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RÉSUMÉ 

En l'absence de traitements ou de vaccins, les infections par les virus de la dengue (VDEN) et 

Zika (VZIK), constituent un enjeu majeur de santé publique dans le monde. Lors de l’infection, les 

VDEN et VZIK remodèlent le réticulum endoplasmique (ER) pour former des usines de réplication 

virale (URv) qui incluent les convolutions de membrane (CM). De plus, ils induisent l'élongation 

des mitochondries (par NS4B pour VDEN) en faveur de la réplication virale suggérant une 

modulation des fonctions mitochondriales. Des observations antérieures ont identifié des contacts 

physiques entre les mitochondries et les CM en même temps qu'une diminution des contacts de 

l’interface réticulo-mitochondriale (IRM). Par conséquent, nous avons étendu nos recherches au 

niveau moléculaire, par comment les VDEN et VZIK exploitent l’IRM pour leur réplication, et si 

cela modifie le métabolisme respiratoire mitochondriale et l'apoptose. 

Des analyses en microscopie électronique à transmission démontrent que les VDEN et VZIK 

altèrent l’IRM. Celle-ci repose sur plusieurs interactions entre des protéines situées à la surface 

des deux organites, telles que PTPIP51-VAPB, SYNJ2BP-RRBP1 ou VDAC1-IP3R1. L'infection 

par les VDEN et VZIK induit une altération globale de ces interactions. Simultanément, l'infection 

virale altère le profil d'expression de RRBP1 et SYNJ2BP, suggérant qu'ils ciblent spécifiquement 

cette interaction protéine-protéine. Par ailleurs, l'inhibition de l'expression des protéines de l’IRM 

augmente la réplication virale, ce qui soutient que l’IRM est altérée au bénéfice de la réplication 

virale. De plus, l'infection par VDEN/VZIK et l'expression de NS4B modulent de manière 

significative la phosphorylation oxydative mitochondriale. Nos analyses métabolomiques et 

mitoprotéomiques révèle que cela est corrélé à une diminution de l'abondance de plusieurs 

métabolites du cycle de Krebs et à des changements dans la stœchiométrie des protéines de la 

chaîne de transport d'électrons. Par ailleurs, la déstabilisation de l’IRM par diminution de 

l'expression de protéines lors de l'infection virale entraîne une diminution drastique de l'apoptose, 

démontrant l'importance de l'altération de l’IRM par VDEN et VZIK pour leur réplication. 

Dans l'ensemble, nos données suggèrent fortement que les perturbations morphologiques des 

mitochondries par les VDEN et VZIK modulent leur activité métabolique via NS4B pour répondre 

aux besoins énergétiques du cycle de réplication virale. Cette étude soutient également un 

modèle selon lequel ces virus perturbent l’IRM afin de s'approprier des facteurs spécifiques de 

l’hôte nécessaires à la morphogenèse des CM et de diminuer ou retarder des mécanismes 

cellulaires importants défavorables au cycle de vie des Flavivirus. 

Mots-clés : Virus de la dengue, virus Zika, réticulum endoplasmique, mitochondrie, métabolisme. 
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ABSTRACT 

With no available treatments or vaccines, infections with dengue virus (DENV) or Zika virus (ZIKV 

constitute an important public health concern worldwide. During infection, DENV and ZIKV 

remodel the endoplasmic reticulum (ER) to form viral replication organelles (vRO) that include 

convoluted membranes (CM). In addition, these pathogens induce the elongation of mitochondria 

(via NS4B for DENV) in favour of viral replication suggesting a modulation of mitochondria 

functions. Previous observations identified physical contacts between mitochondria and CM 

concomitantly with a decrease of ER-mitochondria contacts (ERMC). In this project, we have 

extended our study to investigate at the molecular level how DENV and ZIKV take advantage of 

ERMC structures to their replication and whether this modulates the respiratory metabolism and 

apoptosis.  

Extensive transmission electron microscopy-based analysis demonstrated that both DENV and 

ZIKV alter ERMCs. Stable ERMCs rely on specialized tethering protein complexes located at the 

surface of both organelles, such as VAPB-PTPIP51, RRBP1-SYNJ2BP and IP3R1-VDAC1. 

DENV and ZIKV infection induced an overall alteration of ERMCs protein-protein interactions. 

Interestingly, flaviviral infection altered the expression profile of both RRBP1 and SYNJ2BP, 

suggesting that they specifically target this tethering complex. Importantly, expression knockdown 

of ERMC proteins increased virus replication, supporting that ERMCs are altered for the benefit 

of viral replication. Furthermore, DENV or ZIKV infection as well as NS4B expression markedly 

modulated mitochondrial oxygen consumption rate. Our metabolomic and mitoproteomic 

analyses revealed that this correlated with a decrease in the abundance of several metabolites of 

the Krebs cycle and with changes in the stoichiometry of the proteins of the electron transport 

chain. Most importantly, ERMC destabilization by protein knockdown showed a decrease in virus-

induced apoptosis demonstrating the importance of ERMC alteration by DENV and ZIKV for a 

sustained replication. 

Overall, our data strongly suggest that the morphological perturbations of mitochondria by DENV 

and ZIKV modulate their metabolic activity via NS4B to sustain the energetic needs of the viral 

replication cycle. This study further supports a model in which these viruses perturb ERMCs to 

hijack specific host factors that are required for CM morphogenesis and decrease or delay 

important cellular mechanisms unfavourable for flaviviruses life cycle. 

Keywords : Dengue virus, Zika virus, endoplasmic reticulum, mitochondria, metabolism 
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1 INTRODUCTION GENERALE 

1.1 Les Flavivirus 

« Dans le règne des virus, la famille des Flaviviridae est un groupe de virus enveloppés à ARN 

simple brin de polarité positive qui englobe beaucoup de pathogènes causants des maladies 

graves chez l’humain. Cette famille est sous-divisée en quatre genres, soit Flavivirus, Hepacivirus, 

Pestivirus et Pegivirus. Au cours des dernières décennies, les deux premiers groupes ont été 

plus étudiés que les deux autres puisqu’ils incluent des virus pathogènes pour les humains. Les 

infections par les Flavivirus tels que le virus de la dengue (VDEN) le virus Zika (VZIK), le virus 

du Nil occidental (VNO), le virus de la fièvre jaune (VFJ), le virus de la méningoencéphalite à 

tique (VMET) ou encore le virus de l’encéphalite japonaise (VEJ) représentent un enjeu majeur de 

santé publique dans le monde. » (Freppel et al., 2022). Cette thèse discutera des Flavivirus en 

général avec une préférence pour le VZIK et le VDEN, les deux Flavivirus qui ont été étudiés 

lors de mon doctorat. 

1.1.1 Epidémiologie et histoire 

Les infections par le VDEN ne sont pas nouvelles puisque des traces de premières infections 

ont été découvertes en Asie, Afrique et en Amérique du Nord datant du 18ème siècle (Guzman 

et al., 2010). Cependant, ce n’est seulement qu’à partir des années quarante que différents 

sérotypes du VDEN ont réellement été découvert et on en dénombre actuellement quatre 

(Holmes et al., 2003). Le VDEN1 a été isolé pour la première fois en 1943 au Japon et en 

Polynésie Française, le VDEN2 en 1944 en Indonésie et Papouasie-Nouvelle-Guinée, le VDEN3 

et VDEN4 en 1953 respectivement aux Philippines et Thaïlande (Hotta, 1952). Suivant la 

globalisation et l’urbanisation au cours du dernier siècle, le VDEN a rapidement conquis les 

quatre coins du globe emporté par le déplacement de son vecteur principal qui est le moustique 

Aedes et est maintenant principalement retrouvé dans les régions tropicales (figure 1.1) (Gubler, 

2011; Mousson et al., 2005; Weaver, 2013). Avec une estimation aujourd’hui de plus de 390 

millions de personnes infectées et de 22,000 décès par an (Bhatt et al., 2013; Shepard et al., 

2016), le VDEN est responsable de la maladie arbovirale la plus prévalente dans le monde. 

Beaucoup plus récent que le VDEN, le VZIK est un virus découvert par l’écossais Alexander 

Haddow et isolé d’un macaque rhésus (numéro 766) en 1947 dans la forêt Ziika (ou Zika) en 

Ouganda (Dick et al., 1952). La forêt Zika est connue pour être un nid à maladies infectieuses 

par son environnement favorable. En effet, on y retrouve une faune dangereuse mais surtout 
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une flore tropicale abritant plus de 70 espèces de moustiques qui regroupent plus d’une 

douzaine de pathogènes dangereux pour l’humain (Vidal, 2016). Cependant, ce n’est qu’en 1952 

que ce virus a été caractérisé comme une nouvelle espèce virale connu aujourd’hui comme la 

souche ancestrale ou africaine, la souche MR766 (Dick et al., 1952). 

 

Figure 1.1 Codistribution des quatre VDEN au cours du temps 

Rose pâle : un seul type de VDEN recensé ; rose foncé : 2 types de VDEN recensés ; rouge pâle : 3 types de VDEN 
recensés ; rouge foncé : 4 types de VDEN recensés. (Messina et al., 2014) 

 

La première identification du virus hors Afrique a été découverte en Malaisie en 1966 chez le 

moustique Aedes (Marchette et al., 1969). Issu de la souche africaine, la nouvelle souche 

asiatique possédant moins de 4% de différence en séquences d’amino-acides s’est ensuite 

répandue à travers l’Asie pendant des décennies (figure 1.2). Ce n’est seulement qu’au début 

des années 2000 que le VZIK a beaucoup attiré l’attention lors de son émergence soudaine à 

travers le globe (Haddow et al., 2012; Lanciotti et al., 2016). En effet, la souche asiatique est 

responsable de plusieurs épidémies telles que sur les îles Yap en Micronésie en 2007, 

en Polynésie française en 2013, en Nouvelle Calédonie en 2014 et depuis 2015 sur le continent 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%8Eles_Yap
https://fr.wikipedia.org/wiki/Micron%C3%A9sie_(pays)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polyn%C3%A9sie_fran%C3%A7aise
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nouvelle_Cal%C3%A9donie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rique
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américain avec plus d’un million de cas détectés (Chang et al., 2016; Liu et al., 2019). En date 

de décembre 2022, le VZIK est présent dans 89 pays (World Health Organisation, 2022). 

 

Figure 1.2 Évolution et propagation du VZIK 

Les flèches bleues indiquent la propagation du VZIK au cours du temps à travers le globe. Les flèches oranges 
indiquent la propagation du VZIK après son éclosion en Amérique. (Roy, 2016) 

 

1.1.2 Transmission 

1.1.2.1 Vectorielle 

Les Flavivirus responsables d’infections des mammifères peuvent être classés en deux 

catégories, ceux transmis par piqûre de moustique de type Aedes pour le VDEN, le VZIK et le 

VFJ, ou de type Culex pour le VNO et le VEJ (Pandit et al., 2018), et ceux transmis par morsure 

de tique de type Ixodes pour le VMET ou d’autres Flavivirus plus rares tels que le virus Powassan 

(Grabowski et al., 2017; Pierson et al., 2013). Puisque ces virus sont essentiellement transmis 

par vecteurs de type insecte, les Flavivirus font partie des Arbovirus, mot issue de la combinaison 

du terme anglais « arthropod-borne virus », c’est-à-dire les virus ayant pour vecteur un insecte.  

Dans notre cas, le VDEN et le VZIK sont transmis par deux espèces différentes d’Aedes. En 

effet l’Aedes albopictus (connu sous le nom de moustique tigre dans un langage familier) et 

l’Aedes aegypti sont les deux vecteurs clés de la transmission de ces deux virus. Principalement 

présent aux zones tropicales (figure 1.3), le moustique A. albopictus migre de plus en plus vers 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rique
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les pôles à cause du réchauffement climatique que la Terre subit depuis quelques décennies dû 

à l’activité humaine (Iwamura et al., 2020). En effet, l’Europe fait face depuis quelques années 

à l’apparition de premiers cas autochtones d’infections aux Flavivirus (Brady et al., 2019a; La 

Ruche et al., 2010; Lazzarini et al., 2020). Par ailleurs, ce moustique transporte non seulement 

les VDEN et VZIK (Effler et al., 2005; Ramchurn et al., 2009), mais également d’autres virus tel 

que le virus Chikungunya, un Alphavirus (Paupy et al., 2009). De plus, des études 

expérimentales ont démontré la forte capacité du moustique à pouvoir transporter une vingtaine 

d’autres arbovirus, tels que le VFJ, le VEJ ou encore le VNO pour n’en citer que quelques-uns 

(Medlock et al., 2015; Schaffner et al., 2013). 

 

Figure 1.3 Répartition globales des moustiques Aedes 

Représentation de la distribution des deux types de moustique Aedes en fonction de leur recensement et de la 
probabilité de leur apparition dépendante de l’environnement. Modifié de (Kraemer et al., 2015) 
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Dans un moustique femelle infecté, le VDEN et le VZIK vont se répliquer dans l’intestin, lieu de 

digestion du sang préalablement infecté. Les virus vont ensuite atteindre des tissus secondaires 

tels que les glandes salivaires, lieu de stockage des virus et porte de sortie lors de la 

transmission à l’humain. La période d’incubation extrinsèque, c’est-à-dire la période entre 

l’ingestion du virus par le moustique et la transmission du virus à l’humain lors d’une piqûre est 

d’environ de 8 à 12 jours si les conditions climatiques avoisinent les 28°C (Tjaden et al., 2013; 

Watts et al., 1987). Une fois infecté, le moustique ne guérira jamais du virus et le portera à vie 

(durée de vie d’environ deux semaines). 

1.1.2.2 Non-vectorielle 

Allant à l’encontre de nos précédentes connaissances des Flavivirus et leur transmission 

dépendante d’un vecteur arthropode, le VZIK est également capable d’être transmis par voie 

interhumaine ajoutant un enjeu de santé publique plus important encore. Ceci implique la voie 

sexuelle, la voie congénitale ou la voie sanguine. 

En effet, depuis son éclosion récente, et l’apparition de microcéphalie chez les nouveau-nés 

(discuté dans la section 1.1.3.1), de nombreuses études dirigées vers la reproduction ont montré 

de nombreux cas de transmission sexuelle (Kim et al., 2018). Notamment, il semblerait que les 

testicules et le mucus vaginale serviraient de réservoir expliquant ainsi la charge virale élevée 

retrouvée dans le sperme ou les secrétions vaginales (Atkinson et al., 2016; Tang et al., 2016b).  

La transmission congénitale ou verticale, c’est-à-dire de la mère au fœtus pendant la grossesse 

a été démontrée par analyse du liquide amniotique, de l’urine et du sérum des mères enceintes 

dont le fœtus présentait des malformations cérébrales (Tabata et al., 2018). En effet, la présence 

d’ARN viral (ARNv) suggère fortement la capacité du VZIK à traverser la barrière placentaire et 

à infecter le fœtus (Brasil et al., 2016). De plus, malgré qu’aucun cas de transmission n’ait été 

découvert par l’allaitement de l’enfant, la présence élevé d’ARNv dans le lait maternel ouvre la 

porte à une possible voie de transmission de la mère à l’enfant (Dupont-Rouzeyrol et al., 2016; 

Mann et al., 2018). 

Bien que la possibilité d’une contamination au VZIK soit élevée due à une virémie 

asymptomatique (Beau et al., 2020), Il n’y a à ce jour aucune contamination recensée par 

transfusion sanguine interhumaine. Cependant, le Brésil a confirmé le 16 janvier 2016 avoir eu 

deux cas de contamination après une transfusion interhumaine de plaquette (Motta et al., 2016). 
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Ces données confirment que les transferts sanguins doivent être supervisés, améliorés et 

contrôlés pour éviter d’éventuels accidents de contamination. 

1.1.3 Sémiologie 

1.1.3.1 Manifestations cliniques 

Suivant l’infection de l’humain par piqûre de moustique, le VDEN infecte premièrement les 

cellules épidermiques kératinocytes puis les cellules de Langherans (Palucka, 2000). Les 

cellules de Langherans vont alors se déplacer avec le virus dans les nœuds lymphatiques pour 

présenter les antigènes du VDEN aux cellules immunitaires tels que les macrophages ou les 

monocytes. Malheureusement, au lieu de neutraliser le VDEN en le ciblant, les macrophages et 

les monocytes vont également être infectés par le VDEN et répandre ainsi le virus à travers 

l’organisme. Les premiers symptômes se déclenchent généralement après 3 à 10 jours 

d’incubation et durent environ 5 à 7 jours dépendamment de la gravité de la maladie (World 

Health Organization, 2016). 

Plusieurs manifestations cliniques ont été répertoriées dont notamment la plus fréquente 

(environ 75%) étant une fièvre de type grippale appelée fièvre classique de la dengue. Cette 

fièvre (40oC) est souvent accompagnée de maux de tête, douleurs articulaires et musculaires, 

de nausées, de vomissements et d’éruptions cutanées (Whitehorn et al., 2011). Bien que 25% 

environ des infections présentent des symptômes pouvant être sévères, tels que la fièvre 

hémorragique ou le syndrome de choc, moins de 1% aboutissent au décès du patient (World 

Health Organization, 2022). La fièvre hémorragique (figure 1.4) est caractérisée par des 

hémorragies profuses, l’apparition d’une thrombocytopénie, de fuite plasmatique et de détresse 

respiratoire pouvant évoluer en syndrome de choc et au décès du patient. 

Le VZIK est différent puisqu’il s’agît d’un virus neurotrope, c’est-à-dire qu’il infecte 

particulièrement les cellules du cerveau, telles que les cellules neuronales progénitrices (CNP), 

les astrocytes, les microglies ou encore les oligodendrocytes (Gaburro et al., 2018; Wen et al., 

2017). Des études ont également montré que le VZIK infecte différents autres types cellulaires 

appartenant par exemple au placenta (cellules Hofbauer, trophoblastes, cellules endothéliales 

fœtal), organes reproducteurs ou encore les fluides corporels (Miner et al., 2017). Les 

mécanismes par lesquels le VZIK provoque des complications neurologiques sont encore peu 

connus. En revanche, nous savons que le VZIK interfère dans la myélinogénèse des neurones 

pouvant alors provoquer de graves séquelles (Schultz et al., 2021). Par exemple chez l’adulte, 
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le syndrome de Guillain-Barré est caractérisé par la dégradation progressive des gaines de 

myéline enveloppant les axones (van den Berg et al., 2014). À ce jour, quelques autres 

complications neurologiques ont été rapportées avec une infection par le VZIK, tels qu’une 

méningite encéphalite ou des symptômes neuropsychiatriques (Carteaux et al., 2016; da Silva 

et al., 2017; Zucker et al., 2017). 

Chez les nouveau-nés après une transmission verticale, le VZIK est bien connu pour causer une 

microcéphalie, c’est-à-dire un développement anormal du cerveau associé à un retard mental et 

des troubles à l’apprentissage (figure 1.5) (de Araujo et al., 2016; Moura da Silva et al., 2016). 

Les chances de développer une microcéphalie sont plus grandes lors d’une infection virale 

pendant les deux premiers trimestres de grossesse (Brady et al., 2019b). D’après les données 

de l’Organisation Mondiale de la Santé, le VZIK cause environ 160 microcéphalies par an (World 

Health Organisation, 2018). Dans ce symptôme, il a été montré que le VZIK cible les CNP, altère 

leur différenciation, leur prolifération et favorise leur élimination par mort cellulaire par voie 

apoptotique (Li et al., 2016; Tang et al., 2016a). Notamment, le VZIK inhibe la voie Akt-mTOR 

et p53, réduisant la différentiation des CNP (El Ghouzzi et al., 2018; Liang et al., 2016). 

 

Figure 1.4 Manifestation hémorragique de l’infection par le VDEN 

(A) Typique pétéchie observée chez l’enfant. (B) Saignement au niveau d’une piqure intraveineuse dû à l’infection 
virale. (C) Large hématome, caractéristique de l’hémorragie causée par le VDEN. (D) Éruption maculopapuleuse 
typique suivant une guérison chez l’adulte d’une infection non sévère au VDEN. (Simmons et al., 2012) 
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Figure 1.5 Microcéphalie chez le nouveau-né 

(A) Représentation schématique de la taille du cerveau chez le nouveau-né. Gauche, cerveau normal. Milieu, 
microcéphalie. Droite, microcéphalie sévère. (CDC, 2020) (B) Nouveau-né avec une microcéphalie. Gauche, photo 
montrant le phénotype de profil. Milieu et droite, scan du cerveau montrant une réduction du volume cérébral. Modifié 
(de Araujo et al., 2016) 

 

1.1.3.2 Facilitation de l’infection par des anticorps 

La facilitation de l’infection par des anticorps, « antibody-dependent enhancement (ADE) » est un 

phénomène paradoxal puisque les anticorps supposés être de puissants alliés face aux 

pathogènes sont dans ce cas nos ennemis en facilitant l’entrée des pathogènes dans les cellules, 

tel un cheval de Troie. L’ADE a été découvert pour la première fois dans les années 60-70 chez 

les Flavivirus, en étudiant des cas de dengue sévère après une deuxième infection (Halstead et 

al., 1967). 

Dans un monde idéal, les anticorps provenant de la réponse adaptative ciblent les pathogènes 

pour provoquer une opsonisation afin de les éliminer. Brièvement, les récepteurs Fc vont ensuite 

se lier aux anticorps pour activer la destruction par phagocytose médiée par les cellules 

phagocytaires. Cependant une ADE se produit lorsque les anticorps se liant au pathogène ne 

permettent pas la neutralisation de ce dernier (Halstead, 2003). Dans le cas des Flavivirus, les 

virus peuvent être assez proches génétiquement pour que les anticorps dirigés contre un 

Flavivirus en particulier puissent également reconnaitre d’autres Flavivirus. En revanche, malgré 
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la reconnaissance, l’anticorps n’est pas assez spécifique pour neutraliser le virus. Ce sont des 

anticorps non-neutralisants ayant une réactivité croisée. C’est le cas des quatre sérotypes du 

VDEN ou encore entre le VDEN et le VZIK. Des études ont montré que les protéines de surface 

E et prM du VDEN sont les principales causes de l’ADE (Crill et al., 2004; Serafin et al., 2001). 

Malheureusement, l’ADE peut causer beaucoup de déficiences dans l’immunité innée, telles que 

la reconnaissance de l’ARNv dans le cytosol par des senseurs d’ARN cytosolique (Ubol et al., 

2010) ou encore la réduction de la voie dépendante des récepteurs de type Toll (TLR) (Modhiran 

et al., 2010). En effet, l’interaction entre les anticorps non neutralisant et les récepteurs Fc réduit 

la régulation des TLR en favorisant leur régulation négative par la voie NF-κB. Finalement, l’ADE 

provoquerait une accumulation de virus non éliminés ce qui aboutirait à une réponse immunitaire 

excessive caractérisée par une expression accrue de cytokines pro-inflammatoires.  

1.1.4 Structure des Flavivirus 

Les Flavivirus sont des virus à ARN simple brin à polarité positive (ARNsb+) appartenant au 

groupe IV dans la classification de Baltimore. Ils sont composés d’une bicouche lipidique (dérivée 

des membranes de la cellule hôte) entourant la nucléocapside (figure 1.6). Cette dernière inclue 

une copie du génome viral sous forme d’ARNv et de 180 copies de la protéine capside C (Zhang 

et al., 2007). L’enveloppe virale est composée de 180 copies de la protéine M (clivée à partir de 

son précurseur prM) et de 90 copies de la protéine d’enveloppe E dimérisée. 

Les Flavivirus immatures ont une taille d’environ 60 nm de diamètre possédant 60 pics à la 

surface. Chaque pic est fait de 3 protéines E et prM homodimérisées (Zhang et al., 2003). Lorsque 

le virus subit sa maturation à travers l’appareil de Golgi, le diamètre du virus est de 53 nm dû au 

réarrangement de la protéine E en trimère parallèle et au clivage de prM en M (Yu et al., 2008). 

Finalement, la forme mature des Flavivirus possède une surface lisse et un diamètre de 50 nm 

(Kuhn et al., 2002). La structure de l’enveloppe est composée à l’extérieur de protéines E, 

parallèles aux protéines M à l’intérieur. 

1.1.5 Le génome des Flavivirus 

Le génome des Flavivirus, long de 10 à 11 kb, est composé d’un seul cadre de lecture, « Open 

Reading Frame (ORF) », codant pour les 3 protéines structurales C, prM et E et les sept protéines 

non structurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 (figure 1.7). L’ORF possède à ses 

extrémités des régions 3’ et 5’ non traduites, « Untranslated Transcribed Region (UTR) » (Ng et 

al., 2017; Selisko et al., 2014).  
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Figure 1.6 Structure des Flavivirus 

(A) Représentation schématique des Flavivirus immature et mature. (B) Représentation schématique de axes de la 
structure des particules virales. (Heinz et al., 2012) 

 

L’extrémité 5’UTR possède une coiffe de type I (m7 GpppAm2) permettant la traduction de l’ARNv 

en imitant les ARM messager (ARNm) cellulaires (Garcia-Blanco et al., 2016). L’extrémité 3’UTR 

est composée de 3 sous structures bien définies dans la littérature. En effet, on peut citer la région 

hyper variable qui se trouve juste en aval du codon STOP suivi de la région semi variable et 

finalement la région hautement conservée (Villordo et al., 2015). Bien que l’ARNv ne possède 

pas de queue poly-A comme les ARNm cellulaires, l’extrémité 3’UTR est riche en A, permettant 

la liaison avec le « poly-A binding protein (PABP) » afin d’initier la traduction. Finalement, pour 

permettre la réplication du génome, celui-ci doit subir une circularisation. Ceci est possible grâce 

à une grande capacité de plasticité de l’ARNv qui entreprend des changements de conformation. 

La circularisation de l’ARNv se fait principalement par l’interaction ARN-ARN longue distance 

entre des structures spécifiques du 3’UTR et du 5’UTR, notamment par l’interaction de PABP 

avec le « cap-binding complex eIF4F » (Mazeaud et al., 2018). 

Les Flavivirus ont également la capacité à produire des ARN flaviviraux sous-génomiques ne 

codant pour aucunes protéines virales (Hamilton et al., 1999). Il existe actuellement trois classes 

décrites dans la littérature, les petits ARN viraux « viral small RNAs », les génomes interférant 

défectueux « defective interfering genomes » et les ARN flaviviraux sous-génomiques, 
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« subgenomic Flavivirus RNA (ARNsf) » (Li et al., 2001; Pijlman et al., 2008). Seuls les ARNsf 

ont vraiment bien été étudiés ces dernières décennies. Brièvement, les ARNsf sont des structures 

génomiques de 0.3 à 0.7 kb et représentent la majorité des ARN viraux présents dans une cellule 

infectée (Pijlman et al., 2008). Les ARNsf sont produits par la dégradation incomplète de l’ARNv 

à partir de son extrémité 5’UTR par l’exonucléase cellulaire XRN1/Pacman (Funk et al., 2010; 

Pijlman et al., 2008). L’exonucléase XRN1/Pacman avance le long de l’ARNv en le dégradant 

mais est bloquée au niveau de l’extrémité 3’UTR par sa structure en nœud. Notamment, les 

ARNsf jouent un rôle important dans l’interférence de l’immunité innée et de l’apoptose (discuté 

respectivement dans les sections 1.7.3.1 et 1.8.1.1). 

 

 

 

Figure 1.7 Structure du génome des Flavivirus 

(A) Représentation schématique du génome viral sur un plan linéaire. (B) Représentation du génome virale après 
circularisation. (Mazeaud et al., 2018) 
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1.1.6 Cycle des Flavivirus 

En général, les Flavivirus partage un cycle viral conservé à partir de l’entrée jusqu’à la sortie du 

virus infectieux, c’est-à-dire dans l’entrée du virus, la fusion des membranes libérant l’ARNv, la 

réplication et traduction au niveau du réticulum endoplasmique (RE), l’assemblage / maturation 

et la sortie du virus nouvellement formé hors de la cellule hôte (figure 1.8). 

 

Figure 1.8 Représentation schématique du cycle des Flavivirus 

(1) Attachement des Flavivirus par des récepteurs cellulaires. (2) Endocytose des Flavivirus par clathrine. (3 et 4) 
Fusion et libération de l’ARNv dans le cytosol. (5) Traduction de l’ARNv en polyprotéine virale. (6) Assemblage et 
accumulation des virions dans les sacs de virus. (7 et 8) Maturation des virions à travers l’appareil de Golgi et exocytose 
des virus mature infectieux. Schéma réalisé à l’aide de la ressource en ligne BioRender (https://biorender.com/). 

 

1.1.6.1 Adhésion / Endocytose 

La première étape du cycle des Flavivirus consiste en l’attachement du virus sur la membrane 

cellulaire. Ceci se fait à l’aide de la protéine virale E et des récepteurs cellulaires de surface tels 

que des tyrosines kinase de la famille TAM et TIM, des lectines type C tel que DC-SIGN, des 

https://biorender.com/
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intégrines, des protéines heat-shock 70/90, des récepteurs laminine, ou encore des héparates 

sulfates (Chu et al., 2004; Germi et al., 2002; Meertens et al., 2012; Miller et al., 2008b; Niu et al., 

2018; Pereira et al., 2019; Reyes-Del Valle et al., 2005; Richard et al., 2017; Tio et al., 2005; 

Zhang et al., 2022). L’interaction entre la protéine E et des récepteurs cellulaires de surface vont 

activer la deuxième étape qui est l’entrée du virus par endocytose médiée par clathrine (Acosta 

et al., 2008; van der Schaar et al., 2008). L’endocytose par clathrine chez les Flavivirus fait 

intervenir une réorganisation de facteurs d’internalisation en structure type tubulaire. C’est le cas 

par exemple de LY6E qui est indispensable à l’endocytose du VDEN et du VZIK (Hackett et al., 

2018). 

1.1.6.2 Fusion / Relâche / Traduction 

À la suite de l’endocytose des Flavivirus, la troisième étape consiste à fusionner l’enveloppe des 

Flavivirus avec la membrane de l’endosome. La diminution du pH interne de l’endosome, réalisée 

par la pompe à proton V-ATPase (Kozik et al., 2013; Lafourcade et al., 2008) modifie la 

conformation de la protéine E permettant son insertion dans la membrane de l’endosome et 

formant un pore dans lequel l’ARNv peut être relâché dans le cytosol, quatrième étape du cycle 

flaviviral (Allison et al., 1995; Chao et al., 2015). 

L’ARNv cytosolique est ensuite dirigé au niveau des membranes du RE pour y subir la cinquième 

étape du cycle flaviviral, la traduction. L’ARNv est traduit par la machinerie ribosomique cellulaire 

en une seule polyprotéine virale (figure 1.9). Cette polyprotéine est clivée de manière co- et post-

traductionnelle par des protéases virales et cellulaires, générant ainsi les protéines structurales 

C, prM et E et non-structurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 (Bartenschlager et 

al., 2013; Mazeaud et al., 2018). 

« Les protéines non structurales, incluant deux types d’enzymes virales, contrôlent la réplication 

du génome viral tout en établissant un environnement cytoplasmique favorable à la pathogénèse 

virale. La néosynthèse de l’ARN viral est catalysée par une ARN polymérase dépendante de 

l’ARN, soit NS5. Cette étape du cycle viral est assistée par l’activité hélicase de la protéine virale 

NS3 qui déroulent les ARN double-brins générés lors de la réplication. NS3 possède également 

une activité protéase qui, avec le cofacteur NS2B est requise pour cliver la polyprotéine virale en 

protéines virales matures. Les autres protéines non structurales ne possèdent pas d’activité 

enzymatique mais sont néanmoins indispensables à la réplication virale (Bartenschlager et al., 

2013; Mazeaud et al., 2018) Notamment, ces dernières induisent le remodelage du RE en 
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ultrastructures membranaires appelées organites ou usines de réplication virale. » (Freppel et al., 

2022) 

 

Figure 1.9 Topologie de la polyprotéine flavivirale 

Le génome flaviviral est traduit en une seule polyprotéine transmembranaire au niveau du RE et est clivée à l’aide de 
protéases virale et cellulaire. (Qin et al., 2022) 

 

 

1.1.6.3 Assemblage / Maturation / Exocytose 

La sixième étape du cycle flaviviral consiste à assembler les protéines virales structurales 

nouvellement synthétisées en virions prêt à devenir infectieux. À la suite d’une interaction entre 

l’ARNv et la protéine capside C, les protéines structurales s’assemblent en nouveaux virions au 

niveau des sacs de virus. Les virions sont ensuite relâchés des sacs de virus et vont traverser 

l’appareil de Golgi. À ce stade, les virions vont entreprendre leur septième étape de leur voyage 

pour subir une maturation par la protéase cellulaire furine qui va cliver prM (Elshuber et al., 2003). 

Les nouveaux virus matures et donc infectieux avec la protéine E située à la surface sont relâchés 

par exocytose, dernière étape du cycle flaviviral, à l’extérieur de la cellule, et peuvent 

recommencer le cycle flaviviral. 
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1.1.6.4 Les usines de réplication flavivirales 

« Les usines de réplication flavivirales (URv) se forment à partir des membranes du RE et incluent 

trois sous-structures singulières et facilement observables en microscopie électronique (figure 

1.10) (Cortese et al., 2017; Gillespie et al., 2010; Welsch et al., 2009; Westaway et al., 1997) : 1- 

les paquets vésiculaires, résultant de l’invagination de la membrane du RE et dont l’intérieur est 

suspecté d’être le site où la réplication du génome viral s’effectue ; 2- les sacs de virus qui sont 

de larges citernes de RE où les virions assemblés s’accumulent de façon ordonnée, voire 

géométrique ; et 3- les convolutions de membranes dont les fonctions sont peu caractérisées. » 

(Freppel et al., 2022) 

Les paquets vésiculaires 

Les paquets vésiculaires (PV) de forme sphérique alignée sont des invaginations du RE ayant 

pour diamètre une moyenne de 90 nm (Welsch et al., 2009). Les PV sont retrouvés non seulement 

chez les mammifères, mais également chez les moustiques indiquant des mécanismes de 

formation conservés au cours de l’évolution (Junjhon et al., 2014; Welsch et al., 2009). On 

suppose que ces sous structures sont le lieu de réplication de l’ARNv. En effet, ils ont été montrés 

riche en NS1, NS2B3, NS4A, NS4B, NS5 et en ARN double-brin (Junjhon et al., 2014; Welsch et 

al., 2009). Etant donnée la taille minime du pore connectant les PV au cytoplasme (10 nm), ils 

pourraient également jouer un rôle dans la protection de l’ARNv face aux facteurs cytosoliques 

antiviraux tels que RIG-I ou MDA5, deux senseurs d’ARN impliqués dans la réponse précoce 

immunitaire antivirale (discuté dans la section 1.7.3.1). Le mécanisme par lequel les Flavivirus 

forment les VP est encore peu connu. NS4A pourrait être impliquée puisque cette protéine virale 

est essentielle dans la réplication de l’ARNv et le remodelage de la membrane du RE (Chatel-

Chaix et al., 2015; Miller et al., 2007; Miller et al., 2006; Roosendaal et al., 2006; Zou et al., 

2015a). 

Les sacs de virus 

Les sacs de virus (SV) sont des structures organisées dans les membranes du RE (Welsch et 

al., 2009). Dans des cellules infectées par le VDEN, les virus, des particules denses de 45 nm 

s’accumulent à l’intérieur des SV observable au microscope à transmission électronique. De plus, 

des expériences d’immunogold ont montré une accumulation de la protéine E à l’intérieur des SV 

(Welsch et al., 2009). Le rôle des SV serait possiblement d’entreposer les virions immatures 

nouvellement formés avant d’entreprendre leur étape de maturation à travers l’appareil de Golgi. 

De plus, une autre hypothèse suggère que les SV serviraient également de contrôle/qualité des 
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virions immatures avant de les éliminer, une hypothèse qui reste à confirmer par d’éventuelles 

études. 

Les convolutions de membranes 

Les convolutions de membranes (CM) sont une accumulation de membranes du RE en forme de 

spaghetti ou en pelote de laine. Leurs fonctions sont encore peu connues aujourd’hui, mais nous 

avons plusieurs évidences qui pourraient expliquer leurs rôles. Bien que la biogénèse des CM ne 

soit pas encore correctement élucidée, la surexpression de NS4A induit partiellement la formation 

des CM (Miller et al., 2007). De plus, l’accumulation de la protéase virale NS2B3 dans les CM 

suggère éventuellement un rôle de dégradation ou de la traduction de la polyprotéine virale 

(Chatel-Chaix et al., 2016; Welsch et al., 2009; Westaway et al., 1997). Néanmoins, l’absence de 

l’ARNv dans les CM contredit cette hypothèse. De plus, les CM ne sont pas retrouvés chez le 

moustique, ce qui implique que la réplication de l’ARNv n’a pas lieu dans les CM (Junjhon et al., 

2014). Le fait que les CM ne soient retrouvés que chez les mammifères implique également que 

le mécanisme de la biogénèse des CM soit spécifique et implique des facteurs ou des processus 

cellulaires qui ne sont pas retrouvés chez le moustique. Notamment, l’immunité innée chez le 

moustique est différente des mammifères. Par exemple, le RE et les mitochondries font intervenir 

le complexe protéiques MAVS impliqué dans l’expression des interférons (discuté dans la section 

1.7.3.1). Le complexe MAVS est absent chez le moustique, on pourrait alors supposer que les 

Flavivirus enroulent les membranes du RE en CM afin de bloquer l’activité de MAVS et 

potentiellement en le séquestrant dans les CM par l’intermédiaire de NS4B. En effet, plus 

récemment, la protéine virale NS4B a été montrée en grande présence dans les CM (Chatel-

Chaix et al., 2016). Puisque NS4B possède une grande capacité interactomique avec de 

nombreuses autres protéines virales et cellulaires (discuté dans la section 1.3.1), les CM 

pourraient jouer un rôle de séquestration de protéines néfastes à la réplication virale, telles que 

des protéines impliquées dans l’immunité innée antivirale. 

Puisque l’origine des CM provient des membranes du RE, il n’est pas surprenant que les 

membranes du RE en contact avec d’autres organites soient également détournées. En effet, les 

contacts entre le RE et les mitochondries appelés l’interface réticulo-mitochondriale (IRM) serait 

diminués lors d’une infection au VDEN au bénéfice de la biogénèse des CM (discuté dans la 

section 1.7.3.1) (Chatel-Chaix et al., 2016). Puisque l’IRM est connue pour intervenir dans 

l’immunité innée antivirale par l’intermédiaire de RIG-I, les Flavivirus auraient tout intérêt à 

détacher le RE des mitochondries pour en faire des CM. 
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Finalement, bien que le rôle des CM ne soit pas encore correctement compris, il est évident qu’ils 

contribueraient à la mise en place d’un environnement favorable à la réplication permettant aux 

Flavivirus d’échapper aux processus cellulaires néfastes pour le virus tels que l’immunité innée 

antivirale. 

 

 

Figure 1.10 Réorganisation membranaire des usines de réplication flavivirales 

Les Flavivirus remodèlent la membrane du RE en paquets vésiculaires, en sacs de virus et en convolutions de 
membranes. Modifié de (Chatel-Chaix et al., 2014; Welsch et al., 2009) 

 

1.2 Traitements 

Durant la dernière décennie, les VDEN et VZIK sont devenus des menaces à l’échelle mondiale 

par leur rapidité à se répandre à travers le monde dans des zones habituellement non touchées 

et notamment VZIK avec ses complications neurologiques. Bien qu’il existe des vaccins contre 

certains Flavivirus, il n’y a à ce jour aucuns traitements thérapeutiques ou vaccinaux efficaces 
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contre ces deux virus (Araujo et al., 2020). Néanmoins, cette section discutera des stratégies 

actuellement en place contre les Flavivirus en général d’un point de vue thérapeutique ou 

vaccinale et également les nouvelles découvertes actuellement en étude. 

1.2.1 Approche thérapeutique 

Développer un composé clinique peut prendre jusqu’à une quinzaine d’années d’études incluant 

la découverte de la molécule à sa mise en vente sur le marché (Van Norman, 2016). La stratégie 

actuelle est de tester des composés déjà connus sur les infections virales in vitro / in vivo afin de 

gagner du temps en évitant les phases cliniques I et II puisque ces phases ont déjà été étudiées. 

Dans cette section, des exemples de deux types d’antiviraux seront discutés en fonction de leur 

mode d’action : les antiviraux ciblant les protéines virales et les antiviraux ciblant le cycle viral. 

1.2.1.1 Les antiviraux ciblant les protéines virales 

Protéine d’enveloppe E 

Le peptide Z2 dérivé de la région conservée de la protéine E est efficace contre le VDEN, VZIK 

et le VFJ. En effet, chez la souris, une administration péritonéale de Z2 confère une protection 

d’environ 75% contre le VZIK avec aucunes complications neurologiques observées. (Yu et al., 

2017). Un autre peptide, le P5, dérivé cette fois de la région en hélice de la protéine E du VEJ est 

efficace contre le VEJ et le VZIK. Chez la souris, un traitement de faible dose permet de réduire 

les dommages causés au cerveau. Bien que les mécanismes de ces deux composés soient 

encore inconnus, il se pourrait que la région en hélice permette de bloquer l’interaction de la 

protéine E lors de la fusion des membranes virale et cellulaire (Schmidt et al., 2010). 

Les cyanohydrazones, une autre classe d’inhibiteurs de la protéine E du VDEN sont également 

efficaces contre VDEN, VZIK et VEJ in vitro. En particulier, le composé JBJ-01-162-04, réduit la 

virémie chez la souris (Li et al., 2019). Il semblerait que le composé interagit avec une partie 

conservée de la protéine E appelée « pocket n-octyl-β-D-glucoside » bloquant ainsi la fusion des 

membranes virale et cellulaire contrôlée par la protéine E (de Wispelaere et al., 2018; Li et al., 

2019). 

Autres que des composés chimiques, des anticorps ont également été développés contre la 

protéine E dû à son exposition sur la surface externe. Par exemple, l’anticorps ab513 liant le 

domaine III de la protéine E (EDIII) du VDEN a montré une neutralisation avec une grande affinité 

contre les quatre sérotypes du VDEN (Robinson et al., 2015). L’anticorps ab153 confère chez la 
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souris une réduction de la charge virale, une augmentation de la survie et une protection contre 

les dommages cérébraux. Finalement, le 2D22, un anticorps humain spécifique au VDEN réduit 

également la virémie chez la souris dans le plasma sanguin, et la moelle osseuse (Fibriansah et 

al., 2015). Le 2D22 se lie aux trois domaines de la protéine E et empêche ainsi la fusion des 

membranes virale et cellulaire lors de la fusion. 

Protéase virale NS2B3 

Un inhibiteur contre la protéase virale NS2B3, le NSC157058 est très efficace contre le VZIK 

(Shiryaev et al., 2017). Ce composé inhibe l’infection au VZIK dans des cellules précurseurs 

neuronales fœtales et réduit la charge virale chez la souris. Il semblerait que le composé interfère 

dans le repliement du cofacteur NS2B avec NS3 bloquant ainsi l’activité protéase de NS2B3. 

L’antibiotique Novobiocin inhibe fortement le VDEN et le VZIK en culture cellulaire mais 

également chez la souris en conférant une survie de 100% et une diminution significative de la 

charge virale dans le sang (Yuan et al., 2017). Cet antibiotique se lie au domaine de liaison NS2B-

NS3 bloquant ainsi son activité protéase. Par un mécanisme similaire, le Temoporfin inhibe la 

protéase NS2B3 réduisant ainsi l’infection au VZIK des cellules de placenta humain ou des 

cellules progénitrices neuronales humaines (Xu et al., 2016). In vitro, le Temoporfin est également 

efficace contre le VDEN et autres Flavivirus, tels que le VEJ, le VFJ et le VNO. Chez la souris, 

un traitement réduit la présence d’ARNv et protège à 83% contre le VZIK et ses complications 

neurologiques. 

Protéine virale NS4B 

La protéine virale NS4B est une composante majeure de cette thèse et la section 1.3 y est 

complètement consacrée. Notamment, la figure 1.11 montre les sites d’inhibitions des inhibiteurs 

discutés dans cette section. 

Le NITD-618 supprime la synthèse de l’ARNv chez le VDEN en liant directement NS4B aux 

acides aminés P104 et A119. Ces deux acides aminés étant conservés chez les quatre sérotypes 

du VDEN et non retrouvés chez d’autres Flavivirus, cela expliquerait pourquoi le NITD-618 est 

inefficace contre le VNO ou le VFJ (Xie et al., 2011b). 

Le NITD-688 est un composé très puissant contre le VDEN en liant directement la protéine virale 

NS4B. En effet, chez la souris, le NITD-688 réduit la virémie après 3 jours de traitement seulement 

(Moquin et al., 2021). Lorsque NS4B est mutée, l’effet du NITD-688 est encore plus fort. En 

revanche, des mutations spécifiques de NS4B (T215A et A222V) empêchent l’interaction du 
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NITD-688 avec NS4B et réduisent son efficacité. Chez le rat et le chien, cette drogue est très 

bien tolérée et facilement éliminée par l’organisme. 

Le JNJ-A07 bloque l’interaction NS3-NS4B du VDEN par un possible changement dans la 

conformation de la boucle cytosolique (Kaptein et al., 2021). Chez la souris, un traitement 

prophylactique oral réduit la charge virale et les symptômes reliés à une infection au VDEN. Très 

similaire, le JNJ-1802 bloque également l’interaction NS3-NS4B puisqu’il s’agît d’une optimisation 

du JNJ-A07 (Goethals et al., 2023). Ce composé est très efficace contre les DENV1 et DENV2 

chez des sujets primates non humains et a réussi avec succès une première étude clinique de 

phase I avec une haute tolérance. Ces deux composés sont très prometteurs car ils sont efficaces 

à de très basses concentrations (picomolaire à nanomolaire) et visent les 4 sérotypes de VDEN. 

Le SDM25N est un antagoniste des récepteurs opiacés δ. Ce composé cible l’acide aminé F164 

de la protéine NS4B. Une mutation de NS4B en F164L confère au VDEN2 une résistance contre 

cet inhibiteur (van Cleef et al., 2013). In vitro, le SDM25N montre une activité antivirale contre le 

VDEN dans des cellules de mammifères, mais pas dans des cellules C6/36 de moustique. 

Le JNJ-1A, un inhibiteur d’un autre virus appartenant à la famille des Flaviviridae, le virus de 

l’hépatite C (VHC), montre une efficacité in vitro contre les sérotypes 1, 2 et 4 du VDEN 

(Hernandez-Morales et al., 2017). Des virus résistant à JNJ-1A montrent une mutation en T108I 

dans NS4B confirmant l’action de ce composé spécifiquement sur NS4B. 

Protéine virale NS5 

La protéine virale NS5 est une des protéines les plus importantes des Flavivirus puisque celle-ci 

possède différentes activités enzymatiques, telles que l’ARN polymérase ARN-dépendante 

(RdRp), la méthyltransférase (MTase) ou encore la guanosyltransférase (GTPase) permettant la 

réplication de l’ARNv (Davidson, 2009; Issur et al., 2009; Kroschewski et al., 2008). L’analogue 

BCX4430 connu aussi sous le nom de Galidesivir est un inhibiteur de l’ARN polymérase du VHC. 

L’analogue réduit les effets cytopathiques du VMET, du VNO et de différentes souches du VZIK 

que ce soit in vitro ou in vivo (Eyer et al., 2017; Julander et al., 2017; Taylor et al., 2016).  De 

plus, chez la souris, une administration intramusculaire de 8 jours réduit la charge virale et 

augmente la survie à 87.5%. 

Le NITD008 cible la RdRp pour inhiber la réplication virale du VDEN et du VZIK aboutissant à la 

réduction des titres viraux in vitro de différentes souches du VZIK (Yin et al., 2009). Chez la souris, 

un traitement NITD008 réduit la virémie et protège à 50% de la mort et des complications 

neurologiques causées par le VZIK (Deng et al., 2016). 
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Un autre exemple prometteur d’inhibiteur de la protéine NS5 est l’analogue 7-deaza-2’-C-

methyladenosine. Celui-ci réduit la présence d’ARNv du VNO et du VZIK dans des cellules Vero 

(Zmurko et al., 2016). Chez la souris infectée au VZIK, le traitement diminue la virémie et retarde 

la progression de la maladie. 

1.2.1.2 Les antiviraux ciblant le cycle viral 

L’endocytose des Flavivirus 

Le Sunitinib/Erlotinib agît sur l’entrée du VDEN, du VNO et du VZIK in vitro en ciblant 

spécifiquement la protéine kinase 1 associée à la kinase AP2 et à la kinase associée à la cycline 

G, toutes deux impliquées dans la modulation du trafic membranaire intracellulaire médié par 

protéines adaptatrices (Bekerman et al., 2017). Chez la souris, le traitement réduit la charge 

virale, la mortalité et modifie la réponse cytokine à la suite d’une infection au VDEN. 

Le Prochlorpérazine est un autre inhibiteur de l’endocytose (Simanjuntak et al., 2015). Celui-ci 

altère la distribution de chlatrine par l’inhibition des récepteurs dopamine D2, interférant ainsi sur 

l’endocytose médiée par chlatrine. Chez la souris infectée par le VDEN ou VEJ, le traitement 

immédiat protège de la mort tandis qu’un traitement tardif retarde la mort et améliore la survie. 

La fusion des Flavivirus 

La chloroquine est un composé bien connu dans la littérature et déjà utilisé dans la lutte anti 

paludique (Uhlemann et al., 2005). Chez le singe avec une infection au VDEN, la chloroquine 

réduit la virémie, le niveau d’interféron gamma et le niveau du facteur nécrotique tumoral TNFα 

(Farias et al., 2015). Il semblerait que la chloroquine inhibe l’acidification des endosomes 

empêchant la fusion des membranes virale et cellulaire (Delvecchio et al., 2016). Chez la souris, 

la chloroquine réduit également une infection au VZIK en bloquant l’internalisation du virus 

diminuant ainsi la virémie (Li et al., 2017b). De plus, un traitement chez des souris en gestation 

réduit l’apoptose des cellules du cerveau fœtal. 

Le 25-hydroxycholesterol (25HC) est un dérivé du cholestérol qui possède une activité antivirale 

contre le VZIK, le VNO, le VFJ et le VDEN (Li et al., 2017a). Le 25HC régule le métabolisme 

lipidique et interfère alors l’étape de fusion entre la membrane virale et la membrane cellulaire. 

Un traitement avec le 25HC chez des souris infectées au VZIK réduit la virémie, la mortalité et la 

charge virale dans le cerveau.  

 



  

22 

 

La réplication des Flavivirus 

L’Ivermectin est un composé réduisant le niveau de la polymérase NS5 dans le noyau des cellules 

infectées par le VZIK se traduisant en la diminution du niveau d’infection (Ji et al., 2020). Il 

semblerait dans ce cas que l’Ivermectin inhibe l’IMPα/β1 (importine de l’hôte) ainsi empêchant le 

trafic des protéines vers le noyau (Crump, 2017; Ji et al., 2020). En revanche, chez la souris, 

aucune amélioration n’a été observée dans la mortalité ou la morbidité (Ketkar et al., 2019). 

Un autre composé approuvé est actuellement en investigation, le AR-12, un dérivé du Celecoxib 

(Abdulrahman et al., 2017). A l’échelle cellulaire, le traitement réduit la réplication virale en 

diminuant la voie PI3/AKT. Chez la souris, le traitement réduit l’expression des protéines non 

structurales et des virions diminuant ainsi la mortalité. 

L’assemblage et l’exocytose des Flavivirus 

Le UV-12, un imminosaccharide, inhibe l’activité des deux α-glucosidase I et II, impliquées dans 

la glycosylation de la protéine E des Flavivirus lors de la maturation des virions (Warfield et al., 

2015). Chez la souris infectée au VDEN, le traitement aboutit à 100% de survie, une drastique 

diminution de la charge virale et des niveaux élevés de cytokines et chémokines synthétisées. 

L’imminosaccharide UV-4B partage le même mécanisme que le UV-12 (Warfield et al., 2016). Un 

traitement à l’UV-4B abouti également à la diminution de la charge virale lors d’une infection au 

VDEN in vitro. Chez la souris, le traitement confère une protection même si le traitement est 

commencé tardivement, c’est-à-dire 2 jours après l’infection. 

1.2.2 Approche vaccinale 

Avec l’apparition de pandémies virales de plus en plus fréquentes, la course au développement 

de vaccin à fait un bon et la recherche vaccinale a beaucoup évolué ces dernières années, 

notamment dans la vaccination anti-flaviviral. Cependant, la proximité génétique des Flavivirus et 

le phénomène d’ADE donnent à la science vaccinale un défi difficile dans le développement de 

vaccins. Cette section discutera de quelques exemples importants de différentes stratégies de 

vaccination actuellement disponibles ou en études cliniques. 

Virus de la fièvre jaune 

Le vaccin 17D (YFV-17D) actuel ou connu sous le nom commercial Stamaril® (Lutmer et al., 2022) 

dérive directement du premier vaccin contre le VFJ développé en 1936 utilisant la souche 17D 

(Ferguson et al., 2010). Ce vaccin très fiable peut éventuellement déclencher de rares 

complications, comme aux États-Unis, avec un indice de 0.4 cas pour 100 000 personnes au-



  

23 

 

dessus de 60 ans (Lindsey et al., 2008; Miller et al., 2008a). Le YFV-17D provoque une réponse 

immunitaire forte, robuste, rapide et durable contre la protéine virale E (Monath et al., 2002; 

Vratskikh et al., 2013). Etant donné la qualité de ce vaccin contre le VFJ, il a été utilisé comme 

vecteur pour le développement de possibles autres vaccins contre les Flavivirus tel que le VEJ, 

le VNO, le VDEN et le VZIK. 

Le virus de l’encéphalite japonaise 

Le premier vaccin contre le VEJ est un vaccin inactivé dérivé de cerveau de souris et 

commercialisé dans les années 30 par Sanofi Pasteur sous le nom de JE-VAX pour être 

finalement retiré du marché en 2005 (Hoke et al., 1988; Hsu et al., 1971; Kurane et al., 2000; 

Paulke-Korinek et al., 2008). La recherche de vaccin vivant atténué a abouti au développement 

du vaccin SA-14-14-2 (Yu, 2010).  Ce vaccin est actuellement le principal utilisé en Chine depuis 

plus de 30 ans (Schioler et al., 2007). Deux vaccins recombinants, le ALVAC-JEV (base virale 

canarypox) et le NYVAC-JEV (base virale vaccinia atténué) ont montré une bonne efficacité et 

tolérance lors des phases cliniques (Kanesa-thasan et al., 2000). Le vaccin JE-CV, dérivé du 

YFV-17D montre une efficacité similaire à celle du SA-14-14-2 (Kim et al., 2014a). 

Le virus du Nil occidental 

Il n’y a malheureusement aucun vaccin disponible pour l’humain. En revanche, quatre vaccins 

sont disponibles principalement pour les chevaux. Le West-Nile Innovator, le Vetera WNV, le 

Recombitek Equine WNV et le Equi-Nile (Ishikawa et al., 2014). Ces vaccins ne confèrent une 

immunité que pour une année environ, ce qui implique une vaccination annuelle. Différents 

prototypes de vaccin chez l’humain ont été étudié en phase clinique I et II, néanmoins aucuns n’a 

été validées par la suite (Kaiser et al., 2019). 

Le virus de la dengue 

En 2015, un vaccin développé sous le nom de Dengvaxia® (CYD-TDV) par Sanofi Pasteur a été 

approuvé pour la vente dans des zones à haut risque (Thomas et al., 2019). Ce vaccin, un 

tétravalent chimérique vivant atténué « live-attenuated tetravalent vaccine (LATV) » fait à partir 

du YFV-17D dont les protéines prM et E ont été remplacées, possède une plus grande affinité 

pour les sérotypes 3 et 4 que les sérotypes 1 et 2 (Hadinegoro et al., 2015; Malisheni et al., 2017). 

Le CYD-TDV confère une immunité d’environ quatre ans. (Guy et al., 2017). Cependant, très tôt 

en 2018, plus d’une dizaine d’enfants sont décédés à la suite d’une campagne vaccinale 

désastreuse aux Philippines. Finalement, en 2021, ce vaccin a été approuvé par l’Union 

Européenne seulement pour les personnes entre 9 et 45 ans qui ont déjà été infectées par le 
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VDEN ou pré-vaccinées, ce qui rend ce vaccin peu utile. D’autres vaccins ont ensuite été étudiés 

en essais cliniques. 

Le LATV rDEN∆30 par exemple, est un vaccin vivant atténué avec une délétion de 30 nucléotides 

dans l’extrémité 3’UTR pour chacun des sérotypes du VDEN (Blaney et al., 2006; Durbin et al., 

2001). Ce vaccin, très immunogène chez l’humain et le singe, est beaucoup moins virulent chez 

le moustique limitant ainsi la transmission de l’humain au moustique (Blaney et al., 2004; Blaney 

et al., 2008; Durbin et al., 2001; Durbin et al., 2011). Le TV003 est un vaccin mélangeant les 

quatre LATV rDEN∆30, c’est-à-dire le rDEN1∆30, le rDEN2∆30, le rDEN3∆30 et le rDEN4∆30 et 

est actuellement en étude clinique de phase III (Kirkpatrick et al., 2015; Nivarthi et al., 2021). 

Après vaccination, environ 92% des patients présentaient des anticorps dirigés contre les quatre 

sérotypes du VDEN avec une plus forte réponse contre VDEN2 que le Dengvaxia® (Kirkpatrick 

et al., 2016). Le TV005, qui est une mise à jour du TV003 en rajoutant plus de LATV rDEN2∆30 

possède une plus grande réponse immunitaire observée en étude clinique de phase I après une 

seule vaccination (90% de patients avec le TV005 contre 76% avec le TV003) (Kirkpatrick et al., 

2015). 

Plus récemment, le LATV TAK-003 aussi connu sous le nom de DENVax ou Qdenga, a montré 

une très grande efficacité et est très prometteur pour l’avenir (George et al., 2015; Jackson et al., 

2018; Osorio et al., 2014; Rupp et al., 2015). Ce vaccin est un recombinant chimérique du VDEN1, 

3 et 4 construit sur la base du VDEN2 (Huang et al., 2013). Les études cliniques en phase III 

menées sur une cohorte de patients de 4 à 16 ans montrent une performance dépendante du 

sérotype avec une plus faible efficacité pour le DENV3 (Biswal et al., 2020). Un suivi de cette 

étude deux ans plus tard montre que le TAK-003 confère une immunité continue avec une légère 

diminution de l’efficacité dans la deuxième année chez les patients de 4 à 16 ans (Lopez-Medina 

et al., 2022). Finalement, une autre étude confirme l’efficacité de ce vaccin après 3 ans de 

vaccination bien que l’efficacité continue de diminuer (Rivera et al., 2022). Un booster serait 

éventuellement requis pour maintenir une immunité efficace contre les quatre sérotypes du 

VDEN. En août 2022, le vaccin TAK-003 a été approuvé pour les patients de 6 à 45 ans par 

l’Agence fédérale indonésienne des produits alimentaires et médicamenteux (Becker, 2022). 

Le virus Zika 

Le VRC5283 et le VRC5288, des vaccins à ADN, sont composés d’un plasmide circulaire d’ADN 

codant pour les protéines virales prM et E de la souche polynésienne H/PF/2013 du VZIK. Chez 

le singe, ces vaccins procurent une immunité robuste et efficace contre VZIK (Van Rompay et al., 
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2019). En date du 5 décembre 2022, le VRC5283 a complété deux études cliniques chez l’humain 

tandis que le VRC5288 est toujours en phase I (Gaudinski et al., 2018). 

L’ARNm-1325 et l’ARNm-1893 sont des vaccins à ARNm codant pour les protéines virales prM-

E de la souche polynésienne H/PF/2013 du VZIK. Ces deux vaccins confèrent une immunité 

efficace et robuste chez la souris contre le VZIK (Pardi et al., 2017; Richner et al., 2017). Ils sont 

depuis 2019 en étude clinique de phase I. 

Le rZIKV/D4Δ30-713 est un vaccin vivant atténué recombiné à partir du VDEN4 ayant une 

délétion de 30 nucléotides à l’extrémité 3’UTR du génome viral. Le vaccin exprime les protéines 

virales prM-E du VZIK FSS13025. Chez la souris, la vaccination aboutit à une immunité efficace 

avec un titre élevé d’anticorps neutralisants (Chin et al., 2021). Le vaccin a complété son étude 

clinique de phase I en juin 2022. Un autre exemple de vaccin vivant atténué est le ChAdOx1 Zika. 

Bien qu’il ait été montré chez la souris que ce vaccin est peu efficace (Lopez-Camacho et al., 

2020), il est malgré tout rentré en étude clinique de phase I d’octobre 2019 à mars 2022. 

1.3 La protéine virale NS4B 

Chez les Flavivirus, les protéines non structurales sont essentielles à la réplication du génome 

virale, mais également à la création d’un environnement favorable à la réplication. Une en 

particulier a montré au cours des dernières décennies sont importance. En effet, la protéine virale 

NS4B, très conservée chez les Flavivirus représente un intérêt particulier dans la poursuite de 

thérapie antivirale (Blaney et al., 2003) (Zmurko et al., 2015). Bien qu’elle ne possède aucune 

activité enzymatique, cette protéine possède un rôle essentiel dans la réplication virale (Chatel-

Chaix et al., 2016; Zou et al., 2014). Notamment, NS4B s’est montrée être une cible thérapeutique 

par différents composés en étude clinique depuis quelques années (discuté dans la section 

1.2.1.1) (Wang et al., 2015; Xie et al., 2015). Pour autant, les mécanismes d’action ne sont 

toujours pas élucidés. 

1.3.1 Structure topologique 

Comme son nom l’indique, NS4B est la 4ème protéine non structurale du génome viral. Sa forme 

finale et donc mature d’un poids moléculaire de 28kDa et de 248 acides aminés est composée 

de deux domaines associés à la membrane intra RE (PM1 et PM2) et de trois domaines 

transmembranaires (PTM3, PTM4 et PTM5) ce qui en fait d’elle une protéine membranaire 

hydrophobe (figure 1.11) (Miller et al., 2006). Cependant, NS4B n’est pas toujours retrouvée sous 

cette forme puisqu’elle doit au préalable subir une maturation enzymatique (Cahour et al., 1992). 
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En effet, la forme immature de NS4B (46kDa) est toute d’abord liée à NS4A par un peptide signal 

2K (2kDa). La première réaction enzymatique réalisée par la protéase virale NS2B3 permet 

d’obtenir la forme pseudo mature (30kDa) libérée de NS4A et détachée de NS5 mais toujours 

liée à 2K. Le peptide signal 2K, la partie carboxy-terminale de NS4A permet la translocation de 

NS4B du côté transmembranaire intra RE. Une fois la translocation terminée, le peptide 2K subit 

un clivage enzymatique par une signal peptidase. 

Très intéressant, une région ultra conservée entre PTM3 et PTM4, la boucle cytosolique, présente 

dans le cytosol, possède un rôle important puisque c’est elle qui permet l’interaction protéine-

protéine avec NS3. En effet, étudié par la méthode de substitution à l’alanine, les résidus Q134, 

G140 et M140, important dans l’interaction avec NS3, abolissent la réplication virale démontrant 

la valeur essentielle de cette très petite structure de NS4B (Chatel-Chaix et al., 2015; Zou et al., 

2015a).  

Finalement, bien que l’importance de NS4B dans sa globalité ait principalement été étudié chez 

le VDEN, la proximité génétique entre le VDEN et le VZIK pourrait suggérer des mécanismes 

conservés impliqués dans la mise en place d’un environnement favorable à la réplication. 

 

 

Figure 1.11 Topologie de la protéine virale NS4B des Flavivirus 

Représentation schématique de la topologie, des interactions et des inhibitions de NS4B. Ciseaux bleus : NS2B3 ; 
ciseaux rouges : signal peptidase ; étoiles jaunes : site d’inhibition par JNJ-A07 ; étoile bleue : site d’inhibition par JNJ-
1A ; étoile rouge : site d’inhibition par NITD-688 ; étoile verte : site d’inhibition par SDM25N ; étoile noire : site 
d’inhibition par NITD-618 ; flèches grises : site d’interaction protéine-protéine. Schéma réalisé à l’aide de la ressource 
en ligne BioRender (https://biorender.com/). 

 

https://biorender.com/
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1.3.2 Le rôle de NS4B dans les usines de réplication 

Malgré qu’il n’y ait pas d’évidence à ce jour d’une modulation des URv par NS4B, cette dernière 

pourrait tout de même jouer un rôle important dans la mise en place des URv. En effet la topologie 

spécifique de NS4B (et de NS4A) entièrement membranaire force la courbure de la membrane 

du RE vers le lumen induisant des invaginations (Miller et al., 2007; Miller et al., 2006; Roosendaal 

et al., 2006). Ceci est dû aux structures en hélices présent parallèlement du côté luminal du RE. 

Comme déjà mentionné dans la section 1.1.2.2, l’expression seule de NS4A du VDEN est 

capable de partiellement former les CM à partir des membranes du RE (Miller et al., 2007). 

Cependant il y’a une différence structurale observée entre les CM formés par surexpression de 

NS4A seule et une infection avec le VDEN démontrant que NS4A seule n’est pas suffisant à 

réaliser un tel processus. Lors de la maturation de NS4B, la protéine virale est d’abord 

transloquée au niveau de la membrane du RE à l’aide de son peptide signal 2K. Cette 

translocation pourrait forcer la courbure de la membrane lors du clivage protéolytique du 2K et la 

maturation de NS4B (Miller et al., 2007). Il faut aussi prendre en compte que l’oligomérisation de 

ces deux protéines virales pourrait également jouer un rôle dans la mise en place des usines de 

réplication (Stern et al., 2013). 

1.3.3 Le rôle de NS4B dans l’immunité 

Pour contrer le système immunitaire antivirale, les Flavivirus ont beaucoup évolué pour 

développer des stratégies leurs permettant de survivre dans les cellules des mammifères et 

réaliser leur cycle viral. La protéine virale NS4B est un facteur important dans l’évasion de la 

réponse immunitaire de la cellule hôte.  

L’expression des interférons de type I et III (IFN I et IFN III) fait partie de la réponse innée précoce 

antivirale en réponse à une intrusion. Démontré chez le VDEN et le VZIK, NS4B interfère par 

différents mécanismes dans l’expression des IFN. En effet, NS4B empêche l’induction des gènes 

de réponse aux interférons en inhibant la phosphorylation activatrice de STAT1/STAT2 bloquant 

ainsi sa translocation nucléaire (Fanunza et al., 2021; Munoz-Jordan et al., 2005). En addition, 

NS4B inhibe également la voie principale de reconnaissance des ARN étrangers par les senseurs 

cytosoliques RIG-I et MDA5. En effet, NS4B inhibe une fois de plus la phosphorylation mais cette 

fois de IRF3 et TBK1 bloquant l’expression des IFN-β (Dalrymple et al., 2015). La voie cGAS-

STING, senseur d’ADN, n’échappe pas non plus à NS4B car l’activité de STING est également 

inhibée par une possible interaction directe protéine-protéine (Ishikawa et al., 2009). Finalement, 
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l’élongation mitochondriale causée par NS4B du VDEN accompagnée de l’altération de l’IRM 

jouent également un rôle important dans l’immunité antivirale (discuté à la section 1.7.3.1). 

1.3.4 NS4B et ses interactions protéine-protéine 

L’importance de NS4B dans la réplication virale repose essentiellement sur sa capacité à se lier 

à d’autres protéines. En effet, de nombreuses interactions protéine-protéine ont été démontrées 

jusqu’à présent impliquant NS4B et des protéines virales ou cellulaires. On peut citer par exemple 

les cas de NS4B-NS1, NS4B-NS2B, NS4B-NS3 ou encore NS4B-NS4A dans le cas d’une 

interaction entre protéines virales et de NS4B-VCP dans le cas d’une interaction entre protéines 

virales et cellulaires parmi tant d’autres. Eventuellement, cette capacité incroyable à lier de 

nombreuses protéines différentes servirait à séquestrer des protéines néfastes pour le virus. 

1.3.4.1 Interactions avec des protéines virales 

NS1 est une protéine virale importante dans la réplication virale ou dans l’interférence du système 

immunitaire (Muller et al., 2013). Chez le VNO, une étude de spectrométrie de masse montre que 

NS1 interagit par l’intermédiaire de ces résidus R10 et Q11 avec NS4B à son résidus F86 entre 

les domaines PM2 et PTM3 (figure 1.11) (Youn et al., 2012). Il semblerait que son interaction 

avec NS4B favorise sa localisation au niveau des membranes cellulaires lors de l’infection 

permettant par la suite son homodimèrisation (Giraldo et al., 2018). De plus, l’interaction de NS1 

avec la forme immature de NS4B, c’est-à-dire NS4A-2K-NS4B, semble essentielle dans la 

réplication de l’ARNv (Plaszczyca et al., 2019). 

Toujours chez le VNO, la colocalisation de NS4B et de NS2B au niveau de la membrane du RE 

suggère une interaction entre les deux protéines virales (figure 1.11) (Yu et al., 2013). En effet, 

l’étude confirme leur proximité d’environ 10nm par la technique de transfert d’énergie par 

résonance de fluorescence (FRET). Cette interaction serait impliquée dans le recrutement de la 

protéine virale NS3 au niveau de la membrane du RE et permettrait de la lier au domaine 

cofacteur NS3 de NS2B formant ainsi la protéase virale NS2B3. 

La protéine NS3 qui avec NS2B forme la protéase virale a également été identifiée dans les 

protéines interagissant avec NS4B. En effet, la colocalisation de NS4B, NS3 et de l’ARNv double 

brin active l’activité hélicase de NS3 permettant la séparation de l’ARNv double brin (Umareddy 

et al., 2006). Une récente étude suggère également que les résidus 51 à 83 de NS4B améliorent 

l’activité hélicase de NS3 (Lu et al., 2021). Cette interaction est rendue possible par la boucle 
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cytosolique entre PTM3 et PTM4 qui interagit avec les résidus I190 et P319 de NS3 (figure 1.11) 

(Chatel-Chaix et al., 2015; Lu et al., 2021). 

L’interaction entre NS4B et NS4A chez le VDEN a été montrée par des études de biophysique et 

déterminée par utilisation de protéines virales recombinantes (Zou et al., 2015b). Les résidus 

impliqués dans l’interaction sont L48, T54 et L60 de NS4A (Zou et al., 2015a; Zou et al., 2015b). 

Une mutation de ces résidus affecte l’interaction NS4B-NS4A et abolit la réplication virale. Chez 

le VEJ, il semblerait que les résidus impliqués dans l’interaction soient A97 pour NS4A et Y3 pour 

NS4B (Tajima et al., 2011). Une mutation de ces résidus aboutit à une diminution de la réplication 

virale montrant l’importance de l’interaction NS4B-NS4A dans le cycle viral des Flavivirus (Li et 

al., 2015b). 

Finalement, NS4B interagit avec lui-même par homodimèrisation. En effet, une étude in vitro chez 

le VNO par mutagénèse a montré que l’homodimèrisation est réalisée par l’interaction entre les 

régions contenant les résidus 129 à 165 de la boucle cytosolique et les résidus 166 à 248 de la 

région C-terminal (figure 1.11) (Zou et al., 2014). Bien que la fonction de l’homodimèrisation de 

NS4B soit encore inconnue, il semblerait que son homodimèrisation soit importante pour la 

réplication virale. 

1.3.4.2 Interactions avec des protéines de l’hôte 

Outre les interactions de NS4B avec des protéines virales, cette protéine est également connue 

pour interagir avec diverses protéines cellulaires dans le but d’atténuer ou d’activer des processus 

cellulaires dans le bénéfice de la réplication virale. Par exemple, le complexe 

oligosaccharyltransférase (OST), une composante intégrale de la membrane du RE ayant pour 

rôle la glycosylation post-traductionnelle des protéines, interagit avec NS4B (Lin et al., 2017a). 

Alors que les fonctions catalytiques d’OST (STT3A et STT3B) ne sont pas nécessaires pour le 

VDEN, la sous-unité MAGT1, en particulier le motif CXXC de son site d’oxydoréductase, est en 

revanche essentielle pour la réplication du virus. Il semblerait que NS4B soit recrutée par le motif 

CXXC d’OST au niveau de la membrane du RE. 

Un autre exemple d’interaction avec NS4B est celui de la protéine réticulum endoplasmique 

kinase-like 1 (PERK). PERK est un facteur pro-apoptotique qui est suractivé par NS4B du VEJ 

ainsi permettant l’apoptose des neurones et le stress lié au RE aboutissant aux complications 

neurologiques associées à une infection au VEJ (Wang et al., 2019). Fait très intéressant, 

l’interaction implique une seule protéine NS4B et deux protéines PERK, suggérant que NS4B 
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joue éventuellement un rôle dans la dimérisation de PERK, cette dernière étant la forme 

activatrice de l’apoptose. 

Un dernier exemple important dans les interactions de NS4B avec des protéines de l’hôte est 

celui de la valosin-containing protein/p97 (VCP), une protéine qui a beaucoup été étudié ces 

dernières années. Chez le VEJ, une étude récente montre que NS4B interagit avec VCP via son 

domaine de liaison avec son cofacteur NLP4 (Arakawa et al., 2022). En effet, NS4B recrute le 

complexe VCP/NLP4 au site de réplication de l’ARNv pour inhiber les réponses de stress 

cellulaires et faciliter la synthèse des protéines virales. Dans cette étude, l’expression de NS4B 

ou de VCP seule permet d’annuler la formation de granule de stress. Ceci suggère fortement un 

rôle important du recrutement de VCP par NS4B pour faciliter la réplication virale. De plus, nous 

avons récemment montré que NS4B s’associe avec VCP dans les CM induites par le virus (Anton 

et al., 2021). En effet, nos travaux ont permis d'identifier l’interaction protéine-protéine entre VCP 

et NS4B du VZIK. Dans des cellules infectées, l’inhibition de l'activité de VCP cause une 

diminution de la stabilité de NS3, sans altérer l’interaction NS3-NS4B ni l'expression d'autres 

protéines virales. Cela conduit à une réduction de l'abondance et de la taille des CM, à une 

inhibition de l'élongation mitochondriale et à une augmentation de l'apoptose. De ce fait, cette 

étude révèle VCP comme un facteur cellulaire nécessaire à la réplication du VZIK, en particulier 

pour maintenir l’intégrité des URv. 

Pour conclure sur cette protéine, NS4B est essentielle à la réplication virale, à l’évasion du 

système immunitaire, et est également la cible thérapeutique de molécules actuellement en 

études clinique. Ainsi, NS4B est une protéine qui mérite plus d’attention et une meilleure 

compréhension dans ses différents rôles au sein du cycle flaviviral et ses interférences dans les 

processus cellulaires tels que l’immunité innée par exemple. Mon directeur de thèse s’est 

particulièrement intéressé à cette protéine durant les dernières années et a étudié son 

interactome au niveau cellulaire (Chatel-Chaix et al., 2016). Les données en spectrométrie de 

masse ont montré plus d’une dizaine de protéines interagissant avec NS4B dont la plupart étant 

des protéines mitochondriales.  

1.4 La mitochondrie 

« Il y a environ 1,5 à 2 milliards d’années, la vie unicellulaire a connu un tournant majeur grâce à 

l’intégration par endosymbiose d’une α-protéobactérie dans une protocellule eucaryote. Ce 

phénomène est à l’origine d’une composante intracellulaire complexe qui, au cours de l’évolution, 

est devenue un organite jouant un rôle central dans la vie des cellules eucaryotes : la 
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mitochondrie. De taille avoisinant quelques micromètres, cet organite est capable de se déplacer 

dans le cytoplasme le long du cytosquelette par des kinésines (transport antérograde) et des 

dynéines (transport rétrograde) (Pilling et al., 2006). Généralement présent en grande quantité 

dans la plupart des cellules eucaryotes supérieures, cet organite contribue au métabolisme 

énergétique de la cellule, notamment par l’intermédiaire de la β-oxydation, du cycle de Krebs ou 

encore de la phosphorylation oxydative (Spinelli et al., 2018). Source principale d’ATP dans la 

cellule, la mitochondrie s’est vue attribuée le surnom de « centrale énergétique de la cellule ». 

Pourtant, depuis quelques décennies, nous savons qu’au-delà des fonctions métaboliques et 

respiratoires, les mitochondries jouent également des rôles importants dans l’apoptose et la 

sénescence cellulaire, le contrôle du cycle cellulaire ou encore la réponse antivirale pour n’en 

citer que quelques-uns (Antico Arciuch et al., 2012; McBride et al., 2006; Weinberg et al., 2015). » 

(Freppel et al., 2022) 

1.4.1 Structure 

Les mitochondries ont une longueur allant de 1 à 10 µm en moyenne pour un diamètre de 1 à 3 

µm et sont isolées du cytoplasme par une membrane externe (MEM), un espace 

intermembranaire (EIM) et d’une membrane interne (MIM) en crête renfermant la matrice 

mitochondriale. 

1.4.1.1 La membrane externe mitochondriale 

La MEM est la première barrière séparant les composantes cytoplasmiques des composantes 

mitochondriales. D’une épaisseur d’environ 6 à 7.5 nm, cette membrane est composée 

principalement de phospholipides retrouvés dans la plupart des membranes cellulaires avec un 

enrichissement en phosphatidylcholine (PC), en phosphatidyléthanolamine (PE), en 

phosphatidylinositol (PI), en phosphatidylsérine (PS) et en acide phosphatidique (PA) (Osman et 

al., 2011; Tamura et al., 2020; Zinser et al., 1991). De plus, la MEM possède une signature 

particulière en possédant également des phosphatidylglycérol (PG) et des cardiolipines (CL) 

(Houtkooper et al., 2008). 

La MEM est également caractérisée par la présence de nombreuses protéines membranaires 

impliquées dans les échanges cytoplasmiques / mitochondriaux. En effet, les porines formant des 

canaux dans la membrane permettent le transport de petites molécules hydrophiles, telles que 

les anions ou des cations (Ellenrieder et al., 2019). La porine « voltage-dependent annion channel 

1 (VDAC1) » permet le transport de potassium, sodium ou de calcium (Bayrhuber et al., 2008; 



  

32 

 

Camara et al., 2017). Dans le cas de molécules de taille plus importante, des translocases sont 

nécessaires telles que la « translocase outer membrane 40 (TOM40) » ou encore la TOM 22 

(Endo et al., 2010). 

1.4.1.2 L’espace intermembranaire mitochondriale 

Dans un contexte évolutif, l’EIM est aux mitochondries ce que le périplasme est aux bactéries, 

c’est-à-dire un espace séparant les deux membranes externe et interne. D’une épaisseur de 20 

nm environ, l’EIM possède une composition similaire à celle du cytosol en partie dû à la présence 

élevée de porines dans la MEM (Yartsev, 2019). Cependant, l’EIM est caractérisé par la présence 

importante de cytochrome C, qui joue un rôle dans le transport des électrons et dans l’interaction 

avec la cardiolipine (Garrido et al., 2006). L’EIM est une étape intermédiaire dans le transport des 

molécules du cytosol à la matrice mitochondriale ou vice versa. 

1.4.1.3 La membrane interne mitochondriale 

La MIM est la barrière séparant l’espace intermembranaire de la matrice mitochondriale. Celle-ci 

forme des invaginations dans la matrice, appelées crête, permettant une surface de la MIM plus 

importante que la MEM. La dynamique des cristaes varie en fonction de l’état physiologique de 

la cellule, c’est-à-dire des stress, tels que l’apoptose ou des besoins énergétiques. En termes de 

composition, la signature lipidique est similaire à la MEM, cependant, la MIM est caractérisée par 

la présence de protéines transmembranaires impliquées dans la chaîne respiratoire 

mitochondriale (Osman et al., 2011; Tamura et al., 2020; Zinser et al., 1991). Cette particularité 

confère à la MIM un rôle important dans la production d’ATP et dans la survie cellulaire expliquant 

ainsi la raison d’une surface imposante par rapport à la MEM. Notamment, le transport de 

molécules de part et d’autre de la MIM est réalisé par la présence de « translocase inner 

membrane (TIM) » (Bauer et al., 2000). 

1.4.1.4 La matrice mitochondriale 

La matrice mitochondriale est le cœur de la mitochondrie et est composée d’ADN mitochondriale 

(ADNm), de ribosomes, d’enzymes solubles et de nombreux autres métabolites intervenant dans 

des processus métaboliques propres à la mitochondrie. En effet, la matrice mitochondriale est le 

site du cycle de Krebs qui permet de nourrir la chaine respiratoire mitochondriale (Murphy et al., 

2016). Par ces diverses fonctions impliquées dans le métabolisme, la matrice mitochondriale est 
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une importante composante de la mitochondrie lui conférant son célèbre surnom d’usine 

énergétique. 

1.4.2 Dynamique : fusion et fission 

« Outre leur mobilité intracellulaire, lorsque l’on observe des mitochondries dans des cellules 

vivantes, il est évident que leur forme est en constante évolution. En effet, les mitochondries 

changent de longueur et peuvent se présenter sous forme allongée ou sphérique selon l’état de 

stress ou de croissance de la cellule. D’une manière générale, elles oscillent entre ces deux états 

très rapidement par un mécanisme de régulation dynamique qui permet de répondre rapidement 

aux besoins de la cellule. Plus généralement, la forme des mitochondries repose sur un équilibre 

entre leur fusion (menant à leur élongation) et leur fission (résultant en un aspect fragmenté). Par 

exemple, l’aspect allongé des mitochondries peut résulter soit d’une stimulation de leur fusion, 

soit d’une altération de leur fragmentation. Cette morphodynamique mitochondriale est régulée 

dans le temps et dans l’espace par des facteurs de fusion et de fission (figure 1.13). » (Freppel 

et al., 2022) 

« Les mitofusines MFN1 et MFN2 sont responsables de la fusion des membranes 

mitochondriales externes, et OPA1 (« optic atrophy 1 ») de celles des membranes 

mitochondriales internes. Brièvement, lors de la fusion, l’ancrage de deux mitochondries est 

contrôlé par l’interaction entre deux molécules MFN1 ou MFN2 par l’intermédiaire de leur 

domaine HR2 et la fusion membranaire dépend de leur activité GTPase (Ishihara et al., 2004; 

Koshiba et al., 2004). » (Freppel et al., 2022) 

« Le transfert aux mitochondries du facteur de fission DRP1 (« dynamin-related protein 1 ») par 

l’interaction avec ses récepteurs mitochondriaux MFF (« mitochondrial fission factor »), FIS1 

(« mitochondrial fission 1 protein »), MID49 (« mitochondrial dynamics protein 49 ») et MID51 

(« mitochondrial dynamics protein 51 ») régule la fragmentation des mitochondries (Westermann, 

2010). Lors de la fission, la phosphorylation de DRP1 sur la sérine 616 active son transfert aux 

mitochondries et la formation d’une structure en hélice au niveau de sites de pré-constriction 

formés par le RE (Friedman et al., 2011; Yoon et al., 2001). Ainsi, l’IRM maintenue par des 

interactions protéine-protéine gardant une distance d’environ 10 à 25 nm entre les deux organites 

implique que le RE contrôle également la morphologie mitochondriale (Giacomello et al., 2016). 

À l’inverse, la phosphorylation de la sérine 637 de DRP1 inhibe le transfert de DRP1 favorisant 

ainsi indirectement la fusion (Chang et al., 2007). Les mitochondries fusionnent ou se fragmentent 

constamment selon l’état fonctionnel et les besoins métaboliques de la cellule. En effet, il y a 



  

34 

 

fusion si les mitochondries sont très mobiles avec une augmentation de la consommation en O2, 

de la production d’ATP et du potentiel de membrane tandis qu’une situation inverse provoque la 

fission mitochondriale (Westermann, 2012). » (Freppel et al., 2022) 

 

Figure 1.12 Dynamique morphologique de la mitochondrie 

Les facteurs de fusion MFN1 et MFN2 participent à la fusion des membranes mitochondriales externes tandis que 
OPA1 fusionne les membranes mitochondriales internes. Les récepteurs FIS1, MFF, MID49 et MID51 recrute DRP1 
au niveau des sites de constrictions par le RE pour fragmenter la mitochondrie. (Sebastian et al., 2017) 

 

1.4.3 Fonctions 

1.4.3.1 Métabolisme énergétique 

La respiration cellulaire mitochondriale est la principale voie de production d’ATP regroupant 

différents processus se passant dans plusieurs compartiments cellulaires. Dans le cytosol, la 

glycolyse métabolise le glucose en pyruvate suivi par sa décarboxylation en acétyl-CoA (Li et al., 

2015a). Ce dernier (également produit par la β-oxydation mitochondriale) est pris en charge par 

le cycle de Krebs qui s’effectue dans la matrice mitochondriale. Au sein de la membrane interne 

de la mitochondrie, le processus général de la phosphorylation oxydative nourrit par le cycle de 
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Krebs et la β-oxydation permet la phosphorylation de molécules d’ADP en ATP (Papa et al., 

2012). La respiration cellulaire aérobique peut théoriquement produire 38 molécules d'ATP par 

molécule de glucose. Cependant, en raison de diverses pertes, notamment le coût de transport 

du pyruvate, du phosphate et de l'ADP vers les mitochondries, la réelle production atteint 30 à 32 

ATP par cycle (Chaudhry et al., 2021). 

La β-oxydation 

La β-oxydation est une voie métabolique mitochondriale permettant la dégradation des acides 

gras à la suite de leur activation en acyl-CoA par l’enzyme acyl-CoA synthétase (figure 1.14). En 

effet, cette voie permet par l’intermédiaire de différentes étapes enzymatiques de nourrir le TCA 

en acétyl-CoA et la phosphorylation oxydative en NADH et FADH2 (Bartlett et al., 2004). Cette 

voie peut également être réalisée par les péroxysomes (Poirier et al., 2006). 

 

 

Figure 1.13 La β-oxydation 

La bêta-oxydation est un processus métabolique essentiel qui dégrade les acides gras pour produire de l'énergie. Elle 
se déroule dans les mitochondries et se compose de plusieurs étapes enzymatiques. L'acyl-CoA, formé à partir de 
l'acide gras, est dégradé en acétyl-CoA par élimination de groupes de deux atomes de carbone successifs. Ce 
processus génère de l'énergie sous forme de NADH et FADH2. Modifiée de (Kloska et al., 2020) 
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Dans la matrice mitochondriale, l’acyl-CoA subit une déshydrogénation par le FAD pour produire 

du trans-Δ2-énoyl-CoA et du FADH2 grâce à la catalysation par l’enzyme acyl-CoA 

déshydrogénase. La deuxième étape hydrate réversiblement le trans-Δ2-énoyl-CoA en L-β-

hydroxyacyl-CoA par l’énoyl-CoA hydratase. Le L-β-hydroxyacyl-CoA est ensuite oxydé par le 

NAD+ en β-cétoacyl-CoA par l’action enzymatique de la 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et 

génère du NADH+H+. Finalement, la dernière étape réalisée par l’enzyme acétyl-CoA C-

acyltransférase génère à partir du β-cétoacyl-CoA une molécule de acyl-CoA et une molécule de 

acétyl-CoA. La β-oxydation se poursuit sur un acide gras tant que la chaine carbonée n’est pas 

entièrement découpée. En effet, chaque cycle retire deux atomes de carbone et une molécule 

d’acétyl-CoA de l’acyl-CoA généré à partir d’un acide gras. Le bilan énergétique est finalement 

aléatoire dépendamment de la taille des acides gras dégradés par la β-oxydation. 

Le cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs ou le cycle de l’acide citrique (TCA) est une voie complexe mitochondriale 

permettant d’oxyder l’acétyl-CoA provenant de la glycolyse cytoplasmique ou de la β-oxydation 

en huit étapes afin de générer de l’énergie sous forme de GTP mais également des substrats 

permettant l’activité de la phosphorylation oxydative, tels que le NADH ou le succinate (figure 

1.15) (Alabduladhem et al., 2022). 

Au sein de la matrice mitochondriale, l’enzyme citrate synthase catalyse irréversiblement dans la 

première étape du cycle, l’acétyl-CoA et l’oxaloacétate en acide citrique. Ce dernier est catalysé 

dans la deuxième étape en cis-aconitate puis en isocitrate par l’enzyme aconitase. La 

décarboxylation oxydative de l’isocitrate par l’isocitrate déhydrogénase lors de la troisième étape 

produit l’α-cétoglutarate, génère une molécule de CO2 et réduit une molécule de NAD+ en NADH 

et un proton H+. Cette étape est la première à produire un coenzyme important dans la respiration 

mitochondriale. La quatrième étape convertit l’α-cétoglutarate en succinyl-CoA par l’intermédiaire 

de l’enzyme α-cétoglutarate déhydrogénase et réduit également une molécule de NAD+ en 

NADH+H+ et une molécule de CO2. Le succinyl-CoA est ensuite transformé par l’enzyme succinyl-

CoA synthétase en succinate. Cette cinquième étape est la première à générer une molécule de 

GTP à partir de la phosphorylation d’une molécule de GDP. L’oxydation du succinate en fumarate 

est réalisée lors de la sixième étape par l’enzyme succinate déshydrogénase et réduit 

l’ubiquinone aussi connu sous le nom de coenzyme Q10 (CoQ10) en ubiquinol, coenzyme Q10H2 

(CoQ10H2). L’enzyme succinate s’avère être le complexe II de la chaine respiratoire. La septième 

étape hydrate le fumarate en malate par l’action de l’enzyme fumarase en consommant une 

molécule d’H2O. L’enzyme malate déshydrogénase oxyde le malate lors de la dernière étape du 
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cycle en oxaloacétate en produisant à nouveau une molécule de NADH+H+. L’oxaloacétate 

nouvellement produit peut ainsi recommencer un nouveau cycle. Finalement, le TCA produit deux 

molécules de CO2, trois molécules de NADH+H+, une molécule de CoQ10H2, une molécule de 

FADH2 et une molécule de GTP. Les molécules NADH+H+ et CoQ10H2 sont ensuite utilisées par 

la phosphorylation oxydative. 

 

 

 

Figure 1.14 Le cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs est une voie complexe mitochondriale permettant d’oxyder l’acétyl-CoA provenant de la glycolyse 
cytoplasmique en huit étapes afin de générer de l’énergie sous forme d’ATP mais également des substrats permettant 
l’activité de la phosphorylation oxydative tels que le NADH ou le succinate (Alabduladhem et al., 2022). 
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La phosphorylation oxydative 

La respiration oxydative ou la phosphorylation oxydative (OXPHOS) est la principale source 

d’ATP dans la cellule. Cette voie, réalisée au niveau de la membrane interne mitochondriale par 

l’intermédiaire de différents complexes enzymatiques, consomme les substrats produits par le 

TCA et consomme de l’oxygène (figure 1.16). L’OXPHOS est composée de quatre complexes 

intervenant dans la chaine de transport d’électrons (CTE) et de la chimiosmose composée 

uniquement d’un seul complexe, l’ATP synthase (Cooper, 2000). 

Le complexe I ou NADH déshydrogénase est la première enzyme de la CTE. L’enzyme est 

composée de 45 sous-unités protéiques membranaires dont sept sont codées par l’ADNm 

(Carroll et al., 2006). Cette enzyme oxyde le NADH en NAD+ libérant 2 électrons qui réduisent le 

CoQ10 en CoQ10H2. Cette réaction permet la sortie de quatre protons dans l’EIM en échange de 

deux électrons libérés dans la CTE. Le complexe I peut être inhibé par l’action de la roténone en 

agissant sur son site de liaison à la CoQ10 ainsi bloquant le transfert d’électrons (Lambert et al., 

2004). 

Le complexe II ou succinate déhydrogénase est composé de quatre sous-unités, la succinate 

déhydrogénase (SDHA), la « succinate dehydrogenase ubiquinone iron–sulfur subunit 

mitochondrial (SDHB) », la « succinate dehydrogenase complex subunit C (SDHC) » et la 

« succinate dehydrogenase complex subunit D (SDHD) ». Cette enzyme catalyse l’oxydation du 

succinate en fumarate et réduit également le CoQ10 en CoQ10H2 (sixième étape du TCA). Cette 

étape transfert 2 électrons du succinate au CoQ10 et ne possède pas d’échange de H+. 

Le complexe III ou cytochrome C réductase est composé de onze sous-unités : trois sous-unités 

à groupe prosthétique ; deux sous-unités cytochrome b, une sous-unité cytochrome c et de six 

sous-unités de faible poids moléculaires (Zhang et al., 1998). Le complexe III libère deux 

électrons lors de l’oxydation du CoQ10H2 en CoQ10. Ces deux électrons sont transférés à deux 

molécules cytochrome C permettant leur réduction. Cette réaction permet de libérer quatre 

protons dans l’EIM par un gradient de proton. Le complexe III peut être inhibé par l’action de 

l’antimycine A en agissant sur le site Q1 de l’enzyme cytochrome C réductase ainsi bloquant 

l’oxydation du CoQ10H2 (Kim et al., 1999). 

Le complexe IV ou cytochrome C oxidase est composé de quatorze sous-unités, dont trois 

transcrits codés par l’ADNm, et de plusieurs sites aux hèmes (Zong et al., 2018). Le complexe IV 

finalise le transport d’électrons à travers la CTE. En effet, il retire quatre électrons de quatre 

molécules de cytochrome C et les transfère à des molécules d’oxygène. Le dyoxygène est alors 
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réduit en deux molécules d’H2O libérant quatre protons H+ dans l’EIM par le complexe IV générant 

un gradient proton. 

Le complexe V ou ATP synthase est composé de deux régions membranaires, une étant ancrée 

dans la MIM (région Fo) et l’autre en contact direct avec la matrice mitochondriale (région F1) 

(Jonckheere et al., 2012). Le complexe V fonctionne par chimiosmose, c’est-à-dire en la 

phosphorylation de l’ADP en ATP par l’intermédiaire d’un gradient proton H+. Le gradient proton 

crée un gradient électrochimique utilisé par la région Fo permettant le transfert de proton H+ dans 

la matrice mitochondriale. L’énergie libérée lors du passage des protons H+ déclenche la rotation 

de la région Fo, activant la phosphorylation de l’ADP en ATP. Le complexe V peut être inhibé par 

l’action de l’oligomycine en bloquant le canal à protons présent sur la région Fo ainsi empêchant 

la phosphorylation de l’ADP en ATP (Jastroch et al., 2010). 

 

Figure 1.15 La phosphorylation oxydative 

Le complexe I oxyde le NADH en NAD+ libérant 2 électrons qui seront transportés du complexe I au III par la coenzyme 
Q10. Les électrons sont ensuite transférés au cytochrome c (complexe III) puis au cytochrome b (complexe IV) en 
réduisant l’O2. Le complexe V permet la phosphorylation de l’ADP en ATP par l’intermédiaire du gradient à protons 
généré par la chaine de transport d’électrons. (Granata et al., 2015) 
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1.4.3.2 Apoptose 

« L’apoptose est une mort cellulaire programmée à la suite d’un stress permettant à la cellule de 

s’auto-détruire. Elle peut être activée par 2 voies possibles, la voie extrinsèque impliquant des 

récepteurs de la superfamille des facteurs de croissance tumorale et la voie intrinsèque faisant 

intervenir la mitochondrie par le biais des protéines de la famille BCL-2 (Elmore, 2007). » (Freppel 

et al., 2022) 

En effet, cette dernière est notamment activée lorsque les cellules sont soumises à un stress 

modifiant la perméabilité membranaire des mitochondries provoquée par les facteurs pro-

apoptotiques. Ces stress peuvent être divers tels que des dommages directs à l’ADN, hypoxie, 

une surcharge en calcium ou des oncogènes, par exemple. Premièrement, la voie p53 est activée 

par phosphorylation par des facteurs réagissant aux différents stress cellulaires, tels que ATM ou 

Chk2 (Cheng et al., 2010; Lahav, 2008). La protéine p53 activée initialise ensuite la voie 

apoptotique par transcription de facteurs pro-apoptotiques de la famille des Bcl2, tels que BAK et 

BAX et en réprimant les facteurs opposés, c’est-à-dire anti-apoptotique, tel que Bcl2 et Bcl-xL 

(Shen et al., 2001).  Ceci a pour effet de libérer dans le cytosol le cytochrome C et MCL1 

(« induced myeloid leukemia cell differentiation protein »), ce qui conduit à l’activation de APAF1 

(« apoptotic protease-activating factor 1 ») puis des caspases 9 et 3 qui en retour, activent des 

facteurs apoptotiques et engagent la phase d’exécution de l’apoptose. 

L’impact de la morphologie mitochondriale a récemment été également mis en évidence dans la 

voie apoptotique (Jenner et al., 2022). En effet, La protéine DRP1 impliquée dans la fission 

mitochondriale est recrutée par BAX et interagit physiquement avec sa partie N-terminale. Cette 

interaction active la translocation de DRP1 au niveau des membranes mitochondriales lorsque la 

voie apoptotique est engagée. Ceci a pour but de moduler la perméabilisation membranaire et la 

fragmentation mitochondriale par DRP1 afin de favoriser l’apoptose ou la mitophagie. 

1.4.3.3 Mitophagie 

« La mitophagie consiste en la dégradation sélective des mitochondries par autophagie. Cette 

dernière est la conséquence de différents types de stress tels que l’hypoxie (Bellot et al., 2009; 

Zhang et al., 2008), la dépolarisation mitochondriale (Matsuda et al., 2010; Narendra et al., 2008) 

ou l’accumulation des ROS (Xiao et al., 2017a; Xiao et al., 2017b) permettant le recyclage des 

mitochondries par voie lysosomale (Galluzzi et al., 2017; Kroemer et al., 2010; Mizushima, 2018). 

La voie d’activation de la mitophagie impliquant les protéines PINK1 (« PTEN-induced putative 
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kinase 1 ») et Parkin est la mieux caractérisée (Jin et al., 2010; Lazarou et al., 2015; Meissner et 

al., 2011). Brièvement, PINK1 détecte le dommage des mitochondries, souvent fragmentées, par 

l’entremise de la phosphorylation de l’ubiquitine. Cela conduit au transfert mitochondrial et à 

l’activation de Parkin, une ligase d’ubiquitine de type E3. Le complexe PINK1/Parkin 

mitochondrial va alors induire le recrutement du phagophore, la membrane isolée à l’origine de 

la formation de l’autophagosome. » (Freppel et al., 2022) 

1.5 L’interface réticulo-mitochondriale 

Bien connue dans la littérature depuis quelques années maintenant, l’IRM, c’est-à-dire 

l’interaction membrane-membrane du RE et des mitochondries a été mise en avant pour son 

implication dans divers processus cellulaires, tels que l’homéostasie lipidique et calcique ou 

encore dans l’immunité innée précoce antivirale (Anastasia et al., 2021; Horner et al., 2011; 

Jacobs et al., 2013; Ma et al., 2021; Patergnani et al., 2011). Dans cette thèse, nous parlerons 

de sa structure, ses fonctions et son potentiel détournement par les virus. 

1.5.1 Structure 

Les observations de l’IRM en microscopie électronique montrent une étroite proximité entre les 

membranes du RE et la MEM sans pour autant qu’elles soient en direct contact. En effet, cette 

distance est maintenue par des interactions protéine-protéine qui permettent également des 

échanges moléculaires. Dépendamment du type membranaire du RE, c’est-à-dire lisse ou 

rugueux, la distance séparant les deux organites est différente (Giacomello et al., 2016). Dans le 

cas d’une interaction RE lisse, la distance est d’environ de 10 à 20 nm tandis que l’interaction 

avec du RE rugueux est plutôt de l’ordre de 50 à 80 nm (figure 1.17). Ce phénomène pourrait 

être expliqué par la présence des ribosomes à la surface du RE rugueux qui rajouterait une 

distance supplémentaire. 

Puisque la distance est vraiment très minime, il est évident que des protéines soient impliquées 

dans le maintien de l’intégrité de l’IRM (figure 1.17). Ces interactions protéine-protéine ont été 

bien étudiées jusqu’à présent. Bien que l’IRM possède de nombreuses interactions, telles que 

l’interaction entre la protéine membranaire du RE « Inverted formin-2 (INF2) » avec la protéine 

membranaire externe des mitochondries « Spire Type Actin Nucleation Factor 1c (SPIRE1c) » 

(Manor et al., 2015) ou encore entre la protéine membranaire du RE « oxysterol‐binding protein 

(OSBP)‐related proteins 5/8 (ORP5 et ORP8) » avec la protéine membranaire externe des 

mitochondries « ATPase Family AAA Domain Containing 3A (ATAD3A) » (Galmes et al., 2016), 
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cette thèse discutera essentiellement de 3 interactions protéiques en particulier qui ont montré 

leur importance dans l’intégrité de l’IRM. La protéine du RE « vesicle-associated membrane 

protein-associated protein B (VAPB) » interagit avec la protéine mitochondriale « protein tyrosine 

phosphatase-interacting protein 51 (PTPIP51) or (RMDN3) » formant le couple VAPB-PTPIP51 

(De Vos et al., 2012). La protéine du RE « ribosome binding protein 1 (RRBP1) » interagit avec 

la protéine mitochondriale « synaptojanin 2 binding protein (SYNJ2BP) » formant le couple 

RRBP1-SYNJ2BP (Hung et al., 2019). La protéine du RE « inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R) » 

interagit avec la protéine mitochondriale « voltage-dependant anion-selective channel 1 

(VDAC1) » par l’intermédiaire d’une protéine chaperonne cytosolique « glucose-regulated protein 

75 (GRP75) » formant le couple IP3R-VDAC1 (Hartmann et al., 1998). 

 

 

Figure 1.16 Structure de l’interface réticulo-mitochondriale 

(A) Observation microscopique de l’IRM. Violet : Contact entre RE rugueux et une mitochondrie. Bleu : Contact entre 
RE lisse et une mitochondrie. Modifié de (Giacomello et al., 2016). (B) Représentation schématique des interactions 
protéines-protéines impliquées dans l’IRM. Les couples protéines ER-mitochondriales : VAPB-PTPIP51, RRBP1-
SYN2BP, MFN2-MFN1/2 et IPR3-VDAC1 maintiennent l’intégrité de l’interface réticulo-mitochondriale. (Aoyama-
Ishiwatari et al., 2021) 
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1.5.2 Fonctions 

D’un point de vue de biologie cellulaire, l’interaction entre deux organites est rarement anodine. 

En effet, si une interaction se créée, c’est sans aucun doute pour permettre l’échange de 

molécules ou pour favoriser un processus cellulaire. Nous discuterons dans cette partie 

essentiellement de quatre importantes fonctions de l’IRM dans ses généralités : la dynamique 

mitochondriale, l’homéostasie lipidique, l’homéostasie calcique et l’immunité innée précoce 

antivirale. 

1.5.2.1 La dynamique mitochondriale dépendante du RE 

La fusion ou fragmentation mitochondriale est importante pour qu’une cellule fonctionne 

correctement et une perturbation dans la dynamique mitochondriale peut aboutir à des maladies 

neurodégénératives (Cho et al., 2010). La morphodynamique mitochondriale dépend 

principalement d’un équilibre entre facteurs de fusion et de fission (discuté dans la section 1.5.2). 

Cependant, le RE joue un rôle important également dans la fission mitochondriale en créant des 

sites de constrictions qui permettent le recrutement des facteurs de fission DRP1 et MFF 

(Friedman et al., 2011). En effet, les tubules du RE entourent les mitochondries en anneaux et 

serrent les mitochondries pour passer d’une circonférence initiale de 190-200nm à une 

circonférence de 138 à 146 nm (Ingerman et al., 2005; Legesse-Miller et al., 2003; Mears et al., 

2011). Puisque la circonférence de DRP1 sous forme d’hélice oligomérisée est d’environ 110 à 

130 nm, il se pourrait que la constriction des mitochondries par le RE permet de faciliter le 

recrutement de DRP1 et MFF pour aboutir à la fission. Bien que le mécanisme permettant cette 

constriction soit encore peu connu, le RE dans cette fission est dans ce cas un participant passif 

déclenchant uniquement la fission en recrutant DRP1 et MFF. En effet, il a été démontré que, 

bien que la suppression d’expression de DRP1 et de MFF favorise l’élongation mitochondriale, le 

RE se trouve toujours aux niveaux des sites de constrictions sans être capable de fragmenter les 

mitochondries, ce qui suggère fortement que le RE resserre les mitochondries bien avant le 

recrutement des facteurs de fission (Friedman et al., 2011). 

Outre la fission, l’IRM possède également un rôle important dans la fusion mitochondriale. La 

fusion par mitofusine (discuté dans la section 1.5.2) est la principale voie qui permet de fusionner 

les mitochondries entre elles. Cependant, la mitofusine 2 (MFN2) présente à la MEM est capable 

de maintenir l’IRM en se liant au RE. Une étude chez des fibroblastes d’embryon de souris a 

montré que la déficience en MFN2 réduit l’IRM (de Brito et al., 2008). Puisque MFN2 est requis 
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dans la fusion mitochondriale et affecte l’intégrité de l’IRM, il est possible que l’IRM soit nécessaire 

pour la fusion mitochondriale aux niveaux de la présence membranaire de MFN2. 

1.5.2.2 L’homéostasie lipidique 

L’homéostasie lipidique dans l’IRM implique principalement trois classes de phospholipides, la 

PS, la PE et la PC. Chez les mammifères, le RE possède la plupart des enzymes permettant la 

synthèse de ces phospholipides bien que quelques-unes soient également présentes dans les 

mitochondries. Premièrement, la PS est synthétisée par deux enzymes au niveau du RE, la PS 

synthase 1 et la PS synthase 2 (Vance et al., 2013). La PS est ensuite transloquée du RE à la 

MEM puis à la MIM (Osman et al., 2011). La PE obtenue par la conversion du PS grâce à 

l’intervention de l’enzyme PS décarboxylase PSD1 et PSD2 est envoyée par le chemin inverse 

au RE (Trotter et al., 1995; Vance, 2014). Ensuite, une portion du PE nouvellement obtenue est 

rendue au RE pour subir une conversion en PC ou pour être distribuée à d’autres compartiments 

cellulaires dans le besoin de PC.  

Evidemment, ces échanges lipidiques entre le RE et les mitochondries font intervenir des 

complexes protéiques de connexions entre le RE et les mitochondries. Chez la levure, l’IRM a 

été particulièrement bien étudié et un complexe en particulier, « l’ER-mitochondria encounter 

structure (ERMES) » est responsable de la coordination de la synthèse des phospholipides entre 

les deux organites. En effet, ERMES est un complexe protéique formant un pont au niveau 

membranaire du RE et de la MEM et est composé de 4 protéines distinctes, la « maintenance of 

mitochondrial morphology protein 1 (Mmm1) » et la Mmm12 au RE, la « mitochondrial distribution 

and morphology protein 10 (Mdm10) », et la Mdm34 au niveau de la MEM (Kornmann et al., 

2009). Une déficience en ERMES aboutit à une réduction de conversion de PC à partir de PS 

montrant l’importance le rôle de ERMES dans les échanges lipidiques (Kornmann et al., 2009). 

Chez les mammifères, un homologue de ERMES a récemment été proposé, le PDZD8. PDZD8 

est une protéine contenant un domaine « Synaptotagmin-like Mitochondrial lipid-binding (SMP) » 

(Hirabayashi et al., 2017). Elle est principalement retrouvée à l’IRM ; cependant sa fonction a été 

corrélée aux échanges calciques et non lipidiques. 

1.5.2.3 L’homéostasie du calcium 

« Le calcium (Ca2+) intracellulaire, impliqué dans de nombreux processus moléculaires, est un 

élément essentiel de la cellule. Il peut notamment servir de second messager dans plusieurs 
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voies de signalisation, notamment celles impliquant la calmoduline (Clapham, 2007). » (Freppel 

et al., 2022) 

« Les mitochondries ont une capacité de stockage du Ca2+ intracellulaire allant de 50 à 500 nM 

et en échangent avec le RE au niveau de l’IRM par l’intermédiaire des récepteurs de IP3R de la 

membrane du RE, et de VDAC1, une protéine transmembranaire de la membrane mitochondriale 

externe (Hartmann et al., 1998). Ces protéines, avec l’aide de la chaperonne GRP75, forment un 

canal permettant le transfert direct du Ca2+ du RE vers l’espace intermembranaire des 

mitochondries (Bartok et al., 2019). Ce cation est ensuite transporté vers la matrice 

mitochondriale par la protéine transmembranaire MCU (« mitochondrial calcium uniporter ») 

(Boyman et al., 2020). » (Freppel et al., 2022) 

On observe actuellement trois différentes fonctions du rôle du transfert de Ca2+ du RE vers les 

mitochondries. Premièrement, et la plus évidente est de maintenir une concentration très élevée 

accessible aux protéines membranaires mitochondriales qui interagissent avec le Ca2+ pour 

activer leur fonctions Ca2+ dépendante (Berridge, 2002). Deuxièmement, la fragmentation 

mitochondriale réalisée par la présence de RE aux sites de constrictions et par le recrutement de 

DRP1 et MFF nécessite une stimulation précoce par les échanges en Ca2+ (Friedman et al., 

2011). DRP1 possède un rôle essentiel dans la perméabilisation de la membrane externe 

mitochondriale en facilitant l’oligomérisation de BAX sur la MEM. Ceci est nécessaire pour un 

relargage de cytochrome C pendant l’apoptose (Cassidy-Stone et al., 2008; Montessuit et al., 

2010). De plus, ceci ne concerne non seulement DRP1 ou MFF, mais également la plupart des 

facteurs moléculaires impliqués dans la morphodynamique mitochondriale. Par exemple, la 

« Mitochondrial rho GTPase (MIRO) », protéine essentielle au transport des mitochondries joue 

un rôle clé dans la régulation du Ca2+, dans la morphodynamique mitochondriale et également 

dans la mitophagie (Kittler, 2015). Cette dernière possède deux domaines GTPases et deux 

domaines hélice-boucle-hélice se liant au Ca2+ appelés plus généralement « EF-hand ». EF-hand 

se lie au Ca2+ pour être relocalisé avec ERMES (Kornmann et al., 2011). La troisième fonction 

concerne l’activation Ca2+ dépendant de l’apoptose (Scorrano et al., 2003). En effet, 

l’accumulation de Ca2+ au niveau mitochondrial stimule la perméabilisation membranaire ouvrant 

des pores mitochondriaux, les « mitochondrial permeability transition pore (mPTP) » (Orrenius et 

al., 2003). L’ouverture de ces pores permet de relâcher dans le cytosol des facteurs pro-

apoptotiques, comme le cytochrome C. De plus, le couple IP3R-VDAC1 ajoute un transfert de 

Ca2+ pendant que l’apoptose est déjà en place (Jayaraman et al., 1997; Khan et al., 1996). 
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1.5.2.1 L’immunité innée antivirale 

« Outre les fonctions métaboliques décrites ci-dessus, la mitochondrie possède un rôle primordial 

dans la réponse immunitaire innée précoce. Notamment, sa surface, et plus précisément l’IRM 

constituent un carrefour permettant à de nombreux facteurs de l’immunité de déclencher une 

cascade de réactions aboutissant à l’activation de facteurs de transcription qui contrôlent 

l’expression d’interférons de type I et III. Par exemple, la protéine transmembranaire 

mitochondriale de signalisation antivirale (MAVS pour « mitochondrial antiviral-signaling 

protein »), sert de protéine adaptatrice pour les récepteurs cytosoliques de type RIG-I (RIG-I pour 

« retinoic acid-inducible gene I », et MDA5 pour « melanoma differentiation-associated protein 

5 »). À la suite de la reconnaissance par ces derniers d’un motif d’ARN étranger par leurs 

domaines hélicases « DExD/H box » (Loo et al., 2011; Refolo et al., 2020), ces détecteurs se 

déplacent vers l’IRM grâce à la liaison de leur motif CARD (« caspase activation and recruitment 

domains ») à MAVS. Il s’en suit alors la stimulation des voies de signalisation IKKα/β/γ (« inhibitor 

of nuclear factor kappa-B kinase subunits α, β, and γ ») ou IKKε/TBK1 (« TANK-binding kinase 

1 ») qui vont phosphoryler et activer les facteurs de transcription IRF3 (« interferon regulatory 

factor 3 »), IRF7 et NF-κB (« nuclear factor-kappa-B »). À la suite de leur import nucléaire, ces 

derniers induisent la transcription d’interférons (IFN) de type I et III. RIG-I et MDA5 sont les 

récepteurs cytosoliques les plus étudiés dans la littérature. Ils jouent un rôle important dans la 

reconnaissance de génomes viraux sous forme d’ARN simple brin non coiffés, d’ARN double brin 

courts, d’ARN riches en U/A (poly U/A) et d’ARN double brin longs (Brisse et al., 2019; Said et 

al., 2018). » (Freppel et al., 2022) 

1.6 La mitochondrie et l’interface réticulo-mitochondriale face aux Flavivirus 

« Considérant les différents rôles de la mitochondrie et de l’IRM dans les processus cellulaires 

qui peuvent influencer de façon positive ou néfaste les infections de la cellule hôte, il n’est pas 

surprenant que la mitochondrie et l’IRM constituent pour les virus des cibles de prédilection à 

contrôler en priorité pour maximiser leur réplication intracellulaire. Les Flavivirus ne font pas 

exception puisqu’ils interfèrent avec ces organites à plusieurs niveaux. » (Freppel et al., 2022) 

1.6.1 Morphodynamique mitochondriale 

« En considérant les besoins énergétiques requis par la réplication et la production virale, il n’est 

pas étonnant que les virus aient développé des moyens de réguler la morphologie des 
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mitochondries afin d’interférer avec les fonctions cellulaires qui y sont associées. » (Freppel et 

al., 2022) 

« Bien que le RE soit l’organite le plus étudié en ce qui concerne les altérations morphologiques 

du cytoplasme par les Flavivirus, la morphodynamique mitochondriale est également une cible 

de ces pathogènes. En effet, lors d’une infection par le VDEN ou le VZIK, ces deux virus 

induisent une élongation mitochondriale marquée (Figure 1.18) (Barbier et al., 2017; Chatel-

Chaix et al., 2016). Dans le cas du VDEN, cette élongation est attribuée à une inhibition de la 

phosphorylation du facteur de fission DRP1 sur la sérine 616 par la protéine virale NS4B 

empêchant ainsi son transfert aux mitochondries (Chatel-Chaix et al., 2016). Une diminution de 

l’expression de DRP1 stimule la réplication du VDEN et du VZIK alors que celle du facteur de 

fusion MFN2 provoque le phénotype inverse. Cela supporte le modèle dans lequel les Flavivirus 

induisent l’élongation au profit de la réplication virale. Cette étude montre également que l’IRM 

est largement altérée, suggérant une déstabilisation des sites de pré-fission des mitochondries 

par le RE, ce qui favoriserait en retour la fusion mitochondriale. Dans les cellules infectées par 

le VDEN, le peu de tubules de RE encore en contact avec les mitochondries est connecté avec 

les CM. Ceci suggère fortement que la morphogenèse des CM est responsable de l’altération 

de l’IRM et donc contribue à l’élongation mitochondriale. En parfait accord avec ce modèle, nous 

avons récemment démontré que la déstabilisation des CM du VZIK par l’inhibition 

pharmacologique de l’activité ATPase de la protéine cellulaire VCP, une composante de cette 

ultrastructure, induit une perte rapide de la morphologie allongée des mitochondries (Anton et 

al., 2021). Puisque la biogénèse des CM est réalisée à partir de la membrane du RE, il se pourrait 

qu’indirectement, VCP favorise la fusion mitochondriale par le biais de l’altération des contacts 

RE-mitochondries tel qu’observé avec le VDEN. De façon réciproque, l’élongation des 

mitochondries stimule la formation des CM puisque l’invalidation génique de DRP1 augmente 

leur taille. De plus, une fragmentation mitochondriale subite causée par la dépolarisation des 

mitochondries à la suite d’un traitement avec du CCCP (carbonyl cyanide m-

chlorophenylhydrazone) provoque la disparition des CM. Finalement, la réplication du VDEN est 

diminuée dans des cellules traitées avec du Mito-C, un inhibiteur hétérocyclique ciblant les 

protéines de la famille des NEET, qui induit une augmentation des contacts RE-mitochondries 

et de la fragmentation mitochondriale dépendante de DRP1 (Molino et al., 2020). » (Freppel et 

al., 2022) 

« Malgré les évidences d’un lien morphologique et fonctionnel entre les URv et les mitochondries 

allongées, une autre étude a montré récemment l’inverse, avec une induction de la fragmentation 
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des mitochondries dans des cellules neuronales par le VZIK (Yang et al., 2020). Dans ce type 

cellulaire, le VZIK modulerait la morphologie mitochondriale en favorisant la fission par la 

diminution de MFN2. De plus, l’inhibition pharmacologique de la fission avec la molécule Mdivi-

1 (« mitochondrial division inhibitor 1 ») réduit la mort cellulaire induite par le VZIK, indiquant 

l’importance de la fusion mitochondriale dans la diminution de l’apoptose et la réplication du 

VZIK. Les cellules neuronales sont en général sensibles aux infections virales et vont rapidement 

induire l’apoptose en réponse à l’infection, et ce même à des niveaux faibles de réplication. La 

fragmentation observée dans ce cas, serait plutôt une conséquence de l’induction de la mort 

cellulaire, les deux processus étant généralement fonctionnellement reliés. Dans un autre 

contexte expérimental, une étude antérieure montre que le VDEN peut interférer avec la fusion 

mitochondriale dans une certaine mesure par l’intermédiaire du clivage des deux facteurs de 

fusion MFN1/2 par la protéase virale NS2B/3 lorsque cette dernière est surexprimée (Yu et al., 

2015). Cependant, la fragmentation observée avec le VZIK et le VDEN dans cette étude a été 

étudié à des temps précoces de l’infection dans des systèmes artificiels d’hétérocaryons et 

d’hyperfusion mitochondriale alors que l’élongation rapportée dans d’autres études est plutôt 

très marquée à des temps plus tardifs correspondant au pic de réplication. Par ailleurs, cette 

étude n’a pas rapporté que l’infection virale dans la lignée cellulaire d’étude (soit les cellules 

épithéliales pulmonaires humaines A549) induit une fragmentation mitochondriale, ce qui 

questionne l’impact d’un tel clivage des mitofusines sur la morphologie générale des 

mitochondries. Considérant ces résultats contradictoires en apparence, il est possible que la 

capacité de certains Flavivirus à moduler la morphodynamique mitochondriale varie selon le 

temps d’infection, la souche utilisée, le type cellulaire et la sensibilité des cellules au stress 

produit par les infections. Il est d’ailleurs à souligner que le VNO ne semble pas induire 

l’élongation mitochondriale dans les hépatocytes humains Huh7, à l’inverse du VZIK et du VDEN 

lorsque ces derniers sont testés en parallèle (Chatel-Chaix et al., 2016). Ceci suggère donc qu’il 

y a des différences parmi les Flavivirus en ce qui concerne la régulation de la morphologie des 

mitochondries. » (Freppel et al., 2022) 

« Globalement, toutes ces données mettent en lumière l’impact des infections par les Flavivirus 

sur le remodelage morphologique des mitochondries. Considérant que de nombreuses fonctions 

des mitochondries sont intimement liées à la morphologie de cet organite, ces altérations 

architecturales pourraient contribuer à leur contrôle fonctionnel par les Flavivirus au profit de la 

réplication virale. » (Freppel et al., 2022) 
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Figure 1.17 Altérations morphologiques de la mitochondrie par les Flavivirus   

Partie gauche : représentation schématique de la fusion mitochondriale provoquée par les Flavivirus par l’entremise 
de l’inhibition de l’activation du facteur de fission DRP1 (« dynamin-related protein 1 ») par phosphorylation. Les 
convolutions de membranes (CM) riches en protéines flavivirales NS3, NS4B et NS4A sont connectées aux 
mitochondries par un tubule de réticulum endoplasmique (RE) alors que l’interface réticulo-mitochondriale (IRM) est 
altérée. Partie droite : représentation schématique de l’équilibre entre fusion et fission à l’état normal de la cellule. 
Modifié de (Freppel et al., 2022) 

 

1.6.2 Métabolisme mitochondrial 

1.6.2.1 Homéostasie calcique 

Bien que le RE soit le principal réservoir de Ca2+, les mitochondries en contiennent également 

et jouent donc un rôle important dans cette homéostasie. Les échanges de Ca2+ dans l’IRM 

permettent de maintenir un équilibre en fonction des besoins cellulaires. 

« Une surcharge en Ca2+ dans les mitochondries induit l’apoptose tandis qu’une diminution 

excessive conduit à la mort cellulaire par nécrose (Orrenius et al., 2003). Ainsi, une altération de 

l’interface entre le RE et les mitochondries impacte directement les fonctions mitochondriales et 

plus généralement l’homéostasie cellulaire du Ca2+ (Lee et al., 2018). La maitrise du flux calcique 

par un pathogène donné permet en théorie de contrôler indirectement des processus cellulaires 

qui pourraient nuire ou favoriser la multiplication de l’agent infectieux et contribuer à sa 

pathogenèse. » (Freppel et al., 2022) 

« D’un point de vue général, puisque la biogenèse des URv impliquent le remodelage du RE, 

qui est le réservoir principal du Ca2+, il est possible que ce processus soit associé à un contrôle 

par le virus de l’homéostasie du Ca2+. Par la suite, le maintien des URv et l’altération de l’IRM 
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pourraient influencer les échanges de Ca2+ entre le RE et les mitochondries et contrôler 

indirectement les différents processus qui en dépendent, comme l’apoptose. Dans le cas des 

Flavivirus, il n’y a pas d’évidences qui montrent un lien direct entre le contrôle des concentrations 

calciques mitochondriales et l’infection virale. Cependant, la protéine E du VDEN ou du VZIK 

interagit avec des composants structuraux de l’IRM tels que GRP78 (« glucose-regulated protein 

78 ») au niveau du RE, qui elle-même lie VDAC à la surface des mitochondries (Jitobaom et al., 

2016; Khongwichit et al., 2021). VDAC1 normalement distribuée de façon périnucléaire serait 

relocalisée de façon diffuse à la suite d’une infection par VDEN sans être dégradée. Une autre 

étude a rapporté que VDAC1 est également relocalisée de l’IRM vers le cytosol par le complexe 

protéase NS2B3 sans pour autant modifier le niveau d’expression de VDAC1 (Tangsongcharoen 

et al., 2019). Bien que ces données soient contradictoires avec une localisation mitochondriale 

de VDAC1, elles ouvrent la porte à l’hypothèse d’une altération par le virus de l’intégrité du 

module de transit calcique IP3R1-VDAC1 bien que cela n’ait pas été testé. Par ailleurs, une 

étude d’interactome a identifié VDAC2 comme partenaire de la protéine NS4B du VDEN dans 

les cellules infectées (Chatel-Chaix et al., 2016). Cependant, il reste à démontrer si ces 

interactions sont spécifiques ou si elles résultent plutôt d’une co-purification de mitochondries 

entières avec les URv, les VDAC étant des composantes abondantes des mitochondries. » 

(Freppel et al., 2022) 

« Finalement, en activant la voie SOCE (« store operated calcium entry »), le VDEN perturbe la 

perméabilité de la membrane plasmique et augmente la concentration en Ca2+ cytoplasmique 

(Dionicio et al., 2018). Ceci corrèle avec une diminution de la capacité du RE à relâcher le Ca2+. 

De façon similaire, cet influx calcique dans la cellule est également observé lors des premières 

heures de l’infection par le VNO (Scherbik et al., 2010). Ces changements de concentration 

cytoplasmique en Ca2+ sont importants pour le cycle viral puisque des traitements avec des 

inhibiteurs du flux calcique réduisent la réplication du VDEN et du VNO. Au-delà de ces 

changements généraux sur VDAC1 et sur les flux de calcium au niveau du RE et de la membrane 

plasmique lors de l’infection par les Flavivirus, il serait important d’évaluer dans le futur si cela 

induit des changements spécifiques du transport du calcium vers les mitochondries et dans 

quelle mesure cela influence la réplication et la pathogenèse. » (Freppel et al., 2022) 
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1.6.2.2 Homéostasie lipidique 

« Les Flavivirus possèdent des mécanismes pour contrôler l’homéostasie lipidique afin de 

favoriser le remodelage morphologique des organites membranaires, mais aussi pour contrôler 

certains processus cellulaires dépendants des acides gras. » (Freppel et al., 2022) 

« Une étude de spectrométrie de masse à haute résolution de cellules de moustique a permis 

de déterminer qu’au moins 15% du répertoire lipidique est modifié à la suite d’une infection par 

le VDEN (Perera et al., 2012). L’ajout de C75, un inhibiteur de la distribution lipidique 

intracellulaire réduit la réplication virale. Cette étude montre aussi que l’abondance de plusieurs 

acides gras, tels que les sphingolipides ou la phosphatidylcholine qui sont impliqués dans le 

dynamisme mitochondrial de fusion/fission et dans la régulation du cytosquelette est augmentée 

lors d’une infection virale, illustrant ainsi l’importance des lipides dans le cycle viral du VDEN, 

mais également dans celui du VNO et du VZIK (Diamond et al., 2010; Martin-Acebes et al., 

2014 ; Melo et al., 2016 ). D’autre part, le VDEN et le VNO augmentent la production locale de 

la synthèse des acides gras libres en recrutant FASN, la synthétase d’acides gras, vers les 

complexes de réplication du génome viral (Heaton et al., 2010b ; Martin-Acebes et al., 2011 ; 

Mohamed et al., 2020; Tang et al., 2014 ). Dans le cas du VDEN, cette redistribution s’effectue 

par l’intermédiaire de la protéase virale NS3 et de la protéine Rab18, une GTPase (Heaton et 

al., 2010a; Tang et al., 2014 ). Chez le VNO, des traitements avec deux inhibiteurs 

pharmacologiques de la synthèse des acides gras, soit la cérulénine et le C75, diminuent la 

réplication virale, ce qui démontre que la réplication du VNO dépend de la synthèse des acides 

gras. Dans le cas du VDEN et du VZIK, la synthèse des lipides à longue chaine est importante 

pour la réplication, puisque la diminution de l’expression ou l’inhibition de l’hydrostéroide β17 

déhydrogénase de type 2 (HSD17B12) diminue l’abondance des gouttelettes lipidiques (GL) et 

la production de particules infectieuses (Mohamed et al., 2020). » (Freppel et al., 2022) 

« Ainsi, les mécanismes moléculaires divergents employés par les Flavivirus pour moduler les 

niveaux d’acides gras pourraient illustrer que les URv requièrent des classes de lipides 

différentes lors de leur morphogenèse du remodelage à partir du RE. Par ailleurs, la régulation 

de la β-oxydation influence indirectement le rendement en ATP fourni par la respiration cellulaire 

et pourrait également atténuer des processus potentiellement antiviraux qui dépendent des 

lipides. Finalement, l’infection par le VZIK et la surexpression de NS4B induisent une diminution 

des niveaux de cardiolipine (Leier et al., 2020). Considérant le rôle de ce lipide « mito-

spécifique » dans la fission mitochondriale et l’apoptose (Ott et al., 2007; Paradies et al., 2019), 

il est possible qu’une telle perturbation de l’homéostasie lipidique des mitochondries favorise 
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leur élongation viro-induite ainsi que l’atténuation des effets cytopathiques. » (Freppel et al., 

2022) 

1.6.2.3 Respiration cellulaire 

« Les différentes étapes de la respiration cellulaire constituent des cibles de choix pour les virus, 

afin de contrôler l’apport d’énergie sous forme d’ATP requis pour les différentes étapes du cycle 

viral. Bien que la glycolyse n’implique pas directement la mitochondrie, elle n’en reste pas moins 

la voie de synthèse clé nourrissant le cycle de Krebs en acétyl-CoA. Plusieurs études ont 

démontré que la glycolyse est stimulée par plusieurs Flavivirus par divers mécanismes 

moléculaires et que ce processus métabolique est requis pour une réplication virale optimale 

(Allonso et al., 2015; Duan et al., 2018; Fontaine et al., 2015; Jung et al., 2016; Kumar et al., 

2019; Ramière et al., 2014). » (Freppel et al., 2022) 

« Les Flavivirus ont évolué pour s’approprier le cœur de la production d’énergie mitochondriale 

de masse (figure 1.19). En effet, des augmentations de la consommation en oxygène ont été 

observées dans des cellules hépatiques HepG2 infectées par le VDEN (El-Bacha et al., 2007). 

Ces modifications bioénergétiques sont accompagnées d’une modification ultrastructurale des 

mitochondries où elles apparaissent gonflées, un phénotype typique de l’initiation du processus 

apoptotique. La technologie Seahorse mesurant la consommation en oxygène en temps réel et 

sans marquage dans les cellules vivantes ont confirmé ces résultats (Barbier et al., 2017). Cette 

étude montre que les cellules infectées par le VDEN ayant des mitochondries allongées 

présentent une consommation cellulaire en oxygène augmentée. En effet, l’infection par le VDEN 

augmente la respiration basale (soit la consommation « normale » d’oxygène des cellules à 

l’équilibre), la respiration maximale et la production en ATP. Ces résultats corrèlent avec une 

morphologie allongée des mitochondries dans les cellules infectées, suggérant que le virus 

favorise la fusion mitochondriale, ce qui augmente la production en ATP. À l’inverse des 

observations faites dans le cas des infections avec le VDEN, le VZIK inhibe les consommations 

basale et maximale en oxygène dans les trophoblastes infectés (Chen et al., 2020). De plus, cette 

étude rapporte une fragmentation mitochondriale à la suite d’une infection par le VZIK confirmant 

le lien fonctionnel entre la respiration et la morphologie mitochondriale. Une étude récente dans 

des cellules astrocytaires a montré une augmentation dans la consommation en oxygène et en 

production d’ATP suivant une infection précoce avec le VZIK (Ledur et al., 2020). Cependant, à 

partir de 36 heures d’infection, la tendance s’inverse et la consommation diminue ce qui suggère 

un besoin massif en énergie dans les phases précoces de l’infection, durant lesquelles la 
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biogenèse des URv s’effectue. Tel que mentionné plus haut pour la morphologie, la perturbation 

de la respiration mitochondriale pourrait également dépendre du type cellulaire, du temps 

d’infection, ou encore de l’état de stress, tel que l’apoptose qui modifie la perméabilisation de la 

membrane externe mitochondriale et provoque l’arrêt de la phosphorylation oxydative. De plus, 

on ignore toujours quelles protéines virales régulent ce processus métabolique. » (Freppel et al., 

2022) 

 

 

 

Figure 1.18 Impact des Flavivirus sur le métabolisme mitochondrial 

Partie gauche : représentation schématique de la perturbation du métabolisme mitochondrial par les Flavivirus. Les 
protéines virales stimulent la lipophagie des gouttelettes lipidiques (GL) et la synthèse des acides gras par la « fatty 
acid synthase » (FASN), aboutissant à l’augmentation de la β-oxydation et de la respiration mitochondriale. Partie 
droite : représentation schématique du métabolisme mitochondrial dans des conditions « normales » en l’absence 
d’infection. AUP1: « ancient ubiquitous protein 1 »; AMPK: « AMP-activated protein kinase »; mTOR: « mammalian 
target of rapamycin ». Modifié à partir de (Freppel et al., 2022) 

 

1.6.3 Réponse immunitaire antivirale 

1.6.3.1 La surface mitochondriale, un carrefour de la réponse 

immunitaire innée  

« RIG-I et MDA5 sont des facteurs-clés de la détection intracellulaire de la plupart des Flavivirus 

tels que le VDEN, le VNO, le VZIK, le VFJ, et le VEJ (Beauclair et al., 2020; Bowen et al., 2017; 

Chang et al., 2006; Fredericksen et al., 2008; Hamel et al., 2015; Jiang et al., 2014; Kato et al., 
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2006; Mukherjee et al., 2015; Nazmi et al., 2011; Qin et al., 2011; Saito et al., 2008). Cependant, 

d’un point de vue coévolutif, ces virus sont capables d’atténuer l’induction de cette réponse 

antivirale par des mécanismes moléculaires variés (figure 1.20). Par exemple, l’ubiquitination de 

RIG-I par TRIM25 (« tripartite motif-containing protein 25 »), une ligase d’ubiquitine de type E3, 

est requise pour son transfert vers les mitochondries (Gack et al., 2007). Dans le cas du VDEN, 

des petits ARN flaviviraux sous-génomiques (ARNsf) qui sont des sous-produits non codants 

issus de la dégradation intracellulaire de l’ARN viral (Finol et al., 2019; Pijlman et al., 2008), 

inhibent l’activation de RIG-I en se liant à TRIM25, empêchant ainsi l’activation de RIG-I par 

ubiquitination (Manokaran et al., 2015). 14-3-3ε, une autre protéine impliquée dans le 

recrutement de RIG-I et de MDA5 par MAVS par la reconnaissance de motifs sérine ou thréonine 

phosphorylés, est également ciblée par le VDEN et le VZIK (Chan et al., 2016b; Liu et al., 2012; 

Riedl et al., 2019). Au cours des infections avec ces deux Flavivirus, la protéine virale NS3 inhibe 

le transfert mitochondrial de RIG-I en séquestrant 14-3-3ε par compétition grâce à un motif 

phosphomimétique conservé de type RxEP dans la protéine NS3 (Chan et al., 2016b; Riedl et 

al., 2019). » (Freppel et al., 2022) 

« Finalement, la régulation de la morphodynamique mitochondriale par les Flavivirus joue 

également un rôle significatif dans l’interférence de l’immunité innée antivirale en régulant la voie 

dépendante de MAVS (Castanier et al., 2010; Horner et al., 2011; Jacobs et al., 2013). En effet, 

l’altération de l’IRM ou la perturbation de la dynamique fusion/fission mitochondriale peuvent 

avoir un impact sur les protéines pro-immunologiques présentes à l’IRM. Comme déjà mentionné 

plus haut, la stimulation de l’élongation mitochondriale dans les cellules infectées avec le VDEN 

joue également un rôle dans l’atténuation de l’immunité innée précoce puisqu’elle régule 

négativement l’expression des IFN-λ et -β (Chatel-Chaix et al., 2016). De plus, ceci corrèle avec 

une réduction du transfert de RIG-I vers l’IRM et une augmentation de la réplication virale. Des 

phénotypes inverses sont observés lorsque l’on favorise la fission mitochondriale par 

l’invalidation de MFN2. Finalement, l’IRM est altérée dans les cellules infectées par le VDEN, ce 

qui est consistant avec le fait que la voie de signalisation RIG-I/MAVS n’est pas activée de façon 

optimale. Dans l’ensemble, toutes ces données illustrent que les Flavivirus exploitent la 

morphodynamique mitochondriale et l’IRM à leur avantage pour atténuer la réponse immunitaire 

innée et ainsi éviter un état cellulaire antiviral potentiellement préjudiciable à la réplication 

virale. » (Freppel et al., 2022) 
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1.6.3.2 La mitochondrie et son matériel génétique, une boite de 

Pandore cellulaire  

« Une des particularités de la mitochondrie est de contenir son propre génome sous forme 

d’ADN mitochondrial (ADNmt). Ce dernier possède de nombreux sites CpG et est hautement 

méthylé de façon similaire à l’ADN des procaryotes (Patil et al., 2019). L’ADNmt peut être libéré 

dans le cytoplasme à la suite d’un stress, tel qu’une infection virale. Dans une telle situation, cet 

acide nucléique est reconnu comme un ADN étranger par TLR9 (« Toll-like receptor 9 ») (Zhang 

et al., 2010) ou par cGAS (« cyclic GMP-AMP synthase ») (Cai et al., 2014; Guo et al., 2020) 

aboutissant à la stimulation de la voie de signalisation dépendante de NF-κB, et donc à 

l’expression de protéines pro-inflammatoires (Zhang et al., 2014). Par exemple, dans des 

cellules dendritiques, le VDEN induit la libération de l’ADNmt dans le cytosol à la suite de la 

production excessive de dérivés réactifs d’oxygène (ROS pour « reactive oxygen species ») et 

à l’activation de l’inflammasome, ce qui résulte en l’activation des TLR9 (Lai et al., 2018). Par 

ailleurs, à la suite de la détection de l’ADNmt par cGAS, cette protéine via la protéine adaptatrice 

STING (« stimulator of interferon genes protein »), partage l’information aux cellules voisines 

non infectées à travers les jonctions serrées intercellulaires (Sun et al., 2017). Un mécanisme 

d’interférence développé par le VDEN est d’induire la dégradation de cGAS par les lysosomes 

par la protéine virale NS2B (figure 1.20) (Aguirre et al., 2017). Un tel mode d’évasion est aussi 

retrouvé pendant l’infection par le VZIK. En effet, le VZIK, par l’intermédiaire de la protéine virale 

NS1, recrute la deubiquitinase U8 pour cliver les chaines de poly-ubiquitine sur la caspase 1, ce 

qui la stabilise. Ceci favorise le clivage de cGAS par cette dernière, empêchant ainsi la 

reconnaissance de l’ADNmt libéré (Zheng et al., 2018). De plus, STING est également soumis 

à un clivage par la protéase virale NS3 (avec son co-facteur NS2B). Ce mécanisme 

d’interférence est retrouvé lors de l’infection par plusieurs Flavivirus tels que le VDEN, le VZIK 

et le VNO, mais pas par le VFJ (Ding et al., 2018). Tous ces mécanismes d’échappement 

développés par les Flavivirus montrent l’ingéniosité de l’évolution de ces virus en parallèle de 

l’évolution du système immunitaire chez l’humain. » (Freppel et al., 2022) 

« Fait intéressant, lorsque des erreurs se produisent lors de la réplication de l’ADNmt à la suite 

de stress externes, l’ADNmt peut subir des cassures double-brin pour former des ADNmt 

fragmentés (Moretton et al., 2017). Ces ADNmt fragmentés sont encore peu connus, mais leur 

production active la voie IFN de type I par la phosphorylation de STAT1 (« signal transducer and 

activator of transcription 1 ») et l’activation des gènes stimulés par les interférons (Tigano et al., 

2021). Ces ADNmt fragmentés peuvent également provoquer la perméabilisation des 
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membranes mitochondriales par BAX (« Bcl-2–associated X protein ») et BAK (« Bcl-2 

homologous antagonist/killer protein») permettant l’échappement de l’ARN mitochondrial de la 

matrice et la reconnaissance par RIG-I et MAVS activant l’expression des IFN de type I et III. 

Cependant, un tel processus reste à démontrer expérimentalement lors d’infections par les 

Flavivirus. » (Freppel et al., 2022) 

 

 

Figure 1.19 Interférence de l’immunité innée par les Flavivirus 

Partie gauche : représentation schématique de l’interférence des voies de signalisation de l’immunité innée précoce 
par les Flavivirus. Partie droite : représentation schématique des voies de signalisation de l’immunité innée précoce 
en condition classique d’infection avec un virus à ARN reconnu par « retinoic acid-inducible gene I » (RIG-I) sans 
interférence. L’effet indirect de l’infection sur la voie interféron (IFN) par l’entremise de la libération d’ADN 
mitochondrial (ADNmt) par les mitochondries et sa reconnaissance par la « cyclic GMP-AMP synthase » (cGAS) est 
également illustré. Ciseaux : clivage protéolytique ; MAVS : « mitochondrial antiviral-signaling protein »; STING : 
« stimulator of interferon genes protein »; TRIM25 : « tripartite motif-containing protein 25 »; TBK1 : « TANK-binding 
kinase 1 »; IKKε : « Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon »; IRF3, 7: « Interferon regulatory factor 
3 and 7 »; ARNsf: petits ARN flaviviraux sous-génomiques; Ub: ubiquitine; CM: convolutions de membranes; IRM: 
interface réticulo-mitochondriale. RE : réticulum endoplasmique. Modifié à partir de (Freppel et al., 2022) 

 

1.7 La mort cellulaire face aux Flavivirus 

La mort cellulaire est un processus permettant d’éliminer les cellules défectueuses, néfastes ou 

inutiles. En fonctions du stress rencontrée par la cellule, on retrouve différentes voies de la mort 

cellulaire telles que l’apoptose ou l’autophagie (Galluzzi et al., 2018). Cette section discute de 

l’induction positive ou négative de la mort cellulaire par les Flavivirus en faveur de leur réplication. 
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1.7.1 Apoptose 

Il y a beaucoup d’évidence que les Flavivirus modulent les deux voies de l’apoptose in vivo 

comme in vitro (Deng et al., 2008; Fischer et al., 2007; Ghosh Roy et al., 2014; Ghouzzi et al., 

2016; Li et al., 2016; Liu et al., 2014; Souza et al., 2016). 

1.7.1.1 Voie intrinsèque 

Modulation directe 

« Les protéines virales NS2, NS3, C, E et M des virus VDEN, VNO et VEJ activent 

individuellement la voie intrinsèque (Bhuvanakantham et al., 2010; Catteau et al., 2003). De plus, 

l’apoptose résultant du stress oxydatif, du stress du RE et/ou de la dérégulation des 

homéostasies du Ca2+ et des lipides contribue aux effets cytopathiques observés en culture 

cellulaire à la suite de l’infection (Okamoto et al., 2017). Face à cette réponse cellulaire, ces 

pathogènes possèdent des mécanismes d’atténuation qui vont retarder la mort cellulaire et 

maximiser la production virale (figure 1.21). La voie PI3K/PKB/mTOR (« phosphoinositide 3-

kinase »/ « protein kinase B », appelée aussi AKT / « mammalian target of rapamycin »), 

particulièrement importante dans la régulation de la croissance et la survie cellulaire a un rôle 

central dans le contrôle de l’apoptose induite par les infections aux Flavivirus (Hemmings et al., 

2012). En effet, une fois PKB phosphorylée, cette dernière inhibe les facteurs pro-apoptotiques, 

tels que BAD (« Bcl2-associated agonist of cell death ») et la caspase 9, ainsi que le relargage 

du cytochrome C par les mitochondries. Lors de l’infection par les virus VDEN, VEJ, et VNO, 

cette voie est stimulée, ce qui favorise la survie cellulaire et retarde l’apoptose. Par exemple, la 

voie PI3K/PKB/mTOR impliquée dans l’inhibition de l’apoptose est soit activée lors d’une 

infection par le VDEN ou VEJ favorisant ainsi le relargage de Bcl-2 (Lee et al., 2005), soit 

intervient dans l’inhibition des caspases 3 et 8 suite à son activation par la protéine C du VNO 

(Urbanowski et al., 2013). L’infection par le VZIK entraîne également un retard de l’apoptose, ce 

qui favorise sa réplication. En effet, le virus contrôle la voie anti-apoptotique au moyen d’une 

stabilisation de Bcl-2 (Turpin et al., 2019). » (Freppel et al., 2022) 

« Fait très intéressant, les ARNsf régulent l’apoptose et ce, de façon divergente selon l’espèce. 

En effet, des souches de VZIK mutées qui ne produisent pas d’ARNsf, induisent de l’apoptose 

dans des moustiques infectés, à l’inverse de la souche sauvage (Slonchak et al., 2020). Cette 

étude démontre donc un rôle anti-apoptotique de l’ARNsf, soulevant l’hypothèse que cet ARN 

non-codant constituerait un facteur clé dans la transmission du VZIK du moustique à l’humain. 
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Pourtant à l’inverse, dans les cellules de mammifères, l’ARNsf joue également un rôle 

stimulateur dans l’activation de l’apoptose et des effets cytopathiques, notamment en inhibant la 

phosphorylation de PKB et l’activation de Bcl-2, ce qui promeut au final le relargage de 

cytochrome C (Liu et al., 2014; Pijlman et al., 2008). » (Freppel et al., 2022) 

Modulation indirecte 

« D’un point de vue morphologique, la dynamique mitochondriale joue également un rôle dans 

l’apoptose. En effet, la fragmentation altère la morphologie des crêtes de la membrane 

mitochondriale interne et rend les membranes de cet organite plus perméables, résultant en un 

relargage accru de cytochrome C et à la potentialisation de l’apoptose (Liesa et al., 2009; 

Montessuit et al., 2010; Oettinghaus et al., 2016; Park et al., 2015; Sheridan et al., 2010; Suen 

et al., 2008). Même si cela reste débattu, la fragmentation augmenterait la surface membranaire 

des mitochondries, permettant ainsi d’accommoder plus de pores relarguant des molécules pro-

apoptotiques. Ce modèle est soutenu par le fait que l’infection de neurones par le VZIK induit 

l’apoptose neuronale à la suite de la fragmentation des mitochondries par une réduction de 

l’abondance du facteur de fusion MFN2 dans ce type cellulaire (Yang et al., 2020). Un traitement 

avec le Mdivi-1, un inhibiteur de DRP1 et donc, de la fragmentation mitochondriale, atténue la 

mort cellulaire lors d’une infection au VZIK, suggérant que la dynamique mitochondriale a un 

impact direct sur l’apoptose. À l’opposé, certains types cellulaires tolèrent mieux le stress de 

l’infection virale et les effets cytopathiques apparaissent à des temps tardifs de l’infection. La 

production virale dans ces conditions est généralement élevée et corrèle avec un aspect allongé 

des mitochondries. Notamment, l’activité ATPase de VCP est requise pour maintenir l’élongation 

mitochondriale et la formation des CM. Ceci corrèle avec une atténuation des effets 

cytopathiques puisque l’inhibition de VCP induit une apoptose prématurée dépendante du VZIK 

(Anton et al., 2021). Ceci suggère que la diminution de l’apoptose par VCP serait accompagnée 

par la fusion mitochondriale et l’altération de l’IRM lors de la biogénèse des CM (Anton et al., 

2021). L’activité du facteur de fission DRP1, une cible inhibée par le VDEN, est intimement liée 

à la régulation de l’apoptose. En effet, à la suite de sa déplétion par interférence par l’ARN, on 

constate un délai dans la fission mitochondriale, la sortie du cytochrome C et dans l’activation 

des caspases ce qui décroît l’induction de l’apoptose (Breckenridge et al., 2003; Frank et al., 

2001; Lee et al., 2004). L’hypothèse la plus probable serait donc que les Flavivirus modulent la 

morphodynamique mitochondriale ce qui retarderait la mort cellulaire due au stress de l’infection 

et maximiserait la réplication du génome et la production de virions. » (Freppel et al., 2022) 
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« Enfin, on ne peut pas exclure que la diminution des niveaux de cardiolipine dans les cellules 

infectées par le VZIK (Leier et al., 2020) contribue aux effets cytopathiques, puisque ce lipide 

mitochondrial lie le cytochrome C au sein de la membrane mitochondriale interne et limite donc 

son relargage lors de l’apoptose (Choi et al., 2007; Kagan et al., 2005; Ott et al., 2002). À 

l’inverse, et de façon paradoxale (et controversée), la cardiolipine serait requise pour la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et donc, pour la libération du 

cytochrome C. Il serait très intéressant d’évaluer comment cette altération des niveaux de 

cardiolipine influence la réplication et surtout, si cela potentialise ou atténue l’apoptose induite 

par le VZIK. » (Freppel et al., 2022) 

 

 

Figure 1.20 Perturbations de l’apoptose par les Flavivirus 

Partie de gauche : représentation schématique de la perturbation négative ou positive de l’induction de l’apoptose par 
les Flavivirus. Partie de droite : représentation de la voie intrinsèque d’induction de l’apoptose dans des conditions 
sans infection. IRM : Interface réticulo-mitochondriale ; CM : convolutions de membranes ; RE : réticulum 
endoplasmique. PI3K : « Phosphatidylinositol 3-kinase » ; ARNsf : petits ARN flaviviraux sous-génomiques ; VCP : 
« valosin-containing protein ». Modifié à partir de (Freppel et al., 2022) 

 

1.7.1.1 Voie extrinsèque 

La voie extrinsèque est activée par des facteurs ne faisant pas intervenir la mitochondrie 

directement, telle que la voie intrinsèque. Brièvement, elle est activée par la liaison de facteurs 

de mort (death ligand) tels que « tumor necrosis factor- α (TNF-α) », « Fas ligand (FasL) ou « 

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) » sur les récepteurs de mort (death receptor) à la 

surface cellulaire externe, tels que TNFR1 par exemple (Elmore, 2007). La liaison déclenche 
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l’activation du complexe protéique DISC qui à son tour provoque une réaction en chaine de 

clivages et d’activations des caspases 8, suivi de 7 et 10, puis 3, aboutissant à la mort cellulaire. 

Dans une infection au VDEN, les protéines NS2, NS3, NS5, E et C sont impliquées dans 

l’induction de l’apoptose et de cytokines pro-inflammatoires dans des cellules endothéliales, 

hépatiques ou encore de l’immunité (Avirutnan et al., 1998). Par exemple, la localisation nucléaire 

de la protéine C ou de NS5 est nécessaire dans l’activation de l’apoptose par liaison direct avec 

la protéine DAXX associée à FAS (Khunchai et al., 2012; Netsawang et al., 2010). De plus, par 

un mécanisme encore inconnu, une infection au VDEN provoque la surexpression de la protéine 

« apoptosis protein (XIAP)-associated factor-1 (XAF1) » induisant l’apoptose par surexpression 

de la caspase 3 (Long et al., 2013). XAF1 est un facteur pro-apoptotique qui peut être induit par 

les IFN et TNF-α (Leaman et al., 2002). À l’opposé, la répression de l’apoptose par le VDEN a 

également été observée. Par exemple la protéine phosphatase 1 activatrice de la voie AKT 

interagit avec la capside C bloquant ainsi la phosphorylation de AKT et donc l’apoptose (Airo et 

al., 2018). 

Chez le VNO, la protéine C active l’apoptose par son interaction avec l’importine-α suivi de la 

phosphorylation de la protéine kinase C (Bhuvanakantham et al., 2010). De plus, l’infection active 

les récepteurs Toll-like 3 et augmente la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique par 

l’action de TNF-α causant ainsi des dommages au système cérébral (Wang et al., 2004). La 

protéine NS2A du VNO a également été impliquée dans l’induction de l’apoptose. En effet, une 

mutation de NS2A en A30P diminue l’effet cytopathique suggérant son rôle nécessaire dans 

l’activation de l’apoptose (Liu et al., 2006). 

La protéine virale NS3 du Flavivirus Langat active l’apoptose en se liant directement à la caspase 

8 par l’intermédiaire de ses domaines protéase et hélicase (Prikhod'ko et al., 2002). Chez le 

même Flavivirus, la protéine E active la voie apoptotique en induisant l’activation de protéase de 

type caspase 3 (Prikhod'ko et al., 2001). 

Le VZIK peut activer l’apoptose en modulant la caspase 3 in vivo et in vitro (Huang et al., 2016; 

Lin et al., 2017b). De plus, des études ont montré la possible relation entre l’apoptose induite et 

les problèmes neurologiques causés par le VZIK. En effet, chez le singe rhésus, une infection au 

VZIK active l’apoptose des cellules progénitrices neuronales (Martinot et al., 2018). Cette étude 

est soutenue par de nombreuses autres impliquant l’augmentation de l’apoptose dans des 

cellules neuronales (Ghouzzi et al., 2016; Huang et al., 2016; Li et al., 2016; Qian et al., 2016; 

Souza et al., 2016). Il semblerait que l’un des mécanismes impliqués par le VZIK dans l’induction 



  

61 

 

de l’apoptose par la voie extrinsèque soit l’activation des caspases 3, 7, 8 et 9 par l’augmentation 

de l’expression de TRAIL (Jungmann et al., 2017; Tang et al., 2016a). 

Finalement, toutes ces études montrent clairement que les Flavivirus peuvent directement ou 

indirectement contrôler positivement ou négativement les deux voies de l’apoptose en faveur de 

la réplication virale. 

1.7.2 Autophagie 

L’autophagie est un processus cellulaire permettant la dégradation sélective de différents 

constituants de la cellule par voir lysosomale (Yorimitsu et al., 2005). En effet, à la suite d’un 

stress cellulaire ou pour maintenir une homéostasie saine, les constituants défectueux sont ciblés 

et isolés dans un autophagosome, c’est-à-dire une vésicule à double membrane lipidique. Celle-

ci fusionne avec un lysosome afin de dégrader et recycler le contenu. De nombreuses études ont 

montré que la réplication des Flavivirus dépend des protéines impliquées dans l’autophagie 

induite dans les cellules infectées (Paul et al., 2016). Par exemple, les Flavivirus peuvent induire 

l’autophagie pour retarder le déclenchement de l’apoptose. En effet, la protéine virale NS4A induit 

l’autophagie dans des cellules épithéliales par la voie de signalisation de PI3K protégeant le virus 

de la mort cellulaire (McLean et al., 2011). Au stade d’infection précoce avec le VDEN, la protéine 

virale NS1 interagit avec Beclin-1 pour initier l’autophagie et retarder l’apoptose (Lu et al., 2020). 

1.7.2.1 Lipophagie 

La lipophagie est l’autophagie sélective des gouttelettes lipidiques afin de libérer des acides gras 

nécessaires au bon fonctionnement de la cellule (Shin, 2020). « En aval des détournements des 

facteurs intervenant dans la lipogenèse (discuté dans la section 1.7.2.2), les Flavivirus interfèrent 

également avec le catabolisme des acides gras au niveau des mitochondries (figure 1.19). En 

effet, le VDEN stimule la β-oxydation et la libération des acides gras libres provenant de 

l’autophagie des GL. La stimulation de cette lipophagie par le VDEN dépend de l’activation 

d’AMPK qui en retour inhibe mTOR, le répresseur principal de l’autophagie (Jordan et al., 2017). 

Par ailleurs, la lipophagie est induite par les protéines virales C, NS4A et NS4B, ces deux 

dernières interagissant avec AUP1, une protéine membranaire de type-III associée aux GL. 

L’interaction avec AUP1 a pour effet de détourner son activité acyltransférase et de cibler les GL 

vers la machinerie autophagique (Byk et al., 2016; Heaton et al., 2010b; Samsa et al., 2009; 

Zhang et al., 2018). » (Freppel et al., 2022) 
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1.7.2.2 Mitophagie 

Un autre type d’autophagie modulé par les Flavivirus est la mitophagie qui est simplement 

l’autophagie sélective des mitochondries. « Chez les Flavivirus, il semblerait que la mitophagie 

ne soit pas induite. En effet, l’inhibition du transfert de Ajuba aux mitochondries, une protéine 

cellulaire impliquée dans l’activation de PINK1, par la protéine virale NS5 du VZIK bloque la 

mitophagie (Ponia et al., 2021). De plus, le fait que la fusion mitochondriale soit favorisée lors 

d’une infection avec le VDEN et VZIK favorise le modèle selon lequel la mitophagie n’a pas lieu 

dans les cellules infectées (Barbier et al., 2017; Chatel-Chaix et al., 2016). En effet, la majorité 

des mitochondries prises en charge par la machinerie autophagique sont fragmentées dans la 

plupart des cas. L’élongation mitochondriale, à l’inverse, est plutôt associée à une protection de 

ces organites vis-à-vis de l’autophagie, ce qui favoriserait la production d’énergie et la survie 

cellulaire lors d’un stress de privation en sérum (Wu et al., 2020). Finalement, on ne peut pour 

l’instant pas exclure l’hypothèse que la réplication des Flavivirus dépende aussi de perturbations 

des processus mitophagiques indépendants de Parkin, tels que ceux impliquant la cardiolipine 

ou les ligases d’ubiquitine Gp78 et SIAH1 (Chu et al., 2013; Fu et al., 2013; Szargel et al., 2016; 

von Stockum et al., 2018). Notamment, le fait que les niveaux de cardiolipine diminuent dans les 

cellules infectées par le VZIK laisse supposer que cela contribuerait à inhiber la mitophagie (Leier 

et al., 2020). » (Freppel et al., 2022) 
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2 HYPOTHESES DE RECHERCHE 

« La compréhension du rôle de la mitochondrie dans la cellule s’est considérablement 

complexifiée dans les quinze dernières années. Cet organite est passé du simple statut de « 

centrale énergétique de la cellule » à celui de carrefour fonctionnel où convergent de nombreux 

processus cellulaires importants au maintien de l’homéostasie, à la survie et à la réponse à divers 

stress (pathogéniques ou non). Il n’est donc pas surprenant que, lors d’infections par des 

pathogènes tels que les Flaviviridae, cet organite soit ciblé, ce qui favorise leur multiplication et 

contribue à la pathogenèse que ce soit en régulant la production d’énergie ou en s’évadant du 

système immunitaire. Il reste encore beaucoup d’énigmes à résoudre dans la plupart des cas, 

notamment au niveau des mécanismes moléculaires impliqués dans ces détournements 

fonctionnels, incluant l’identification des déterminants viraux impliqués. Dans le cas des Flavivirus, 

il apparaît que les usines de réplication virales dérivées du RE sont impliquées dans ce détourne- 

ment par l’intermédiaire de contacts physiques. » (Freppel et al., 2022) 

En effet, à la suite de l’entrée du VDEN ou du VZIK dans la cellule et à la synthèse des protéines 

virales, ces dernières avec l’aide de facteurs cellulaires induisent la biogenèse des usines de 

réplication virales à partir du RE. Par ailleurs, mon directeur de thèse, Laurent Chatel-Chaix a 

démontré que la protéine virale NS4B du VDEN induit une élongation drastique des mitochondries 

dans les cellules infectées, lesquelles font des contacts avec les usines de réplication (Chatel-

Chaix et al., 2016). Notamment, des évidences préliminaires en microscopie montrent que le 

VDEN réduirait l’IRM qui est impliqué, entre autres, dans les voies de signalisation précoces de 

l’immunité innée. 

On ignore si NS4B est impliquée dans le remodelage de cette interface inter-organite et comment 

ce processus est régulé au niveau moléculaire. De façon frappante, la modulation de la 

morphodynamique mitochondriale par le VDEN favorise la réplication virale tout en atténuant la 

signalisation de l’immunité innée diminuant ainsi la production d’interférons de type I et de type 

III. La plupart de ces phénotypes ont aussi été observés dans les cellules infectées par le VZIK 

suggérant que ces deux virus partagent la même stratégie afin de créer un environnement 

cytoplasmique propice à la réplication virale. 

Nous faisons l’hypothèse que NS4B possède un rôle important dans le remodelage 

morphologique du RE et des mitochondries, et notamment joue un rôle important dans l’altération 

de l’IRM afin de réduire certains processus cellulaires qui y sont reliés, tels que l’apoptose ou la 

phosphorylation oxydative en faveur de la réplication virale. Dans cette thèse, nous avons étudié 
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à l’échelle moléculaire la relation entre le VDEN, le VZIK et l’IRM. En effet, nous avons regardé 

l’impact des deux virus et notamment de NS4B sur l’intégrité de l’IRM mais aussi à l’inverse, 

l’impact de l’IRM sur la réplication virale. Nous avons également étudié son rôle et celui des deux 

virus dans la phosphorylation oxydative et comment une altération de l’IRM en condition 

d’infection agît sur la mort cellulaire par apoptose. Ce travail représente mon projet de doctorat 

et est alors le chapitre principal de cette thèse. 
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3.1 Abstract  

With no therapeutics available, there is an urgent need to better understand the pathogenesis of 

flaviviruses which constitute a threat to public health worldwide. During infection, dengue virus 

(DENV) and Zika virus (ZIKV), two flaviviruses induce alterations of mitochondria morphology to 

favor viral replication, suggesting a viral co-opting of mitochondria functions. Here, we performed 

an extensive transmission electron microscopy-based quantitative analysis to demonstrate that 

both DENV and ZIKV alter endoplasmic reticulum-mitochondria contacts (ERMC). This correlated 

at the molecular level with an impairment of ERMC tethering protein complexes located at the 

surface of both organelles. Furthermore, virus infection, as well as NS4B expression modulated 

the mitochondrial oxygen consumption rate. Consistently, metabolomic and mitoproteomic 

analyses revealed a decrease in the abundance of several metabolites of the Krebs cycle and 

changes in the stoichiometry of the electron transport chain. Most importantly, ERMC 

destabilization by protein knockdown increased virus replication while dampening ZIKV-induced 

apoptosis. Overall, our results support the notion that flaviviruses hijack ERMCs to generate a 

cytoplasmic environment beneficial for sustained and efficient replication. 
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3.2 Introduction 

Flavivirus infections constitute a major public health concern worldwide. With an estimation of 390 

million people infected per year, dengue virus (DENV) causes the most prevalent arthropod-borne 

viral disease (Bhatt et al., 2013). Although DENV mainly circulates in (sub-)tropical regions, it has 

also now reached Europe and North America because of vector colonization of these areas (Liu-

Helmersson et al., 2016; Ryan et al., 2019). Upon infection through the bite of an Aedes-type 

mosquito, symptoms associated with dengue fever can manifest as severe fevers which may be 

haemorrhagic and eventually lead to shock syndrome and death (World Health Organization, 

2022). In 2015, Zika virus (ZIKV), another flavivirus closely related to DENV, has quickly emerged 

in South America causing unexpected symptoms such as microcephaly in newborns following 

congenital transmission, in addition to other neurological complications in adults such as Guillain-

Barré syndrome (Carod-Artal, 2018; Moore et al., 2017). Unfortunately, no treatments against 

DENV and ZIKV are currently available, partly due to our limited knowledge of the cellular and 

molecular mechanisms involved in flavivirus life cycle and pathogenesis, which could constitute 

therapeutic targets.  

DENV and ZIKV are single positive-stranded RNA viruses belonging to the Flavivirus genus within 

the Flaviviridae family. Following entry into the host cell, the viral RNA genome (vRNA) is 

translated into a single polyprotein at the membrane of the endoplasmic reticulum (ER). This viral 

protein product is cleaved by host and viral proteases, generating three structural proteins (C, 

prM and E) which assemble with the vRNA to form new viral particles, and into 7 non-structural 

proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) which are involved in the replication of the 

viral genome (Mazeaud et al., 2018). The viral replication takes place in cytoplasmic substructures 

called viral replication organelles (vRO) that are derived from ER membrane alterations induced 

by the virus (Chatel-Chaix et al., 2014; Cortese et al., 2017; Gillespie et al., 2010; Junjhon et al., 

2014; Miorin et al., 2013; Paul et al., 2015; Welsch et al., 2009). vROs comprise: 1- vesicle 

packets, believed to be the site of vRNA replication; 2- virus bags, ER cisternae in which immature 

assembled virions accumulate; and 3- convoluted membranes (CM), that are enriched in NS3, 

NS4B, and NS4A (Chatel-Chaix et al., 2016; Miller et al., 2007; Welsch et al., 2009) whose 

functions are poorly understood. It was proposed that CMs dampen antiviral cellular processes, 

such as early innate immunity response and apoptosis to favor viral replication.  

In DENV- and ZIKV-infected cells, mitochondria make physical contacts with CMs and exhibit an 

elongated morphology, which stimulates viral replication (Barbier et al., 2017; Chatel-Chaix et al., 
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2016). This regulation of mitochondrial morphodynamics was attributed to NS4B which partly 

resides in CMs. The pharmacological destabilization of CMs induces mitochondria fragmentation 

and correlates with a stimulation of virus-induced apoptosis (Anton et al., 2021). Conversely, 

mitochondria elongation positively influences the size and abundance of CMs and dampens the 

RIG-I-dependent type-I and -III interferon induction (Chatel-Chaix et al., 2016). This supports a 

model in which flaviviruses regulate mitochondrial functions through their contacts with CMs for 

the benefit of replication. 

ER-mitochondria contacts (ERMC) rely on protein-protein connections maintaining a 10-25 nm-

wide interface between the ER and the mitochondria that allows molecular transfers between both 

organelles (Csordas et al., 2006; Fujimoto et al., 2011; Vance, 2015). This ultrastructure 

contributes to several cellular processes such as calcium homeostasis, lipid transport, autophagy 

regulation, mitochondrial morphodynamics, apoptosis induction and early innate immunity (Cohen 

et al., 2018; Friedman et al., 2011; Hamasaki et al., 2013; Pourcelot et al., 2014; Schwarz et al., 

2016). Illustrating their important roles in cellular processes, ERMC are a target of viruses for 

interfering with mitochondrial-mediated antiviral responses (Horner et al., 2011; Horner et al., 

2015). Recently, we have shown that DENV-induced mitochondria elongation positively regulates 

the biogenesis of CM (Chatel-Chaix et al., 2016). This is accompanied with a decrease in 

colocalization between the ER and mitochondria at the cellular level in confocal microscopy. 

However, it is still unclear whether flaviviruses globally alter ERMC and what the resulting impacts 

are regarding cellular processes such as oxidative respiration and apoptosis. 

In this study, we show an overall alteration of the ERMC compartment following DENV and ZIKV 

infections. Concomitantly, reducing expression of several ERMC proteins responsible for 

tethering mitochondria and the ER increased DENV and ZIKV replication, supporting that both 

viruses alter ERMC to stimulate viral replication. Interestingly, the expression profile of several 

ERMC proteins was changed with a drastic decrease in the levels of RRBP1 over the course of 

the infection and the appearance of an alternative ZIKV-specific SYNJ2BP protein product. This 

suggests that both viruses destabilize ERMC by targeting tethering proteins. Furthermore, both 

DENV and ZIKV modulated mitochondrial respiratory metabolism in living cells. This correlated 

with a decrease in the abundance of several metabolites of the Krebs cycle and changes in the 

stoichiometry of the electron transport chain. Most importantly, targeting ERMC by silencing either 

RRBP1 or SYNJ2BP increased respiration and dampened ZIKV-induced apoptosis supporting 

the importance of ERMC alteration by DENV and ZIKV for attenuating antiviral cellular processes 

and for maintaining a cytoplasmic environment favorable to the viral replication. 
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3.3 Results 

3.3.1 DENV and ZIKV alter ERMCs 

Previous observation of DENV-infected Huh7 cells at the ultrastructural level suggested that 

ERMCs were altered. Although this was not quantified, this correlated with a decrease of 3D 

colocalization between mitochondria and ER in a limited number of analyzed cells in confocal 

microscopy, i.e., at a resolution which is too low to precisely measure heterotypic organelle 

contacts  (Chatel-Chaix et al., 2016). The molecular mechanisms underlying this phenotype was 

not described and it was also not established whether this phenotype is specific for DENV or also 

expands to other relevant flaviviruses, such as ZIKV. To clearly address whether DENV and ZIKV 

infections induce a global alteration of ERMCs, we performed a comprehensive quantitative 

ultrastructural analysis of DENV- and ZIKV-infected Huh7.5 hepatoma cells using transmission 

electron microscopy. The Huh7.5 cell line was chosen as a model because these cells are 

defective in RIG-I-dependent interferon induction, warranting that any observed phenotype is not 

caused by early innate immunity, a process that relies on mitochondrial protein MAVS (Loo et al., 

2011). More than two hundred mitochondria per conditions (n=215-351) were analyzed for 

ERMCs following 48 hrs of infection with the ZIKV H/PF/2013 contemporary strain or serotype 2 

DENV 16681s strain. In uninfected conditions, 74.7% of mitochondria were surrounded by ER 

tubules with up to 75% of the mitochondrial perimeter being in contact with these ER membranes 

(median at 31.4%; Fig. 3.1a-c).  In stark contrast, both DENV and ZIKV-infected cells exhibited a 

reduced proportion of mitochondria in contact with ER membranes, with a phenotype more 

pronounced for DENV than for ZIKV. In addition, when the two organelles were still physically 

associated, only 19% of the mitochondria perimeter in average were in contact with ER following 

both ZIKV and DENV infections, compared to 35% in uninfected condition (Fig 3.1c). Consistent 

with the previous observation, mitochondria showed an elongated morphology and were often 

located in the vicinity of CMs (Fig. 3.1a). 

To examine the impact of both virus infections on ERMCs at a molecular level in a larger cell 

population, we analyzed the extent of protein-protein interactions involved in tethering 

mitochondria and ER using proximity ligation assay (PLA). This technique allows the detection of 

the proximity between two proteins at a maximum distance of 40 nm and the analysis of the 

intracellular localization of protein complexes using confocal microscopy. We focused our PLA 

analysis on three ERMC tethering complexes known to contribute to ERMC formation and/or 

stability, namely the interactions between: 1- ER -resident vesicle-associated membrane protein-

associated protein B (VAPB) and the mitochondrial outer membrane protein, protein tyrosine 
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phosphatase-interacting protein 51 (PTPIP51) (De Vos et al., 2012); 2- ER-resident, ribosome-

binding protein 1 (RRBP1) and the mitochondrial protein, synaptojanin 2-binding protein 

(SYNJ2BP) (Duan et al., 2022; Hung et al., 2019); and 3- the ER protein, inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor 1 (IP3R1) and mitochondrial voltage-dependent anion-selective channel 1 

(VDAC1) via the chaperone glucose-regulated protein 75  (GRP75) (Hartmann et al., 1998) (Fig. 

3.2a). First, we confirmed that PLA signals detected for these three different tethering complexes 

mostly colocalized with the mitochondria network in Huh7.5 cells stably expressing the 

mitochondria-localized mito-mTurquoise2 fluorophore (Suppl. Fig. 3.1a). PLAs were then 

performed for VAPB-PTPIP51, RRBP1-SYNJ2PB and IP3R1-VDAC1 interactions in uninfected- 

or DENV/ZIKV infected-Huh7.5 cells at 48 and 72 hrs post-infection and combined with 

immunostaining of NS3 viral protein to identify infected cells. As expected, we detected a high 

amount of RRBP1-SYNJ2BP (Fig. 3.2b), IP3R1-VDAC1 (Suppl. Fig. 3.1b) and VAPB-PTPIP51 

(Suppl. Fig. 3.1c) interactions in the uninfected condition in confocal microscopy. The signal was 

specific to the targeted protein-protein interactions since omitting either primary antibody gave 

very little, if any, PLA signal (Fig. 3.2c, Ab alone controls). Strikingly, when comparing ZIKV- or 

DENV-infected (green) and uninfected cells in the same images, it was obvious that the RRBP1-

SYNJ2BP PLA signal was less abundant in infected cells (Fig 3.2b). Subsequent quantification of 

the PLA dots per cell demonstrated an overall decrease in PLA signal in NS3-positive cells (i.e., 

infected) in all three assays (Fig. 3.2c, Suppl. Fig. 3.1b-c). This demonstrates a decrease in the 

abundance of the RRBP1-SYNJ2BP, IP3R1-VDAC1 and VABP-PTPIP51 ERMC tethering 

complexes and confirms an alteration of ERMCs by DENV and ZIKV at the molecular level. 

Interestingly, this decrease was particularly prominent for RRBP1-SYNJ2BP and IP3R1-VDAC1 

at 72 hrs post-infection.  

To examine the impact of DENV and ZIKV infection on the expression of ERMC proteins, we 

performed western blotting on extracts from uninfected or infected Huh7.5 cells at 48 and 72hrs 

post-infection. The expression levels of GRP75, VDAC1, VAPB and PTPIP51 were unchanged 

upon ZIKV and DENV infections (Suppl. Fig. 3.2a-b). In contrast, the expression of RRBP1 was 

reduced at 48 hrs post-infection with a further decrease of its levels at 72hrs post-infection (Fig. 

3.2d and Suppl. Fig. 3.2a). Moreover, an alternative SYNJ2BP product exhibiting a higher 

molecular weight was detected in ZIKV-infected cells at 48 and 72 hrs post-infection (Fig. 3.2d 

and Suppl. Fig. 3.2a). Finally, our immunofluorescence-based confocal microscopy analysis of 

DENV- and ZIKV-infected cells did not reveal any changes in the sub-cellular distribution of 

IP3R1, VDAC1, RRBP1, SYNJ2BP and PTPIP51 in DENV/ZIKV infection (Suppl. Fig. 3.3). 

Interestingly, viral infection induced a drastic relocalization of ER-resident VAPB into large NS3-
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positive foci reminiscent of CMs, suggesting that DENV and ZIKV alter VAPB/PTPIP51-

dependent ERMC by physically sequestering VAPB. Altogether, these data strongly support that 

DENV and ZIKV target ERMC tethering complexes. 

 

Figure 3.1 DENV and ZIKV infection alter endoplasmic reticulum-mitochondria contact sites 

Huh7.5 cells were infected with DENV2 16681s (multiplicity of infection (MOI)=1), or ZIKV H/PF/2013 (MOI=10) or left 
uninfected. Forty-eight hours later, cells were processed for transmission electron microscopy.  (a) Electron 
micrographs of uninfected and infected cells. Red arrows indicate ER-mitochondria contact sites. CM: convoluted 
membranes; VP: vesicle packets; M: mitochondria; VB: virus bags. Scale bar = 1 μm. (b) Proportion of mitochondria 
with or without contacts with the ER; n: number of analyzed mitochondria. (c) Percentage of the mitochondrial perimeter 
in contact with ER. The mitochondria of (b) which were not in contact with ER were excluded from this quantification. 
Values in the 5%-95% percentile range are shown. Analyses were made with micrographs from 2 independent 
experiments. 
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Figure 3.2 Impact of DENV and ZIKV infection on the expression of ERMC proteins 

(a) Schematic representation of ERMC tethering complexes. Generated with BioRender. (b) Huh7.5 cells were infected 
with DENV 16681s (MOI=1) or ZIKV H/PF/2013 (MOI=10) or left uninfected. Two or three days later, cells were fixed 
and subjected to proximity ligation assays (PLA) to detect SYNJ2BP-RRBP1 interactions, and immunostained for NS3 
viral protein to identify infected cells. Cells were imaged using confocal microscopy. Representative images are shown.  
Scale bar=20 µm. (c) Quantification of PLA dot abundance for RRBP1-SYNJ2BP, VAPB-PTPIP51 and IP3R1-VDAC1 
interactions in uninfected- and infected-cells from two independent experiments. Values in the 5%-95% percentile range 
are shown. (d) Cells were prepared as in (b). Two- or three-days post-infection, cell extracts were prepared, and the 
expression levels of the indicated proteins were analyzed by western blotting. The arrow indicates the ZIKV-induced 
SYNJ2BP protein product. 
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3.3.2 DENV and ZIKV perturb mitochondrial respiration 

The remodelling of organelles such as ER or mitochondria by flaviviruses and maintaining vROs 

is presumably highly energy-consuming while being a source of cellular stress. Considering that 

mitochondria is the powerhouse of the cell, we investigated the impact of flaviviral infection on the 

oxidative respiration process in mitochondria, which is the main source of energy in the form of 

adenosine triphosphate (ATP) in cells. Briefly, we analyzed mitochondrial respiration properties 

in uninfected- and infected-living Huh7.5 cells at 24, 48 and 72hrs post-infection by measuring 

the oxygen consumption rate (OCR) while sequentially adding oligomycin (ATP synthase 

inhibitor), FCCP (protonophore) and rotenone/antimycin A (complex I and III inhibitors, 

respectively) that directly act on the electron transport chain of the inner mitochondrial membrane 

(Fig. 3.3a). The OCR profile, an indicator of mitochondrial respiration, slightly increased at 24hrs 

post-infection with both viral infections compared to the uninfected condition (Fig. 3.3b, e). Very 

interestingly, the OCR profiles were shifted down at later time points of the infection at levels 

attributed to the non-mitochondrial oxygen consumption (Fig. 3.3c-e) suggesting that 

mitochondria are no longer able to efficiently perform oxidative respiration. Analyzing the OCR 

profiles revealed significant increases of the basal respiration, the ATP-linked respiration, and the 

maximal respiration at 24hrs post-infection whereas a drastic significant shut-off of these 

indicators was observed at 72hrs post-infection demonstrating a time-dependent modulation of 

the oxidative respiration by flaviviruses. (Fig. 3.3e). 

To gain more insight about the causes of this respiration alteration at the late time points of 

flaviviral infection, we analyzed the mitochondrial levels of proteins involved in the Krebs cycle 

and the electron transport chain (ETC) by performing quantitative mass spectrometry on 

mitochondria purified from uninfected and ZIKV- and DENV-infected-Huh7.5 cells 48 hrs post-

infection (Fig 3.3f). We have included in the analysis a second ZIKV strain from the African 

lineage, namely MR766. This mitoproteomic analysis identified changes in the stoichiometry of 

several proteins of the ETC proteins compared to uninfected cells (Fig. 3.3f, Suppl. Table 3.1, 

Suppl. Fig. 3.4a). Most notably, the composition of the complex II (succinate dehydrogenase), 

which is a component of both the Krebs cycle and the ETC was changed upon infection. Indeed, 

mitochondrial levels of sub-units D and C of SDH were increased upon DENV and ZIKV MR766 

infections, respectively, compared to other subunits. Interestingly, the SDH assembly factor 

SDHAF2 was less abundant in mitochondria from DENV-infected cells and this phenotype was 

confirmed by western blotting on purified mitochondria (Suppl. Fig. 3.4b).  
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Figure 3.3 DENV and ZIKV perturb mitochondrial respiration 

Huh7.5 cells were infected with DENV 16681s (MOI=1) or ZIKV H/PF/2013 (MOI=10), or left uninfected for 24, 48 and 
72hr before analysis. (a) Schematic representation of the respiration profile in living cells generated with the Seahorse 
technology. The ATP synthase inhibitor oligomycin, the proton ionophore carbonyl cyanide p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), and a mixture of mitochondrial complex III inhibitor antimycin A / 
mitochondrial complex I inhibitor rotenone are sequentially added to analyze various parameters of the respiration. (b-
d) The oxygen consumption rates (OCR) of uninfected and infected cells were analyzed at the indicated time points 
(N=5). (e) Based on the data of (3b-d), basal respiration, ATP production and maximal respiration were determined. (f) 
DENV/ZIKV-infected and control cells were analyzed two days post-infection for their mitochondrial protein composition 
following mass spectrometry on purified mitochondria (N=4), as well as for the abundance of the Krebs cycle 
metabolites measured by GC-MS in 4 independent experiments. Schematic representation of the mitochondrial 
electron transport chain coupled to the Krebs cycle is shown. Red elements indicate proteins/metabolites which were 
downregulated upon DENV/ZIKV infection. In contrast, green elements highlight upregulated proteins/metabolites. The 
expressions of the proteins in grey were not significantly impacted by flaviviral infections. All values were normalized 
to the uninfected condition. Isocitrate and oxaloacetate were not detected using GC-MS in these experiments. 

 

However, in contrast to SDH, the mitochondrial levels of all other enzymes of the Krebs cycle 

remained unchanged (Fig 3.3f, Suppl. Table 3.1). The changes in SDH composition correlated 

with a drastic decrease of several metabolites of the Krebs cycle (i.e., α-ketoglutarate, succinate, 

fumarate and malate) as measured by gas chromatography-coupled mass spectrometry (GC-MS) 

(Fig. 3.3f, Suppl. Fig. 3.4c). Interestingly, in the case of DENV infection, the levels of citrate and 

cis-aconitate were specifically increased, which suggests a dysfunction of the Krebs cycle 

downstream aconitase activity. In addition to complex II, the stoichiometries of complexes I, III 

and IV were also altered in DENV- and ZIKV-infected cells with COX6C, COX7A2, COA4 and 

NDUFS4 being modulated by all three tested flaviviruses (Fig. 3.3f, Suppl. Fig. 3.4a, Suppl. Table 

3.1). In contrast, some modulated ETC proteins were specific to either virus (Suppl. Fig. 3.4a). 

Flow cytometry analysis of infected cells with MitoTracker Orange showed that DENV and ZIKV 

did not induce a notable decrease in the mitochondrial potential at 48hrs post infection (Suppl. 

Fig 3.4d). This strongly supports that the observed respiration and mitoproteome phenotypes 

were not the result of a loss of mitochondrial integrity at that time point. Altogether, these data 

combining respirometric, proteomic and metabolomic approaches clearly demonstrate that ZIKV 

and DENV interfere with the mitochondrial respiratory metabolism. 

3.3.3 ERMC alteration increases mitochondrial respiration 

Since DENV and ZIKV infections induce a shut-off of the mitochondrial oxygen consumption over 

time and disrupt ERMCs, we investigated the impact of this sub-cellular compartment alteration 

on respiration. To that aim, we analyzed the oxygen consumption of living cells following 

expression knockdown of ERMC tethering proteins by transducing cells with shRNA-expressing 

lentiviruses. Indeed, it is well established that knockdown of ERMC proteins destabilizes physical 
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Figure 3.4 ERMC proteins negatively regulate mitochondrial respiration and viral replication 

(a) Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses expressing shRNAs which target the indicated proteins (MOI=4). 
Four days later, cells were trypsinized, counted and processed for measurements of various parameters of the oxygen 
consumption rate using the Seahorse technology as described in the Material and Methods section. (N=6). Data were 
normalized to the non-target shRNA (shNT) control condition. (b) Cells were transduced as in (a). Two days post 
transduction, cells were infected with DENV-R2A reporter viruses which express Renilla reniformis luciferase (Rluc) at 
a MOI of 0.01. Two days post-infection, the luciferase activity was measured as a read-out of viral replication and 
normalized to the shNT control condition. (c) Two days post-transduction, cells were infected with wildtype DENV 
16681s or ZIKV H/PF/2013 (MOI=0.1). Two days post-infection, the infectious titers of extracellular viral particles were 
determined by plaque assays. All values were normalised to the shNT condition. 



  

79 

 

contacts between ER and mitochondria organelles (Anastasia et al., 2021; Deng et al., 2008; 

Duan et al., 2018; Stoica et al., 2014). We identified shRNAs whose expression led to efficient 

silencing of SYNJ2BP, RRBP1, VAPB and PTPIP51 without reducing cellular viability 4 days post-

transduction (Suppl. Fig. 3.5a-b). The IP3R1-GRP75-VDAC1 tethering complex was voluntarily 

omitted from the analysis because we reasoned that knocking these factors down may induce 

pleiotropic effects related to their ion channel activity and their role in calcium homeostasis and 

not to the contacts per se (Hartmann et al., 1998). To exclude that potential phenotypes would be 

due to changes in mitochondrial morphodynamics (which can influence viral replication), we used 

confocal microscopy to control that ERMC protein knockdown did not change the morphology of 

the mitochondrial network compared to the non-target shRNA (shNT) control condition (Suppl. 

Fig. 3.5d). As control, knockdown of fission factor DRP1 and fusion factor MFN2 led to 

mitochondrial elongation and fragmentation, respectively (Suppl. Fig. 3.5a, d). Moreover, flow 

cytometry analysis of ERMC protein-depleted cells showed no impact of ERMC alteration on the 

mitochondrial potential (Suppl. Fig. 3.5c). Interestingly, the mitochondrial oxygen consumption in 

Huh7.5 cells in which ERMC proteins were knocked down generally increased as compared to 

the shNT control condition (Fig. 3.4a). In contrast, no obvious changes in the OCR parameters 

were observed when mitochondrial morphodynamics was modulated upon DRP1 and MFN2 

knockdown. These data show that ERMC alteration by DENV and ZIKV stimulates respiration 

independently of mitochondria morphodynamics and may explain why respiration is increased at 

early time points. Such a viral regulation also might attenuate the respiratory stress induced later 

in the infection. 

3.3.4 ERMC protein knockdown increases viral replication 

We next investigated the impact of RNAi-mediated alteration of ERMC on viral replication. Huh7.5 

cells in which ERMC proteins were knocked down were infected with a DENV reporter virus 

(DENV-R2A) expressing Renilla reniformis luciferase (Rluc), allowing us to evaluate DENV 

replication levels by measuring bioluminescence in cells at 2 days post-infection. We observed 

an increase in DENV-R2A replication upon ERMC protein knockdown, which was most 

pronounced when VAPB and PTPIP51 were depleted (Fig. 3.4b). Consistently, comparable 

phenotypes were obtained when cells were infected with either wild-type DENV2 16681s or ZIKV 

H/PH/2013 since the production of infectious viral particles was increased upon knockdown of 

ERMC proteins as measured by plaque assays (Fig. 3.4c). As controls and in line with previous 

observations (Chatel-Chaix et al., 2016), the modulation of mitochondrial morphodynamics 

showed the expected phenotypes. Indeed, the silencing of DRP1, which results in enhanced 
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mitochondrial elongation, stimulated DENV replication while reduction of MFN2 expression 

impaired it (Fig. 3.4b-c). Overall, these data indicate that ERMC proteins restrict viral replication 

and further support that the DENV- and ZIKV-induced modulation of the physical contacts 

between mitochondria and ER is proviral. 

 

Figure 3.5 NS4B viral protein inhibit the mitochondrial respiratory metabolism 

Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses expressing HA-tagged DENV or ZIKV NS4B proteins including the N-
terminal 2K signal peptide (MOI= 2-4). Transduced cells were selected with puromycin and analyzed 4 days post-
transduction for: (a) NS4B expression using western blotting, (b) the abundance of Krebs cycle metabolites using GC-
MS in 3 independent experiments, and (c) their basal respiration, ATP production and maximal respiration using the 
Seahorse technology (N=3). All values were normalised to the empty vector control condition. For (b) and (c) an equal 
number of cells for all conditions was used. 



  

81 

 

3.3.5 NS4B viral protein inhibits the mitochondrial respiratory metabolism 

The conserved flaviviral NS4B protein is essential for viral replication and is a component of vROs 

(Chatel-Chaix et al. ; Grant et al., 2011; Kelly et al., 2010; Welsch et al., 2009; Zou et al., 2014). 

Since it was shown that DENV NS4B expression induces mitochondria elongation (Chatel-Chaix 

et al., 2016), we hypothesized that this viral protein was at least in part responsible for the 

observed alteration of mitochondrial respiration in DENV- and ZIKV-infected cells. First, we 

showed that the transient expression of ZIKV NS4A-2K-NS4B precursor and 2K-NS4B pseudo-

mature proteins (2K serving as a signal peptide for NS4B) in Huh7.5-T7 cells induced 

mitochondria elongation as DENV NS4B, suggesting that ZIKV and DENV NS4B proteins 

modulate mitochondria functions via similar molecular mechanisms. (Suppl. Fig. 3.6a-b).  

We next investigated the impact of NS4B expression on mitochondrial respiratory functions. To 

ensure that all cells stably expressed this viral protein, we transduced Huh7.5 cells using 

lentiviruses expressing ZIKV or DENV HA-tagged NS4B and conferring resistance to puromycin. 

Following selection with this antibiotic, we verified the proper expression of NS4B by western 

blotting (Fig. 3.5a) and subsequently measured the abundance of the Krebs cycle metabolites by 

GC-MS. As in infected cells, the overexpression of both DENV and ZIKV NS4B significantly 

reduced the levels of α-ketoglutarate, succinate and fumarate (Fig 3.5b). Consistently, this 

correlated with a decrease in basal respiration, ATP-linked respiration and maximal respiration 

(Fig. 3.5c) which was more pronounced for ZIKV NS4B-HA. Comparable phenotypes on oxygen 

consumption rates were observed when DENV and ZIKV NS4B proteins were expressed as 

NS4A-2K-NS4B precursors (Suppl. Fig 3.6c-d). Altogether, these data demonstrate that NS4B is 

one of the main viral determinants contributing to the decrease of the oxidative respiration 

observed at the late time points of DENV and ZIKV infections. 

3.3.6 RRBP1 and SYNJ2BP regulate ZIKV-induced apoptosis 

We have previously shown that CM integrity relies on VCP ATPase activity which is required to 

dampen ZIKV-induced apoptosis (Anton et al., 2021). Since CMs are physically connected to 

mitochondria through residual associated ER membranes and considering that ERMC were 

reported to regulate mitochondria-dependent cell death (Carpio et al., 2021; Giamogante et al., 

2021; Suresh, 2019; Verfaillie et al., 2012), we hypothesized that the alteration of ERMC integrity 

dampens apoptosis during flaviviral infection. To test this, we measured the activity of caspase 3 

(the major regulator of the execution phase of apoptosis) in Huh7.5 cells upon RRBP1 or 

SYNJ2BP silencing. We chose this ERMC tethering couple because it was the one that was the   
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Figure 3.6 ERMC alteration dampens ZIKV-induced apoptosis 

(a) Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses expressing shRNAs which target the indicated proteins (MOI=4). 
Two days post-transduction, cells were infected with ZIKV H/PF/2013 (MOI=20) or left uninfected. Two days post-
infection, cell lysates were prepared, and apoptosis induction was measured by measuring bioluminescence using the 
Caspase-Glo 3/7 assay kit. (b) Cells were transduced and infected as in (a). Two days post-infection (i.e., 4 days post-
transduction), apoptosis induction, cell death and ZIKV infection were detected by flow cytometry using the CellEvent 
caspase-3/7 green reagent, the amine reactive viability dye LIVE/DEAD aqua fixable stain, and anti-NS3 antibodies, 
respectively. Actinomycin D treatment (2.5 µM, 24 hours) was used as a positive control of apoptosis induction. The 
plots show representative results of the caspase activity in function of NS3 expression. (c) Gated ZIKV-infected cells 
(i.e., NS3+ cells) were analyzed for apoptosis induction and cell viability using the CellEvent caspase-3/7 green and 
LIVE/DEAD biosensors, respectively (N=3). All values were normalised to the shNT condition. 
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most impacted by ZIKV infection (Fig. 3.2b-c). Very interestingly, upon RRBP1 or SYNJ2BP 

depletion, the activity of caspase 3/7 was reduced in lysates of ZIKV-infected cells as measured 

using a bioluminescence-based assay (Fig. 3.6a). We confirmed these phenotypes by flow 

cytometry using the CellEvent caspase-3/7 green reagent, a fluorescent biosensor of caspase 

3/7 activity, and anti-NS3 antibodies to detect ZIKV-infected cells (Fig. 3.6b). While 61.2% of the 

cells were apoptotic (i.e., CellEvent-positive) in control infected conditions (shNT), this proportion 

was reduced to 13.2% and 15.3% when RRBP1 and SYNJ2BP were knocked down, respectively. 

Moreover, the proportion of ZIKV infected cells which were non-apoptotic (i.e., NS3-

positive/CellEvent-negative cells) drastically increased under these conditions (13.8% for shNT 

versus 59.7% and 49.6% for shRRBP1 and shSYNJ2BP, respectively). Furthermore, by 

combining these markers with the amine reactive viability dye LIVE/DEAD aqua fixable stain (Fig. 

3.6c), we showed that the silencing of RRBP1 and SYNJ2BP decreased the proportion of dead 

ZIKV-infected cells, namely cells that were apoptotic and exhibited a ruptured plasma membrane 

(% of NS3-gated CellEvent-positive and LIVE/DEAD-positive cells). Finally, as expected, no 

apoptosis was observed in any uninfected conditions demonstrating that ERMC destabilization 

per se does not induce apoptosis (Fig. 3.6b). In contrast, as positive control, treatment of the cells 

with actinomycin D robustly induced apoptosis. Altogether, these data support that ZIKV alters 

ERMC integrity to dampen infection-induced apoptosis and promote replication. 

3.4 Discussion 

In this study, we demonstrate that DENV and ZIKV modulate the mitochondrial oxidative 

respiration and virus-induced apoptosis in favor of viral replication notably by altering the physical 

contacts between mitochondria and the ER. Our observations are consistent with the fact that 

ERMC were reported to play a crucial role in the induction of the apoptosis pathway, as explained 

below (Carpio et al., 2021; Giamogante et al., 2021; Suresh, 2019; Verfaillie et al., 2012). Such 

morphological remodeling allows flaviviruses to create a proviral cytoplasmic environment. 

Although there is reported evidence that mitochondrial fission is initiated at sites where the ER 

tubules wrap mitochondria and constrict mitochondria prior to DRP1 recruitment (Friedman et al., 

2011), we did not observe any changes in mitochondria morphology upon ERMC protein 

knockdown in Huh7.5 cells (Suppl. Fig. 3.5d) supporting that the phenotypes reported here are 

independent of DRP1-mediated fission regulation by flaviviruses (Barbier et al., 2017; Chatel-

Chaix et al., 2016). 
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Flaviviruses induce membranous replication factories from the ER membranes (Chatel-Chaix et 

al., 2014; Paul et al., 2015). More recently, it was shown that DENV and ZIKV induce the 

elongation of mitochondria in the vicinity of CMs (Barbier et al., 2017; Chatel-Chaix et al., 2016). 

As it was already observed (Chatel-Chaix et al., 2016), we noticed that mitochondria remain 

connected to CMs via residual associated ER membranes. This raises the hypothesis that the 

morphogenesis of CMs uses the reticulo-mitochondrial interface as a source of ER membranes 

via the destabilization of this specific cytoplasmic compartment. In addition, we show that DENV 

and ZIKV alter ERMC by decreasing the abundance of three different tethering protein complexes 

(RRBP1-SYNJ2BP, IP3R1-VDAC1 and VAPB-PTPIP51). We did not observe any difference in 

the expression level of VDAC1, VAPB and PTPIP51. Interestingly, RRBP1 levels were reduced 

after 48 hours of infection with both viruses while a ZIKV-specific SYNJ2BP product exhibiting a 

higher molecular weight was detected. Whether these results from a flavivirus-specific regulation 

of alternative splicing or of posttranslational modifications will be explored in future studies. While 

VAPB-PTPIP51 and IP3R1-VDAC1 were reported to contribute to calcium homeostasis, 

autophagy or in phospholipid transfer (Colombini, 2016; De Vos et al., 2012; Gomez-Suaga et al., 

2017; Yeo et al., 2021), the contribution of the RRBP1-SYNJ2BP complex to specific cellular 

function beyond contributing to ERMCs is unknown. This could explain why DENV and ZIKV 

target specifically this protein-protein couple to separate ER and mitochondria without affecting 

essential cellular processes. Very interestingly, a recent mass spectrometry-based study has 

shown that in human fibroblasts, herpes simplex virus type 1, influenza A virus and 

betacoronavirus HCoV-OC43 decrease the abundance of mitochondrial proteins involved in 

ERMC whereas the human cytomegalovirus (HCMV) mostly positively regulates them (Cook et 

al., 2022). Increasing the abundance of ERMC proteins such as VAPB, MFN1/2 fusion proteins, 

fission-associated proteins DRP1 and MFF, and ER-mediated calcium transfer proteins PTPIP51 

and VDAC1 occurred very early during the infection (8 hours post-infection). This HCMV-

mediated regulation of ERMCs favors cellular processes such as ER-to-mitochondria calcium 

flux, mitochondrial fragmentation, and reshaping of cristae for the benefit of HCMV viral particle 

production. This highlights that viruses from other families than Flaviviridae have evolved to co-

opt mitochondrial functions via diverse strategies. 

The biogenesis of vROs occurs early in infection and their maintenance presumably requires high 

energy needs in the form of ATP. Consistently, we show here that in the first 24 hours of infection, 

DENV and ZIKV significantly increase the oxidative respiration followed by a near complete shut-

down of this bioenergetic process later in the infection, which correlated with a decrease in the 

levels of several metabolites of the Krebs cycle (Fig. 3.3). This might result from the mitochondrial 
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stress and the onset of cytopathic effects generated by the infection. The close analysis of oxygen 

consumption rate profiles using the Seahorse technology with different inhibitors of the ETC 

revealed that global respiration was impacted by DENV and ZIKV rather than for instance only 

the maximal respiration. In line with our data, a recent study showed increases in oxygen 

consumption and ATP production in astrocytes at the early time points of the infection (i.e., 18 to 

24 hrs post-infection) (Ledur et al., 2020). In contrast, later in the infection, the phenotype was 

reversed with an observed decrease of the oxygen consumption at 48 hrs post-infection. These 

data support our model of high energy needs when DENV and ZIKV establish the infection notably 

during the biogenesis of vROs. It is worth mentioning that some studies reported contrasting 

phenotypes. For instance, it was reported that DENV infection increases oxidative respiration in 

Huh7 and HepG2 liver cells at 2 days post-infection (Barbier et al., 2017; El-Bacha et al., 2007). 

Another study showed an inhibition of the basal and maximal oxygen consumption in first-

trimester primary trophoblasts infected with ZIKV, that correlated with the fragmentation of the 

mitochondrial network (Chen et al., 2020). In neurons, ZIKV infection also induced mitochondrial 

fission by decreasing the expression of the fusion factor MFN2 despite low levels of viral 

replication (Yang et al., 2020). Pharmacological inhibition of DRP1 (and hence, of fission) reduced 

ZIKV-induced cell death in this model. This suggests a functional interplay between mitochondrial 

morphodynamics, the respiratory metabolism and virus-induced apoptosis, which dictates the fate 

of the infected cell and would be regulated by flaviviruses. While some of these results may seem 

contradictory and might be explained by the used viral strains and/or cell types more prone to cell 

death induction (and metabolism suppression) upon infection/stress (e.g., neurons, immune 

competent cells), we believe that our kinetic analysis described here showing that the time of 

infection (and most probably the extent of viral protein and remodeled organelles accumulation) 

is an important determinant of the flaviviral impact on the respiratory metabolism and partly 

explains these discrepancies. Furthermore, we used here the Huh7.5 cell line which is deficient 

for the RIG-I-dependent signaling and interferon production. Thus, we can rule out that the 

observed phenotypes are due to the activation of antiviral innate immunity. The fact that ERMC 

protein knockdown increased the oxygen consumption rate (Fig. 3.4a) supports the model in 

which DENV and ZIKV alter ERMCs to stimulate mitochondrial activity to favor vRO formation 

and delay cell death at the late time points of infection. Very interestingly, we demonstrate that 

NS4B viral protein is at least partly responsible for the observed decreases in the oxygen 

consumption rate and the levels of Krebs cycle metabolites. While it remains unknown how NS4B 

can interfere with mitochondrial respiration, it is noteworthy that this protein is absolutely required 

for viral RNA replication and is the target of highly potent direct-acting antivirals including one 
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currently challenged in clinical trial (Chatel-Chaix et al., 2015; Kaptein et al., 2021; Moquin et al., 

2021; van Cleef et al., 2013; Xie et al., 2011b; Zou et al., 2015a; Zou et al., 2014). 

Apoptosis is a programmed cell death that is induced by both extrinsic and intrinsic pathways. 

The intrinsic pathway relies on the activation of the caspase 3 via the release of BCL-2 family 

proteins from mitochondria (Elmore, 2007). Given that ERMC were reported to regulate this cell 

death pathway, we investigated whether their alteration could influence ZIKV-induced apoptosis.  

In this study, we demonstrate that the alteration of ERMCs by knocking down RRBP1 and 

SYNJ2BP decreases apoptosis in ZIKV-infected cells. ERMCs notably regulate this cell death 

induction pathway through IP3R1 and VDAC1 which interact and act as calcium channels to 

directly transfer calcium from the ER to mitochondria. Since an overload of calcium in 

mitochondria leads to apoptosis (Orrenius et al., 2003), it is tempting to speculate that the loss of 

ERMCs reduces the amounts of mitochondrial calcium and thus, delays the induction of 

apoptosis. Mitochondria fission positively regulates the activation of apoptosis, notably through 

the interaction between DRP1 and BAX, a pro-apoptotic factor (Jenner et al., 2022; Montessuit et 

al., 2010; Oettinghaus et al., 2016; Park et al., 2015). However, RRBP1 and SYN2JBP 

knockdown did not result in apparent changes in mitochondria morphology, thus allowing us to 

conclude that these phenotypes were not related to the mitochondria elongation induced by DENV 

and ZIKV. Interestingly, we have already shown that the integrity of CMs during ZIKV infection is 

required to both dampen apoptosis and maintain the elongated morphology of mitochondria 

(Anton et al., 2021). This suggests that both DENV/ZIKV-induced mitochondria elongation and 

ERMC alteration independently regulate apoptosis. It is interesting to note that in our cell culture 

system, mitochondria integrity appeared to be preserved upon DENV/ZIKV infection and ERMC 

protein knockdown since we did not detect any notable changes in the mitochondrial membrane 

potential (Suppl. Fig. 3.4d, 3.5c), implying that these cells are quite resistant to the cytopathic 

effects induced by mitochondrial stress. 

Finally, the ERMC compartment also serves as a signalling platform during early antiviral innate 

immunity leading to the induction of type I and III interferons (IFN). When RIG-I senses a foreign 

RNA, it is translocated to the surface of the mitochondria and binds mitochondrial antiviral-

signalling protein adaptor (MAVS) which is located at the ERMC (Horner et al., 2011). Several 

inhibition mechanisms of RIG-I activation by flaviviruses have been discovered in the last decade 

(Chatel-Chaix et al., 2016; Gack et al., 2016; Gack et al., 2007; Liu et al., 2012; Manokaran et al., 

2015; Riedl et al., 2019; Serman et al., 2019; Tremblay et al., 2019). Thus, perturbing the reticulo-

mitochondrial interface may constitute another strategy to inhibit or delay cellular processes that 
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could be harmful for viruses. While we can rule out that our phenotypes in RIG-I-deficient Huh7.5 

cells are due to interferon induction, it will be interesting to evaluate in the future whether the 

alteration of the reticulo-mitochondrial interface by flaviviruses contributes to countering antiviral 

immunity in immune-competent cells. 

Overall, our data demonstrate that the morphological perturbations of the reticulo-mitochondrial 

interface by DENV and ZIKV modulate mitochondrial respiratory metabolism to sustain the 

energetic needs of flaviviral life cycle. This study further supports a model in which these viruses 

perturb ERMC to hijack specific host factors that are required for CM morphogenesis, and vice-

versa. More studies are required to better understand these mechanisms at a molecular level, 

including the specific viral determinants involved in the alteration of ERMCs and the mitochondrial 

functions regulated by this sub-cellular compartment. It will be also interesting to evaluate how 

this impacts ERMC function other than apoptosis and innate immunity, such as calcium 

homeostasis or lipid metabolism.  

3.5 Material and methods 

Cell lines and virus strains 

Huh7.5, HEK293T, VeroE6, and HeLa cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM, Life Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum (Wisent), 1% non-

essential amino acids (Life Technologies) and 1% penicillin-streptomycin (Life Technologies). The 

generation of the Huh7.5-T7 cell line expressing the T7 RNA polymerase was reported elsewhere 

(Anton et al., 2021). These cells were cultured in the presence of 5 µg/mL blasticidin (Thermo-

Fisher). Huh7.5 cells stably expressing mito-mTurquoise2 were produced exactly as before using 

lentiviral transduction (Chatel-Chaix et al., 2016) and were maintained in 5 µg/mL zeocin (Life 

Technologies). ZIKV H/PF/2013 and ZIKV MR766 strains were provided by the European Virus 

Archive Global (EVAg). Virus stocks were generated by amplification in VeroE6 cells following 

inoculation with a multiplicity of infection (MOI) of 0.001. Virus aliquots were stored at 80°C until 

use. Infectious titers were determined by plaque assays exactly as reported before (Freppel et 

al., 2018). DENV2 16681s and reporter Rluc-expressing DENV-R2A particles were generated 

using a reverse genetics system (a kind gift of Ralf Bartenschlager) (Fischl et al., 2013) and by 

electroporating VeroE6 cells with in vitro-transcribed DENV RNA genomes as reported before 

(Mazeaud et al., 2021). 
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Antibodies 

Rabbit anti-DENV NS4B (GTX124250; cross-reactive for ZIKV), rabbit anti-ZIKV NS4B 

(GTX133311), rabbit anti-ZIKV NS3 (GTX133309) and mouse monoclonal anti-DENV NS3 

(GTX629477; cross-reactive for ZIKV) were obtained from Genetex. Rat polyclonal antibodies 

against DENV2 16681 NS3 which are cross-reactive with ZIKV NS3 were generated by Medimabs 

(Montreal, Canada) as reported before (Anton et al., 2021). Mouse anti-VDAC1 (ab14734) and 

mouse anti-GRP75 (ab2799) were obtained from Abcam. Rabbit anti-IP3R1 (NBP2-22458) 

antibodies were obtained from Novus Biologicals. Mouse anti-VAPB (66191-1-Ig) was obtained 

from ProteinTech. Mouse anti-RRBP1 (MA5-18302) was obtained from Invitrogen. Rabbit anti-

PTPIP51 (HPA009975) and rabbit anti-SYNJ2BP (HPA000866) were obtained from Sigma-

Millipore. 

DNA cloning 

The cloning of the constructs expressing DENV/ZIKV NS4B proteins in a T7 RNA polymerase-

dependent manner was previously described (Anton et al., 2021; Chatel-Chaix et al., 2015). For 

generating the lentiviral plasmids expressing HA-tagged 2K-NS4B or NS4A-2K-NS4B proteins, 

corresponding coding sequences were amplified using the plasmids above as templates (Fischl 

et al., 2013; Shan et al., 2016). DNA fragments were cloned into the AscI/SpeI or BamHI/SpeI 

cassettes of the pWPI lentiviral plasmid for ZIKV and DENV proteins, respectively (Chatel-Chaix 

et al., 2016). 

Lentivirus production, titration, and transduction 

Knockdowns of ERMC proteins were achieved by transduction with lentiviruses expressing 

MISSION shRNA from MilliporeSigma (shSYNJ2BP: TRCN0000121988; shRRBP1: 

TRCN0000117408; shVAPB: TRCN0000152520; shPTPIP51: TRCN0000135580). Constructs 

expressing shDRP1 and shMFN2 were already described (Chatel-Chaix et al., 2016). For 

lentivirus production, HEK293T cells were transfected with packaging plasmids pCMV-Gag-Pol, 

pMD2-VSV-G and pLKO-shRNA or pWPI expressing NS4B using 25 kDa linear polyethylenimine 

(Polysciences Inc.) exactly as before (Anton et al., 2021; Chatel-Chaix et al., 2016; Mazeaud et 

al., 2021). Two days post-transfection, lentivirus-containing medium was collected, filtered and 

stored at -80oC until use. Lentivirus titration was performed in HeLa cells. Cells were seeded at 

50,000 cells/well in 24-well plates and lentivirus-containing medium was titrated in 10-fold serial 

dilution 10-1 to 10-3 in duplicate. Transduced cells were selected by antibiotic selection one-day 

post-transduction treatment with 1 µg/mL puromycin. Six days post-transduction, cells were 
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washed once in PBS, and then fixed and stained with 1% crystal violet/10% ethanol for 20 

minutes. Stained cells were washed with tap water. Colony-forming unit were counted, and titers 

were determined taking into consideration the dilution factor. Huh7.5 cells were transduced with 

lentiviruses at a MOI of 5-10 in the presence of 8 µg/mL polybrene. 

Cell viability assays 

7,500 Huh7.5 cells/well in 100µl-DMEM were seeded in 96-well plates and transduced as 

indicated above. Four days post transduction, 20 µL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) at 5 mg/mL were added to the medium for 1 to 4 hr at 37°C. 

Medium was removed and 150 µL of 2% (v/v) of 0.1 M glycine in DMSO (pH 11) were added to 

dissolve the MTT precipitates. Absorbance at 570 nm was read with Spark multimode microplate 

reader (Tecan). 

Renilla luciferase assay 

1.105 Huh7.5 cells/well were plated in 12-well plates in triplicates and transduced as indicated 

above. The day after, the culture medium was replaced. Two days post-transduction, cells were 

infected with virus DENV-R2A reporter virus (MOI0.01). 2 days later, the medium was removed, 

and cells were lysed in 200 µl of luciferase lysis buffer (1% Triton-X-100; 25 mM Glycyl-Glycine, 

pH7.8; 15 mM MgSO4; 4 mM EGTA; 1 mM DTT added directly prior to use). 30 µl of lysates were 

transferred into a white 96-well plate. Luminescence was read with a Spark multimode microplate 

reader (Tecan) after injection of 150 µl of assay buffer (25 mM Glycyl-Glycine pH7.8; 15 mM KPO4 

buffer pH7.8; 15 mM MgSO4; 4 mM  EGTA; 1 mM coelenterazine freshly added before the 

assay). All values were normalized to the shNT control condition.  

Virus production assay 

2.105 Huh7.5 cells/well were plated in 6-well plates and transduced in the presence of 8 µg/mL 

polybrene. The day after, culture medium was changed. Two days post-transduction, cells were 

infected with DENV2 16681s or ZIKV H/PF/2013 (MOI = 0.1). Three hours later, culture medium 

was changed. Two days post-infection, cell supernatants were collected, filtered at 0.45 µm, and 

kept at -80oC until use. 2.105 VeroE6 cells/well were seeded in 24-well plates. The day after, cells 

were infected in 10-fold serial virus dilutions (10-1 to 10-6) in duplicate in complete DMEM. Three 

hours post-infection, the medium was removed, and replaced with serum-free MEM (Life 

Technologies) containing 1.5% carboxymethylcellulose (MilliporeSigma). Five (ZIKV) or seven 

(DENV) days post-infection, cells were fixed for 2 hours in 5% formaldehyde. Cells were washed 

vigorously with tap water and stained with 1% crystal violet/10% ethanol for 20 minutes. Cells 
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were washed with tap water. Plaques were counted, and infectious titers in particles forming unit 

(PFU/mL) were calculated. 

 Immunofluorescence-based confocal microscopy 

For immunofluorescence of transiently expressed NS4B proteins, 50,000 Huh7.5-T7 cells/well in 

24-well plates were seeded on sterile glass coverslips. The next day, cells were transfected with 

0.5 μg of NS4B-encoding plasmids using TransIT-LT1 Transfection Reagent (Mirus) according to 

the manufacturer’s instructions. Four hours post-transfection, culture media were changed. 

Eighteen hours post transfection, cells were rinsed twice in PBS and fixed in PBS containing 4% 

paraformaldehyde for 20 minutes.  

For confocal microscopy of infected cells, Huh7.5 cells were seeded on coverslips before 

immunofluorescence assay and infected the day after with DENV2 16681s (MOI = 1-5) or ZIKV 

H/PF/2013 (MOI=5-10) 2- or 3-days post-infection, cells were washed three times with PBS and 

fixed for 20 minutes with PBS containing 4% PFA. Coverslips were rinsed 3 times with PBS and 

kept at 4oC in PBS until use. Prior immunostaining, cells were permeabilized for 15 min in PBS 

containing 0.2% Triton X-100, and then blocked for 1hr with PBS containing 5% bovine serum 

albumin (BSA) and 10% goat serum (Thermo-Fisher). Coverslips were incubated 2hrs with 

primary antibodies at room temperature diluted in PBS/5% BSA. Coverslips were washed three 

times in PBS and incubated for 1hr at room temperature and in the dark with Alexa Fluor (488, 

568 or 647)-conjugated secondary antibodies (Life Technologies) diluted in PBS/5% BSA. 

Coverslips were washed three times in PBS and incubated 15 min in PBS containing 4’, 6’-

diamidino-2-phenylindole (DAPI; Life Technologies) diluted 1/10,000 for nuclei staining. 

Coverslips were washed three times in PBS, and once in water before being mounted on slides 

with FluoromountG (Southern Biotechnology Associates). Cells were observed and imaged using 

a LSM780 confocal microscope (Carl Zeiss Microimaging) at the Confocal Microscopy Core 

Facility of the INRS-Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie. Images were processed with 

the Fiji software. 

Proximity ligation assay 

Huh7.5 cells were cultured on coverslips and infected as above. Coverslips were washed three 

times with PBS and fixed for 20 min with PBS/4% paraformaldehyde. Coverslips were rinsed 3 

times with PBS and kept at 4 oC in PBS until use. Prior to the assay, cells were permeabilized 

with 0.2% Triton X-100 for 15 min. Proximity ligation assays were performed using the Duolink 

PLA Kit (Millipore-Sigma) according to the manufacturer’s protocol. Briefly, cells were blocked 
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with the kit buffer for 1 hr at 37oC in prior incubation with the indicated mouse and rabbit primary 

antibodies for 2 hours at room temperature. Coverslips were washed three times with the buffer 

A from the kit and incubated for 1 hr at 37 oC with PLUS and MINUS PLA probes. Coverslips were 

washed three times in buffer A and incubated for 30 min at 37oC with the ligation solution. 

Coverslips were washed three times with buffer A and incubated 100 min at 37oC with the kit 

amplification solution. After final washes with buffer B, coverslips were stained as above with rat 

anti-NS3 antibodies and Alexa Fluor488 anti-rat antibodies (see immunofluorescence-base 

confocal microscopy). Cells were then incubated for 15 min in 0.01% buffer B and a 1/10,000 

dilution of DAPI (Life Technologies) for nuclei staining. Coverslips were washed three times in 

buffer B, then once in 0.01% buffer B and mounted on slides with FluoromountG (Southern 

Biotechnology Associates). Cells were observed and imaged using a LSM780 confocal 

microscope (Carl Zeiss Microimaging) at the Confocal Microscopy Core Facility of the INRS-

Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie. The quantifications of the intracellular PLA dots 

were performed with the Fiji software. Briefly, 8-bit format images were processed for each 

channel. We increased the signal for NS3 to saturation in order to delineate the entire cell area. 

The threshold of PLA signal was adjusted to eliminate the non-specific background. A given PLA 

signal was considered positive when bigger than 0.02µm2 and having a circularity between 0.02 

and 1.00. PLA dots were counted in each cell. Same acquisition and counting settings were 

applied to all data for each experiment.  

Transmission electron microscopy 

Infected cells were prepared for transmission electron microscopy exactly as previously reported 

(Anton et al., 2021; Mazeaud et al., 2021). Briefly, Huh7.5 cells were seeded on Lab-tech 

chambers SlideTM (Thermo Fisher) and infected with DENV 16681s MOI 1 or ZIKV H/PF/2013 

MOI of 10. Two days later, cells were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M sodium cacodylate 

buffer pH 7.4 overnight at 4°C and washed three times with washing buffer. Cells were postfixed 

for 1 hour with the washing buffer containing 1% aqueous OsO4 and 1.5% aqueous potassium 

ferrocyanide. Following three washes in washing buffer, samples were dehydrated in sequential 

dipping into a series of ethanol-dH2O solutions of increasing concentration up to 70% followed by 

a 1 hour-long staining with 2% uranyl acetate in 70% ethanol. Samples were washed twice in 

70% ethanol and subjected to a progressive dehydration with up to 100% ethanol. A Graded 

Epon-ethanol series (1:1, 3:1) was used to infiltrate the samples before embedding in 100% Epon 

and polymerizing in an oven at 60 °C for 48hrs. A Diatome diamond knife using a Leica 

Microsystems EM UC7 ultramicrotome was used to cut serial sections (90-100 nm thick) from the 
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polymerized blocks. Ultrathin sections were then transferred into 200-mesh copper grids and 

stained during 6 minutes with 4% uranyl acetate and 5 minutes in Reynold's lead. Image 

acquisitions of TEM grids were performed with a FEI Tecnai G2 Spirit 120 kV TEM equipped with 

a Gatan Ultrascan 4000 CCD Camera Model 895 (Gatan, Pleasanton, CA) located at McGill 

University Facility for Electron Microscopy Research. TEM images were analyzed using the Fiji 

software for measurements of mitochondria perimeter and ERMC length. Ultrastructures were 

considered as ERMCs when the measured distance between ER and mitochondria was below 

50nm. The ratio between these two values indicated the percentage of the mitochondrial 

perimeter in contact with ER. 

Oxygen consumption rate measurements 

The day prior the assay, Seahorse 96-well sensor cartridges (Agilent) were hydrated overnight at 

37oC in a non-CO2 incubator with 200 µl/well of the Seahorse XF calibrant (Agilent). The day of 

the assay, living cells were trypsinized and counted with Trypan blue. 50,000 cells/well were 

seeded into a Seahorse XF 96-well cell culture microplate (Agilent) in DMEM and incubated for 

at least 4 hours at 37 oC with 5% CO2.  Culture medium was changed for 180 µl of Seahorse XF 

DMEM which was supplemented with 1 mM pyruvate, 2 mM glutamine and 10 mM glucose. Cells 

were incubated for 1 hour in a non-CO2 incubator at 37 oC. For measurements of the oxygen 

consumption rates, we used the Seahorse XF Cell Mito Stress Test kit (Agilent) according to the 

manufacturer’s instructions. Briefly, 20 µl oligomycin 10 µM, 22 µl FCCP 10 µM and 25 µl 

rotenone/antimycin A 5 µM were loaded into the ports of the sensor cartridges. Sensor cartridges 

were placed on top of the Seahorse XF cell culture microplate. Sequential drug addition (10-fold 

dilution) and time-lapse oxygen consumption rate measurements were achieved with a Seahorse 

XFe96 analyzer (Agilent). Data were analyzed using Wave 2.6.1 software to determine the basal 

respiration, the maximal respiration and the ATP production in each sample. 

Mitochondria affinity purification and quantitative LC-MS/MS  

For the determination of mitochondrial proteome, four independent affinity purifications were 

performed for each experimental condition as follows. Huh7.5 cells were infected with DENV2 

16681s (MOI=2), ZIKV H/PF/2013 (MOI=10) or ZIKV MR766 (MOI=2) to achieve 100% of 

infection. Forty hours later, cells were prepared, and mitochondria were purified with the Human 

Mitochondria Isolation Kit (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 

were washed twice with cold PBS and counted. Ten million cells were then lysed with a Dounce 

homogenizer on ice in the kit lysis buffer supplemented with EDTA-free protease inhibitors 

(Roche). Cell homogenates were subjected to immunoprecipitation using magnetic beads-
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coupled anti-TOMM22 antibodies. Isolated mitochondria were centrifuged at 13,000xg for 2 

minutes at 4 oC and resuspended in in 40 µl U/T buffer (6 M urea, 2 M thiourea, 10 mM Hepes 

(pH 8.0)), and reduction and alkylation carried out with 10 mM DTT and 55 mM iodoacetamide in 

50 mM ABC buffer (50 mM NH4HCO3 in water pH 8.0), respectively. For the determination of the 

whole proteome, 5 x 106 washed cells were lysed in a buffer containing 6 M guanidium chloride 

and 10 mM Tris(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP), 0.1M Tris/HCl (pH 8). Fifty micrograms of 

cleared protein lysates were reduced/alkylated, and peptides were purified on stage tips as 

described above After digestion with 1 µg LysC (WAKO Chemicals USA) at room temperature for 

3 h, the suspension was diluted in ABC buffer, and the protein solution was digested with trypsin 

(Promega) overnight at room temperature. Peptides were purified on self-assembled stage tips 

with three C18 Empore filter discs (3M) and analyzed by liquid chromatography coupled to mass 

spectrometry on a QExactive HF instrument (Thermo Fisher Scientific) as previously described 

(Scaturro et al., 2018).  

Raw mass-spectrometry data were processed with MaxQuant software versions 1.5.6.2 using the 

built-in Andromeda search engine to search against the human proteome (Homo sapiens; 

UniprotKB #UP0000005684; release 2012_02) containing forward and reverse sequences 

concatenated with the DENV (UniprotKB #P29990) and ZIKV (UniprotKB #KU955593) viral 

proteins, and the label-free quantitation (LFQ) algorithm as described previously (Holze et al., 

2018; Tyanova et al., 2016a). Additionally, the intensity-based absolute quantification (iBAQ) 

algorithm and “Match Between Runs” option were used. In MaxQuant, carbamidomethylation was 

set as fixed and methionine oxidation and N-acetylation as variable modifications, using an initial 

mass tolerance of 6 ppm for the precursor ion and 0.5 Da for the fragment ions. Search results 

were filtered with a false discovery rate (FDR) of 0.01 for peptide and protein identifications.  

Perseus software version 1.6.10.43 was used to further process the affinity-purification and global 

proteome dataset. Protein tables were filtered to eliminate the identifications from the reverse 

database and common contaminants. In analyzing mass spectrometry data, only proteins 

identified on the basis of at least one peptide and a minimum of 3 quantitation events in at least 

one experimental group were considered. Significant interactors were determined by Welch’s 

paired T-tests with permutation-based false discovery rate statistics on LFQ intensities (Global 

proteomes) or the relative abundance of Mitochondria-enriched proteins after normalization 

against the corresponding cellular lysates (Mitoproteome) (n=4, (|Log2(fold-change))| ≥ 1.58), -

Log10(P-value) ≥ 2.). We performed 250 permutations, and the FDR threshold was set at 0.05. 

The parameter S0 was set at 1 to separate background from specifically enriched interactors 
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(mitoproteome), or to define significantly up- or down-regulated proteins in pairwise comparisons 

(global proteome). (Tyanova et al., 2016b) UniprotKB accession codes of protein groups and 

proteins associated with Krebs cycle and electron transport chain identified by mass 

spectrometry, and their respective LFQ intensities, normalized ratios and significance values are 

provided in Suppl. Table 1. The complete list of identified proteins will be published alongside a 

different study.  

GC-MS metabolomic analyses 

For infection experiments, Huh7.5 cells were infected with DENV2 16681s (MOI=2), ZIKV 

H/PF/2013 (MOI=10) or ZIKV MR766 (MOI=2) to achieve 100% of infection and collected two 

days post-infection for metabolite preparation. For 2K-NS4B overexpression experiments, Huh7.5 

cells were transduced with NS4B-expressing lentiviruses (MOI=2). The day after, the medium 

was replaced and puromycin was added to a final concentration of 1 µg/mL. Three days later (i.e., 

4 days post-transduction), selected transduced cells were washed on ice three times with a cold 

and filtered isotonic solution (0.9% NaCl). Cells were then quickly collected with 800 µL of 80% 

MS-grade methanol which was stored at -80 oC. Samples were stored at -80 oC until metabolite 

extraction. In parallel, additional replicate samples were generated for cell counting after 

trypsinization, and quality controls using western blotting to ensure that the infection and NS4B 

overexpression were successful. Experiments were design so that between 0.75 x 106 and 2 x 

106 cells were used for subsequent processing for GC-MS. 

Membranes disruption was carried by sonication at 4 °C (2x10 min, 30 sec on, 30 sec off, high 

setting, Diagenode Bioruptor). Extracts were cleared by centrifugation (15,000 rpm, 10 min, 4 °C) 

and supernatants were transferred into new tubes containing 1μl 800 ng/μl myristic acid-D27 

(Sigma; dissolved in pyridine). Next, they were dried in a cold trap (Labconco) overnight at − 4 

°C. Pellets were solubilized in 30 μl pyridine containing methoxyamine-HCl (10 mg/mL, Sigma) 

by sonication and vortex, and were incubated at RT for 20 min (methoximation). Samples were 

centrifuged (15,000 rpm, 10 min, RT) and the supernatants were transferred into glass vials 

containing MTBSTFA (70 μl, Sigma) for derivatization at 70 °C for 1 h. One μL was injected per 

sample for GC–MS analysis. GC–MS instrumentation and software were all from Agilent. GC–

MS methods and analyses are as previously described (Hulea et al., 2018). Data analyses were 

performed using the Chemstation and MassHunter software (Agilent, Santa Clara, USA). Three 

replicates per experiment for each condition were processed. The included data show the mean 

and SEM obtained from the analysis of 4 and 3 ©ndependent experiments for virus infection and 

2K-4B expression studies, respectively.  
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Caspase-Glo 3/7 assay 

300,000 Huh7.5 cells were seeded in 6-well plates and transduced with shRNA-expressing 

lentivirus at a MOI of 4 with 8µg/mL polybrene. Two days post transduction, cells were infected 

with ZIKV H/PF/2013 (MOI of 20) or left uninfected. Two days post infection, cells were scraped 

in culture medium, collected, and centrifuged for 1 min at 10,000 rpm. Cell pellets were 

resuspended in 70 μL of a 50/50% mixture containing PBS and the Caspase-Glo 3/7 reagent 

(Promega). Lysates were incubated at least 2 hours protected from the light at room temperature. 

Luminescence was measured in duplicates in white 96-well plates (30 µl/well) with a Spark multi-

mode microplate reader (Tecan). All values were background-subtracted and normalized to the 

shNT-transduced uninfected condition. 

Flow cytometry 

300,000 Huh7.5 cells were prepared exactly as in Caspase-Glo 3/7 assays  Two days post-

infection, cells were detached by trypsin treatment and stained with 25 nM MitoTracker® Orange 

CM-H2 TMRos (Thermo-Fisher) for 30 min at 37 °C followed by a treatment with 4µM CellEvent 

caspase 3/7 green (Thermo-Fisher) and the amine reactive viability dye LIVE/DEAD aqua fixable 

stain (Thermo-Fisher) for 30min in the dark at room temperature. Cells were fixed with 2% 

formaldehyde and permeabilized with 0.1% Triton X-100. To identify ZIKV-infected cells, total 

cells were stained for ZIKV using a rat polyclonal anti-NS3 antibodies and subsequently with goat 

anti-rat cross-adsorbed AlexaFluor 647-conjugated secondary antibodies. Cells were stored at 

4°C in the dark until flow cytometry processing (performed within 24 hr) and data acquisition with 

a BD LSRFortessa instrument at the Flow Cytometry Core Facility of INRS. Data analysis was 

performed using FlowJo version 10.0 software. After setting of singlets, infected Huh7.5 were 

defined as NS3+ cells and analyzed for active caspase 3/7 expression and LIVE/DEAD signal. 

Statistical analyses 

Statistical significance was evaluated by multiple t-test using GraphPad Prism 8.0 software. p 

values < 0.05 were considered significant: ****: p < 0.0001; ***: p < 0.001; **: p < 0.01; * p < 0.05; 

ns: not significant. 

3.6 Acknowledgements  

We are grateful to Jessy Tremblay at the Confocal Microscopy and Flow Cytometry Facility of 

INRS-Centre Armand-Frappier for excellent technical assistance during imaging and data 

acquisition, and Jeannie Mui and Kelly Sears at the McGill University Facility for Electron 



  

96 

 

Microscopy Research for sample preparation and precious assistance with imaging. We thank 

the GCRC Metabolomics Core Facility (led by Dr. Daina Avizonis), which is supported by the 

Canada Foundation for Innovation, the Dr. John R. and Clara M. Fraser Memorial Trust, the Terry 

Fox Foundation (TFF Oncometabolism Team Grant 1048 in partnership with the Fondation du 

Cancer du Sein du Quebec), and McGill University. We thank Dr. Ralf Bartenschlager (University 

of Heidelberg) for providing the DENV reverse genetics system, and Dr. Frédérick Antoine 

Mallette (University of Montréal), Dr. Tom Hobman (University of Alberta), Dr. Patrick Labonté 

(Institut National de la Recherche Scientifique) and Dr. Anil Kumar (University of Saskatchewan) 

for generously providing cell lines. We are grateful to the European Virus Archive Global (EVAg) 

and Dr. Xavier de Lamballerie (Emergence des Pathologies Virales, Aix-Marseille University, 

France) for providing ZIKV original stocks.  

3.7 Conflict of interest  

The authors declare that they have no conflicts of interest. 

3.8 Funding statement 

W.F received PhD fellowships from the Armand-Frappier Foundation and Fonds de la Recherche 

du Québec-Santé (FRQS). A.A was a recipient of a master’s training fellowship from FRQS. C.M 

and A.A.S received PhD fellowships from the Armand-Frappier Foundation and the Center of 

Excellence in Research on Orphan Diseases-Courtois Foundation (CERMO-FC). A.A.S is 

receiving a PhD fellowship from the Fonds de la Recherche du Québec-Nature et Technologies 

(FRQNT). L.C.C has received a research scholar (Junior 2) salary support from FRQS. L.H. is the 

recipient of a research scholar salary support from FRQS (Junior 1) and the L.H. laboratory is 

supported by a project grant from the Canadian Institutes of Health Research (CIHR; PJT165901) 

and an operating grant from the Cancer Research Society (CRS; #25350). Work in A.P’s 

laboratory was funded by an ERC Consolidator grant (ERC-CoG ProDAP, 817798), the German 

research foundation (PI 1084/4, PI 1084/5 and TRR179/TP10 and TRR237/A07) and KA1-Co-02 

“COVIPA” (Helmholtz Association's Initiative and Networking Fund). Work in P.S laboratory was 

founded by the Free and Hanseatic City of Hamburg, the German research foundation (SC314/2-

1) and the German Federal Ministry of Education and Research (VirMScan). This research was 

supported by a project grant from the CIHR (PJT153020), awarded to L.C.C. 



  

97 

 

3.9 Supplemental information 

Suppl Figure 3.1 DENV and ZIKV infection decrease the abundance of ERMC tethering 

complexes 

(a) Fixed Huh7.5 cells stably expressing mito-mTurquoise2 (exhibiting fluorescent mitochondria) 

were subjected to PLAs detecting VDAC1-IP3R1, SYNJ2BP-RRBP1 and VAPB-PTPIP51 

interactions. Scale bar = 10 µm. (b,c) Huh7.5 cells were infected with DENV 16681s (MOI=1) or 

ZIKV H/PF/2013 (MOI=10), or left uninfected. Two days later, cells were fixed and subjected to 

proximity ligation assays (PLA) to detect (b) VDAC1/IP3R1 or (c) PTPIP51/VAB interactions, and 

immunostained for NS3 viral protein to identify infected cells. Cells were imaged using confocal 

microscopy. Representative images are shown. 

 

Suppl Figure 3.2 DENV and ZIKV modulates ERMC proteins 

(a, b) Huh7.5 cells were infected with DENV 16681s (MOI=1) or ZIKV H/PF/2013 (MOI=10) or left 

uninfected. Two- or three-days post-infection, cell extracts were prepared, and the expression 

levels of the indicated proteins were analyzed by western blotting. The arrow indicates the ZIKV-

induced SYNJ2BP protein product. 

 

Suppl Figure 3.3 ERMC protein cellular localization in DENV and ZIKV-infected cells 

Uninfected and DENV/ZIKV-infected Huh7.5 cells were imaged at two days post-infection by 

confocal microscopy using antibodies detecting the indicated ERMC proteins. Infected cells were 

detected with anti-NS3 antibodies.  

 

Suppl Figure 3.4 NS4B DENV and ZIKV perturb mitochondrial respiratory metabolism 

(a) A Venn diagram illustrating the electron transport chain proteins whose mitochondrial 

abundance is significantly changed when cells are infected with DENV 16681s, ZIKV H/PF/2013 

or ZIKV MR766. (b) Huh7.5 cells were infected with DENV 16681s (MOI=2) or ZIKV H/PF/2013 

(MOI=10) or left uninfected.  Two days later, mitochondria were purified and analyzed by western 

blotting for their content in SDHAF2 and TOMM20 as control. (c) DENV/ZIKV-infected and control 

cells were analyzed two days post-infection for the abundance of the Krebs cycle metabolites 

measured by GC-MS. All values were normalized to the uninfected condition. (d) Cells we treated 
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as in (b) and the mitochondrial potential in uninfected and DENV/ZIKV-infected cells was 

measured by FACS following staining with MitoTracker Orange CM-H2 TMRos and anti-NS3 

antibodies. 

 

Suppl Figure 3.5 ERMC protein knockdown does not impact mitochondria morphology and 

integrity 

(a-b) Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses expressing shRNAs which target the 

indicated proteins (MOI=5) and selected with puromycin 1 µg/mL. Four days later, cells were 

either collected for (a) assessing shRNA-mediated knockdown efficiency by western blotting or 

(b) evaluating the impact of protein depletion on cell viability using MTT assays. (c) Mitochondrial 

potential upon ERMC protein knockdown was measured by FACS following staining with 

MitoTracker Orange CM-H2 TMRos. (d) The mitochondrial morphology was analyzed in knocked 

down cells using confocal microscopy following staining with the MitoTracker Red CMXRos dye. 

Quantification was made with data from two independent experiments and 75-100 cells per 

condition per experiment. 

 

Suppl Figure 3.6 ZIKV NS4B induces mitochondria elongation and DENV/ZIKV NS4B 

precursors inhibit the mitochondrial respiratory metabolism. 

(a) Huh7.5/T7 cells expressing the T7 RNA polymerase were transfected with plasmids 

expressing DENV or ZIKV NS4B constructs. Sixteen hours post-transfection, the mitochondrial 

morphology was analyzed using confocal microscopy following staining with the MitoTracker Red 

CMXRos dye and anti-HA antibodies. (b) Quantification of elongated, normal, and fragmented 

mitochondria in transfected cells from two independent experiments. (c) Huh7.5 cells were 

transduced with lentiviruses expressing DENV and ZIKV NSA-2K-NS4B which were HA-tagged 

(MOI=4) and submitted to puromycin selection. Three days post-transduction, cells were analyzed 

for NS4B expression by western blotting. (d) Huh7.5 cells were transduced with lentiviruses and 

selected as in (c).  Three days post-transduction, equal amounts of transduced living cells were 

analyzed for their basal respiration, ATP production and maximal respiration using the Seahorse 

technology. All values were normalised to the control empty vector condition.  
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Suppl Figure 3.2  
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Suppl Figure 3.3  
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Suppl Figure 3.4 
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Suppl Figure 3.5 
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Suppl Figure 3.6 
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4 DISCUSSION GENERALE 

L’article principal présent dans cette thèse a déjà discuté de la majorité des points clés concernant 

l’habilité des Flavivirus à manipuler l’interface réticulo-mitochondriale pour favoriser leur 

réplication et ne sera que brièvement repris pour discuter du contexte de nos résultats vis-à-vis 

de la littérature actuelle. Autrement dit, cette section discutera principalement d’autre horizons de 

recherche tels que, l’impact des Flavivirus dans la biologie cellulaire de son vecteur principale, le 

moustique, de la manipulation des mitochondries par d’autres virus et pour finir, de l’impact des 

Flavivirus sur d’autres interactions organite – organite. 

4.1 Impact contradictoire des Flavivirus sur l’interface réticulo-mitochondriale 

Nous avons montré dans ce projet l’importance pour les VDEN et VZIK de perturber la 

morphologie mitochondriale et l’IRM pour contrôler le fonctionnement de certaines activités 

métaboliques cellulaires. Notamment, nos découvertes montrent que VDEN et VZIK retardent le 

processus de mort cellulaire par voie apoptotique et module la respiration mitochondriale. Pour 

autant, nos données ne s’alignent pas parfaitement avec la littérature. En effet, d’autres équipes 

de recherche ont montré des données contradictoires qu’il est important de discuter. 

Par exemple, l’équipe de Yu a démontré en 2015 que le VDEN provoque la fragmentation des 

mitochondries (Yu et al., 2015). En effet dans cette étude, la protéase virale NS2B3 serait 

responsable du clivage des facteurs de fusion mitochondriale MFN1 et MFN2. Leurs résultats 

montrent également que MFN1 est important dans la réponse immunitaire antivirale médié par 

RIG-I et MFN2 dans le maintien du potentiel de membrane mitochondriale réduisant ainsi la mort 

cellulaire causé par le VDEN. Le clivage des deux MFN permettrait alors d’atténuer la réponse 

immunitaire antivirale par RIG-I et les effets cytopathiques causés par le virus. Ceci est 

intéressant car Chatel-Chaix et al., ont montré l’élongation mitochondriale que nous avons 

également confirmé dans cette thèse pour le VZIK et ceci par l’intermédiaire de NS4B. Par 

ailleurs, nous n’avons pas observé de différence dans l’expression des MFN1/2 en western blot 

lors de cette thèse (données non montrées). Cependant, nos observations montrent une 

élongation principalement à partir de 48h d’infection alors que Yu et al., ont étudié la morphologie 

à des temps précoces et surtout, dans des systèmes artificiels d’hétérocaryons et d’hyperfusion 

mitochondriale. De plus, ils ont utilisé des cellules stables n’exprimant plus les MFN1/2, ce qui 

pourrait favoriser la sélection de cellules ayant contourné la perte des MFN1/2 dans la fusion 

mitochondriale. En effet une autre étude contradictoire mais réalisée dans des cellules 
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neuronales appuie cette théorie (Yang et al., 2020). Cette étude confirme la modulation négative 

de MFN2 par VZIK en faveur de la fragmentation mitochondriale. Il est important de préciser que 

les cellules neuronales sont généralement plus sensibles aux infections virales et agissent de 

manière différente tel que dans l’activation de l’apoptose ce qui pourrait expliquer la fragmentation 

mitochondriale observée. 

Finalement, toutes ces études contradictoires suggèrent fortement que le temps d’infection, le 

type cellulaire infecté et la souche flavivirale jouent un rôle important dans la modulation de la 

morphologie mitochondriale et de l’IRM. Mais qu’en est-il chez les arthropodes ? 

4.2 L’infection flavivirale chez les arthropodes 

Tel que discuté dans l’introduction, le moustique est le principal vecteur des Flavivirus. 

Cependant, malgré l’importance que le moustique possède dans leur cycle de vie, nos 

connaissances actuelles portent principalement de l’étude des Flavivirus dans des cellules de 

mammifères. Pourtant, les moustiques, appartenant à l’embranchement des arthropodes, 

possèdent une biologie cellulaire différente des mammifères d’un point de vue de processus et 

possiblement de structure également. 

En effet, lorsqu’un moustique femelle non-infecté prélève du sang infecté chez l’Humain, les 

Flavivirus présents vont se répliquer dans l’intestin, lieu de digestion du sang. La digestion ne 

neutralise pas les Flavivirus : au contraire, les virus vont se déplacer et atteindre des tissus 

secondaires, tels que les glandes salivaires, lieu de stockage des virus avant la transmission à 

l’humain. La période d’incubation extrinsèque, c’est-à-dire la période entre l’ingestion du virus par 

le moustique et la transmission du virus à l’humain lors d’une piqûre est d’environ de 8 à 12 jours 

si les conditions climatiques avoisinent les 28°C (Tjaden et al., 2013; Watts et al., 1987). Une fois 

infecté, le moustique ne guérira jamais du virus mais n’en mourra pas non plus. Ceci est 

particulièrement intéressant puisque l’humain développe des complications sévères très 

rapidement. Il est alors évident que la réponse cellulaire face à l’infection virale est différente chez 

le moustique. 

Dans ce cas, il est intéressant de discuter de la possible différence de stratégie des Flavivirus 

dans la mise en place d’un environnement cytoplasmique adéquat à la réplication chez le 

moustique et également comment les Flavivirus contournent les réponses cellulaires face à 

l’infection, notamment, dans l’interférence des Flavivirus dans la morphologie et le métabolisme 

des mitochondries chez les arthropodes. 
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4.2.1 Remodelage du réticulum endoplasmique en usines de réplication 

 Les Flavivirus remodèlent la structure morphologique du RE en usines de réplication dans des 

cellules de mammifère et ceci même dans des cellules de moustique C6/36 (Grief et al., 1997; 

Junjhon et al., 2014; Ko et al., 1979). Cependant, ce remodelage n’est pas identique à celui 

observé dans des cellules de mammifère. En effet, alors que des cellules de mammifère Huh7 

infectées par le VDEN présentent les trois sous structures des usines de réplication, c’est-à-dire 

les paquets vésiculaires, les sacs de virus et les convolutions de membrane, les cellules de 

moustiques C6/36 ne présentent que les paquets vésiculaires et les sacs de virus, mais pas les 

CM. Le fait que les CM ne soient retrouvés que chez les mammifères suggère premièrement que 

la réplication de l’ARNv ne dépend pas des CM. En effet, les Flavivirus sont tout à fait capable de 

se répliquer dans les moustiques si ce n’est plus efficacement (Barreto-Vieira et al., 2017; Chan 

et al., 2016a). Ceci implique également que le mécanisme de la biogénèse des CM retrouvé chez 

les mammifères soit spécifique et nécessite probablement des facteurs ou des processus 

cellulaires qui ne sont pas retrouvés chez le moustique. Une autre hypothèse vraiment très 

intéressante est que toute la machinerie nécessaire à la biogénèse des CM soit présente chez le 

moustique, mais que le virus ne provoque pas la formation des CM dépendamment de leur 

nécessité face à la réponse immunitaire du moustique lors d’une infection virale. 

Lorsque l’on compare toutes ces données, il est possible que les CM possèdent un rôle dans la 

protection de la réplication virale face aux processus cellulaires qui sont présents chez les 

mammifères et non chez les arthropodes. Dans ce contexte, la présence des protéines virales 

NS4A, NS4B, NS3 ou de la protéine cellulaire VCP dans les CM jouerait un rôle bien précis dans 

l’interférence des voies cellulaires spécifiques aux mammifères qui sont néfastes à la réplication 

virale telles que l’immunité antivirale (discuté à la section 1.1.4) ou l’apoptose (discuté à la section 

1.1.5). 

4.2.2 La morphologie mitochondriale 

Un des phénotypes les plus remarquables lors d’une infection avec le VDEN ou VZIK est la 

manipulation morphologique mitochondriale. Chatel-Chaix et al., ont montré que le VDEN inhibe 

la phosphorylation de DRP1 en S616, empêchant ainsi sa translocation au niveau des 

mitochondries (Chatel-Chaix et al., 2016). Cette inhibition équilibre la dynamique fission/fusion 

vers la fusion mitochondriale par les facteurs de fusion MFN1/2 et OPA1. Il est intéressant de 

noter que cette élongation soit spécifique au VDEN et VZIK puisque ce phénotype n’a jamais été 

observé avec aucun autre Flavivirus étudié en laboratoire. Cependant, ceci n’exclut pas la 
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possibilité que d’autres Flavivirus soient également capables de créer un tel phénotype tels que 

les Flavivirus dit rare (Murray Valley Encephalitis virus, Egde Hill virus, Kokobera virus ou encore 

le Stratford virus) qui ont été étudiés seulement au niveau clinique. 

Jusqu’à présent, il n’y a pas de preuve visuelle en microscopie montrant une élongation 

mitochondriale chez le moustique. Bien que les mécanismes moléculaires de la 

morphodynamique mitochondriale chez le moustique soient peu connus, des évidences 

moléculaires similaires aux mammifères pourraient suggérer qu’il y a bien élongation des 

mitochondries. En effet, María E. Santana-Roman et al., ont montré très récemment dans des 

cellules de moustiques C6/36 infectées au VDEN, l’absence de la localisation de DRP1 au niveau 

des mitochondries (Santana-Roman et al., 2021). L’hypothèse actuelle de la biogénèse des CM 

est basée sur l’enroulement de membranes du RE à la suite de l’altération de l’IRM chez les 

mammifères et dépendrait de la morphologie mitochondriale (Chatel-Chaix et al., 2016). Pourtant 

chez le moustique, la forte présomption de l’élongation mitochondriale alors qu’il n’y a pas de CM 

suggère cette fois que l’élongation mitochondriale ne provoque pas forcément la formation des 

CM. Dans un tel contexte, il semblerait que l’élongation mitochondriale est importante et est un 

phénotype conservé par le VDEN et le VZIK notamment en interférant sur le métabolisme 

mitochondrial lipidique ou respiratoire propre aux mitochondries. En revanche, dépendamment 

de l’espèce, la biogénèse des CM par l’élongation mitochondriale quant à elle dépendrait plutôt 

d’un ensemble de processus cellulaires spécifiques aux cellules infectées qui ne sont pas 

retrouvés chez le moustique. Dans ce cas, la biogénèse des CM serait spécifique en fonction de 

son apport protectif proviral dans la cellule en interférant sur des processus cellulaires, tels que 

la réponse immunitaire antivirale par exemple qui diffère entre arthropodes et mammifères.  

Finalement, dans un arthropode différent du moustique, une étude menée chez la drosophile a 

mis en évidence qu’une mutation du facteur de fusion OPA1 aboutit à la mort précoce de l’insecte 

en réduisant également l’activité de la phosphorylation oxydative (Tang et al., 2009). Cette étude 

montre que l’inhibition de l’élongation mitochondriale impacte négativement le métabolisme 

respiratoire des mitochondries. Ainsi, la corrélation de cette étude et nos données suggèrent que 

les VDEN et VZIK pourraient favoriser l’élongation mitochondriale pour augmenter la 

phosphorylation oxydative.  

4.2.3 L’interface réticulo-mitochondriale 

L’IRM est importante dans la survie cellulaire en intervenant dans différents processus tels que 

les échanges calciques entre RE et mitochondries, dans les échanges lipidiques ou encore dans 
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l’activation de l’immunité innée précoce antivirale. Dans un contexte de survie virale dans un 

environnement cytoplasmique toxique pour les Flavivirus, nous avons montré dans cette thèse 

que le VDEN et le VZIK altèrent cette interface dans des cellules de mammifères. Nos données 

suggèrent fortement que cette altération non seulement retarde la mort cellulaire par apoptose, 

mais également aurait un impact sur la respiration mitochondriale en favorisant finalement la 

réplication virale. Malheureusement il n’y a pas de preuve dans la littérature d’une quelconque 

manipulation de l’IRM par les Flavivirus chez le moustique. 

Une question importante se pose, y a-t-il présence d’une quelconque IRM chez les arthropodes ? 

Récemment, Paradis et al., ont montré une protéine importante chez l’humain impliquée dans la 

régulation de la dynamique de l’IRM, la protéine CRELD1 (Paradis et al., 2022). CRELD1 

appartient à la famille des facteurs de croissance épidermique riche en cystéine et possède un 

rôle dans la médiation des interactions protéine-protéine ou dans la régulation du stress du RE 

(Kern et al., 2021; Oh-hashi et al., 2009 ). Première observation importante, CRELD1 est présent 

au niveau de l’IRM suggérant un rôle dans son intégrité et/ou dans ses fonctions. Lorsque 

CRELD1 est atténuée par mutation dans des cellules cardiaques et musculaires provenant de 

mammifère ou d’amphibien (Xenopus tropicalis), la distribution des mitochondries augmente et 

leur morphologie est allongée (Paradis et al., 2022). Ce phénotype résulte de la diminution de la 

translocation de DRP1 aux mitochondries. Outre l’élongation mitochondriale, il est intéressant de 

noter que l’activité du complexe I de la phosphorylation oxydative est diminuée lorsque CRELD1 

est inhibée et que cette diminution impacte négativement la structure de l’IRM. Il serait alors 

vraiment intéressant d’étudier si les Flavivirus interfèrent sur le rôle de CRELD1 par exemple par 

l’intermédiaire de NS4B qui pourrait être impliquée. L’interférence de CRELD1 par les Flavivirus 

pourrait alors favoriser le phénotype d’élongation mitochondriale, de l’altération de l’IRM et de la 

manipulation de la phosphorylation oxydative observée lors d’une infection par un Flavivirus chez 

les mammifères. Par ailleurs, CRELD1 est également retrouvée chez la drosophile montrant la 

grande conservation de cette protéine dans l’évolution (Paradis et al., 2022). Bien que les 

protéines diffèrent au niveau structurale et en composition entre les mammifères et les 

arthropodes, le faite que la drosophile partage cette protéine avec l’humain laisse à penser qu’il 

y a interaction protéine-protéine entre le RE et les mitochondries chez les arthropodes qui pourrait 

être régulée par CRELD1. Une autre évidence provient de la GTPase rho mitochondriale (MIRO) 

qui chez la drosophile serait impliquée dans la régulation de l’IRM au niveau des échanges 

calciques (Lee et al., 2018; Lee et al., 2016). Ces résultats montrent que l’IRM serait également 

présente chez les arthropodes. Pour appuyer notre hypothèse que le moustique possède une 

IRM, une précédente étude a déterminé que 15% au minimum du répertoire lipidique est modifié 
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après une infection par le VDEN (Perera et al., 2012). L’augmentation de l’abondance de 

plusieurs acides gras, tels que les sphingolipides ou la phosphatidylcholine qui sont impliqués 

dans le dynamisme mitochondrial de fusion/fission et dans les échanges lipidiques dans l’IRM 

chez les mammifères pourrait appuyer la possibilité de la présence d’une IRM chez le moustique. 

Dans un contexte hypothétique où les cellules de moustiques possèderaient de l’IRM mais pas 

de CM en condition d’infection par un Flavivirus suggérerait que l’IRM n’est pas altérée chez le 

moustique et ce, malgré la possible élongation mitochondriale. Ceci pourrait appuyer notre 

hypothèse que les moustiques possèdent de l’IRM mais que les Flavivirus n’ont potentiellement 

pas la nécessité ou pas les moyens moléculaires de l’altérer. Puisque l’IRM est impliquée dans 

divers processus cellulaire, son altération chez le mammifère pourrait également expliquer 

pourquoi les dommages liés à l’infection sont plus sévères que chez l’arthropode. 

Fait intéressant, il semblerait que le Plasmodium falciparum, parasite causant le Paludisme et 

appartenant à l’embranchement des Apicomplexa possède de l’IRM montrant ainsi l’origine 

lointaine et la grande conservation dans l’évolution de l’IRM (Anwar et al., 2022). 

4.2.4 L’immunité innée antivirale 

L’immunité antivirale chez les arthropodes est particulièrement intéressante puisque 

contrairement aux mammifères, il n’existe pas d’immunité adaptative. Les pathogènes tels que 

les Flavivirus doivent alors contrecarrer uniquement l’immunité innée antivirale pour consolider 

une transmission efficace. Les arthropodes possèdent deux grandes voies antivirales principales, 

celle des ARN d’interférence (ARNi) et celles des récepteurs de type Toll (Campbell et al., 2008; 

Clarke et al., 2003; Sanchez-Vargas et al., 2004). Rapidement, lors de la réplication virale chez 

les arthropodes, les ARNdb générés pendant la réplication vont être reconnus par le complexe 

Dicer2-R2D2 qui est une enzyme RNase III (Rand et al., 2004). L’ARNdb viral est alors clivé en 

petits fragments appelés petit ARN interférent (siRNA) (Okamura et al., 2004). Ces siRNA vont 

ensuite activer la machinerie ARNi en se liant au complexe RISC pour neutraliser l’ARNv (Fire et 

al., 1998). La voie des récepteurs de type Toll est similaire à celle de NF-κB des mammifères. 

L’activation de la voie par reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes 

aboutit à l’expression de facteurs immunitaires antimicrobiennes ou antiviraux (Xi et al., 2008). Il 

n’est pas connu à ce jour si ces deux voies antivirales pourraient utiliser l’IRM puisque sa 

présence chez le moustique n’a pas encore été démontrée. Chez les mammifères, l’IRM fait 

intervenir le complexe protéiques MAVS impliqué dans l’expression des interférons, le complexe 

MAVS n’existe pas chez les arthropodes. Dans un contexte hypothétique où les Flavivirus altèrent 
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l’IRM chez les mammifères et non chez les arthropodes, on peut supposer que cette altération 

est éventuellement causée pour inhiber la réponse immunitaire liée à l’IRM par l’intermédiaire de 

MAVS. Cette possibilité appuie l’hypothèse que chez les mammifères, les Flavivirus altèrent l’IRM 

en enroulant la membrane du RE en CM afin de bloquer la voie de signalisation antivirale couplée 

à MAVS et potentiellement en le séquestrant dans les CM par l’intermédiaire de NS4B. Chez les 

arthropodes, l’absence d’une réponse immunitaire lié à l’IRM expliquerait la non-nécessité des 

Flavivirus à dégrader l’IRM et donc de produire des CM. 

4.2.5 La mort cellulaire par apoptose 

La mort cellulaire par apoptose est un processus cellulaire utilisé par les cellules comme moyen 

de défense antivirale en éliminant les cellules infectées. Comme les mammifères, les arthropodes 

sont également capables d’un tel processus. Chez les mammifères, les cellules activent 

rapidement l’apoptose en cas d’infection virale (Thomson, 2001). En revanche, nous avons 

récemment montré que le VZIK retardent l’activation de l’apoptose par l’intermédiaire de l’activité 

ATPase de VCP (Anton et al., 2021) et dans cette thèse, par l’altération de l’IRM. Cette 

interférence de l’apoptose permet aux Flavivirus de mettre en place rapidement un 

environnement favorable à la réplication sur une courte période puisque les cellules étudiées 

dans cette thèse, les Huh7.5 finissent pas montrer des effets cytopathiques après trois jour 

d’infection. Chez le moustique, des évidences montrent que les cellules C6/36 peuvent être 

maintenues en culture sur de longues périodes malgré une infection virale suggérant une 

modulation de l’apoptose (Karpf et al., 1997). Puisque les cellules survivent plus longtemps, ceci 

laisse penser que les virus retardent l’apoptose pour augmenter la survie cellulaire. En effet, 

l’activation de l’apoptose chez le moustique en condition d’infection est un phénomène rarement 

observé. Pour autant, l’étude d’une apoptose forcée dans des moustiques infectés avec le virus 

Sendai montre que l’apoptose est un mécanisme puissant contre une infection virale d’où l’intérêt 

du virus de bloquer la voie apoptotique (O'Neill et al., 2015). 

D’un côté, cette évidence suggère que les arbovirus ont développé des mécanismes neutralisant 

l’apoptose. Par exemple, la protéine C du VZIK interagit avec l’orthologue de VCP chez les 

arthropodes, TER94, en augmentant la réplication virale par favorisation de la libération de l’ARNv 

de l’endosome (Azuma et al., 2014; Gestuveo et al., 2021 ). TER94 a été corrélée à la modulation 

de la mort cellulaire intervenant dans la dégénération des neurones chez la drosophile (Azuma 

et al., 2014). On peut supposer que les Flavivirus pourraient moduler l’apoptose chez les 

arthropodes par l’intermédiaire de TER94 tel qu’observé par l’intermédiaire de VCP chez les 



  

112 

 

mammifères (Anton et al., 2021). Cependant, l’absence des CM chez le moustique impliquerait 

que la modulation de l’apoptose par TER94 se ferait indépendamment des CM contrairement à 

ce qui a été récemment observé (Anton et al., 2021). 

D’un autre côté, l’opposé est également observé. En effet, l’infection aux VDEN et VZIK chez le 

moustique stimule une rapide activation de l’apoptose favorisant la prolifération des virus au 

niveau de l’intestin et des glandes salivaires (Ayers et al., 2021). Ceci est intéressant puisque 

chez la drosophile, l’immunité antivirale par ARNi est atténuée par la suractivation de l’apoptose 

(Xie et al., 2011a). Ces données pourraient suggérer une éventuelle stimulation de la mort 

cellulaire par les arthropodes en début d’infection afin d’atténuer la réponse antivirale et favoriser 

la dissémination et la réplication virale puis une atténuation tardive dans l’infection pour favoriser 

la survie cellulaire et ainsi du virus. 

4.3 Impact d’autres virus sur la mitochondrie et l’interface réticulo-
mitochondriale 

4.3.1 La morphologie mitochondriale 

Les Flavivirus ne sont pas les seuls virus à modifier la morphologie et le métabolisme des 

mitochondries. Par ailleurs, nombreux sont ceux qui ont un impact sur le métabolisme lié aux 

mitochondries. Pour autant, cette section discutera des virus ayant un impact principalement sur 

la morphologie mitochondriale qui pourrait alors avoir un effet direct sur l’IRM et le métabolisme 

également (Tableau 5.1). 

Les recherches menées sur la modification morphologique des mitochondries par des virus ont 

principalement montré une prédominance pour la fission mitochondriale. Par exemple, les virus 

d’Epstein-Barr (VEB), de la fièvre porcine classique (VFPC) et de l’Hépatite B (VHB), des virus à 

ADN, favorisent la fission. En effet, le VEB active la voie NOTCH augmentant alors l’expression 

de DRP1 (Young et al., 2004). Le VFPC cause l’ubiquitination et la dégradation de MFN2 

aboutissant à la fission mitochondriale (Gou et al., 2017). De plus, le VFPC surexprime les 

protéines Parkin et PINK1 favorisant la mitophagie. Le VHB quant à lui favorise également la 

surexpression de DRP1 par l’intermédiaire de la protéine virale HBx (Kim et al., 2013). Les virus 

de l’Influenza A (H1N1) et de l’Hépatite C (VHC), tous deux des virus à ARN favorisent également 

la fragmentation. En effet, la protéine PB1-F2 du H1N1 favorise la mitophagie et inhibe 

l’expression des IFN de type I (Wang et al., 2021) alors que le VHC phosphoryle DRP1 en S616 

favorisant la translocation de DRP1 aux mitochondries en faveur de la fission (Kim et al., 2014b). 

Le VHC est intéressant puisque c’est un cousin des Flavivirus. La fragmentation mitochondriale 
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observée avec le VHC est également provoquée par l’association de la protéine virale NS5A avec 

la PI4KA permettant de favoriser les sites de pré constriction des mitochondries par le RE (Siu et 

al., 2016). De plus, le VHC redistribue les mitochondries dans la région périnucléaire par 

l’intervention de NS4A qui s’accumule au niveau des mitochondries et les endommage. Ceci crée 

un stress mitochondriale favorisant le relargage accru de cytochrome C (Nomura-Takigawa et al., 

2006). Ces exemples de virus favorisant la fission mitochondriale montrent l’importance des 

protéines DRP1 et MFN2 dans la dynamique morphologique des mitochondries puisque ce sont 

les cibles principales des virus. 

Par ailleurs, les virus favorisant la fusion mitochondriale utilisent également les facteurs DRP1 et 

MFN2. Par exemple, les virus à ARN tels que le H1N1, la Rougeole (VR) et SARS-CoV favorisent 

l’élongation mitochondriale. Le H1N1 surexprime OPA1 et diminue l’expression de DRP1 (Pila-

Castellanos et al., 2021). Le VR cause une hyperfusion mitochondriale (Sato et al., 2021) tandis 

que le SARS-CoV dégrade DRP1 par le protéasome favorisant la fusion des mitochondries (Shi 

et al., 2014). 

Finalement, toutes ces différentes stratégies permettant la modification morphologique par les 

virus ont un seul même but commun, l’amélioration de la réplication virale dans la cellule en 

perturbant les mécanismes cellulaires néfastes ou avantageux pour les virus. Il est intéressant 

de voir qu’au cours de l’évolution, chaque virus a adopté un mécanisme similaire ou différent 

permettant le remodelage morphologique des mitochondries aboutissant à l’interférence de 

différent processus cellulaires. Leigh Van Valen a proposé en 1973 la théorie de la reine rouge, 

basé du livre de Lewis Carroll : De l’autre côté du miroir (deuxième volet d’Alice au pays des 

merveilles). Cette théorie se résume par : « l’évolution permanente d’une espèce est nécessaire 

pour maintenir son aptitude face aux évolutions des espèces avec lesquelles elle coévolue ». 

D’un point de vue coévolutif, il est vraiment intéressant de voir comment les virus ont chacun 

développé des stratégies différentes pour contrôler cet organite vraiment complexe et 

extraordinaire qu’est la mitochondrie après des milliers d’années d’évolution. Ceci n’est vraiment 

pas surprenant étant donné que la mitochondrie est l’un des organites les plus importants de la 

cellule puisqu’elle intervient dans de nombreux processus que les virus ont tout intérêt à contrôler 

pour créer un environnement cytoplasmique favorable à leur réplication.  

4.3.2 L’interface réticulo-mitochondriale 

L’IRM a malheureusement été très peu étudiée et commence à peine à faire son entrée dans le 

monde scientifique. En effet, après des décennies où la mitochondrie était considérée 
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principalement pour son rôle de productrice d’énergie, ses autres rôles dans les processus 

cellulaires et en relation avec le RE dans les infections virales restent encore un mystère. 

Dans la littérature, deux exemples de virus altérant l’IRM sont intéressants à discuter. Par 

exemple, la surexpression de OPA1 et la diminution de l’expression de DRP1 par le H1N1 

impactent négativement sur l’IRM dans des cellules humaines de poumon A549 (Pila-Castellanos 

et al., 2021). Le cytomégalovirus humain (VCMH) restructure l’IRM différemment en fonction du 

temps de l’infection (Cook et al., 2022). Tôt dans l’infection, le virus réduit les contacts ER 

mitochondries pour contourner la réponse immunitaire antivirale dépendante de STING, senseur 

d’ADN viral. Tard dans l’infection, le virus cette fois favorise les contacts ER mitochondries en 

recrutant le couple VAPB-PTPIP51 pour renforcer l’intégrité de l’IRM. Finalement, l'augmentation 

des protéines de l’IRM telles que VAPA/B, MFN1/2, des protéines de fission telles que DRP1, 

MFF ou des protéines de transfert de calcium telles que PTPIP51, VDAC1 favorisent la 

bioénergétique pour la production virale du VCMH en activant le flux de calcium et la fission 

mitochondriale. Il n’est pas connu dans la littérature si ces virus stimulent la formation des CM 

qui n’ont pour l’instant été observés qu’avec des Flavivirus. Dans un tel contexte d’altération de 

l’IRM sans formation hypothétique de CM, on peut se demander où et comment ces deux virus 

organisent la membrane du RE libre dans le cytosol. Dans ce cas, les virus altèrent l’IRM sans 

pour autant avoir la nécessité de former des CM pour contrecarrer certain processus cellulaires 

par séquestration de protéines. Ceci ouvre la possibilité que la formation des CM dépend de 

l’altération de l’IRM mais à l’inverse, l’altération de l’IRM ne provoquerait pas forcément la 

biogenèse des CM. Alors que l’altération de l’IRM semble être potentiellement conservée chez 

certains virus pour empêcher la réponse immunitaire antivirale liée à MAVS, il semblerait que la 

biogénèse des CM à partir de l’altération de l’IRM soit spécifique aux Flavivirus. 

4.4  Modifications morphologiques et métaboliques d’autres interactions 
organite – organite par les Flavivirus 

Les organites cellulaires possèdent une grande dynamique et plasticité qui leur permet d’interagir 

entre elles par l’intermédiaire d’interactions protéine-protéine (Chu et al., 2015; Helle et al., 2013 ; 

Raiborg et al., 2015; Rowland et al., 2014). Cette thèse a étudié l’impact des Flavivirus sur 

l’interaction entre la membrane du RE et des mitochondries. Pour autant, il est intéressant de 

discuter de l’impact des Flavivirus sur d’autres interactions organites – organites. Cette sections 

discutera de quelques exemples intéressants d’interactions organites – organites susceptibles 

d’être la cible des Flavivirus. 
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Tableau 4.1 Impact viral sur la mitochondrie et l’IRM 

SARS-CoV (Elesela et al., 2021). Virus respiratoire syncytial (Elesela et al., 2021). Influenza A (Elesela et al., 2021; Sorouri et al., 2022). Virus de l’hépatite C 
(Elesela et al., 2021; Sorouri et al., 2022). Virus de la Rougeole (Elesela et al., 2021). Cytomegalovirus humain (Combs et al., 2020; Ren et al., 2022). Virus de 
l’hépatite B (Elesela et al., 2021; Hossain et al., 2020; Khan et al., 2016; Sorouri et al., 2022). Virus de la Peste porcine (Gou et al., 2017; Hardy et al., 2020; Ma et 
al., 2019). Virus Epstein-Barr (Gilardini Montani et al., 2019; Sorouri et al., 2022). 
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4.4.1 L’interface gouttelette lipidique – mitochondrie 

Les GL sont des organites intracellulaires ayant une structure unique, c’est-à-dire composées 

uniquement d’une membrane phospholipidique renfermant une quantité indéfinie de triglycérides 

(Olzmann et al., 2019). De plus, la surface membranaire des GL possède des protéines 

membranaires permettant l’interaction organite – organite. Les GL sont très dynamiques 

morphologiquement en fonction des besoins cellulaires en lipides notamment par lipophagie. La 

lipophagie des GL va permettre la libération d’acides gras qui seront utilisés par les mitochondries 

pour nourrir la β-oxydation et le cycle de Krebs (Olzmann et al., 2019). Ces échanges en lipides 

se font au niveau de l’interface gouttelette lipidique – mitochondrie (GLMI) reposant sur de 

nombreuses interactions protéine – protéine. Par exemple, la paire la plus connue dans la 

littérature, PLIN1 (protéine de surface des GL) et MFN2 (protéine de surface des mitochondries) 

confère à l’interface GLMI une proximité étroite (Boutant et al., 2017; Olzmann et al., 2019). Tel 

que discuté dans la section 1.8.2.1, le VDEN active la β-oxydation et la libération des acides gras 

libres provenant de l’autophagie des GL par un mécanisme d’induction de la lipophagie par les 

protéines virales C, NS4A et NS4B (Byk et al., 2016; Heaton et al., 2010b; Jordan et al., 2017; 

Samsa et al., 2009; Zhang et al., 2018). De plus, le VZIK utilise également les GL pour favoriser 

la réplication virale (discuté dans la revue (Qin et al., 2022)). Il n’y a à ce jour aucune preuve de 

l’altération de cette interface par les Flavivirus. Néanmoins, le fait que les Flavivirus stimulent 

l’altération des GL en faveur de la réplication suggère possiblement une modulation de l’interface 

GLMI. En effet, de nombreuses évidences montrent que les Flavivirus augmentent la quantité et 

taille des GL très tôt dans l’infection suivi finalement par une diminution importante accompagnée 

également par une diminution de la distribution des mitochondries (Garcia et al., 2020).(Koh et 

al., 2020; Zhang et al., 2017). De tels résultats appuient la possible interférence des Flavivirus 

sur la GLMI ouvrent la porte à de nouvelles potentielles cibles thérapeutiques contre les 

Flavivirus. 

4.4.2 L’interface lysosome – mitochondrie 

Les lysosomes sont de petites structures dans le cytosol retrouvés chez les mammifères et 

arthropodes (Sandri, 2014). Principalement composés d’enzymes permettant la digestion de 

nombreux différents types de molécules telles que les peptides, les acides nucléiques, les 

carbohydrates ou encore les lipides, leur fonction est essentiellement la dégradation par digestion 

enzymatique. Les lysosomes ont également la capacité à fusionner avec d’autres organites pour 

digérer leur contenu par l’intermédiaire du processus cellulaire autophagique, notamment les 
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mitochondries avec la mitophagie. Pour autant, les deux organites forment une interface saine et 

dépendants de l’un et l’autre pour le maintien de la survie cellulaire. Par exemple, lorsque des 

protéines mitochondriales fonctionnelles ou la chaine de transport d’électrons sont inhibées, la 

fonction des lysosomes est compromise (Demers-Lamarche et al., 2016). À l’inverse, le facteur 

TFEB lysosomial favorise la biogénèse mitochondriale et augmente l’expression des enzymes de 

la phosphorylation oxydative mitochondriale (Mansueto et al., 2017). De plus, l’inhibition de 

l’acidification des lysosomes diminue la respiration basale et maximale mitochondriale 

(Monteleon et al., 2018). L’interface lysosome – mitochondrie (ILYM) repose essentiellement sur 

l’interaction protéine-protéine de LAMP-1, protéines de surface lysosomial et MFN2 ou GADP1, 

toutes deux des protéines mitochondriales (Pijuan et al., 2022). Par ailleurs, cette interaction est 

régulée par Rab7 qui recrute au niveau des lysosomes des protéines effectrices Rab (Wong et 

al., 2018). Ces protéines effectrices vont favoriser le transport des lysosomes dans le cytosol, la 

fusion et l’interaction avec d’autres organites. 

Il n’y a actuellement aucunes données sur l’interférence des Flavivirus sur l’ILYM. Cependant, en 

condition d’infection flavivirale, nous avons montré dans cette thèse l’impact des Flavivirus sur le 

métabolisme et la morphologie des mitochondries qui pourrait alors avoir un impact direct sur le 

bon fonctionnement des lysosomes. Pour appuyer cette hypothèse, il a déjà été montré que le 

VDEN impacte la voie autophagique par la diminution de l’activité des lysosomes (Metz et al., 

2015). Outre ces différents rôle tels que le transport du cholestérol ou du Fer, l’ILYM est impliquée 

dans la régulation positive de la fission mitochondriale (Abrisch et al., 2020) ce qui va à l’encontre 

des données montrées dans cette thèse suggérant alors une possible altération de l’ILYM par les 

Flavivirus. Nous n’avons personnellement pas observé de lysosome en contact avec les 

mitochondries lors de l’analyse de l’impact des Flavivirus sur l’IRM en observation microscopique. 

Il serait alors intéressant d’étudier en parallèle l’impact de l’ILYM sur la réplication des Flavivirus 

notamment dans l’élongation mitochondriale. 

4.4.3 L’interface RE – appareil de Golgi 

Finalement, un dernier exemple d’interaction organite – organite intéressant pour les Flavivirus 

serait l’interface RE – appareil de Golgi (REGO). Cette interface est importante dans la synthèse 

et la sécrétion de protéines cellulaires et facilite le transfert de lipides (De Matteis et al., 2015). 

L’interface REGO possède de nombreuses interactions protéine-protéine telles que PI4P (Golgi) 

avec OSBP1 ou ORP9/10/11 (RE) ou encore PI4P (Golgi) avec SAC1 ou VAP (RE) (Mesmin et 

al., 2013; Venditti et al., 2020; Venditti et al., 2019; Weber-Boyvat et al., 2015). 
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Lorsque l’on observe le cycle de vie des Flavivirus, l’appareil de Golgi possède un rôle clé puisque 

les virions nouvellement synthétisés vont traverser l’appareil de Golgi et subir leur maturation par 

un clivage orchestré par la furine (Elshuber et al., 2003). Il n’y a pas non plus d’études de l’impact 

des Flavivirus sur l’interface REGO. En revanche, il est possible qu’il y ait un impact positif en 

favorisant l’interface REGO puisque les virions synthétisés et stockés dans les sacs de virus 

formés à partir de la membrane du RE sont ensuite relâchés en direction de l’appareil de Golgi. 

Puisque les Flavivirus tels que VDEN et VZIK causent un stress au niveau de l’appareil de Golgi, 

tel que la dilatation des citernes chez les mammifères et les arthropodes (Viettri et al., 2021), Il 

serait intéressant d’étudier si le remodelage morphologique du RE impacte l’interface REGO et 

par quelle manière ceci impacte le cycle viral des Flavivirus et possiblement les processus 

cellulaires impliquant l’appareil de Golgi. 

4.5 Perspectives de recherche 

Cette thèse soulève de nombreuses questions qu’il serait intéressant d’étudier. Par exemple, 

nous avons montré par diminution de l’expression des protéines de l’IRM que son altération 

forcée améliore la réplication virale (discuté à la section 4.3.4). Cependant, nous n’avons pas pu 

montrer si à l’inverse, la stabilisation forcée de l’IRM provoque une diminution de la réplication 

virale. Etudier ce point important par une construction moléculaire permettrait de confirmer nos 

résultats. Également, nous savons dans la littérature que l’élongation mitochondriale diminue la 

réponse immunitaire précoce antivirale en diminuant l’expression des interférons (Chatel-Chaix 

et al., 2016). Dans un futur proche, il serait vraiment intéressant d’étudier si l’altération de l’IRM 

indépendamment de l’élongation mitochondriale a un impact sur l’expression des interférons. De 

plus, un point vraiment important et mentionné à la section 4.3.1 est l’apparition d’un sous-produit 

de SYNJ2BP observé en western blot seulement avec une infection virale au VZIK. Des études 

plus approfondies devraient être menées pour comprendre cette différence de mécanisme entre 

le VDEN et le VZIK. Par ailleurs, nous n’avons pas pu étudier l’aspect lipidique impliqué lors de 

la manipulation des mitochondries par les Flavivirus. En effet, des études complémentaires sur 

la β-oxydation et la libération d’acides gras provenant des gouttelettes lipidiques tôt dans 

l’infection devraient être menées pour appuyer notre hypothèse dans le remodelage 

morphologique membranaire. 

Dans un futur et horizon plus large, il serait intéressant d’investiguer d’autres impacts possibles 

des Flavivirus sur des contacts organite – organite cellulaires. Par exemple, en dehors du 

contexte mitochondrial, les peroxysomes sont des organites cellulaires importants dans 
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l’oxydation de molécules et dans la production de plasmalogènes, ingrédients clés dans la 

myélinisation des cellules neuronales (da Silva et al., 2014). De plus les peroxysomes sont 

également une plateforme immunitaire faisant intervenir le complexe MAVS (Dixit et al., 2010). 

D’un point de vue interaction, les peroxysomes forme une interface avec les gouttelettes 

lipidiques (PXGL) (Schrader, 2001; Schuldiner et al., 2017). Cette interface est importante dans 

la réalisation d’une β-oxydation efficace des acides gras longs et une défaillance de ce processus 

cellulaire dans l’interface PXGL aboutit à de sévères problèmes neurologiques (Chang et al., 

2019). Les Flavivirus modulent la dynamique et le métabolisme des peroxysomes afin de 

favoriser la réplication virale et la propagation (Ferreira et al., 2022). En effet, ceci résulte en une 

perte significative des peroxysomes aboutissant en une réduction drastique de la production 

d’IFN de type III (Wong et al., 2019; You et al., 2015). De plus, tel que discuté dans l’introduction, 

les Flavivirus contrôle la lipophagie des gouttelettes lipidiques par l’intermédiaire de AUP1 (Zhang 

et al., 2018). Finalement, toutes ces interférences sur ces deux organites pourraient également 

expliquer les complications neurologiques sévères causés par les Flavivirus neurotrophiques. 

Dans un contexte où les Flavivirus altèrent l’IRM pour limiter le rôle de MAVS dans la réponse 

immunitaire antivirale, il n’est pas surprenant qu’ils interfèrent également au niveau des 

peroxysomes, notamment dans la voie de signalisation de MAVS. Malgré la démonstration que 

les Flavivirus perturbent les peroxysomes ou les gouttelettes lipidiques, il n’y a à ce jour aucune 

preuve formelle de l’altération de l’interface PXGL. L’interface PXGL repose sur l’interaction de la 

protéine de surface spastin M1 des gouttelettes lipidiques et de la protéine de surface ABCD1 

des peroxysomes (Chang et al., 2019; Henne, 2019). Il serait vraiment intéressant d’étudier si les 

Flavivirus neurotrophiques interfèrent dans l’interface PXGL et quel serait l’impact dans l’activité 

cellulaire des deux organites, notamment dans la myélinisation des cellules neuronales liée aux 

maladies neurodégénératives, telles que le syndrome de Guillain-Barré causé par le VZIK chez 

l’adulte. Pour ceci, une approche par PLA entre spastin M1 et ABCD1 permettrait d’étudier la 

proximité entre les péroxysomes et les GL en condition d’infection. Par ailleurs, à la suite d’une 

infection flavivirale, des essais d’immunobuvardages indiqueraient l’impact d’une infection 

flavivirale dans l’intégrité de l’interface PXGL, notamment dans l’expression des protéines 

impliquées dans la voie de synthèse des plasmalogènes.  
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5 CONCLUSION 

En conclusion, ce doctorat a permis de mieux comprendre l’impact des Flavivirus sur l’interface 

réticulo-mitochondriale (Freppel et al., 2023). En effet, il a déjà été montré que par l’intermédiaire 

de la protéine virale NS4B, les Flavivirus inhibent la translocation de DRP1 aux mitochondries 

favorisant leur élongation au détriment de la production d’IFN de type I et III (Chatel-Chaix et al., 

2016). Nos nouvelles données obtenues lors de ce doctorat montrent que ce phénotype est 

accompagné de l’altération structurelle de l’IRM. Notamment, nous avons également montré que 

l’altération de l’IRM a un impact négatif important dans la mort cellulaire par apoptose en réponse 

à l’infection virale. De plus, l’infection par les Flavivirus impacte la phosphorylation oxydative 

mitochondriale suggérant une augmentation d’ATP en début d’infection.  

Nos résultats semblent appuyer l’hypothèse selon laquelle la modification de la phosphorylation 

oxydative tôt dans l’infection permettrait l’augmentation de production d’ATP servant au 

remodelage morphologique. L’altération de l’IRM pourrait alors permettre la biogénèse des CM 

et la perturbation des mécanismes cellulaires présents au niveau de l’IRM, tels que l’apoptose ou 

la réponse immunitaire antivirale précoce. Les CM, riches en NS3, NS4B et VCP (Anton et al., 

2021) pourraient jouer un rôle dans la séquestration de facteurs importants dans des mécanismes 

défavorables à la réplication virale permettant ainsi la mise en place d’un environnement 

cytoplasmique favorable à la réplication virale. 
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