouer le même 

rôle, mais cela n’a pas encore été démontré). 

Dans un premier temps, nous avons émis l’hypothèse que NCOA7-AS pouvait peut-être 

usurper et/ou perturber la fonction de ces SNX et donc impacter la localisation de leur cargo 

CI-MPR, hypothèse que nous avons vérifié en immunofluorescence et microscopie. En effet, 

la surexpression de NCOA7-AS favorise la délocalisation du CI-MPR dans ce qui semble être 

des structures vésiculaires. Nous n’avons pas observé de redistribution claire du CI-MPR dans 

les endosomes. Il nous faudra cependant, tester s’il y a une colocalisation du CI-MPR avec des 

marqueurs endosomaux, comme attendu d’après la littérature (Kvainickas et al. 2017; 

Simonetti et al. 2017). 

Nous avons alors cherché à étudier en profondeur les interactions entre NCOA7-AS et les SNX. 

Par analogie avec les résultats de Simonetti et ses collaborateurs, nous nous sommes d’abord 

concentrés sur l’interaction entre NCOA7-AS et la SNX5. Des études de biochimie structurale 

ont alors été menées par Mary Arnaud-Arnould dans l’équipe et notre collaborateur 

structuraliste Mickael Blaise. La protéine NCOA7-AS est très difficile à produire et purifier en 
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grandes quantités (nous n’avons pour l’instant réussi à obtenir de grandes quantités pures 

que de son domaine TLDc (Arnaud-Arnould et al. 2021)). Cependant, la prédiction de la 

structure de sa région N-terminale pouvait laisser supposer un agencement avec deux feuillets 

β comparable au domaine du CI-MPR interagissant avec le domaine PX de SNX5. En se basant 

sur la stratégie décrite dans la littérature qui a permis de résoudre la structure du complexe 

CI-MPR-PX-SNX5 (Simonetti et al. 2019), Mary Arnaud-Arnould a exprimé chez E.coli une 

protéine chimérique contenant le domaine PX de la SNX5 (acides aminés 25 à 172 de la 

protéine entière) fusionné à la partie N-terminale de NCOA7-AS (acides aminés 5 à 36 de la 

protéine entière) (Figure 27). Cette protéine chimérique s’étant révélée bien exprimée et 

soluble, elle a pu aisément être cristallisée. Mickael Blaise a donc réussi à obtenir la structure 

tridimensionnelle d’un complexe composé du domaine N-terminale de NCOA7-AS et du 

domaine PX de SNX5 (Figure 27). La structure obtenue est dimérique avec la partie N-

terminale de NCOA7-AS d’un premier monomère interagissant avec le domaine PX de SNX5 

d’un deuxième monomère et inversement. L’interaction entre NCOA7-AS et le domaine PX de 

SNX5 semble de plus dépendre de la Phe113 de la chimère (qui correspond à la Phe136 de 

SNX5 entière), comme ce qui est décrit pour l’interaction avec le CI-MPR. 

 

Figure 27 : Structure tridimensionnelle de la protéine chimérique Nter-NCOA7-AS/PX-SNX5 obtenue 

après diffraction aux rayons X. 

La protéine chimérique a été obtenue en fusionnant les acides aminés 25 à 172 de SNX5 avec les acides 

aminés 5 à 36 de NCOA7-AS. La protéine chimérique forme un dimère. Les deux feuillets β de NCOA7-

AS d’un monomère interagi avec le résidu Phe113 de SNX5 du deuxième monomère. 

 

Afin de continuer à caractériser l’interaction entre NCOA7-AS et SNX5, des expériences de 

glutathion S-transférase (GST)-pull down ont été réalisées par Mary Arnould avec des 

protéines recombinantes purifiées. Les protéines purifiées suivantes ont été utilisées : GST-
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NCOA7-AS « entière », GST-Nter-NCOA7-AS (fusion ne contenant que le domaine N-terminal 

de NCOA7-AS précédemment utilisé pour obtenir la structure des complexes) ou GST-TLDc-

NCOA7-AS (fusion ne contenant que le domaine TLDc de NCOA7-AS), et le domaine PX de 

SNX5 sauvage ou muté F113A en fusion avec la Maltose Binding Protein (MBP)-PX-SNX5 ou 

MBP-PX-SNX5-F113A. Les résultats de ces GST-pull down montrent que l’interaction entre la 

partie N-terminale de NCOA7-AS et le domaine PX de SNX5 est bien directe (Figure 28), comme 

le laissait présager l’obtention des cristaux obtenus avec la fusion artificielle présentée plus 

haut. On constate que lorsque le résidu Phe113 est substitué par une alanine (F113A) on perd 

l’interaction entre le domaine N-terminal de NCOA7-AS et le domaine PX de SNX5, ce qui 

confirme le fait que la Phe113 est bien le résidu clé de l’interaction entre ces deux protéines 

(Figure 28). 

 

Figure 28 : Des expériences de GST-pull down montrent une interaction directe médiée par le domaine 

N-terminal de NCOA7-AS et la Phénylalanine 136 du domaine PX de SNX5. 

Différentes protéines de fusion GST et MBP ont été utilisées : la partie TLDc de NCOA7-AS, la partie N-

terminale de NCOA7-AS et la protéine entière NCOA7-AS pour les fusions GST, le domaine PX de SNX5 

et le mutant du domaine PX de SNX5 F113A pour les fusions MBP. Les protéines GST sont couplées à 

des billes glutathion puis incubées avec des protéines MBP. Après lavage, les protéines associées aux 

billes sont éluées et analysées sur gel SDS-PAGE (coloration au Coomassie). 

 

De façon intéressante, le CI-MPR et NCOA7-AS semblent donc interagir de la même manière 

avec le domaine PX de SNX5 via la Phe113. De plus le CI-MPR et NCOA7-AS ont des 

caractéristiques similaires puisque ces deux protéines interagissent avec SNX5 via leurs deux 

feuillets β. La délocalisation du CI-MPR lorsque les SNX sont déplétées pourrait s’expliquer par 

le fait que comme les SNX ne sont plus présentes, le CI-MPR ne peut plus se lier au domaine 
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PX de SNX5 (Figure 29. A et B). La délocalisation du CI-MPR lorsque les cellules surexpriment 

NCOA7-AS pourrait s’expliquer par le fait que puisque NCOA7-AS est présent, il pourrait il y 

avoir une compétition entre NCOA7-AS et le CI-MPR pour se lier à SNX5. NCOA7-AS en se liant 

à SNX5 empêcherait l’interaction de cette dernière avec le CI-MPR, qui ne pourrait plus être 

recyclé vers le TGN et NCOA7-AS perturberait la fonction des SNX (Figure 29. C). Dans ce 

contexte, il est possible que l’interaction entre NCOA7-AS et SNX5 puisse avoir des 

conséquences sur la relocalisation de SNX5. Il serait intéressant de visualiser cela par 

immunofluorescence (IF) mais nous n’avons actuellement pas d’anticorps anti-SNX5 qui 

fonctionne en IF. Nous développons donc actuellement des fusions des protéines SNX avec la 

GFP afin de réaliser de la microscopie en temps réel. Les protéines SEMA4C et IGF1R sont aussi 

capables de se fixer à SNX5 de la même manière que le CI-MPR (Simonetti et al. 2019). Nous 

pouvons donc émettre l’hypothèse que l’expression de NCOA7-AS entraine également une 

relocalisation de ces protéines dans des cellules. 

 

Figure 29 : Modèle du rôle des SNX et de NCOA7-AS. 

A) Si des cellules sont déplétées des SNX, le CI-MPR ne peut plus de lier au domaine PX de SNX5 et ne 

peut pas être recyclé au TGN (Kvainickas et al. 2017; Simonetti et al. 2017). B) En présence de NCOA7-

AS, le CI-MPR et NCOA7-AS pourrait entrer en compétition puisqu’ils possèdent le même site de 

fixation au domaine PX de SNX5. NCOA7-AS se lierait préférentiellement à SNX5 induisant ainsi la 

délocalisation du CI-MPR. 

 

Il serait vraiment intéressant pour la suite de savoir quel est le ou les résidu(s) des deux 

feuillets β de la partie N-terminale de NCOA7-AS qui se lie(nt) au résidu Phe113 de SNX5. Dans 

ce but, nous avons déjà généré des mutants de la partie N-terminale de NCOA7-AS (mutant 

du motif DIQF ; délétion complète de la région N-terminale, ΔN-ter) pour voir si cela impactait 

son activité antivirale, mais ces mutants étaient malheureusement beaucoup plus exprimés 
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que NCOA7-AS sauvage et extrêmement toxiques pour les cultures de cellules humaines, 

rendant impossible toute conclusion. De nouveaux mutants pourraient être générés. De plus, 

ces analyses pourront potentiellement être réalisées in vitro (selon le protocole utilisé pour 

l’expérience présentée en figure 28). 

De façon intéressante, nous avons observé que la déplétion des SNX5/6 restaure 

partiellement l’infection par le virus influenza A en présence de NCOA7-AS, suggérant que ces 

protéines sont nécessaires pour son activité antivirale. Par contre la déplétion de SNX1/2 n’a 

pas réellement d’impact sur l’activité antivirale de NCOA7-AS : elle entraine une diminution 

de l’infection dans les cellules contrôles, rendant difficile l’interprétation des résultats en 

présence de NCOA7-AS.  

Il est à noter ici que lorsque l’on déplète une de nos quatre SNX d’intérêt, toutes les autres 

SNX sont également déplétées. Cela est surement dû au fait que les SNX fonctionnent en 

complexe et se stabilisent mutuellement. Mais cela n’explique pas comment il peut il y avoir 

une différence de phénotype dans l’activité antivirale entre les expériences de siSNX1/2 et 

siSNX5/6 si finalement toutes les SNX sont déplétées dans toutes les conditions. Ici, il sera 

essentiel de faire des expériences de complémentation avec des séquences optimisées non 

ciblées par les ARNi et/ou des KO (une autre méthode de déplétion des SNX) pour être sûr de 

l’absence d’effet off-target. Si on confirme l’absence d’effet off-target, nous pourrons alors 

émettre l’hypothèse que ces quatre SNX puissent avoir des rôles indépendants des unes des 

autres. On pourrait imaginer qu’il existe une petite portion de SNX (par exemple de SNX5) qui 

n’est pas en complexe avec les autres SNX et qui ne serait donc pas régulé par la déplétion des 

SNX1/2. Le fait que cette portion de SNX soit minoritaire dans la cellule la rendrait non visible 

lors des analyses globales en western blot. 

Nous savions que NCOA7-AS interagit avec des sous-unités de la V-ATPase (Doyle et al. 2018).          

Nous avons observé que NCOA7-AS pourrait favoriser l’interaction de SNX1 avec des sous-

unités de la V-ATPase : ATP6V1A, ATP6V1B2 et ATP6V1E1. C’est un résultat potentiellement 

important qui, s’il est confirmé, nous permettrait de mettre en évidence un lien entre NCOA7-

AS, les SNX et la V-ATPase. On peut se demander si le fait que la V-ATPase interagisse avec 

SNX1 quand NCOA7-AS est présent est significatif de la création d’un complexe fonctionnel, 

par exemple si les SNX régulent la V-ATPase. De même, est ce que les SNX jouent un rôle dans 

la régulation de l’activité de la V-ATPase observée avec l’expression de NCOA7-AS (c’est à dire 
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l’acidification de la voie endolysosomale) ? Une autre question importante est : est-ce que les 

SNX sont importantes pour l’interaction de NCOA7-AS avec la V-ATPase ? La déplétion des SNX 

peut-elle impacter l’expression, l’activité ou l’assemblage de la V-ATPase ou bien impacter 

l’interaction de NCOA7-AS avec la V-ATPase ? Pour répondre à ces questions, nous pouvons 

prévoir de réaliser des expériences de fractionnement cytoplasme/membrane. Nous 

pourrions faire des immunoprécipitations de NCOA7-AS dans des cellules délétées des SNX. A 

noter que ce résultat n’a été observé qu’une seule fois. Il serait alors important de répéter 

cette expérience pour confirmer ces interactions. Il serait aussi très intéressant de faire ces 

expériences avec la SNX5 comme nous savons qu’elle intéragit avec la partie N-terminale de 

NCOA7-AS.  

Les travaux précédant de l’équipe avaient montré que, l’expression ectopique de NCOA7-AS 

augmente l’acidification de la voie endolysosomale (Doyle et al. 2018) et nous avions supposé 

qu’une trop forte acidification (ou une acidification trop rapide) était à l’origine de la 

diminution de la capacité des virus à entrer dans la cellule hôte. Nous nous sommes donc 

demandés si les SNX sont importantes pour l’impact de NCOA7-AS sur l’acidification des 

organelles. Ainsi nous avons remarqué que la déplétion des SNX1/2 diminuait l’impact de 

NCOA7-AS sur l’acidité des vésicules intracellulaires, alors que la déplétion de ces SNX ne 

semble pas réellement contrecarrer l’activité antivirale de NCOA7-AS. On observe la même 

tendance avec la déplétion des SNX5/6 sur l’acidité des organelles intracellulaires mais de 

façon plus modérée, or la déplétion de ces derniers permet de restaurer partiellement 

l’infection. Il est important de se rendre compte que cette mesure de l’acidité des organelles 

est une mesure globale du pH de toutes les vésicules intracellulaires. Cela pourrait 

potentiellement masquer des effets locaux et il faudrait trouver une façon plus fine de 

mesurer le pH, seulement dans les compartiments qui nous intéressent comme les 

endolysosomes. Mais nos résultats différents entre les SNX1/2 et SNX5/6 pourraient 

potentiellement suggérer que l’activité antivirale de NCOA7-AS et l’acidification soient des 

mécanismes finalement dissociables. En tous cas, la restauration d’un niveau de pH normal 

(en moyenne) des organelles intracellulaires ne suffit pas à contrecarrer l’effet de NCOA7-AS.  

SNX5 semble être une protéine clé dans la compréhension du mécanisme d’action de NCOA7-

AS. De façon intéressante, SNX5 a récemment été impliquée dans le processus d’autophagie 

viro-induite (Dong et al. 2021). SNX5 est essentielle à l’induction de l’autophagie lors de 
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l’infection par le virus influenza A (et d’autres virus). SNX5 active l’autophagie en interagissant 

avec la protéine Beclin1 et le complexe PI3K classe III. Nous avons donc fait des expériences 

de déplétion de Beclin1 afin de voir son impact sur l’activité antivirale de NCOA7-AS. Nous 

avons constaté que la déplétion de Beclin1 restaure partiellement l’infection en présence de 

NCOA7-AS, et ce, de manière significative. L’autophagie et plus spécifiquement Beclin1 

semblent donc jouer un rôle dans l’activité antivirale de NCOA7-AS. Pour ces expériences de 

déplétion de Beclin1 nous avons utilisé un pool d’ARNi validé de chez Dharmacon (limitant la 

possibilité d’effets off-target), mais il sera nécessaire de faire des expériences de 

complémentation avec une séquence optimisée non ciblée par les ARNi pour s’assurer 

réellement de l’absence d’effet off-target. 

Comme SNX5 intéragit avec Beclin1 (Dong et al. 2021) et que NCOA7-AS intéragit avec SNX5 

nous avons cherché une potentielle interaction entre NCOA7-AS et Beclin1. Nous n’avons pas 

observé d’interaction sur les anciens lysats d’immunoprécipitation que nous avions conservé, 

mais cela ne signifie pas qu’elle n’existe pas. Nous devons utiliser un protocole adapté décrit 

dans la littérature et connu pour fonctionner pour l’immunoprécipitation de Beclin1 (Dong et 

al. 2021). Nous pourrions aussi exprimer de façon ectopique Beclin1 afin de réaliser des 

immunoprécipitations et voir si lorsque l’on immunoprécipite Beclin1, nous retrouvons une 

interaction avec les SNX notamment avec SNX5 et avec NCOA7-AS. Nous avons remarqué de 

façon intéressante sur ces anciennes co-immunoprécipitations que NCOA7-AS favorise 

l’expression de Beclin1 en présence de SNX1 et SNX5. On suppose donc qu’il y a un lien entre 

NCOA7-AS et Beclin1 qui reste à explorer. 

Des expériences d’immunofluorescence ont révélé que l’expression ectopique de NCOA7-AS 

induit l’accumulation de LC3-II, mais ceci n’est pas observé en absence des SNX5/6. Par 

ailleurs, ces SNX (ou au moins SNX5) seraient nécessaire à l’induction de l’autophagie par 

NCOA7-AS comme observé dans le cas de l’autophagie viro-induite (Dong et al. 2021). Cette 

expérience n’a été réalisé qu’une seule fois il est donc essentiel de la répéter. De plus, nous 

pourrions faire de même avec la déplétion de SNX1/2 pour voir si les structures ponctuées de 

LC3-II sont toujours visibles. 

Beclin1 semble être importante dans l’activité antivirale de NCOA7-AS. Cependant on peut se 

demander si d’autres protéines du processus autophagique sont impliquées dans son mode 

d’action. Nous avons réalisé une première expérience d’inhibition du complexe PI3K classe III 
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(ou PI3KC3-C1) qui est essentielle à l’induction de l’autophagie et qui est capable d’interagir 

avec SNX5 (Dong et al. 2021). Le complexe PI3K classe III va produire du PI3P nécessaire à la 

formation du phagophore et permettre ainsi le recrutement de protéines de liaison au PI3P 

comme WIPI-1/2 et ATG14 ou bien ce qui nous intéresse dans notre cas les SNX (Figure 30. A). 

Nous avons constaté que l’inhibition du complexe PI3K classe III restaure partiellement 

l’infection en présence de NCOA7-AS (sans avoir d’impact en son absence). Cela confirme une 

nouvelle fois que l’autophagie pourrait être utilisée par NCOA7-AS pour son activité antivirale. 

Le PI3P est produit par l’activité de PI3K classe III donc si ce complexe est inhibé il n’y a plus 

de production de PI3P qui est essentiel au recrutement des SNX. Une hypothèse est donc que 

comme SNX5 ne peut plus être recrutée à la membrane, NCOA7-AS qui se lie à SNX5 ne 

pourrait plus exercer son activité antivirale (Figure 30. B). Cela pourrait expliquer la 

restauration de l’infection lorsque l’on inhibe le complexe PI3K classe III. Il est important de 

noter que l’expérience d’inhibition du complexe PI3K classe III n’a été réalisée qu’une seule 

fois. Afin de valider ces hypothèses, nous pourrions mesurer l’acidification des organelles, 

grâce au lysotracker, dans les cellules où PI3K classe III est inhibée en présence et en absence 

de NCOA7-AS. Puis comparer ces résultats avec ceux obtenus lors de la déplétion des SNX1/2 

et SNX5/6. Nous pourrions également réaliser des western blots et regarder l’expression des 

SNX notamment SNX5. Nous pouvons étudier aussi les sous-unités de la V-ATPase pour voir si 

l’inhibition de l’autophagie impacte son expression ou son activité. Il reste compliqué à ce 

state de réconcilier tous nos résultats et de comprendre le rôle de chacune de ces familles de 

protéine et notamment le rôle que pourrait jouer l’autophagie. 
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Figure 30 : Modèle du fonctionnement de PI3KC3-C1 lors de l’inhibition du complexe PI3K classe III. 

A) Beclin1 est capable de réguler l’activité de PI3K classe III. Une fois activée, PI3K classe III induit la 

production de PI3P qui sert au recrutement des SNX1/2/5/6. B) Lorsque PI3K classe III est inhibé avec 

la molécule PIK-III, la production de PI3P est bloquée et donc les SNX1/2/5/6 ne peuvent plus se lier à 

la membrane. 

 

Le rôle de SNX5 semble complexe et on pourrait penser qu’il est localisé et qu’il agit à divers 

endroits dans la cellule. D’après de récentes études (Dong et al. 2021), SNX5 est essentiel à 

l’autophagie viro-induite par un large panel de virus (Influenza A, Sindbis, Chikungunya). SNX5 

intéragit avec PI3KC3-C1 mais n’est pas requis pour sa localisation dans les endosomes. Par 

contre SNX5 est nécessaire pour la fonction de PI3KC3-C1 et donc la génération de PI3P dans 

les cellules infectées. Selon les travaux de Dong et son équipe (Dong et al. 2021), lors d’une 

infection, SNX5 serait localisée dans les endosomes précoces contenant les virions afin 

d’activer le complexe PI3KC3-C1 et donc le processus d’autophagie. Il serait intéressant dans 

nos futurs travaux de travailler dans des conditions et de visualiser en temps réel SNX5 afin 

voir si nous trouvons les mêmes résultats. Il serait intéressant de réaliser des marquages des 

sous-unités de la V-ATPase pour voir une potentielle colocalisation avec SNX5 (cependant 

aucun des nombreux anticorps que nous avons testé ne fonctionnent à ce jour en 

immunofluorescence, ce qui est une vraie limitation). Enfin, il est très important de noter que 

d’une part, il n’existe pas d’anticorps commercial spécifique de NCOA7-AS et que d’autre part, 
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alors que la localisation d’une version étiquetée (FLAG ou FAST) de NCOA7-AS en cellules 

fixées est diffuse dans le cytoplasme (Doyle et al. 2018), en live imaging employant une version 

de NCOA7-AS fusionnée à une étiquette FAST, celle-ci présente un pattern vésiculaire (non 

montré). Cette approche sera donc une méthode de choix pour le futur, même si l’ajout d’une 

étiquette FAST réduit le potentiel antiviral de NCOA7-AS. 

Compte-tenu de l’importance de NCOA7-AS dans l’effet antiviral de l’interféron (Doyle et al. 

2018) et du rôle de SNX5/6 et Beclin1 dans son activité antivirale, nous nous sommes demandé 

si les SNX et Beclin1 ont un impact sur l’activité antivirale de l’IFN. Il est à noter que d’après 

les précédents résultats publiés par l’équipe, nous savons que le knock out de NCOA7-AS 

n’impacte pas et l’expression et l’induction des autres ISG antiviraux tels que IFITM3 (Doyle et 

al. 2018). De façon surprenante, dans nos expériences, nous avons constaté que l’IFN perd 

totalement son impact antiviral lorsque les SNX1/2 et SNX5/6 sont déplétées. Nous avons 

alors regardé l’expression de certains ISG pour contrôler l’induction de l’IFN et avons 

remarqué qu’il n’y avait une diminution partielle et totale, respectivement de l’induction de 

MX1 et IFITM3 dans les cellules déplétées de SNX1/2 rendant toute conclusion impossible. Il 

semblerait que les SNX1/2 puissent impacter l’induction de certains ISG et donc jouer un rôle 

complémentaire indirect dans l’effet antiviral. Mais il n’y avait absolument pas de différence 

au niveau de l’induction d’ISG prototypes suite à un traitement IFN dans les cellules déplétées 

de SNX5/6, montrant a priori un rôle essentiel de ces dernières dans l’effet antiviral. Nous 

savons que IFITM3 et NCOA7-AS sont deux acteurs majeurs de l’effet anti-influenza A de l’IFN : 

il se pourrait donc que SNX5/6 jouent non seulement un rôle dans l’activité antivirale de 

NCOA7-AS mais aussi d’IFITM3. Il serait intéressant de vérifier cette hypothèse. Par ailleurs, il 

serait essentiel de contrôler l’expression de NCOA7-AS dans ces expériences mais 

malheureusement il n’existe pas d’anticorps commerciaux spécifiques de cette protéine (et 

nos tentatives pour en faire générer ont toutes échouées). 

Pour expliquer l’effet de la déplétion des SNX1/2 sur l’absence d’induction des ISG en présence 

d’IFN, on pourrait émettre l’hypothèse que IFNAR1 et IFNAR2, les deux sous-unités du 

récepteur à l’IFN de type I, ne sont plus présentes à la membrane plasmique par exemple : 

elles pourraient être des cargos des SNX. Cela pourrait être testé par un marquage de surface 

à l’aide d’anticorps spécifiques suivi d’une analyse en cytométrie en flux. Avant de réaliser de 

telles expériences, nous pourrions vérifier si la déplétion des SNX1/2 impacte l’expression 
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d’autres ISG par RT-qPCR. Nous pouvons aussi supposer que l’IFN se lie bien à son récepteur 

en surface mais que l’expression des ISG est bloqué au niveau de la voie de signalisation 

JAK/STAT. Cependant un rôle des SNX est difficile à expliquer. Il est très intéressant de voir 

que lorsque l’on déplète les SNX en combinaison deux à deux, nous ayons des résultats si 

différents dans l’expression des ISG alors que finalement toutes les SNX sont déplétées à 

chaque fois puisqu’elles fonctionnent en hétérodimères. Cela semble confirmer que les SNX 

aient des rôles bien distincts indépendamment des unes des autres. Il sera intéressant 

d’étudier l’impact d’autres combinaisons de déplétion. 

 

Conclusion générale 

La recherche des partenaires protéiques de NCOA7-AS par spectrométrie de masse nous a 

permis d’identifier une sous-famille de SNX : les SNX1/2/5/6. Nous avons découvert que les 

SNX5/6 contribuent à l’activité antivirale de NCOA7-AS. Nos expériences de biochimie nous 

ont permis de montrer que la partie N-terminale de NCOA7-AS intéragit de façon directe avec 

le domaine de PX de SNX5, et semble déplacer le CI-MPR perturbant ainsi une des fonctions 

des SNX. De plus, SNX5 est connue pour être impliquée dans le processus d’autophagie viro-

induite en interagissant avec Beclin1. Nos résultats préliminaires semblent indiquer que 

l’autophagie pourrait être un mécanisme nécessaire à la fonction de NCOA7-AS. Cette 

dernière est ainsi capable d’induire l’accumulation de LC3-II dans les cellules (et ce, de façon 

dépendante de SNX5). La déplétion de Beclin1 et l’inhibition du complexe PI3K classe III 

impactent l’activité antivirale de NCOA7-AS. Avec ces résultats, nous supposons que NCOA7-

AS détourne la fonction des SNX5/6 et utilise ainsi l’autophagie pour inhiber l’infection contre 

le virus influenza A. Il nous reste encore à comprendre ici le rôle exact de toutes ses protéines, 

mais également l’implication de la V-ATPase (et de l’acidification de la voie endolysosomale) 

dans l’activité antivirale de NCOA7-AS. Les résultats que nous avons obtenus et les 

expériences à venir nous permettrons de mieux comprendre les mécanismes antiviraux mise 

en place lors d’une infection par influenza A. 
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Interferons (IFNs) mediate cellular defence against viral 
pathogens by upregulation of IFN-stimulated genes whose 
products interact with viral components or alter cellular 
physiology to suppress viral replication1–3. Among the IFN-
stimulated genes that can inhibit influenza A virus (IAV)4 are 
the myxovirus resistance 1 GTPase5 and IFN-induced trans-
membrane protein 3 (refs 6,7). Here, we use ectopic expression 
and gene knockout to demonstrate that the IFN-inducible 219-
amino acid short isoform of human nuclear receptor coactiva-
tor 7 (NCOA7) is an inhibitor of IAV as well as other viruses 
that enter the cell by endocytosis, including hepatitis C virus. 
NCOA7 interacts with the vacuolar H+-ATPase (V-ATPase) 
and its expression promotes cytoplasmic vesicle acidification, 
lysosomal protease activity and the degradation of endocy-
tosed antigen. Step-wise dissection of the IAV entry pathway 
demonstrates that NCOA7 inhibits fusion of the viral and 
endosomal membranes and subsequent nuclear transloca-
tion of viral ribonucleoproteins. Therefore, NCOA7 provides a 
mechanism for immune regulation of endolysosomal physiol-
ogy that not only suppresses viral entry into the cytosol from 
this compartment but may also regulate other V-ATPase-
associated cellular processes, such as physiological adjust-
ments to nutritional status, or the maturation and function of 
antigen-presenting cells.

Previously, we characterized a panel of primary and immortal-
ized cells for interferon α  (IFNα )-inducible resistance to human 
immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infection as the basis 
for the transcriptomic-led identification of IFN-stimulated genes 
(ISGs) that suppress virus infection8,9. Among the complementary 
DNAs (cDNAs) of interest, the IFN-inducible short isoform (iso-
form 4) of human nuclear receptor coactivator 7 (NCOA7)—also 
termed NCOA7-alternative start10—was cloned into pEasiLV-
MCS—a doxycycline-inducible, E2-crimson-expressing lentiviral 
vector9—and evaluated for anti-retroviral activity.

HIV-1 susceptible U87MG CD4+ CXCR4+ cultures were 
transduced with NCOA7-expressing EasiLV or a negative con-
trol vector. Cells were challenged with a vesicular stomatitis virus 
G-glycoprotein (VSV-G)-pseudotyped HIV-1-derived lentiviral 
vector that expresses green fluorescent protein (GFP)11. At 48 h, 
E2-crimson-positive cells were gated and the percentage of infected 
cells was enumerated by flow cytometry. At multiple viral doses, 
NCOA7 expression decreased virus infectivity (Fig. 1a), with simi-
lar effects seen with VSV-G-pseudotyped vectors derived from 
diverse retroviruses, including simian immunodeficiency virus, 

equine infectious anaemia virus and feline immunodeficiency virus 
(Supplementary Fig. 1a). In contrast, in challenges with HIV-1/Nef-
internal ribosome entry signal (IRES)-GFP carrying its natural enve-
lope glycoprotein (Env), NCOA7 displayed no discernible antiviral 
activity (Fig. 1a). We surmised that the differences in NCOA7 sensi-
tivity between HIV-1 particles carrying HIV-1 Env or VSV-G could 
be dictated by the viral entry pathway: HIV-1 is believed to mediate 
pH-independent membrane fusion12, whereas VSV-G undergoes 
pH-dependent fusion in early endosomes13. We therefore extended 
this pseudotyping analysis to additional viral envelope glycopro-
teins; the rabies virus glycoprotein (RABV-G) mediates entry via 
endosomes, whereas Env of amphotropic murine leukaemia virus 
(MLV) and the feline endogenous retrovirus RD114 are thought 
to facilitate pH-independent membrane fusion. NCOA7 inhibited 
infection by pseudotypes carrying RABV-G but not amphotropic 
MLV or RD114 Env (Fig. 1b), consistent with suppressed entry from 
the endocytic pathway.

Next, we tested the effect of NCOA7 on two replication-compe-
tent viruses from diverse families that naturally enter by endocytic 
uptake—namely, influenza A virus (IAV; an orthomyxovirus) and 
hepatitis C virus (HCV; a flavivirus). A549 cells transduced with a 
constitutively expressing NCOA7 lentiviral vector, or control cells, 
were challenged with IAV, fixed at 5 h and stained with an antibody 
specific for viral nucleoprotein—a viral protein that accumulates  
to high levels in the nucleus during productive viral replication  
following de novo expression. NCOA7 expression reduced the  
number of cells with nuclear nucleoprotein staining by around 
sixfold (Fig. 1c,d); similarly, an engineered IAV expressing 
NanoLuc luciferase was also inhibited across a range of viral doses 
(Supplementary Fig. 1b). The suppressive effects of NCOA7 were 
most evident at earlier time points, as illustrated by IAV infection 
of control versus NCOA7-expressing 293T cultures and time-lapse 
microscopy (Supplementary Video 1). For HCV infection, Huh-7.5 
cell cultures were stably transduced with an NCOA7-expressing (or 
control) lentiviral vector, challenged with HCV, and harvested and 
stained with an anti-NS5A antibody at 48 h: NCOA7 expression 
resulted in a decrease in HCV infection of ~50% (Fig. 1e).

Having demonstrated that the provision of NCOA7 was suf-
ficient to inhibit IAV infection, we complemented this approach 
by assessing the contribution of endogenous NCOA7 to the IFNα 
-induced suppression of IAV infection. We used clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)–CRISPR-
associated protein 9 (Cas9)-mediated genome editing and 
guide RNAs targeting the unique region of the short isoform to  
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generate A549 cell populations (Fig. 1f,g and Supplementary  
Fig. 2a) and clones (Supplementary Fig. 2b–e) lacking this isoform. 
All cultures in which the short isoform had been inactivated dis-
played diminished IFNα -induced suppression of IAV relative to 
control cells. We additionally created matching cell populations in 
which the integral membrane protein IFN-induced transmembrane 
protein 3 (IFITM3; ref. 6) was knocked out alone or in combina-
tion with NCOA7 (Fig. 1f,g). Reductions in IFNα -mediated inhi-
bition were seen in cells that expressed or lacked NCOA7 in the 
context of IFITM3 knockout (around sixfold inhibition in single 
IFITM3 knockout versus 2.7-fold inhibition in IFITM3/NCOA7 
double knockout), indicating that the antiviral effects of NCOA7 
and IFITM3 are cumulative as well as independent.

To further verify that NCOA7 and IFITM3 inhibit IAV indepen-
dent of each other, we showed (using knockout clonal lines) that 
NCOA7-mediated inhibition of infection is unaffected by IFITM3 
knockout and vice versa (Supplementary Fig. 3a–c). Reintroduction 

of codon-optimized NCOA7 isoform 4, which cannot be targeted 
by our guide RNAs, into NCOA7 knockout cell lines reconstituted 
the full IFNα -mediated inhibition of IAV (Supplementary Fig. 3d). 
Together, these findings confirm that NCOA7 is a significant com-
ponent of IFNα -induced protection against IAV infection.

Next, we employed a series of sequential imaging flow cytom-
etry-based assays to dissect the step(s) in IAV infection inhibited 
by NCOA7 (Fig. 2a)14,15. First, using A549 cells expressing NCOA7 
or a negative control (CD8), we quantified low pH-induced con-
formational changes in haemagglutinin at 1 h post-infection using 
monoclonal antibody A1, which specifically recognizes acidified 
haemagglutinin14,16. Haemagglutinin acidification was not compro-
mised in the presence of NCOA7 (Fig. 2b). Second, to study viral 
membrane fusion, we labelled IAV particles with the self-quenching 
dye SP-DiOC18. Fluorescence dequenching of SP-DiOC18 occurs 
on viral–endosome membrane fusion (reported to occur at pH < 5 
for A/Victoria/3/75 and ~pH 5.5 for A/Eng/195/2009; refs 17,18), and 
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there was a decrease of ~50% in the proportion of cells exhibiting 
high numbers of fusion events in the presence of NCOA7 (defined 
by the upper quintile of the control population) (Fig. 2c)14. NCOA7’s 
ability to inhibit viral–endosome membrane fusion was indepen-

dently demonstrated by challenging U87MG CD4+ CXCR4+ cells 
expressing NCOA7 (or a control) with VSV-G-pseudotyped HIV-1 
containing a β -lactamase/Vpr fusion protein that induces the cleav-
age of CCF2-AM dye on viral entry into the cytosol. After loading 

M
F

I (
50

5–
57

0 
nm

)/
M

F
I

42
0–

50
5 

nm
)

M
F

I N
C

O
A

7/
M

F
I c

on
tr

ol

0

1

2

3

4

LysoSensor Yellow/Blue

B
rig

ht
fie

ld
Ly

so
S

en
so

r

0

1

2

3

0

1

2

3

0

1

2

3

Cathepsin B

Neg
at

ive

co
nt

ro
l

NCOA7

Neg
at

ive

co
nt

ro
l

NCOA7
0

1

2

3

4

F
lu

or
es

ce
nc

e 
at

 4
88

 n
m

re
la

tiv
e 

to
 c

on
tr

ol

LysoSensor Green

Cathepsin L Cathepsin K

b

C
el

l c
ou

nt

Magic Red intensity

Cathepsin B

CD8

NCOA7

CD8

NCOA7

CD8 upper quintile

0 20 40 60 80
0

30

60

90

120

C
el

l c
ou

nt

Spot count (LysoSensor Green)

Neg
at

ive

co
nt

ro
l

NCOA7
0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
D

Q
-O

va
 in

te
ns

ity
no

rm
al

iz
ed

 to
 u

pt
ak

e

a

c

d e

CL

Tubulin
70 kDa

Negative control NCOA7

55

35

25

55

35

25
100
70

15

FLAG

ATP6V1B2

ATP6V1E1

ATP6V1A

ATP6V1G2

E2 NCOA7

E2 NCOA7

IP

20

0

40

60

80

105 106

Fig. 3 | NCOA7 interacts with V-ATPase and promotes cytoplasmic vesicle acidification and lysosomal protease activation. a, U87MG cells were 
transduced with lentiviral vectors constitutively expressing Flag-tagged E2-crimson (E2) or NCOA7. Cells were lysed, and the Flag-tagged proteins 
recovered by immunoprecipitation and analysed by immunoblotting using anti-tubulin (loading control), anti-Flag, anti-ATP6V1B2, anti-ATP6V1A, 
anti-ATP6V1E or anti-ATP6V1G2 antibodies. One representative immunoblot from three independent experiments is shown. CL, whole cell lysate; IP, 
immunoprecipitate. b, A549 cells expressing NCOA7 or CD8 were plated on glass-bottomed dishes and treated for 1 h with 1 mM LysoSensor Green. 
Cells were subsequently washed, incubated in clear medium and visualized (live) by confocal microscopy. Representative images from three independent 
experiments are shown. Scale bar, 20 µ m. c, A549 cells (as in b) were seeded, treated with 0.1 μ M LysoSensor Green DND-189 for 1 h, or with 10 μ M 
LysoSensor Yellow/Blue DND-160 for 30 min, trypsinized and washed. For LysoSensor Green, fluorescent spot counts were determined by imaging flow 
cytometry and the data are represented as in Fig. 2. For LysoSensor Yellow/Blue, the ratio of the mean fluorescence intensity (MFI) of the cells in channels 
420–505 nm and 505–570 nm was measured for the analysis (> 2,000 cells per condition). Scale bar, 7 µ m. d, As in c, but the cells were trypsinized before 
treatment with Magic Red cathepsin B, L or K reagents for 1.5 h. Cells were fixed and analysed by imaging flow cytometry (> 3,000 cells per condition are 
displayed). e, As in c, but cells were incubated in serum-free media containing 250 μ g ml−1 of DQ-Ova or Ova-647 for 1 h followed by washing. Ova-647-
containing cells were subsequently fixed, whereas DQ-Ova-containing samples were incubated for a further 4 h before washing and fixation. DQ-Ova 
fluorescence was enumerated by flow cytometry and Ova-647 was used to normalize for uptake. The mean of three independent experiments is shown, 
with error bars representing one s.d. from the mean.

NATure MiCrOBiOLOGy | VOL 3 | DECEMBER 2018 | 1369–1376 | www.nature.com/naturemicrobiology1372

http://www.nature.com/naturemicrobiology


LettersNATure MICrObIOlOGy

cells with CCF2-AM dye, cleavage was analysed by flow cytometry, 
showing that cytosolic entry was consistently reduced in NCOA7-
expressing cells (Supplementary Fig. 4a,b). Third, to examine the 
nuclear import of incoming viral ribonucleoproteins (vRNPs), we 
infected A549 cells with IAV at a high multiplicity of infection 
(MOI) in the presence of cycloheximide (to prevent de novo pro-
tein synthesis), and quantified nuclear nucleoprotein staining at 5 h. 
Consistent with the fusion assays, NCOA7 expression resulted in 
a decrease of ~60% in the number of cells exhibiting a high level 
of nucleoprotein import (defined by the control upper quintile) 
(Fig. 2d). Supplementary Fig. 4c confirms this result by confo-
cal microscopy. In summary, our mapping strategy indicated that 
NCOA7 inhibits viral membrane fusion, whereas neither haemag-
glutinin acidification nor viral uptake into the endocytic pathway 
(Supplementary Fig. 4d) was compromised.

NCOA7 was first identified as an oestrogen receptor-associated 
protein that localizes to the nucleus on oestradiol treatment19,20. It 
is thought to have arisen from gene duplication of its homologue, 
OXR1, with which it shares oxidation resistance properties20. The 
short isoform of NCOA7, studied herein, has a unique amino-ter-
minal region of 25 amino acids and otherwise contains the carboxy-
terminal five exons of the longest isoform10. The carboxy-terminal 
region of OXR/NCOA7 comprises a TLDc (TBC/LysM domain-
containing) domain, the function of which is currently not under-
stood20. In contrast with the longer isoforms, the short isoform 
displays cytoplasmic staining on stable expression (Supplementary 
Fig. 5a) with no observable co-localization or accumulation with 
markers of early/late endosomes (Supplementary Fig. 5a), and 
is the only isoform that is IFN inducible (and lipopolysaccharide 
inducible)10—a property presumably conferred by the canonical 
IFN-sensitive response element sequence located upstream of its 
unique amino-terminal exon (Supplementary Fig. 5b)10.

Previous proteomic analyses of the V-ATPase have reported 
interactions between the ATP6V1B1 subunit (a component of the 
catalytic motor) and both NCOA7 and OXR1 (refs 21,22), consis-
tent with activity as potential V-ATPase regulators23. ATP6V1B1 is 
the B-subunit that is expressed primarily in kidney cells and cells 
of the inner ear, whereas ATP6V1B2 is expressed in non-renal tis-
sues. Because NCOA7 disrupts endosome-mediated virus entry, 
we used co-immunoprecipitation to assess whether NCOA7 asso-
ciates with ATP6V1B2. Flag-tagged NCOA7 (or E2-crimson) was 
expressed in U87MG cells, and whole cell lysates subjected to anti-
Flag immunoprecipitation, followed by immunoblot analysis using 
an ATP6V1B2-specific antibody. As shown in Fig. 3a, interactions 
between the short isoform of NCOA7 and ATP6V1B2, as well as 
multiple other subunits of V-ATPase, were readily detected.

Next, we used cell-based assays of V-ATPase function to seek 
evidence of NCOA7-mediated upregulation. The effect of NCOA7 
on cytoplasmic vesicle acidification was examined using LysoSensor 
Green DND-189 dye, the fluorescence dequenching of which is pH 
dependent (pKa 5.2). Living cells were treated for 1 h before visu-
alization, with NCOA7 expression markedly increasing the num-
ber of LysoSensor Green-positive punctae (Fig. 3c), as well as the 
fluorescence intensity in individual vesicles (Fig. 3b). Ratiometric 
pH analysis using LysoSensor Yellow/Blue demonstrated that 
this was at least partly due to true decreases in vesicular pH  
(Fig. 3c). These observations are consistent with NCOA7 promot-
ing increased vesicular acidification through a regulatory interac-
tion with V-ATPase.

The regulation of V-ATPase has been well described in the con-
text of lipopolysaccharide-induced maturation of dendritic cells, 
where increased acidification results in increased antigen degrada-
tion in the lysosome and increased antigen presentation on major 
histocompatibility complex class II24,25. To examine the effects of 
NCOA7 on V-ATPase-dependent lysosomal activation, we quan-
tified the degradative activity of three different lysosomal cysteine 

proteases—cathepsins B, L and K—using Magic Red assays, which 
employ cathepsin-specific target peptide sequences coupled to a 
fluorophore that is activated on peptide cleavage (thought to occur 
primarily within endolysosomes26). As shown in Fig. 3d, the deg-
radative activity of each cathepsin was substantially increased by 
NCOA7 expression. To verify that NCOA7 increases the degrada-
tion of endocytosed antigen (as opposed to membrane-permeable 
substrates), we measured the degradation rate of boron-dipyrro-
methene dye-conjugated ovalbumin (DQ Ovalbumin (DQ-Ova)) 
by flow cytometry in NCOA7-expressing and control cells (con-
trolling for any difference in endocytic uptake with Alexa Fluor 
647-conjugated ovalbumin (Ova-647)). Fig. 3e shows that NCOA7 
promotes the degradation of DQ-Ova, demonstrating that the 
increase in acid-dependent lysosomal protease activity enhances 
the degradation of material entering cells by endocytosis, further 
supporting the assertion that NCOA7 promotes V-ATPase activity.

Here, we identify the short isoform of human NCOA7 (iso-
form 4) as an IFNα -inducible inhibitor of viruses entering the cell 
by endocytosis. NCOA7 interacts with V-ATPase and stimulates 
vesicle acidification, lysosomal protease activity and the degrada-
tion of endocytosed material. These perturbations compromise the 
fusion capabilities of viruses that are adapted to the dynamics of the 
endolysosomal pathway, thereby inhibiting infection. The endocytic 
pathway is also important for the entry of many bacterial patho-
gens and toxins, and a role for OXR1/NCOA7 homologues has been 
suggested in protection from Vibrio cholera infection in Drosophila 
models27. These findings add innate immunity to the growing num-
ber of biological contexts for which regulation of V-ATPase is a 
focus of investigation: for instance, cellular nutrition, the pathol-
ogy of neurodegeneration, adaptive immunity and the growth of 
transformed cells24,28,29. Finally, in addition to providing important 
insights into the antiviral action of IFN, the identification of this 
cytokine-responsive mechanism for regulating the endolysosomal 
system may facilitate therapeutic manipulation of disease processes 
that stem from V-ATPase-associated endolysosomal dysfunction.

Methods
Requests for materials. Requests for materials should be addressed to the 
corresponding authors.

Plasmids and constructs. The EasiLV system including pEasiLV-MCS and 
pEasiLV-CD8-Flag (negative control) has been described, as has the lentiviral 
vector system employing pRRL.sin.cPPT.CMV/IRES-puro.WPRE used for the 
generation of cell lines stably expressing genes of interest9. The cytomegalovirus 
promoter from the pRRL.sin.cPPT.CMV/IRES-puro.WPRE system was 
replaced with a spleen focus-forming virus promoter (amplified from HR SIN 
CSGW, a gift from P. Lehner, and cloned using ClaI/BamHI) to yield pRRL.
sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE. NCOA7 variant 6 (NM_001199622.1) 
(encoding isoform 4 NP_001186551.1) was amplified using the SuperScript 
III One-Step RT-PCR System with Platinum Taq (Invitrogen) from 100 ng 
RNA obtained from IFNα -treated monocyte-derived macrophages using 
primers 5′ -aaatttggatccATGAGAGGCCAAAGATTACCCTTGG-3′  and 5′ 
-aaatttCTCGAGTCAATCAAATGCCCACACCTCCAG-3 (or the Flag-tagged  
5 ′ - aaatttggatccATGGACTACAAAGACGACGACAAAAGAGGCCAAAGATTAC
CCTTGG-3′ ). A codon-optimized version of the NCOA7 coding sequence,  
with the 25 first codons modified, was synthesized (Eurofins;  
5′ -atgcgcggtcagcgtctgccactagatattcaaatcttttactgcgcgcgtcccgatgaggaaccgttcgtaaaa) 
and amplified by PCR. Firefly luciferase cDNA was amplified from pGL4 
(Promega) and E2-crimson cDNA was amplified from pEasiLV-MCS. The cDNAs 
were inserted into BamHI-XhoI-digested pRRL.sin.cPPT.CMV/IRES-puro.WPRE, 
pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE or pEasiLV-MCS. NL4-3/Nef-IRES-GFP 
and NL4-3/Nef-IRES-Renilla were obtained from the National Institutes of Health 
(NIH) AIDS Reagent Program (pBR43IeG; catalogue number 11349) and S. 
Chanda, respectively. pBlaM-Vpr and pAdVAntage have been described30.

HIV-1-, feline immunodeficiency virus-, simian immunodeficiency virus- 
and equine infectious anaemia virus-based vector plasmids, which express GFP 
on infection, have previously been described11,31–34, as have the Env-encoding 
constructs phCMV-MLV-A35, phCMV-RD114/TR35 and pRABIES Env36.

To modify the A/Victoria/3/75 polymerase acidic protein gene for 
co-expression with NanoLuc luciferase, a polymerase acidic protein-NanoLuc-
encoding fragment37, in which polymerase acidic protein is fused with the porcine 
teschovirus P2A and the NanoLuc luciferase gene, was inserted into the PasI site 
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of the PolI-RT-Victoria polymerase acidic protein plasmid. The 12-plasmid system 
used to rescue IAV Victoria-NanoLuc reporter virus was provided by W. Barclay. 
The firefly luciferase gene from pHSP1-Firefly9 was replaced by the enhanced GFP 
(eGFP) coding sequence to generate pHSP1-eGFP.

HCV particles were generated using the cell culture-adapted clone J6/JFH-1 
(ref. 38).

The LentiCas9-Blast and LentiGuide-Puro vectors were a gift from F. Zhang39 
(Addgene). The LentiGuide-Neo vector was generated by replacing the puromycin 
resistance gene in LentiGuide-Puro with the neomycin resistance gene (amplified 
using PCR from pcDNA3.1+) and using BsiWI and MluI sites. Guide RNA coding 
oligonucleotides were annealed and ligated into BsmBI-digested LentiGuide-
Puro or LentiGuide-Neo vectors, as described (Addgene). The guide RNA coding 
sequences used were as follows: g1-GFP 5′ -gagctggacggcgacgtaaa, g1-CTRL 5′ 
-agcacgtaatgtccgtggat, g2-CTRL 5′ -caatcggcgacgttttaaat, g-IFITM3  
5′ -taggcctggaagatcagcac, g1-NCOA7 5′ -aaaaggctcttcgtcaggtc, g2-NCOA7  
5′ -ttcacaaaaggctcttcgtc and g3-NCOA7 5′ -ggatgtccaagggtaatctt. The three  
NCOA7 guides were designed to target the first coding exon of NCOA7 variant  
6 (NM_001199622.1), which is unique to the short IFN-inducible isoform  
4 (NP_001186551.1) studied herein.

Cell lines. Human 293T, U87MG CD4+ CXCR4+9, A549, Madin-Darby canine 
kidney (MDCK) and Huh-7.5 cells were maintained in complete Dulbecco’s 
modified Eagle medium (DMEM) (Gibco) and THP-1 cells were maintained in 
Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (Gibco), both supplemented with 
10% foetal bovine serum and penicillin/streptomycin. Non-essential amino acids 
were added for Huh-7.5 cells. 293T, A549, MDCK and THP-1 cells were obtained 
from the American Type Culture Collection. Huh-7.5 cells were originally obtained 
from the Rice Laboratory40. U87MG cells were originally obtained from the NIH 
AIDS Reagent Program and modified to express CD4 and CXCR4 (ref. 9). A549, 
293T, U87MG CD4+ CXCR4+ and Huh-7.5 cells stably expressing NCOA7, CD8 or 
E2-crimson were generated by transduction with either RRL.sin.cPPT.CMV/IRES-
puro.WPRE- or RRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE-containing vectors (cDNA 
as indicated) and maintained under 1 μ g ml−1 puromycin selection.

For CRISPR–Cas9-mediated gene disruption, A549 cells stably expressing Cas9 
were first generated by transduction with the LentiCas9-Blast vector followed by 
blasticidin selection at 10 μ g ml−1. Cas9-expressing A549s were then transduced 
with guide RNA expressing LentiGuide-Puro and Lentiguide-Neo vectors and cells 
selected with antibiotics for at least 15 d. Single CRISPR–Cas9 knockout cellular 
clones were isolated using a FACSAria IIu cell sorter (Becton Dickinson).

When indicated, IFNα  (INTRON A; Merck Sharp & Dohme) was added at 
1,000 U ml−1 for 16–24 h before virus infection. Cells were treated with 50 nM 
bafilomycin A1 (an inhibitor of V-ATPase) (Sigma–Aldrich) for 1 h before 
infection and throughout the assay where indicated; cycloheximide (Sigma–
Aldrich) was used at 1 mM to prevent de novo protein synthesis, and the media 
was replenished every 2 h if required.

Lentiviral production and infection. Lentiviral vector stocks were obtained by 
polyethylenimine, TransIT-2020 (Mirus Bio) or Lipofectamine 3000 (Thermo 
Scientific)-mediated multiple transfection of 293T cells in six-well plates with 
vectors expressing Gag-Pol, the miniviral genome, the Env glycoprotein and, 
when required (that is, for EasiLV production), a TetR-KRAB expression plasmid41 
(pptTRKrab) at a ratio of 1:1:0.25:0.5. The culture medium was changed 6 h post-
transfection, and vector-containing supernatants were harvested 36 h later, filtered 
and stored at − 80 °C. Wild-type HIV-1 particles (NL4-3/Nef-IRES-GFP and 
NL4-3/Nef-IRES-Renilla) were generated by polyethylenimine-based transfection 
of 293T cells. β -lactamase-Vpr (BlaM-Vpr)-carrying viruses, VSV-G-pseudotyped 
or bearing the wild-type Env, were produced by co-transfection of 293T cells with 
pMD.G (or not), the NL4-3/Nef-IRES-Renilla provirus expression vector, pBlaM-
Vpr and pAdVAntage at a ratio of (1.33:)4:1:0.5, as previously described30.

For the EasiLV-based experiments, U87MG CD4+ CXCR4+ cells were 
transduced with EasiLV stocks encoding genes of interest and the medium changed 
at 6 h. Doxycycline (0.4–1 μ g ml−1) was added for 24–48 h, and the cells were plated 
at 2.5 ×  104 per well in 96-well plates, then challenged with GFP-expressing virus 
stocks or NL4-3. The percentage of infected, GFP-expressing cells was enumerated 
by flow cytometry 48 h after infection.

HIV-1NL4-3-containing, filtered supernatants were routinely purified by 
ultracentrifugation through a sucrose cushion (20% w/v; 75 min; 4 °C, 28,000 r.p.m. 
using a Beckman Coulter SW 32 rotor), resuspended in DMEM medium without 
serum and stored in small aliquots at − 80 °C. Viral particles were normalized by 
p24Gag enzyme-linked immunosorbent assay or p24Gag AlphaLisa (PerkinElmer) 
and/or by determining their infectious titres on U87MG cells (for GFP-expressing 
lentiviral vectors, retroviral vectors and HIV-1). The MOI for lentiviral vector 
stocks was determined by infecting a known number of cells with standardized 
amounts of viral particles and evaluating by flow cytometry the percentage 
of infected cells 2–3 d later. For instance, an MOI of 0.1 would theoretically 
correspond to the volume of virus necessary to obtain 10% of GFP-expressing cells.

IAV production and infection. A/Eng/195/2009 and A/Victoria/3/75 particles 
were provided by W. Barclay and amplified in MDCK cells using serum-free 

DMEM containing 0.5 µ g ml−1 L-1-p-Tosylamino-2-phenylethyl chloromethyl 
ketone (TPCK)-treated trypsin (Sigma–Aldrich). Stocks were titred by plaque 
assays on MDCK cells, or on A549 cells to determine MOIs defined by the 
proportion of nucleoprotein-positive nuclei at 12 h post-infection. A 12-plasmid 
system was used to rescue A/Victoria/3/75 and the IAV Victoria-NanoLuc reporter 
virus. The 8 PolI plasmids (0.5 µ g each) and 4 rescue plasmids (PB1, PB2 and 
polymerase acidic protein (0.32 µ g each) and nucleoprotein (0.64 µ g)) were co-
transfected into 293T cells in 6-well plates using Lipofectamine 3000 (Thermo 
Scientific). After 24 h, the cells were removed and co-cultured with MDCK cells 
in 25 ml flasks. The first 8 h of co-culture was carried out in 10% serum, after 
which the medium was replaced with serum-free medium containing 0.5 µ g ml−1 
of TPCK-treated trypsin. Supernatants from day 5 post-transfection were used for 
virus amplification on MDCK cells.

All IAV challenges were performed in serum-free DMEM for 1 h (unless 
otherwise specified) and the medium was subsequently replaced with DMEM 
containing 10% foetal bovine serum (where the experiment lasted more than 
1.5 h). For microscopy-based infectivity assays, A549 cells stably expressing CD8 
or NCOA7 were plated on coverslips in 12-well plates at a density of 1 ×  105 cells 
per well. The following day, cells were infected with A/Eng/195/2009 (MOI =  10). 
Fixation was performed at 5 h post-infection using 4% paraformaldehyde (PFA) 
in phosphate buffered saline (PBS) for 10 min, and the cells were permeabilized 
using 0.2% Triton X-100 for 10 min. After quenching and blocking in buffer 
NGB (50 mM NH4Cl, 2% goat serum and 2% bovine serum albumin in PBS) for 
1 h, cells were incubated with anti-nucleoprotein antibody (Hb65; provided by 
Y. Yamauchi)14, diluted in buffer NGB for 1 h and subsequently incubated with 
an Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse secondary antibody. Cells were then 
stained with 1 μ g ml−1 4′ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), washed, mounted 
on coverslips and examined using a Nikon A1 confocal microscope (10×  objective) 
with captured images analysed using Fiji42 to determine the percentage of GFP-
expressing cells. For time-lapse microscopy, 293T cells stably expressing CD8 or 
NCOA7 were seeded (5 ×  104 per well) in a 48-well plate and transfected with 0.1 μ g  
pHSP1-eGFP using Lipofectamine 2000 (Thermo Scientific). pHSP1-eGFP is a 
minigenome-like reporter construct that expresses GFP and, when transfected 
into target cells, is transcribed by host RNA polymerase to produce a negative 
sense, viral genomic-like segment (with 5′ -triphosphate and 3′ -hydroxyl). On IAV 
infection, this segment is recognized by the viral RNA polymerase to generate 
GFP-expressing messenger RNA (mRNA). After ~24 h, the cells were infected 
with A/Eng/195/2009 (MOI =  1), then monitored by time-lapse microscopy with 
images acquired at 20-min intervals from 2 to ~18 h post-infection using a Nikon 
Ti-Eclipse wide-field inverted microscope (40×  objective) and controlled by 
NIS-Elements software. Videos were created using Fiji42. The Victoria-NanoLuc 
infection experiments were performed in duplicate or triplicate in 96-well plates 
with cultures maintained for 7 h post-challenge. NanoLuc activity was measured 
with the Nano-Glo assay system (Promega), and luminescence was detected using 
a plate reader (Infinite 200 PRO; Tecan).

HCV production and infection. Cell culture-derived HCV particle stocks were 
produced by electroporation of in vitro-transcribed viral RNA into Huh-7.5 cells 
using a Gene Pulser Xcell (Bio-Rad)43. A cell culture-adapted J6/JFH-1 derivative 
virus named Clone 2 was used for this study. Virus-containing supernatants were 
collected 48, 72 and 96 h post-electroporation and titrated by limiting dilution 
assay, as described44. Transduced Huh-7.5 cells were seeded in 24-well plates, 
challenged with virus (MOI =  0.5) and incubated for 48 h. Cells were harvested 
using Accumax (eBioscience), fixed with 4% PFA, permeabilized with PBS-
saponin (0.2%) and stained for 1 h at room temperature with an Alexa Fluor 
647-conjugated antibody (9E10 clone) specific for the HCV non-structural protein 
NS5A in PBS-saponin (0.2%). The percentage of infected cells was determined by 
flow cytometry.

Quantification of mRNA expression. 3–5 ×  105 cells with or without 24 h 
treatment with IFNα  were harvested and total RNA was extracted using an RNeasy 
kit (Qiagen) employing on-column DNase treatment. Some 500 ng RNA was used 
to generate cDNA, which was analysed by quantitative PCR using TaqMan  
gene expression assays (Applied Biosystems) for ACTB (Hs99999903_m1) or 
GAPDH (Hs99999905_m1). For the short isoform of NCOA7, the primers  
used were 5′ -GATTACCCTTGGACATCCAGATTTTCTATT-3′  and  
5′ -CACCTCTTCGTCCTCGTCTTCATAGT-3′ , and the probe sequence was 
5′ -FAM-AGGCAAAGCGCAGGAAGAGCACATGC-TAMRA-3′ . Triplicate 
reactions were run according to the manufacturer’s instructions using an ABI 
Prism model 7900HT sequence-detection platform, and the data were analysed 
using RQ software (Applied Biosystems). GAPDH and ACTB mRNA expression 
was used to normalize the samples.

T7 endonuclease assay. To assess CRISPR–Cas9-mediated editing of the NCOA7 
and IFITM3 loci, genomic DNA was extracted from cell populations  
(DNeasy; Qiagen) and an amplicon spanning the targeted genomic region was 
generated on 50 ng DNA by touch-down PCR using the primers  
5′ -tgctggtagaaatgtcagcacaatcctttc-3′  and 5′ -aaagttcattttactctaaaatccatttttggccc-3′ ,  
5′ -tccctgatctcagggcgggg and 5′ -aggcccgaaaccagaaggc, respectively. Amplicons 
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were then subjected to denaturation, re-annealing and T7 endonuclease (NEB) 
digestion.

Indirect imunofluorescence. For visualization of NCOA7 localization by confocal 
microscopy, U87MG CD4+ CXCR4+ cultures were transduced with lentiviral 
vectors containing Flag-tagged NCOA7, as described above, and subsequently 
plated on coverslips treated with poly-l-lysin. Fixation, staining with anti-Flag 
antibody (Sigma–Aldrich F3165 or F7425, or Miltenyi 130-101-576), anti-EEA1 
(BD Biosciences 610457), anti-CD63 (Santa-Cruz sc5275) and anti-Lamp1 
(Sigma–Aldrich L1418), and Alexa Fluor 488- and Alex Fluor 546-conjugated 
anti-mouse or anti-rabbit secondary, and image acquisition were performed as in 
previous sections with a Zeiss LSM880 confocal microscope.

Influenza A virus uptake assay. Stably expressing E2-crimson- or NCOA7-A549 
cells were seeded at 105 cells per well in 12-well plates. The following day, 
medium was removed and cells were incubated in serum-free DMEM with 3 ×  105 
and 1.5 ×  106 plaque-forming units of A/Victoria/3/75 for 20 min at 37 °C. A 
heat-inactivated virus was used at the highest viral input as a negative control. 
Cells were then trypsinized, washed and fixed in 2% PFA. BD Perm/Wash (BD 
Biosciences) was used to permeabilize the cells, and they were stained with anti-
nucleoprotein antibody (Hb65) and Alexa Fluor 488 secondary antibody according 
to the manufacturer’s instructions. Cells were analysed using a NovoCyte  
(Ozyme) cytometer.

Haemagglutinin acidification assay. A549 cells, parental or stably expressing 
CD8 or NCOA7, were seeded in six-well plates. Unmodified cells were treated 
with 50 nM bafilomycin A1 for 1 h before infection (inhibition control). Medium 
was removed and cells were infected in serum-free DMEM with A/Victoria/3/75 
at an MOI of 30 and incubated for 1 h at 37 °C. Cells were then trypsinized, and 
both fixed and stained using IntraStain (Dako) with monoclonal antibody A1 
(ref. 14), which is specific for haemagglutinin that has undergone low pH-induced 
conformational change (provided by Y. Yamauchi). Alexa Fluor 647-conjugated 
anti-mouse total immunoglobulin G (Life Technologies) was used as a secondary 
antibody, and cells were analysed by imaging flow cytometry (see below) using the 
647 nm laser for excitation.

Membrane fusion assay. A/Victoria/3/75 was labelled with the self-quenching 
dye SP-DiOC18(3) (Molecular Probes). SP-DiOC18(3) was added to 1 ml of virus 
stock in serum-free DMEM (containing approximately 2.5 ×  107 infectious units 
per ml) at a final concentration of 0.2 μ M in a screw-capped Eppendorf tube45. The 
tube was protected from light, incubated while rolling for 1 h at room temperature 
and subsequently stored at − 80 °C or used as required. For the heat-inactivation 
control, virus was kept at 75 °C for 30 min and returned to room temperature 
before labelling. Labelled virus preparations were passed through a 0.45 μ m filter. 
Labelled virus was diluted in serum-free DMEM for infection of CD8- or NCOA7-
expressing A549 monolayers at an MOI of 10. Cells were incubated for 1.5 h after 
infection, harvested with trypsin, fixed with 4% PFA for 10 min and analysed by 
imaging flow cytometry using the 488 nm laser for excitation.

BlaM-Vpr assay for lentiviral entry. The BlaM-Vpr assay has previously been 
described30. Briefly, 2 ×  105 E2-crimson- or NCOA7-expressing U87MG CD4+ 
CXCR4+ cells were plated in 24-well plates the day before infection. Cells were 
mock infected or incubated with increasing amounts of VSV-G-pseudotyped, 
or wild-type Env-carrying, BlaM-Vpr-containing NL4-3/Nef-IRES-Renilla 
viruses (31.2, 62.5 or 125 ng p24) for 3 h. Cells were then washed once in CO2-
independent media and loaded with CCF2-AM substrate (Invitrogen) containing 
development media (CO2-independent media containing 1.6 mM probenecid) for 
2 h at room temperature before 2 washes and incubation at room temperature for 
16 h in development media. Finally, cells were harvested, washed and fixed in 2% 
PFA, before analysis using a FACSCanto II (BD Biosciences).

vRNP import assay. A549 cells were plated and unmodified cells treated with 
bafilomycin A1 as above. Cycloheximide (1 mM) was maintained in the medium 
throughout the experiment. Cells were infected with A/Eng/195/2009 at an 
MOI of 10. The medium was changed at 1 h (as above) and again at 3 h to ensure 
optimal cycloheximide activity. Cells were fixed in 4% PFA at 5 h, then stained 
with anti-nucleoprotein (Hb65) antibody and secondary antibody, as above, using 
Perm/Wash (BD Biosciences) according to the manufacturer’s instructions. DAPI 
staining was used to demarcate the nucleus (0.1 μ g ml−1 for 5 min). Cells were 
analysed by imaging flow cytometry using a 642 nm laser for excitation. For the 
parallel visualization of nuclear vRNP import by confocal microscopy, cells were 
plated on coverslips as described above. Infection conditions were identical, and 
staining and image acquisition were performed as described.

Vesicle acidification and cathepsin activity assays. Transduced A549 cells were 
plated in 6-well plates and treated with 0.1 μ M LysoSensor Green DND-189 
(Molecular Probes) for 1 h, or with 10 μ M LysoSensor Yellow/Blue DND-160 for 
30 min at 37 °C. Cells were subsequently trypsinized, washed and resuspended 
for immediate analysis by imaging flow cytometry. A 488 nm laser was used for 

LysoSensor Green. For LysoSensor Yellow/Blue, a 405 nm laser was used for 
excitation and the ratio of the mean fluorescence intensity of the cells in channels 
420–505 nm and 505–570 nm was measured for the analysis. For analysis by 
confocal microscopy, A549 cells were plated in glass-bottomed dishes and, the 
following day, treated with 1 μ M LysoSensor Green for 1 h. Living cells were 
subsequently washed and visualized using a Nikon A1R confocal microscope and 
488 nm laser. To analyse cathepsin B, L and K activity, the Magic Red reagents 
(ImmunoChemistry Technologies) specific for each of these proteases were 
reconstituted in DMSO and subsequently diluted in distilled H2O to form a 26×  
solution as per the manufacturer’s instructions. Approximately 5 ×  105 transduced 
A549 cells were trypsinized from a 6-well plate and resuspended in 150 μ l medium, 
to which the reagent was added. Cells were incubated for 1.5 h at 37 °C, washed, 
fixed in 2% PFA and analysed by imaging flow cytometry using a 561 nm laser for 
excitation.

Ovalbumin degradation assay. CD8- or NCOA7-expressing cells were plated in 
48-well plates. Cells were incubated in serum-free media containing 250 μ g ml−1 
of DQ-Ova, which emits fluorescence on degradation, or Ova-647 for 1 h at 37 °C 
followed by washing. Ova-647-containing cells were subsequently fixed, whereas 
DQ-Ova-containing samples were incubated for a further 4 h at 37 °C before 
washing and fixation. DQ-Ova and Ova-647 fluorescence were enumerated by flow 
cytometry. DQ-Ova fluorescence at 4 h was normalized by Ova-647 at 1 h to allow 
for any differences in uptake of the reagent.

Imaging flow cytometry and flow cytometry. Cells were processed using an 
Amnis ImageStreamX at 60×  magnification with the indicated excitation laser, in 
addition to the brightfield system, according to the manufacturer’s instructions. 
Amnis IDEAS software was used to analyse the data. The IDEAS automated 
spot-counting wizard, performed on the CD8-expressing population, was used 
to determine the optimal spot-counting algorithm for individual experiments. 
For the nuclear vRNP import assay, spot counting was performed on the ‘mask’ 
(region of interest) demarcated by DAPI staining using a threshold of 40% of the 
maximum DAPI staining intensity. Standard flow cytometry was performed using 
the FACSCanto II (BD Biosciences) or the NovoCyte (Ozyme).

Co-immunoprecipitation and immunoblot analysis. U87MG cells were stably 
transduced with vectors carrying RRL.sin.cPPT.CMV/Flag-NCOA7.WPRE 
or RRL.sin.cPPT.CMV/Flag-E2-crimson-.WPRE and selected with 1 μ g ml−1 
puromycin. Some 15–22 ×  106 cells were washed twice in cold PBS and resuspended 
in lysis buffer (20 mM Hepes-NaOH pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40 and protease 
inhibitor cocktail). The lysates were clarified by centrifugation at 1,000g, for 
10 min at 4 °C and then incubated with Flag-magnetic beads (Life Technologies) 
for 3 h at 4 °C. The beads were washed 5 times and the immunoprecipitated 
proteins eluted using 3×  Flag peptide (150 μ g ml−1; Sigma–Aldrich) for 1.5–2 h. 
Cell lysates and immunoprecipitation eluates were supplemented with sample 
buffer (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% sodium dodecyl sulfate, 5% glycerol, 100 mM 
dithiothreitol and 0.02% bromphenol blue), resolved by sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis and analysed by immunoblotting using primary 
antibodies specific for the Flag epitope (Sigma–Aldrich F3165), tubulin (mouse 
monoclonal DM1A; Sigma–Aldrich T9026), ATP6V1B2 (Proteintech 15097-
1-AP), ATP6V1A (Proteintech 17115-1-AP), ATP6V1E1 (Abcam Ab111733) 
and ATP6V1G2 (Proteintech 25316-1-AP), followed by secondary horseradish 
peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit immunoglobulin antibodies 
and chemiluminescence Clarity or Clarity Max substrate (Bio-Rad). A Bio-Rad 
ChemiDoc imager was used.

Statistical analysis. Statistical significance was determined by two-tailed Mann-
Whitney U-test in Fig. 1g and Supplementary Fig. 2d.

Reporting Summary. Further information on research design is available in the 
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
The datasets generated and/or analysed during the current study are available from 
the corresponding authors on reasonable request.
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The TLDc [Tre2/Bub2/Cdc16 (TBC), lysin motif (LysM), domain catalytic]

domain is associated with oxidation-resistance related functions and is well

conserved among eukaryotes. Seven proteins possess a TLDc domain in

humans, notably proteins belonging to the oxidation resistance protein (OXR),

nuclear receptor coactivator 7 (NCOA7) and TBC1 domain family member 24

(TBC1D24) families. Although the mechanism is unknown, a protective role

of TLDc proteins against oxidative stress, notably in the brain, has been

demonstrated. Neurobiological disorders caused by mutations in the TLDc

domain have also been reported. The human NCOA7 gene encodes several

mRNA isoforms; among these, isoform 4, named NCOA7-AS, is up-regulated by

type 1 interferon in response to viral infection. NCOA7 and NCOA7-AS both

interact with several subunits of the vacuolar proton pump V-ATPase, which

leads to increased acidification of the endolysosomal system and consequently

impairs infection by viruses that enter their host cells through the endosomal

pathway, such as influenza A virus and hepatitis C virus. Similarly to full-length

NCOA7, NCOA7-AS possesses a TLDc domain in its C-terminus. Structures of

TLDc domains have been reported from zebrafish and fly but not from humans.

Here, the expression, purification and crystallization of the TLDc domain from

NCOA7 and NCOA7-AS is reported. The crystal structure solved at 1.8 Å

resolution is compared with previously solved three-dimensional structures of

TLDc domains.

1. Introduction

Nuclear receptor coactivator 7 (NCOA7) belongs to the TLDc

[Tre2/Bub2/Cdc16 (TBC), lysin motif (LysM), domain cata-

lytic] domain-containing family of proteins. In human and

mouse, seven TLDc domain-containing proteins have been

reported, among which are oxidation resistance (OXR)

proteins 1 and 2 and NCOA7 short and long [alternative start

(AS) and full-length (FL), respectively] isoforms (Volkert

et al., 2000; Durand et al., 2007; Finelli & Oliver, 2017).

NCOA7-FL associates with the estrogen receptor and has

been reported to translocate to the nucleus upon estradiol

treatment, where it was suggested to act as a transcriptional

coregulator (Shao et al., 2002). In addition, TLDc domain-

containing proteins have been shown to play a protective role

against oxidative stress, notably in the brain, through an

unknown mechanism (Finelli et al., 2016; Finelli & Oliver,

2017). The short isoform of NCOA7, NCOA7-AS, does not

seem to share this property and is uniquely regulated by type 1

interferon (IFN) via an internal promoter (Yu et al., 2015).

Additional functions have recently been attributed to

NCOA7-AS, which plays a significant role in the IFN-induced

control of influenza A virus (IAV). NCOA7-AS notably

impairs IAV replication in pulmonary cells through the
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regulation of V-ATPase activity (Doyle et al., 2018). As

previously shown for NCOA7-FL (Merkulova et al., 2015),

NCOA7-AS interacts with several subunits of the vacuolar

V-ATPase, the proton pump responsible for endosomal acid-

ification (Doyle et al., 2018). NCOA7-AS and NCOA7-FL

mostly share the TLDc domain, pinpointing a probable role

for this domain in interaction with the V-ATPase. Through an

as yet unelucidated mechanism, this interaction leads to

greater acidification of the endolysosomal system, which

increases antigen degradation and is detrimental to IAV,

possibly by irreversibly affecting the ability of haemagglutinin

to allow fusion with the host cells (Doyle et al., 2018). In line

with this finding, the NCOA7 locus has been shown to be

important for regulation of V-ATPase function. Interestingly,

NCOA7-FL has been shown to interact with the vacuolar

V-ATPase in the brain, which enables the correct assembly

and transport activity of the proton pump (Castroflorio et al.,

2021). Similar to the NCOA7 isoforms, the OXR1 TLDc

protein has also been identified as a V-ATPase partner,

suggesting that regulation of the V-ATPase could be a common

feature of TLDc family members (Merkulova et al., 2015).

Despite these findings, the function of the TLDc domain is not

yet clearly established and it is not known whether this domain

is solely responsible for direct interaction with the V-ATPase.

Mutations in genes encoding TLDc domain-containing

proteins have been reported in several human diseases (Finelli

& Oliver, 2017). Missense mutations in the TLDc domain

found at the C-terminus of the TBC1D24 protein trigger

multiple phenotypes, but seem to be particularly linked to

epilepsy (Falace et al., 2010; Lüthy et al., 2019). Via its TBC

domain in the N-terminus, TBC1D24 regulates synaptic

vesicle trafficking, which is exerted through the capacity of this

domain to interact with small Rab GTPases (Frasa et al.,

2012). However, the function of the TLDc domain of

TBC1D24 remains elusive. Little structural information has

been gathered on proteins harboring a TLDc domain. The

crystal structure of the Skywalker/TBC domain of TBC1D24

has been solved (Fischer et al., 2016) and two studies have

reported crystal structures of the OXR2 and TBC1D24 TLDc

domains from Danio rerio (Blaise et al., 2012) and Drosophila

melanogaster (Lüthy et al., 2019). The determination of the

three-dimensional structure of the TLDc domain from a fly

orthologue of human TBC1D24 enabled the pathological

mutations linked to human epilepsy to be mapped, and it was

proposed that some of these mutations could impair the

stability of the protein (Lüthy et al., 2019), illustrating that

structural data on the TLDc domain could be of help in

deciphering the impact of genetic mutations. However, to

date, no structural information is available for any human

TLDc domain.

In this context, and because of the important roles and

functions of TLDc domain-containing proteins in various

cellular processes and because pathological mutations are

found in this domain in human diseases, we engaged in

structural studies of the human TLDc domain. Here, we report

the crystal structure of the TLDc domain of the human

NCOA7-AS protein at high resolution.

2. Materials and methods

2.1. Gene cloning

The TLDc coding sequence of NCOA7 (encoding amino

acids 54–219) was amplified from pRRL.sin.cPPT.SFFV/

IRES-puro.WPRE.NCOA7 variant 6 (Doyle et al., 2018) using

the primers 50-CGGGGTACCGAGAATCTGTACTTCCA

GGGAATGCGGCCCCACAGCGCGC-30 and 50-AATTA

ATTTACTCGAGTCAATCAAATGCCCACACCTCCAG-30.

The PCR fragment was digested and cloned into KpnI/XhoI-

digested pET-30 Ek/LIC expression vector (Novagen). The

insert is in frame with an S-tag and a His-tag, and a sequence

encoding the Tobacco etch virus (TEV) protease cleavage site

was inserted upstream of the TLDc coding region to enable

tag removal during the purification process.

2.2. Protein expression and purification

The recombinant plasmid pET-30 Ek/LIC::TLDc was

transformed into the Escherichia coli BL21 (DE3) strain

resistant to phage T1 (New England Biolabs, Evry, France)

carrying pRARE2. One colony was used to inoculate an

overnight culture of 500 ml LB medium supplemented with

kanamycin (50 mg ml�1) and chloramphenicol (34 mg ml�1).

This culture was diluted in 10 l LB medium supplemented with

the two antibiotics. The cells were grown at 289 K to an optical

density at 600 nm of 0.8, and protein expression was then

induced with 1 mM isopropyl �-d-thiogalactopyranoside

(IPTG). The culture was grown overnight at 289 K. The cells

were harvested by centrifugation at 8200g for 20 min and were

resuspended in 100 ml buffer A (50 mM Tris–HCl pH 8,

400 mM NaCl, 5 mM �-mercaptoethanol, 40 mM imidazole,

1 mM benzamidine). The cells were disrupted by sonication

and cell debris was removed by centrifugation at 28 000g for

60 min. The supernatant was loaded at 277 K onto Ni–NTA

agarose beads previously equilibrated with buffer A. The

beads were washed twice with buffer B (50 mM Tris–HCl pH

8, 1 M NaCl, 5 mM �-mercaptoethanol, 40 mM imidazole,

1 mM benzamidine) and elution was performed with buffer E

(50 mM Tris–HCl pH 8, 400 mM NaCl, 5 mM �-mercapto-

ethanol, 500 mM imidazole). The eluted protein was incu-

bated with His-tagged TEV protease purified in our

laboratory in a 1:100(w:w) ratio; the cleavage reaction was

performed during dialysis (dialysis-bag cutoff 12–15 kDa)

against 1 l dialysis buffer D (50 mM Tris–HCl pH 8, 100 mM

NaCl, 5 mM �-mercaptoethanol) overnight at 277 K. After

dialysis, the proteins were centrifuged for 20 min at 28 000g

and the supernatant was again loaded at 277 K onto Ni–NTA

agarose beads equilibrated with buffer D. The TLDc domain

without the tag was collected in the flowthrough, concentrated

to 5 mg ml�1 using a Vivaspin column (10 kDa cutoff), loaded

onto a size-exclusion chromatography column (Superdex 75

10/300 GL, GE Healthcare) and eluted with buffer D.

Following this protocol, 1 mg highly pure protein as judged by

a Coomassie Blue-stained denaturing gel was obtained from

1 l culture. Macromolecule-production information is summar-

ized in Table 1.
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2.3. Crystallization

Initial crystallization screening was performed at two

protein concentrations: 4.2 and 10.9 mg ml�1. The vapor-

diffusion method was performed in sitting drops by mixing

0.6 ml protein solution with 0.6 ml reservoir solution using

96-well Swissci MRC plates (Molecular Dimensions, Suffolk,

UK) at 291 K. The commercial Structure 1 + 2 (Molecular

Dimensions), Index, SaltRx and PEGRx screens (Hampton

Research) were assessed. Several hits were obtained and

crystal optimization was performed in Swissci 48-Well MRC

Maxi Optimization Plates. The best diffraction crystals derived

from these optimizations were obtained by mixing 1.5 ml

protein solution at 10.9 mg ml�1 with 1.5 ml reservoir solution

consisting of 0.1 M sodium acetate pH 4.5, 32% PEG 300

(Table 2). The crystals were cryocooled in liquid nitrogen

without any cryoprotection prior to data collection.

2.4. Data collection and processing

X-ray data were collected on the ID30A-1/MASSIF-1

beamline at the European Synchrotron Radiation Facility

(ESRF), Grenoble, France. The data set was recorded on a

PILATUS3 2M detector (Dectris) at a wavelength of 0.965 Å

(12.842 keV) and a crystal-to-detector distance of 190.5 mm.

A total of 934 images were collected with an exposure time of

0.097 s, a rotation range of 0.15� and full beam transmission.

Data were processed, scaled and merged with XDS (Kabsch,

2010) and the data-collection statistics are given in Table 3.

2.5. Structure solution and refinement

The structure was solved by molecular replacement

performed with Phaser (McCoy et al., 2007) from the Phenix

package (Liebschner et al., 2019) using the TLDc structure

from zebrafish (PDB entry 4acj; Blaise et al., 2012) as a search

model. Coot (Emsley et al., 2010) was used for manual

rebuilding, while structure refinement and validation were

performed with the Phenix package. Because of the high

resolution of the data, NCS restraints were not applied during

refinement. The statistics for structure refinement are

displayed in Table 4. Figures were prepared with PyMOL

(http://www.pymol.org).

3. Results and discussion

As NCOA7-AS plays an important function, notably as an

interferon-induced antiviral inhibitor, we aimed to solve its

crystal structure. The 219-amino-acid-long NCOA7-AS can be

divided into two parts: an N-terminal domain (residues 1–53)

followed by the TLDc domain (residues 54–219). We have

performed bioinformatic analyses that predicted the first 53

amino acids to be mainly unfolded, with only the presence of

two �-strands formed by residues 10–15 and 24–28. Despite

numerous efforts, we have so far been unable to purify full-

length NCOA7-AS expressed in E. coli to homogeneity.

NCOA7-AS has a tendency to aggregate and to form large
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Table 1
Macromolecule-production information.

Source organism H. sapiens
DNA source pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.

WPRE.NCOA7 variant 6†
Forward primer‡ 50-CGGGGTACCGAGAATCTGTACTTCCAG

GGAATGCGGCCCCACAGCGCGC-30

Reverse primer§ 50-AATTAATTTACTCGAGTCAATCAAATG

CCCACACCTCCAG-30

Cloning vector pET-30 Ek/LIC
Expression vector pET-30 Ek/LIC
Expression host E. coli BL21 (DE3) transformed with the

pRARE2 plasmid
Complete amino-acid sequence

of the construct produced
MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQH

MDSPDLGTENLYFQGMRPHSALLENMHI

EQLARRLPARVQGYPWRLAYSTLEHGTS

LKTLYRKSASLDSPVLLVIKDMDNQIFG

AYATHPFKFSDHYYGTGETFLYTFSPHF

KVFKWSGENSYFINGDISSLELGGGGGR

FGLWLDADLYHGRSNSCSTFNNDILSKK

EDFIVQDLEVWAFD

Complete amino-acid sequence
of the construct after TEV
cleavage

GMRPHSALLENMHIEQLARRLPARVQGYPW

RLAYSTLEHGTSLKTLYRKSASLDSPVL

LVIKDMDNQIFGAYATHPFKFSDHYYGT

GETFLYTFSPHFKVFKWSGENSYFINGD

ISSLELGGGGGRFGLWLDADLYHGRSNS

CSTFNNDILSKKEDFIVQDLEVWAFD

† Doyle et al. (2018). ‡ Letters in bold indicate the KpnI restriction site and those in
italics indicate the sequence encoding the Tobacco etch virus protease cleavage
site. § Letters in bold indicate the XhoI restriction site.

Table 2
Crystallization.

Method Vapor diffusion in sitting drops
Plate type Swissci 48-Well MRC Maxi Optimization

Plates
Temperature (K) 291
Protein concentration (mg ml�1) 10.9
Buffer composition of protein

solution
50 mM Tris–HCl pH 8, 100 mM NaCl,

5 mM �-mercaptoethanol
Composition of reservoir solution 0.1 M sodium acetate pH 4.5, 32% PEG

300
Volume and ratio of drop 1.5 ml protein solution + 1.5 ml reservoir

solution
Volume of reservoir (ml) 250

Table 3
Data collection and processing.

Values in parentheses are for the outer shell.

Diffraction source ID30A-1, ESRF
Wavelength (Å) 0.965
Temperature (K) 100
Detector PILATUS3 2M
Crystal-to-detector distance (mm) 190.5
Rotation range per image (�) 0.15
Total rotation range (�) 140
Exposure time per image (s) 0.097
Space group P212121

a, b, c (Å) 68.41, 107.06, 146.44
�, �, � (�) 90, 90, 90
Mosaicity (�) 0.048
Resolution range (Å) 44.4–1.8 (1.86–1.80)
Total No. of reflections 518696 (47788)
No. of unique reflections 100055 (9863)
Completeness (%) 99.79 (99.78)
Multiplicity 5.2 (4.8)
hI/�(I)i 10.10 (1.44)
Wilson B factor (Å2) 19.8
Rmeas 0.147 (1.14)
CC1/2 0.997 (0.58)



oligomers as judged by size-exclusion chromatography (SEC).

We therefore alternatively expressed and purified a truncated

form of NCOA7-AS corresponding to the TLDc domain,

hereafter referred to as TLDcHs, using E. coli as an expression

host (Table 2). TLDcHs could be purified using a three-step

chromatography procedure as a very pure and homogeneous

material as attested by SEC (Figs. 1a and 1b).

We could crystallize the domain under several conditions

using commercial screens. Crystallization-condition optimiza-

tion led to rod-shaped crystals with a length of about 100–

150 mm (Fig. 1c), which were obtained in 0.1 M sodium acetate

pH 4.5, 32% PEG 300 (Table 2). A full X-ray data set could be

collected and processed to a resolution of 1.8 Å. The crystals

belonged to the orthorhombic space group P212121, with unit-

cell parameters as indicated in Table 3. The Matthews coeffi-

cient (VM) of 2.2 Å3 Da�1 assumes the presence of 44.5%

solvent and six molecules of TLDc in the asymmetric unit

(Fig. 1d).

The TLDcHs structure was solved by molecular replacement

using the TLDc domain (PDB entry 4acj) from D. rerio

(TLDcDr) as a search model, which shares 62% sequence

identity with its human homologue. Six molecules of TLDcHs

were found in the asymmetric unit, as expected from the VM.

The structure was manually rebuilt and refined to Rwork and

Rfree values of 0.176 and 0.221, respectively, with rather good

geometry, as indicated in Table 4. Most residues could be

rebuilt for the six monomers, except for the first two amino

acids of chain A and the first three residues at the N-terminus

for chains B, C, D, F and E. Gly175 was not modeled in chain

A as well as the glycine stretch ranging from 174 to 176 in

chain F. Residues 146–148 were also disordered in chain F but

were well ordered in the other chains. Analysis of the crystal

packing with the PISA server (Krissinel & Henrick, 2007)

revealed the potential existence of a stable complex made of

three TLDcHs monomers within the asymmetric unit (Fig. 1d).

Nonetheless, our SEC analysis demonstrated that the protein
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Figure 1
Purification and crystallization of the human TLDc domain. (a) Elution
profile of the purified TLDc domain on a Superdex 75 10/300 GL Increase
column. The elution volume of 13.4 ml attests to the presence of a
monomer in solution. (b) Coomassie Blue-stained SDS polyacrylamide
gel electrophoresis of TLDc performed after the last step of purification
by size-exclusion chromatography (10 mg protein; right lane). The left
lane contains molecular-mass markers (labelled in kDa). (c) Crystals of
the TLDc domain obtained in a sitting drop using PEG 300 as a
precipitant. Crystals reached their final size (about 100–200 mm) within
two days. (d) Asymmetric unit composition. Six monomers are present in
the asymmetric unit, forming two superposed stable trimers as predicted
by the PISA server (https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/). Chains A, B and D
and chains C, E and F form the two assemblies.

Table 4
Structure refinement.

Values in parentheses are for the outer shell.

Resolution range (Å) 44.4–1.8 (1.86–1.80)
Reflections used in refinement 100033 (9861)
Reflections used for Rfree 2000 (197)
Rwork 0.176 (0.273)
Rfree 0.221 (0.334)
No. of non-H atoms

Total 9256
Macromolecules 8157
Solvent 1099

Protein residues 984
R.m.s.d., bond lengths (Å) 0.005
R.m.s.d., angles (�) 0.80
Ramachandran favored (%) 97.20
Ramachandran allowed (%) 2.80
Ramachandran outliers (%) 0
Rotamer outliers (%) 0.46
Clashscore 2.44
Average B factor (Å2)

Overall 27.88
Macromolecule 26.83
Solvent 35.64

PDB code 7obp
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Figure 2
Protein sequences and structural comparisons of the TLDc domains. (a) The multiple sequence alignment was performed with ENDscript (Robert &
Gouet, 2014) and adjusted manually. The secondary structures (�, �-helix; �, �-strand, �, 310-helix; TT, turn) of the three TLDc structures extracted from
the crystal structures are indicated above the alignment. The green spheres below the alignment indicate the position of missense mutations that are
found in the TLDc domain of TBC1D24 and are associated with human diseases. (b) Structural comparison of the three TLDc domains from D. rerio
(PDB entry 4acj; left; brown), H. sapiens (PDB entry 7obp; middle; blue) and D. melanogaster (PDB entry 6r82; right; red).



behaves only as a monomer in solution (Fig. 1a), as also

described for the TLDc domain from zebrafish (Blaise et al.,

2012).

The overall structure of TLDcHs is globular and consists of

two �-helices in the N-terminus and ten �-strands forming two

antiparallel �-sheets. The two sheets, organized as a central

pseudo-orthogonal �-sandwich, are made by strands �1, �2,

�3, �4, �5 and �10 and strands �6, �7, �8 and �9, respectively.

The N-terminal part of �10 interacts with �9 and to this extent

contributes to forming the second �-sandwich. The fold is

similar to those of the two previously solved TLDc structures

from D. rerio OXR2 (TLDcDr) and D. melanogaster TBC1D24

(TLDcDm). TLDcHs shares 62% sequence identity with

TLDcDr (Fig. 2a) and the two structures display an r.m.s.d. of

0.7 Å when superposed over 164 C� atoms. Few structural

differences could be observed. TLDcHs does not possess an

�-helix after strand �1 as seen in TLDcDr (Fig. 2b). TLDcHs

and TLDcDm are more distant as they present only 38%

sequence identity (Fig. 2a), and superimposition of the two

structures leads to an r.m.s.d. of 1.1 Å over 144 residues. The

N-terminal sequences are not well conserved in the three

proteins compared with the rest of the sequence, which is

reflected by a few differences at the three-dimensional level.

TLDcDm possesses one extra helix (�2) in the N-terminus that

is not seen in TLDcHs or TLDcDr. Finally, noticeable differ-

ences are found as two extended loops between �3 and �4 and

�5 and �6 in TLDcDm.

Several missense mutations have been reported in the

TLDc domain from TBC1D24 (Table 5) that are linked to

human diseases (Falace et al., 2010; Balestrini et al., 2016;

Wang et al., 2019; Lüthy et al., 2019; Muona et al., 2015;

Uzunhan & Uyanik, 2020; Atli et al., 2018). The three-

dimensional structure of TLDcHs therefore offers the possi-

bility to map these mutations onto the domain. We performed

mapping of these mutations onto TLDcHs (Figs. 2a and 3) and

assessed the conservation of the residues with missense

mutations mapped onto TLDcDm from fly TBC1D24 as

described previously by Lüthy et al. (2019). The pathological

Arg360His or Arg360Leu mutation found in the human

TBC1D24 protein is situated in 310-helix �1; the equivalent

residue in TLDcHs from NCOA7-AS is Arg75. Arg75 is

involved in a salt-bridge interaction with the side chain of the

highly conserved Glu139 (not shown), and mutation(s)

breaking this interaction might therefore destabilize the long

loop spanning between strands �4 and �5 (Figs. 2a and 3). The
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Figure 3
Structural mapping of the pathological mutations found in the human
TLDc domain from TBC1D24. The mutations are reported in the crystal
structures of TLDcHs from NCOA7-AS (a) and TLDcDm from fly
TBC1D24 (b). The human pathological missense mutations reported in
TBC1D24 are indicated in black, while the corresponding residues are in
blue for the TLDcHs structure and in red for the TLDcDm structure.
Residues corresponding to the mutations are shown as yellow spheres.

Table 5
Comparison of the pathological mutations and associated syndromes found in the TLDc domain from human TBC1D24 with the TLDc domain from
D. melanogaster TBC1D24 (red) and the TLDc domain from human NCOA7-AS (blue).

The residues that differ between the TLDc domains are highlighted in bold.

Pathological mutations in the TLDc domain of human TBC1D24
and associated diseases

Residue in
TBC1D24 TLDcDm

Corresponding residue
in NCOA7-AS TLDcHs References

Arg360His/Leu RE-EID (Rolandic epilepsy–writer’s cramp-exercise
induced dystonia), progressive myoclonus epilepsy

Arg425 Arg75 Lüthy et al. (2019), Muona et al.
(2015)

Gly428Arg RE-EID, DOORS (deafness, onychodystrophy,
osteodystrophy and mental retardation syndrome)

Gly496 Gly138 Lüthy et al. (2019), Atli et al. (2018)

Ala500Val RE-EID, focal motor seizures involving the face (with
F229S or S473Rfs*43)

Ala530 Asn163 Lüthy et al. (2019), Balestrini et al.
(2016), Uzunhan & Uyanik (2020)

Gly501Arg RE-EID Ala531 Gly164 Lüthy et al. (2019)
Gly511Arg RE-EID Gly541 Gly174 Lüthy et al. (2019)
Ala515Val RE-EID, familial infantile myoclonic epilepsy, impaired

neurite growth and length (with Asp147His)
Ala545 Gly179 Lüthy et al. (2019), Falace et al.

(2010)



reported Gly428Arg mutation corresponds to Gly138 in

human TLDc and is situated just before strand �4. The Ala500

residue mutated to Val in human TBC1D24 is not conserved in

TLDcHs from NCOA7-AS, where Asn163 is instead found.

Despite this lack of residue conservation, both amino acids are

part of strand �6. Gly501 in TBC1D24 and the equivalent

Gly164 in TLDcHs are also part of strand �6. Mutation(s) in a

structured region such as strand �6 will probably affect the

folding of this strand. The Gly511 residue mutated to Arg

matches Gly174 in TLDcHs and is situated in a loop formed by

a five-glycine stretch between strands �7 and �8. Finally,

Ala515, which has been reported to be mutated to Val in

several studies, is not conserved in TLDcHs as Gly179 is

instead found. Nonetheless, both residues are at the beginning

of strand �8, and these mutations could destabilize the

integrity of this strand. The missense mutations found in the

TLDc domain of human TBC1D24 which are linked to

neurological disorders are all found at structurally conserved

positions. It is indeed clear that the Gly511Arg and Gly501Arg

mutations as well as the Arg360His/Leu, Ala500Val and

Ala515Val mutations could disturb the folding of the TLDc

domain and potentially destabilize the protein because of the

nature of the amino-acid substitution and/or its position in the

structurally conserved regions. This analysis is therefore in

strong agreement with the previously proposed effect on

protein stability of the TLDc domain induced by pathological

mutations found in TBC1D24 (Lüthy et al., 2019).

To conclude, this structural work strongly attests to the high

protein similarity between TLDc domains from vertebrates as

well as, albeit slightly more distantly, that from an arthropod.

Although this was expected from the high sequence identity

that is shared between these proteins, reporting the first crystal

structure of a human TLDc domain is notably of interest

because of the versatile roles of TLDc proteins and also

because pathological mutations affect this domain.
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ABSTRACT Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the
etiologic agent of coronavirus disease 19 (COVID-19), which ranges from mild respi-
ratory symptoms to acute respiratory distress syndrome, and death in the most
severe cases. Immune dysregulation with altered innate cytokine responses is
thought to contribute to disease severity. Here, we characterized in depth host
cell responses against SARS-CoV-2 in primary human airway epithelia (HAE) and
immortalized cell lines. Our results demonstrate that primary HAE and model cells
elicit a robust induction of type I and III interferons (IFNs). Importantly, we show
for the first time that melanoma differentiation-associated protein 5 (MDA-5) is
the main sensor of SARS-CoV-2 in lung cells. IFN exposure strongly inhibited viral
replication and de novo production of infectious virions. However, despite high
levels of IFNs produced in response to SARS-CoV-2 infection, the IFN response
was unable to control viral replication in lung cells, contrary to what was previ-
ously reported in intestinal epithelial cells. Altogether, these results highlight the
complex and ambiguous interplay between viral replication and the timing of IFN
responses.

IMPORTANCE Mammalian cells express sensors able to detect specific features of
pathogens and induce the interferon response, which is one of the first lines of
defense against viruses and helps in controlling viral replication. The mechanisms
and impact of SARS-CoV-2 sensing in lung epithelial cells remain to be deciphered.
In this study, we report that despite a high production of type I and III interferons
specifically induced by MDA-5-mediated sensing of SARS-CoV-2, primary and immor-
talized lung epithelial cells are unable to control viral replication. However, exoge-
nous interferons potently inhibited replication if provided early upon viral exposure.
A better understanding of the ambiguous interplay between the interferon response
and SARS-CoV-2 replication is essential to guide future therapeutic interventions.

KEYWORDS MDA-5, SARS-CoV-2, interferon, lung epithelial cells, primary human
airway epithelia, sensing

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is responsible for the
current coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic. This virus emerged in

China in 2019 (1, 2) and has since dramatically spread across the world. SARS-CoV-2
has caused more than 1,658,000 deaths worldwide, an undeniable pressure on health
systems, general lockdowns in many countries, and a global economic crisis. SARS-
CoV-2 is related to the highly pathogenic SARS-CoV-1, which caused an outbreak in
2002 to 2003 in Asia (3–5), and Middle East Respiratory Syndrome coronavirus (MERS-
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CoV), discovered in 2012 (6). COVID-19 has many of the hallmarks of SARS-CoV disease,
including fever, breathing difficulty, acute respiratory distress syndrome (ARDS), and
death in the most severe cases (7). Four other coronaviruses infect humans and cause
common colds every winter; these are the human coronaviruses (HCoV)-229E, -OC43,
-NL63, and -HKU1.

SARS-CoV-2 is an enveloped virus with a positive-stranded RNA genome belonging
to the genus Betacoronavirus. SARS-CoV-2 mainly replicates in the respiratory tract, but
can also replicate in the gastrointestinal tract (8). Similarly to SARS-CoV-1 and HCoV-
NL63, SARS-CoV-2 entry into target cells is mediated by angiotensin converting
enzyme 2 (ACE2) (1, 9–11). Cellular transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2) is
employed for spike (S) protein priming at the plasma membrane (10, 12). Cathepsins
are also involved in S cleavage and fusion peptide exposure upon entry via an endo-
cytic route (13–15).

Viral infections are detected through recognition of pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) by pattern recognition receptors (PRRs). PRRs include membrane-
associated Toll-like receptors (TLR) and cytosolic retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-
like receptors (i.e., RIG-I and melanoma differentiation associated gene [MDA]-5). The
murine coronavirus mouse hepatitis virus (MHV) is sensed both by RIG-I and MDA-5 in
epithelial cells, with a critical role for the latter in vivo (16–19). However, the role of
known PRRs in SARS-CoV-2 sensing in epithelial cells has yet to be elucidated.

PRR activation leads to the production of type I and III interferons (IFNs), proinflam-
matory cytokines, and chemokines, which act in a paracrine and autocrine manner.
IFNs constitute one of the first lines of defense against viral infections through the reg-
ulation of hundreds of interferon-stimulated genes (ISGs), which induce an antiviral
state in infected and neighboring cells (20). Type I and III IFN treatments efficiently in-
hibit the replication of SARS-CoVs and MERS-CoV in vitro and in vivo (21–33). However,
SARS-CoV-2 has been shown to dampen type I and III IFN induction and subsequent
expression of ISGs (26, 29, 30). In vivo, the recruitment of proinflammatory cells was de-
pendent on type I IFN signaling upon SARS-CoV-2 infection in mice, but viral clearance
was not (29). Robust replication of SARS-CoV-1 in mice was associated with a delayed
type I IFN signaling, which was linked to inflammatory responses and lung immunopa-
thology (34). Type I IFN administration at early stages upon infection protected mice
from the disease, but impairment of type I IFN signaling at later stages had the same
effect, suggesting that IFNs might be more deleterious than beneficial in mice infected
with SARS-CoV. In contrast, in COVID-19 patients, a highly impaired type I IFN response
seemed to characterize the most severe cases, in parallel with an exacerbated produc-
tion of proinflammatory cytokines (35, 36). Moreover, neutralizing auto-antibodies
against type I IFNs were found in at least 10% of patients with life-threatening COVID-
19 cases, as opposed to 0.33% in healthy individuals (37). Furthermore, 3.5% of the crit-
ically ill COVID-19 patients carried inborn errors in genes involved in the type I IFN
pathway, such as TLR3, IRF7, or IFNAR1 (38). Another recent study also linked genetic
variants with severe illness, in particular in TYK2 and IFNAR1 (39). Taken together, this
highlights a critical role for IFNs in COVID-19 disease severity and the importance of
better understanding the interplay between SARS-CoV-2 and the IFN system.

Here, we aimed to characterize host cell responses to SARS-CoV-2 infection and the
role of IFNs in the control of viral replication, using primary human air-liquid airway
epithelia (HAE) cultures and immortalized model cell lines. First, we showed that pri-
mary HAE cells, which supported high levels of SARS-CoV-2 replication, were capable
of sensing this virus, with a potent induction of type I and III IFN genes and production
of these cytokines in their basal medium. However, this response arrived late upon viral
exposure. The naturally permissive Calu-3 lung cell line recapitulated IFN induction
upon SARS-CoV-2 exposure, which validated the use of this model cell line to study vi-
ral replication and induction of innate immunity. ACE2-transduced, lung A549 and in-
testinal Caco-2 cell lines were also able to detect SARS-CoV-2 virus, albeit with different
efficiencies. Interestingly, all these cell types could inhibit SARS-CoV-2 replication to
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different levels upon type I IFN pre-exposure. Using Calu-3 cells, we further showed
that MDA-5 was the main innate immune sensor of SARS-CoV-2 in these epithelial cells.
Finally, we demonstrated that type I and III IFN production elicited by SARS-CoV-2
infection was unable to inhibit replication, supporting the idea that the timing of IFN
exposure is key to controlling replication.

RESULTS
SARS-CoV-2 replicates efficiently in primary HAE cells while triggering type I

and type III IFN responses. In order to analyze host cell responses to SARS-CoV-2 infec-
tion in physiological targets, primary HAE cells were incubated or not with SARS-CoV-2
on the apical side. Viral replication was analyzed at the indicated time points, by monitor-
ing the copy number of RNA polymerase RNA-dependent (RdRp) RNAs in cells by real-
time quantitative PCR (RT-qPCR) (Fig. 1A and G). As shown previously (40), these primary
cells were highly permissive to SARS-CoV-2 replication. Immunofluorescence analyses
confirmed detection of double-stranded RNA in SARS-CoV-2-infected HAE cells, but not in
noninfected cells (Fig. 1B). Cytokine production was measured in the basal medium at 72
h postinfection using the human antivirus response panel LEGENDplex (Fig. 1C and D). A
strong IFN response was observed, with a substantial production of type I (IFN-b) and
type III (IFN-l1 and 2/3) IFNs. An important induction of CXCL10 (IP-10) production was
also observed, along with a more modest induction of interleukin 6 (IL-6), IL-8, and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) proinflammatory cytokines. Next, an RT2 profiler analysis
using the antiviral response panel was performed at 72 h postinfection (Fig. 1E and F). As
expected, IFNB and other genes belonging to the IFN system (e.g., STAT1, TICAM1, TLR3,
TLR7, TLR8, DDX58, IRF7, as well as antiviral effector ISGs, such as OAS2 and MX1) were
confirmed to be upregulated. Interestingly, a potent induction of the inflammasome
genes NLRP3 and MEFV (encoding Pyrin/TRIM20) was also observed, as well as CXCL10,
CXCL11, CCL3, and CCL5 chemokine induction. Of note, HAE cells from nasal, tracheal, and
bronchial origins behaved in a globally similar manner with respect to their responses to
infection (Fig. 1D and F). Finally, an RT-qPCR experiment confirmed an important induc-
tion of IFNB1, IFNL1, and L2 and parallel induction of prototype ISGs at 48 h and 72 h post-
infection, but this was not observed at 24 h (Fig. 1G).

Calu-3 cells recapitulate the global responses to SARS-CoV-2 observed in HAE
cells. Next, a number of immortalized, epithelial human cell lines were tested for their
ability to support viral replication compared to simian Vero E6 cells (Fig. 2). Calu-3
(lung adenocarcinoma), Caco-2 (colorectal adenocarcinoma) (both known to express
ACE2 and TMPRSS2 and be permissive to SARS-CoV-2) (41) were used in parallel to
A549 (epithelial, lung carcinoma) genetically modified to express ACE2, together with
TMPRSS2 or not. Caco-2 cells were also modified to express higher levels of ACE2, or
ACE2 and TMPRSS2 in combination. The cells were infected with SARS-CoV-2 and lysed
48 h later to measure viral replication using RdRp RT-qPCR. Calu-3, Caco-2-ACE2, and
A549-ACE2 cells supported SARS-CoV-2 replication to a similar extent (Fig. 2) and were
therefore selected for further studies.

Responses to infection were then evaluated in Calu-3 cells. The cells were infected
at the indicated multiplicities of infection (MOIs) and replication efficiency was
assessed by RdRp RT-qPCR (Fig. 3A). Whereas replication efficiency increased concomi-
tantly with the viral input at 24 h, a plateau was reached at 48 h. Type I and III IFN
production in supernatants from infected Calu-3 cells was assessed using HEK-Blue
IFN-a/b and IFN-l reporter cell lines, respectively (Fig. 3B and C). This showed an im-
portant induction of both types of IFNs by SARS-CoV-2 infection, reminiscent of what
was observed with primary HAE cells (Fig. 3B and C, Fig. 1C). Cytokine production in
Calu-3 supernatants was next measured using the human antivirus response panel
LEGENDplex (Fig. 3D). A very similar response to that seen in HAE cells was observed,
with a high induction of IFN-b , IFN-l1, IFN-l2/3, CXCL10, and a slight induction of IL-6
and TNF-a (Fig. 3D and 1C). RT2 profiler and RT-qPCR analyses confirmed a globally
similar response of Calu-3 cells to SARS-CoV-2 infection compared to HAE cells (Fig. 3E
and F, compared to Fig. 1E to G), with a high induction of IFNB1 and IFNL2 and a
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FIG 1 Primary human airway epithelial host cell responses to SARS-CoV-2 infection. (A) Human HAE cells (MucilAir, Epithelix) were
noninfected (N.I.) or incubated with SARS-CoV-2 on the apical side at MOIs of 0.01 and 0.1 for 2 h. Cells were harvested and lysed for

(Continued on next page)
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moderate induction of ISGs. High and moderate induction levels of IFNB1, IFNL2, and
prototype ISGs ISG15 and MX1 were observed upon SARS-CoV-2 replication in A549-
ACE2 and Caco2-ACE2 cells, respectively, despite high levels of replication in both
cases (Fig. 4A and B).

Having established that SARS-CoV-2-infected cells produced large amounts of IFN,
we sought to identify the PRR(s) responsible for sensing the virus. Typically, coronavi-
ruses are sensed via RIG-I and/or MDA-5 PRRs (16, 19), which then signal through
mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS). We therefore used CRISPR/Cas9 to
generate RIG-I, MDA-5, or MAVS knockout (KO) cell populations in parallel to control KO
populations (CTRL, i.e., expressing nontargeting single guide RNAs [sgRNAs]).
Immunoblot analyses showed a very good KO efficiency in the different populations
(Fig. 5A). The KO cells were then challenged with SARS-CoV-2 and their ability to pro-
duce type I and III IFNs in their supernatants upon infection was evaluated using HEK-
Blue IFN-a/b and IFN-l reporter cells, respectively (Fig. 5B and C). We observed that
MDA-5 and MAVS depletion, but not RIG-I depletion, drastically impacted the amounts
of type I and type III IFNs produced, demonstrating that in Calu-3 lung epithelial cells,
SARS-CoV-2 sensing mainly occurred through MDA-5.

In agreement with previous studies (31, 42, 43), we then observed that a 16-h pre-
treatment with increasing doses of type I IFN proportionally limited SARS-CoV-2 repli-
cation in Vero E6 cells, with the best dose being 1,000 U/ml (Fig. 6A and B).
Interestingly, preexposure of HAE and Calu-3 cells with 1,000 U/ml IFN potently
decreased SARS-CoV-2 RNA amounts in infected cells (by 1.5 to 2 logs) and the produc-
tion of infectious viruses (by several orders of magnitude; Fig. 7A, B, E, and F).
Immunofluorescence staining failed to detect double-stranded RNA (dsRNA) in SARS-
CoV-2-infected cells following IFN pretreatment in HAE cells, contrary to what was
observed in nontreated cells (Fig. 7C). Immunoblot analysis showed a potent inhibition
of nucleocapsid (N) and spike expression, concomitant with ISG induction, in Calu-3
cells (Fig. 7D). Intracellular spike staining in infected Calu-3 cells confirmed a 10-fold
decrease in the percentage of infected cells following IFN preexposure (Fig. 7G). Of
note, type I IFN pretreatment had also a very strong impact on SARS-CoV-2 infection in
A549-ACE2 cells, but a milder effect in Caco-2-ACE2 cells (Fig. 8), as seen with viral RNA
quantification by RT-qPCR (Fig. 8A and B), intracellular spike staining (Fig. 8C and D),
and immunoblot analyses (Fig. 8E and F).

A striking observation here was that the concentration of type I IFN used for pre-
treatment, which was highly inhibitory in HAE and Calu-3 cells, was actually similar to
what was naturally produced by these cells upon infection (Fig. 1C, Fig. 3B and D).
However, high levels of replication were observed in these cell types in the absence of
exogenous IFN treatment. We therefore hypothesized that the IFN produced during
the course of infection did not have an impact on replication. Indeed, we observed
that MDA-5 and MAVS KO in Calu-3 cells did not positively impact viral production, de-
spite abolishing IFN production (Fig. 9A, Fig. 5B and C). In order to confirm this, we

FIG 1 Legend (Continued)
RNA extraction and RT-qPCR analysis using RdRp primers and probe at 48 h and 72 h postinfection. (B) Human HAE cells were N.I. or
incubated with SARS-CoV-2 on the apical side at MOI 0.1 for 2 h. After 48 h, cells were stained for actin with phalloidin (magenta)
and an anti-double-stranded RNA antibody (green). Representative images, acquired with an LSM880 Airyscan microscope, are shown;
scale bar 10mm. (C) Human HAE cells were N.I. or incubated with SARS-CoV-2 (MOI 0.1), as in (A). Cytokine concentrations in the
basal medium were measured using the human antivirus response panel LEGENDplex at 72 h after infection (top), and the heat map
(bottom) represents the fold difference in cytokine concentrations (log2 scale) in basal media from infected compared to N.I. cells. (D)
Data from human antivirus response panel LEGENDplex as performed in (C), with supernatants from cells of nasal, tracheal, and
bronchial origins. (E) An antiviral response RT2 profiler PCR array analysis was performed using the RNAs from (A) extracted at 72 h
(N.I. and MOI 0.1). Relative expression is shown for the indicated genes. (F) Data from antiviral response RT2 profiler PCR array analysis
as in (D) obtained with RNAs from HAE cells of nasal, tracheal, and bronchial origins. (G) Human HAE cells were mock infected (N.I.) or
incubated with SARS-CoV-2 on the apical side at MOI 0.01 for 2 h, harvested at the indicated time points, and lysed for RNA
extraction and RT-qPCR. Differential ISG expression was measured using the indicated taqmans, and data were normalized to both
ActinB and GAPDH (left y axis), while viral replication was analyzed using RdRp primers and probe (right y axis). The light blue line
(sets at 1) indicates no change in cytokine production or in gene expression (D, E, F, and G). The means of four (A), three (C to F), or
six (G; apart from the 24-h time point, for which n= 3) independent experiments are shown, with error bars representing the standard
deviation (SD).
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used CRISPR/Cas9 to disrupt genes belonging to the common signaling pathway for
type I and III IFNs, rather than the distinct type I and III IFN receptors. Hence, we gener-
ated IRF9 and control (CTRL) KO Calu-3 cell populations and observed that IRF9 KO did
not substantially improve SARS-CoV-2 replication (Fig. 9B), whereas the KO cells were
no longer able to induce prototype ISG expression following IFN treatment (Fig. 9C).
Similar data were obtained in JAK1 knockout A549-ACE2 cells that were similarly
unable to respond to IFN (Fig. 9D and E). In line with these results, we observed that,
contrary to preexposure, exogenous IFN exposure 24 h postinfection in Calu-3 cells did
not have an impact on SARS-CoV-2 replication efficiency (Fig. 9F). Moreover, when
added as early as 8 h postinfection, IFN treatment had an impact only at the lowest
MOIs used (Fig. 9F). In conclusion, these data showed that the IFN naturally produced
upon SARS-CoV-2 replication could only have a minimal impact, if any, on SARS-CoV-2
replication.

DISCUSSION

Here, we confirmed the potent induction of innate responses following infection of
primary, air-liquid HAE cultures with SARS-CoV-2 (40), with an important but somewhat
late induction of type I and III IFNs. In contrast to our results, a lack of IFN response in
HAE cells exposed to SARS-CoV-2 was recently reported (44). Of note, viral production
in the HAE model we used was several magnitudes of order higher than what was
reported in the other study (up to 107 PFU/ml, Fig. 7B, in comparison to ;2 to 3 � 102

PFU/ml) (44), which could easily explain the observed difference in sensing. A lack of
IFN induction was also reported upon SARS-CoV-2 infection of normal human bron-
chial epithelial (NHBE) cells (26). However, in this study, only 0.1% of total deep
sequencing reads were from the virus in NHBE, which was a percentage highly similar
to what was observed in wild-type A549 cells (26), known to be refractory to replica-
tion because of the lack of ACE2 expression. This strongly suggested poor replication
efficiency in this particular model, again explaining the lack of sensing. In support of
our data, and in addition to the aforementioned previous report in HAE cells (40), an
IFN induction has also been reported in human intestinal organoids (32, 45).

Using model cell lines, we notably showed that naturally permissive, lung epithelial

FIG 2 Replication of SARS-CoV-2 in genetically modified human cell lines. Caco-2 and A549 cells were
transduced or not with lentiviral vectors to stably overexpress either ACE2 or ACE2 together with
TMPRSS2. The indicated (unmodified and modified) cell lines were infected with SARS-CoV-2 at MOI
0.05 and lysed 48 h later for RNA extraction and RdRp RT-qPCR analysis. A representative experiment
(with technical triplicates) is shown.
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FIG 3 Calu-3 model cell line responses to SARS-CoV-2 infection. (A) Human Calu-3 cells were N.I. or incubated with SARS-CoV-2 at the
indicated MOIs. Cells were harvested and lysed for RNA extraction and RdRp RT-qPCR analysis. (B and C) Cell supernatants from (A) were

(Continued on next page)
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Calu-3 cells were a good model for innate immune responses to SARS-CoV-2 infection,
with a similar pattern of innate immunity gene induction and proinflammatory cyto-
kine production to what we observed in HAE cells. In addition to IFNs, SARS-CoV-2
infection induced the production of the CXCL10 chemokine and the proinflammatory
cytokines TNF-a and IL-6 in both cell types (and, in HAE only and to a lower extent, IL-
8), but no production of IL-1b , consistent with observations in COVID-19 patient sam-
ples (46). Interestingly, at the RNA level, a potent induction of inflammasome-related
genes (i.e., NLRP3 and MEFV) was observed. It will be of high interest to further explore
the potential regulation of the inflammasome by SARS-CoV-2 and determine whether
it is activated and, if that were the case, why there is no IL-1b production by the
infected cells.

In agreement with an important role of MDA-5 in host responses to MHV infection
in mice (19), CRISPR/Cas9 KO approaches showed that MDA-5 was the main sensor for
SARS-CoV-2 in Calu-3 lung epithelial cells, with no impact of RIG-I in this particular
model. While the manuscript was being reviewed, MDA-5 was also reported by the
Chanda lab to be the main sensor of SARS-CoV-2 in Calu-3 cells, confirming our data
(47). Whether MDA-5 is also the main sensor in HAE cells remains to be determined,
but it has so far proven difficult to genetically modify these primary cells.

As reported previously in cell lines and in models of primary bronchial epithelial,
air-liquid cell cultures (26, 30, 31, 48, 49), we confirmed that type I IFN pretreatment
potently inhibited SARS-CoV-2 replication in primary HAE cells and lung cell lines.
However, in the absence of IFN pretreatment and despite an important amount of
endogenous IFNs produced upon infection in HAE cells, SARS-CoV-2 replication was
highly efficient in these cells. Similar data were obtained in Calu-3 cells, despite an
earlier IFN response than in HAE cells. This suggested that IFNs were produced too
late to efficiently prevent replication, as proposed in another study (30), and/or did
not efficiently induce ISG expression. In agreement with this, we observed that
knocking out genes essential for type I and III responses (e.g., IRF9 or JAK1) had no

FIG 3 Legend (Continued)
harvested at the indicated time points and type I (B) or type III (C) IFN concentrations were measured using HEK-Blue IFN-a/b and IFN-l
reporter cells, respectively. (D) Cell supernatants from (A) were harvested and cytokine concentrations were measured using the human
antivirus response panel LEGENDplex at 24 h and 48 h. Concentrations are shown (top), and the fold difference in cytokine concentration in
supernatants from infected compared to N.I. cells is represented as a heat map (bottom; log2 scale). (E) An antiviral response RT2 profiler PCR
array analysis was performed using the RNAs from (A) extracted at 48 h (MOI 0.005). (F) Relative expression levels of the indicated IFN genes
and ISGs were analyzed by RT-qPCR analysis at the indicated time points using both ActinB and GAPDH for normalization. The means of four
(A and F) or three (B to E) independent experiments are shown, with error bars representing the SD from the mean.

FIG 4 A549-ACE2 and Caco-2-ACE2 model cell line responses to SARS-CoV-2 infection. (A and B) Human A549-ACE2 (A) and Caco-2-ACE2 (B) cells were
noninfected or incubated with SARS-CoV-2 at the indicated MOIs. Cells were harvested and then lysed for RNA extraction. Relative expression levels of the
indicated IFN genes and ISGs were analyzed by RT-qPCR using both ActinB and GAPDH for normalization (left y axis), while viral replication was analyzed
using RdRp primers and probe (right y axis). The means of three independent experiments are shown, with error bars representing the SD from the mean.
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beneficial impact on replication in model lung cell lines, contrary to what was
reported in intestinal epithelial cells (32). Indeed, in the latter, a critical role for type
III IFNs in replication control was observed and this dramatically highlights differen-
ces in the importance of IFN between different target cell types, which we propose
are most likely due to different kinetics of IFN production. Moreover, in lung cells,
postinfection addition of large amounts of exogenous type I IFN had no real impact
on replication (even as early as 8 h postinfection, when a high MOI was used), sup-
porting the idea that the timing of IFN exposure is key to controlling replication. In
line with this, SARS-CoV-2 efficiently dampens IFN responses and ISG induction
through several mechanisms (18, 30, 50–52). Indeed, nsp1, nsp6, nsp13, ORF3a, M,
ORF7a, and ORF7b inhibit STAT1/2 phosphorylation and STAT1 nuclear transloca-
tion is inhibited by ORF6. Nonetheless, numerous clinical trials are currently evalu-
ating the impact of IFN therapy on COVID-19 patients and should shed light on
whether exogenous IFN could be useful in this context. Of note, a substantial pro-
portion of patients with severe diseases may well be unresponsive to such treat-
ments, due to the presence of anti-IFN autoantibodies or inborn mutations in genes
belonging to the IFN pathway, such as IFNAR1 (37, 38). This highlights the impor-
tance of identifying the IFN-induced antiviral effectors, which are so potently active

FIG 6 Inhibition of SARS-CoV-2 replication by type I IFN in Vero E6 cells. (A and B) Vero E6 cells were pretreated or not
with increasing concentrations of type I IFN, as indicated, for 16 h prior to SARS-CoV-2 infection at MOI 0.0005. After 72 h,
the cells were lysed and the supernatants collected, then the RNAs were extracted and viral replication was monitored in
cells (A, left panel) and viral production in the supernatants (B, left panel) by RdRp RT-qPCR. The fold inhibition by IFN is
shown (A and B, right panels). The means of three independent experiments are shown, with error bars representing the
SD from the mean.

FIG 5 MDA-5 is the main sensor of SARS-CoV-2 in Calu-3 model cells. Calu-3-Cas9 cells were transduced with lentiviral vectors
expressing CRISPR nontargeting single-guide RNAs (sgRNAs) (Ctrl #1 and Ctrl #2) or sgRNAs targeting RIG-I, MDA-5, or MAVS, and
selected for 2weeks. (A) Expression levels of RIG-I, MDA-5, and MAVS were assessed in the different populations by immunoblotting,
where actin served as a loading control (a representative immunoblot is shown). (B and C) Cells were challenged with SARS-CoV-2 at
MOI 0.05 and their supernatants harvested at 24 h and 48 h postinfection. Concentrations of type I (B) and type III (C) IFNs produced
in the supernatants were analyzed using HEK-Blue IFN-a/b and IFN-l reporter cells, respectively. The means of three independent
experiments are shown, with error bars representing the SD from the mean.
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FIG 7 Inhibition of SARS-CoV-2 replication by type I IFN pretreatment in primary HAE cells and immortalized Calu-3 cells. (A) Human HAE cells (nasal, tracheal, or
bronchial, as indicated) were pretreated or not with type I IFN for 20 h, and N.I. or incubated with SARS-CoV-2 on the apical side at MOI 0.1 for 1 to 2 h. Cells
were harvested at 72 h postinfection, then lysed for RNA extraction and RdRp RT-qPCR analysis. (B) Plaque assays were performed on washes of the apical side of
the HAE cells from (A) at 24 h, 48 h, and 72 h to determine the number of PFU per ml of supernatant (gray dotted line = detection threshold). (C) Human HAE
cells were pretreated or not with IFN for 20 h, and N.I. or incubated with SARS-CoV-2 on the apical side at MOI 0.1 and 0.25 for 2 h. After 48 h, cells were
stained for actin with phalloidin (magenta) and an anti-double-stranded RNA antibody (green). Representative images, acquired with an LSM880 Airyscan
microscope, are shown; scale bar 10mm. D. Calu-3 cells were pretreated or not with IFN for 16 to 20 h, the cells were N.I. or incubated with SARS-CoV-2 at the
indicated MOIs, and lysed 24 h postinfection for immunoblot analysis of SARS-CoV-2 nucleoprotein (N) and spike, and IFITM3, RIG-I, MX1, and actin expression
levels. A representative immunoblot is shown. (E) Human Calu-3 cells were pretreated or not with IFN, and infected as in (D). Cells were harvested and lysed for
RNA extraction and RdRp RT-qPCR analysis. (F) Production of infectious viruses in supernatants from (E) was determined by plaque assays. (G) Calu-3 cells were
pretreated or not with IFN and infected as in (D), and cells were stained with an anti-spike antibody. The percentage of spike positive (1) cells was scored by
flow cytometry. The means of three (A and B) or four (E to G) independent experiments are shown, with error bars representing the SD from the mean.
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against SARS-CoV-2, in order to potentially guide future, targeted therapeutic
interventions.

MATERIALS ANDMETHODS
Plasmids and constructs. The pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE lentiviral vector has been described

(53). Human ACE2 (NM_021804) and TMPRSS2 variant 1 (herein called TMPRSS2v1; NM_001135099) were

FIG 8 Inhibition of SARS-CoV-2 replication by type I IFN in A549-ACE2 and Caco-2-ACE2 cells. Human A549-
ACE2 (A, C, and E) and Caco-2-ACE2 (B, D, and F) cells, as indicated, were pretreated or not with IFN for 16 to
20 h, then the medium was replaced and cells were mock infected (N.I.) or incubated with SARS-CoV-2 at the
indicated MOIs. (A and B) Cells were harvested and lysed for RNA extraction and RT-qPCR analysis using RdRp
primers and probe. (C and D) Cells were fixed with PFA, permeabilized, and stained with an anti-spike antibody
conjugated to an Alexa fluorochrome. The percentage of spike(1) cells was scored by flow cytometry. (E and F)
Cells were lysed for immunoblot analysis of SARS-CoV-2 nucleoprotein (N) and spike, IFITM3, RIG-I, and MX1
ISG expression levels. Actin serves as a loading control. Representative immunoblots are shown. Of note, MX1
was not detected in Caco-2-ACE2 cell lysates. The means of three independent experiments are shown (A to
D), with error bars representing one standard deviation (SD) from the mean.
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FIG 9 IFN production upon SARS-CoV-2 replication does not protect Calu-3 and A549-ACE2 cells against
infection. (A) CTRL, RIG-I, MDA-5, and MAVS Calu-3 knockout (KO) cells were infected with SARS-CoV-2 at MOI
0.05 (as in Fig. 5B and C) and viral production was measured 48 h later by plaque assays on Vero E6 cells. (B)
CTRL and IRF9 Calu-3 KO cells were generated and selected. Cells were infected with SARS-CoV-2 at the
indicated MOIs and viral replication was evaluated 48 h later by RdRp RT-qPCR. (C) CTRL and IRF9 KO cells
were pretreated or not with IFN for 48 h, lysed, and the expression levels of IFITM3, RIG-I, MX1, and actin were
analyzed by immunoblotting. (D) CTRL and JAK1 A549-ACE2 knockout cells were generated and selected. Cells
were infected with SARS-CoV-2 at MOI 0.0005 and viral replication was measured 48 h later using RdRp RT-
qPCR. (E) CTRL and JAK1 A549-ACE2 knockout cells were pretreated or not with IFN for 48 h, lysed, and the
expression levels of IFITM3, RIG-I, and MX1 were analyzed by immunoblotting, with actin serving as a loading
control. (F) Calu-3 cells were infected with SARS-CoV-2 at the indicated MOIs after a 24-h pretreatment with

(Continued on next page)
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amplified using the SuperScript III one-step RT-PCR system with Platinum Taq (Invitrogen) from 500ng
RNA obtained from 293T cells and Caco-2 cells, using primers 59-AATTAATTTAGCGGCCGCATGTCA
AGCTCTTCCTGGCTCC-39 and 59-AATTAATTTACTCGAGCTAAAAGGAGGTCTGAACATCATCAGTG-39; and
59-AATTAATTTAGCGGCCGCATGCCCCCTGCCCCGCC-39 and 59-AATTAATTTACTCGAGTTAGCCGTCTGC
CCTCATTTGTC-39, respectively, and digested by NotI and XhoI. Human ACE2 was inserted into NotI-
XhoI-digested pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE to generate pRRL.sin.cPPT.SFFV/ACE2.IRES-puro.
WPRE (Addgene 145839). The IRES-puromycinR cassette was removed by XhoI-SalI digestion and ei-
ther replaced by nothing, to generate pRRL.sin.cPPT.SFFV/ACE2.WPRE (Addgene 145842), or by an
IRES-neomycinR cassette, to generate pRRL.sin.cPPT.SFFV/ACE2.IRES-neo.WPRE (Addgene 145840),
or by an IRES-hygromycin R cassette, to generate pRRL.sin.cPPT.SFFV/ACE2.IRES-hygro.WPRE
(Addgene 145841), respectively. These cassettes were obtained by overlapping PCR using primers
59-AATTAATTCTCGAGGTTAACGAATTCCGCCC-39 and 59-GTTCAATCATGGTTGTGGCCATATTATCATCG
TGTTTTTC-39; and 59-ATATGGCCACAACCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC-39 and 59-TATATA
TTAGTCGACTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAG-39 on the ECMV IRES sequence and the neomy-
cin resistance gene (amplified using pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE and pcDNA3.11, respec-
tively), and using primers 59-AATTAATTCTCGAGGTTAACGAATTCCGCCC-39 and AGGCTTTTTCATGGTT
GTGGCCATATTATCATCGTGTTTTTC-39; and 59-ATATGGCCACAACCATGAAAAAGCCTGAACTCACCGC-39
and 59-TTAATTAATTGTCGACCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTG-39 on the ECMV IRES sequence and
the hygromycin resistance gene (amplified using pAHM) (54), respectively. Human TMPRSS2 was
cloned into NotI-XhoI-digested pRRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-neo.WPRE to generate pRRL.sin.cPPT.SFFV/
TMPRSS2v1.IRES-neo.WPRE (Addgene 145843). Of note, a mutation (G8V) is present on the cloned
CDS of TMPRSS2v1 but this does not seem to impact functionality (not shown).

The pLX_311-Cas9 and LentiGuide-Puro vectors were gifts from John Doench and Feng Zhang,
respectively (55, 56) (Addgene 96924 and 52963) and we have described before the LentiGuide-Neo,
LentiGuide-Neo-CTRLg1 and g2 (53) (Addgene 139449, 139450, and 139451). Guide RNA-coding oli-
gonucleotides were annealed and ligated into BsmBI-digested LentiGuide-Neo vector, as described
(Addgene). The gRNA coding sequences used were as follow: gRIG-I 59-GGGTCTTCCGGATATAATCC;
gMDA-5 59-TGGTTGGACTCGGGAATTCG; gMAVS 59-AGGTGGCCCGCAGTCGATCC; gIRF9 59-CAGCAA
CTGATACACCTTGT; and gJAK1 59-TCTCGTCATACAGGGCAAAG.

Cell lines. Human 293T, A549, Caco-2 and Calu-3, HEK-Blue IFN-a/b and IFN-l cells, and simian Vero
E6 cells were maintained in complete Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (Gibco) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin. HEK-Blue IFN-a/b and IFN-l
cells were cultured with 100mg/ml zeocin and 30mg/ml blasticidin, or 100mg/ml zeocin, 30mg/ml blas-
ticidin, and 1mg/ml puromycin, respectively. Caco-2 and Calu-3 cells were obtained from American Type
Culture Collection (ATCC); HEK-Blue IFN-a/b and IFN-l cells were obtained from InvivoGen; 293T, A549,
and Vero E6 cells were gifts from Michael Malim’s lab, Wendy Barclay’s lab, and from the CEMIPAI facility,
respectively. All cell lines were regularly screened for the absence of mycoplasma contamination.

A549 and Caco-2 cells stably expressing ACE2 and TMPRSS2 were generated by transduction with ei-
ther RRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-puro.WPRE, RRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-neo.WPRE, RRL.sin.cPPT.SFFV/IRES-hygro.
WPRE, or RRL.sin.cPPT.SFFV.WPRE containing vectors (cDNA as indicated) and were maintained under
1mg/ml puromycin, and/or 1mg/ml G418, 50mg/ml hygromycinB selection.

For CRISPR-Cas9-mediated gene disruption, A549-ACE2 and Calu-3 cells stably expressing Cas9 were
first generated by transduction with LX_311-Cas9 followed by blasticidin selection at 10mg/ml. Cas9 ac-
tivity was checked using the XPR_047 assay (a gift from David Root, Addgene 107145) and was 79.5%
and .83.4%, respectively, for Cas9-expressing A549-ACE2 and Calu-3 cells. The cells were then trans-
duced with guide RNA expressing LentiGuide-Puro and Lentiguide-Neo vectors (as indicated) and
selected with antibiotics for at least 10 days.

Air-liquid cultures of primary human airway epithelial (HAE) cells of nasal, tracheal and bronchial ori-
gins from healthy donors were obtained from Epithélix (MucilAir) and cultured with MucilAir medium
(Epithélix). The apical side of the HAE cells was washed when necessary and 1day prior to IFN exposure,
following the manufacturer’s instructions.

When indicated, universal type I IFN (PBL Interferon source) was added at the indicated concentra-
tion (e.g., 1,000 U/ml) for 16 to 24 h prior to virus infection. For HAE cells, IFN was added both in the ba-
sal medium and on the apical side of the cells (diluted in 20ml of MucilAir medium, and 20ml of medium
without IFN was added to the control cells in parallel).

Lentiviral production and infection. Lentiviral vector stocks were obtained by polyethylenimine
(PEI; for LentiGuides) or Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific; for ACE2 and TMPRSS2 lentiviral vec-
tors)-mediated multiple transfection of 293T cells in 6-well plates with vectors expressing Gag-Pol, the
miniviral genome, and the Env glycoprotein at a ratio of 1:1:0.5. The culture medium was changed at 6 h
posttransfection, and vector-containing supernatants were harvested 36 h later, filtered, and used
directly or stored at280°C.

SARS-CoV-2 production and infection. The BetaCoV/France/IDF0372/2020 isolate was supplied by
Sylvie van der Werf and the National Reference Centre for Respiratory Viruses hosted by Institut Pasteur

FIG 9 Legend (Continued)
IFN or not, or were subsequently treated with IFN at 4 h, 8 h, or 24 h postinfection. Viral replication was
measured at 48 h postinfection using RdRp RT-qPCR. The means of two (A and D) or three (B and F)
independent experiments are shown, with error bars representing the SD. Representative immunoblots (C and
E) are shown.
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(Paris, France). The patient sample from which strain BetaCoV/France/IDF0372/2020 was isolated was
provided by X. Lescure and PY. Yazdanpanah from the Bichat Hospital, Paris, France. The BetaCoV/
France/IDF0372/2020 isolate was amplified in Vero E6 cells (MOI 0.005) in serum-free medium supple-
mented with 0.1mg/ml L-1-p-tosylamino-2-phenylethyl chloromethyl ketone (TPCK)-treated trypsin
(Sigma–Aldrich). The supernatant was harvested at 72 h postinfection when cytopathic effects were
observed (with around 50% cell death), cell debris were removed by centrifugation, and aliquots were
frozen at 280°C. Viral supernatants were titrated by plaque assays in Vero E6 cells. Typical titers were 3
to 5 � 106 PFU/ml.

Simian Vero E6 and human cell infections were performed at the indicated multiplicity of infection (MOI;
as calculated from titers in Vero E6 cells) in serum-free DMEM and 5% serum-containing DMEM, respectively.
The viral input was left for the duration of the experiment (unless specified otherwise). The viral superna-
tants were frozen at280°C prior to RNA extraction and quantification and/or titration by plaque assays.

HAE cells were incubated for 2 h with SARS-CoV-2 diluted in 50ml of PBS 1� added to the apical
side. The viral input was then removed and the cells washed with 100ml PBS 1�. To collect the progeny
viruses at 24 h, 48 h, and 72 h postinfection, 50ml of PBS 1� was added to the apical side of the cells
and collected after a 20-min incubation at 37°C. The viral supernatants were frozen at 280°C prior to ti-
tration by plaque assays on Vero E6 cells. The cells were lysed in RLT buffer (Qiagen) followed by RNA
extraction at 72 h postinfection.

Quantification of mRNA expression. Cells (3 to 5� 105) with or without treatment with IFN-a and
SARS-CoV-2 infection were harvested and total RNA was extracted using the RNeasy kit (Qiagen)
employing on-column DNase treatment, according to the manufacturer’s instructions. Supernatants
(140ml) from infected cells were subjected to RNA extraction using the QIAamp Viral RNA minikit
(Qiagen), according to the manufacturer’s instructions. Cellular RNA (125 ng) or 1.2ml viral RNA were
used to generate cDNAs. The cDNAs were analyzed by qPCR using published RdRp primers and probe
(57), as follows: RdRp_for 59-GTGARATGGTCATGTGTGGCGG-39, RdRp_rev 59-CAAATGTTAAAAACACTAT
TAGCATA-39; RdRp_probe 59-FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-TAMRA-39, and/or TaqMan gene
expression assays (Applied Biosystems) for ACTB (Hs99999903_m1), GAPDH (Hs99999905_m1), ISG15
(Hs01921425_s1), OAS1 (Hs00973637_m1), IFITM3 (Hs03057129_s1), MX1 (Hs00182073_m1), IFNB1
(Hs01077958_s1), IFNL1 (Hs00601677_g1), and IFNL2 (Hs00820125_g1). qPCRs were performed in tripli-
cate, in universal PCR master mix using 900 nM of each primer and 250 nM probe or the indicated
TaqMan assay. After 10min at 95°C, reactions were cycled through 15 s at 95°C followed by 1min at
60°C for 40 repeats. Triplicate reactions were run according to the manufacturer’s instructions using a
ViiA7 real time PCR system (Thermo Fisher Scientific). For ISG expression, GAPDH and/or ACTB mRNA
expression was used to normalize samples. pRdRp (which contains an RdRp fragment amplified from
SARS-CoV-2-infected cellular RNAs using primers RdRp_for and RdRp_rev and cloned into pPCR-Blunt II-
TOPO) was diluted in 20 ng/ml salmon sperm DNA to generate a standard curve to calculate relative
cDNA copy numbers and confirm the assay linearity (detection limit: 10 molecules of RdRp per reaction).

RT2 profiler. The RT2 first strand kit (Qiagen) was used for the synthesis of the cDNA strand using
400mg of total RNA from samples extracted using the RNeasy kit (Qiagen) employing on-column DNase
treatment. RT2 Profiler PCR array human antiviral response (PAHS-122Z) was used in the present study,
according to the manufacturer’s instructions. The ViiA7 real time PCR system (Thermo Fisher Scientific)
was used to amplify the DNA with a thermal cycling of 95°C for 10min followed by 40 cycles of 15 s at
95°C and 60 s at 60°C. Five housekeeping genes (b-actin [ACTB], b-2-microglobulin [B2M], glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase [GAPDH], hypoxanthine phosphoribosyltransferase1 [HPRT1], and ri-
bosomal protein, large, P0 [HPLP0]) were used as internal controls. The average of the threshold cycle
(CT) values from these 5 controls was used to normalize gene expression. Changes in mRNA expression
between the noninfected and the infected conditions were analyzed using the DDCT method.

Quantification of secreted cytokines. The concentration of 13 secreted cytokines was measured in
the supernatants and basal medium of infected Calu-3 and HAE cells, respectively, at the indicated con-
ditions, using LEGENDplex bead-based immunoassays (BioLegend, human antivirus response panel),
according to the manufacturer’s recommendations. Samples were analyzed on a BD Canto II flow cytom-
eter using the Diva software (BD Biosciences, San Jose, CA). BioLegend’s LEGENDplex data analysis soft-
ware was used to analyze data.

Immunofluorescence and microscopy. HAE cells were pretreated or not with IFN for 20 h and
infected with SARS-CoV-2, as described above, for 48 h. Cells were fixed with PBS 1� containing 4% parafor-
maldehyde (EM Sciences) for 15min, permeabilized with 0.5% Triton X-100 for 15min, and blocked/quenched
in buffer NGB (50mM NH4Cl, 1% goat serum, 1% bovine serum albumin) for 1 h. An overnight incubation at
4°C with mab J2 (Scicons) followed by incubation in a secondary anti-mouse antibody conjugated to Alexa
Fluor 546 and in Alexa Fluor 488 Phalloidin (Thermo Fisher Scientific) for 2 h at room temperature (RT) were
used to visualize dsRNA and F-actin, respectively. The transwell membranes were removed from the inserts
and mounted between slides and coverslips using ProLong Gold antifade mountant (Thermo Fisher
Scientific). Images were acquired with a LSM880 confocal microscope paired with an Airyscan module (ZEISS)
with a 63� lens. Postprocessing of RAW Airyscan images was performed using the Zen Black software.

HEK-Blue IFN-a/b and IFN-k assays. HEK-Blue IFN-a/b and HEK-Blue IFN-l cells (InvivoGen) were
plated at 30,000 cells per well in a 96-well plate. The following day, medium from infected cells (or con-
trol cells) was added and a standard curve was generated in parallel by serial dilutions of type I or type
III IFNs in complete DMEM. After 20 to 24 h of incubation, 30ml of HEK-Blue IFN-a/b supernatants was
added to 120ml of Quanti-blue substrate (InvivoGen) and incubated at 37°C for 15min. Absorbance was
measured at 620 nm using an Envision plate reader (Perkin-Elmer). The standard curves were used to
provide semiquantitative analyses of the IFN concentrations produced by the infected cells.
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Spike intracellular staining and flow cytometry analysis. Infected cells were harvested at the indi-
cated time points postinfection and fixed for 30min in PBS 1� with 4% paraformaldehyde (PFA). Cells
were washed once in PBS 1� and twice in BD Perm-Wash buffer and permeabilized for 15min at RT in
BD Perm-Wash buffer. Cells were incubated on ice for 30 to 45min in fluorescence-activated cell sorting
(FACS) buffer (PBS 1�, 5% fetal calf serum [FCS]) containing a 1/250 dilution of Alexa 488-conjugated
anti-spike antibody (GTX632604 conjugated using the Zenon Alexa Fluor 488 mouse IgG labeling kit,
Thermo Fisher) and washed 4 times in FACS buffer. Flow cytometry was performed using the NovoCyte
flow cytometer (ACEA Biosciences Inc.).

Immunoblot analysis. Cells were lysed in lysis buffer (10 mM Tris [pH 7.6], NaCl 150 mM, Triton X-
100 1%, EDTA 1mM, deoxycholate 0.1%) supplemented with sample buffer (50mM Tris-HCl [pH 6.8], 2%
SDS, 5% glycerol, 100 mM dithiothreitol [DTT], 0.02% bromphenol blue), resolved by SDS-PAGE and ana-
lyzed by immunoblotting using primary antibodies against SARS-CoV nucleocapsid (Bio-Techne NB100-
56683), SARS-CoV spike (GeneTex GTX632604), actin (Sigma-Aldrich A1978), IFITM3 (Proteintech 11714-
1-AP), MX1 (Thermo Fisher Scientific PA5-22101), RIG-I (Covalab mab10110), MDA-5 (Ozyme D74E4), and
MAVS (ProteinTech 14341-1-AP), followed by secondary horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse
or anti-rabbit immunoglobulin antibodies and chemiluminescence Clarity or Clarity max substrate (Bio-
Rad). A Bio-Rad ChemiDoc imager was used.

Requests for materials. Requests for material should be addressed to Caroline Goujon or Olivier
Moncorgé at the corresponding addresses above, or to Addgene for the plasmids with an Addgene number.

Data availability. The data sets generated during and/or analyzed during the current study are
available from the corresponding authors upon reasonable request.
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Résumé 

Les interférons (IFN) participent à la défense cellulaire contre les agents pathogènes viraux et 

bactériens en régulant l’expression des gènes stimulés par l’IFN (ISG). Parmi ces ISG, certains 

sont des effecteurs antiviraux, c’est-à-dire capables d’inhiber l’infection par différents virus. 

C’est le cas de la protéine NCOA7-AS, qui a précédemment été identifiée comme un inhibiteur 

de l’infection par le virus influenza A. NCOA7-AS agi au niveau de l’étape d’entrée du virus, en 

inhibant la fusion entre les membranes virales et endosomales. NCOA7-AS interagit avec la V-

ATPase, ce qui favorise l’acidification de la voie endolysosomale et l’activité des protéases 

lysosomales. Dans ce contexte, nous souhaitions comprendre les mécanismes moléculaires 

impliqués dans l’effet antiviral de NCOA7-AS. Pour cela nous avons recherché les partenaires 

protéiques de NCOA7-AS par spectrométrie de masse et identifié quatre Sorting Nexins (SNX) 

SNX1/2/5/6. Ces SNX sont connues pour permettre le transport rétrograde de certains cargos, 

comme le CI-MPR, des endosomes vers le trans-golgi network. De plus, SNX5 a été montré 

récemment comme jouant un rôle essentiel dans l’autophagie viro-induite en interagissant 

avec Beclin1 et le complexe PI3K classe III. Nos premières expériences ont montré que NCOA7-

AS semblait perturber la fonction des SNX. En effet, en présence de NCOA7-AS, un de leurs 

cargos, le CI-MPR, est délocalisé. Une approche de déplétion par ARN interférence a ensuite 

permis de montrer que les SNX5/6 contribuent à l’activité antivirale de NCOA7-AS. Par ailleurs, 

l’expression ectopique de NCOA7-AS favorise l’accumulation de LC3-II dans les cellules, et ceci 

est dépendant de la présence de SNX5/6. La déplétion de Beclin1 et l’inhibition du complexe 

PI3K classe III ont ensuite permis de confirmer le rôle de ces acteurs de l’autophagie dans 

l’activité antivirale de NCOA7-AS. En conclusion, ces résultats montrent pour la première fois 

un rôle des protéines SNX5/6 et de l’autophagie dans l’activité antivirale de NCOA7-AS. 

 

Mots-clés : NCOA7-AS, virus influenza A, restriction, antivirale, interféron, SNX, V-ATPase, 

autophagie. 
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