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Résumé. La réplication des agents pathogènes viraux repose sur leur capacité
à manipuler leur hôte à des fins provirales. De nombreuses étapes du cycle
infectieux dépendent de l’usurpation des membranes cellulaires. Pour les virus
possédant un génome composé d’un ARN de polarité positive (ARN(+)) et se
répliquant dans le cytoplasme de leur hôte, la réorganisation et le détournement
des membranes permettent en particulier la formation d’organelles membranaires
hébergeant la réplication virale. La formation de ces compartiments constituant
de réelles usines à virus donne lieu à des modifications morphologiques de l’hôte
très variables selon le pathogène considéré. Les mécanismes moléculaires mis
en jeu dans de tels remaniements restent le plus souvent incompris. Ils font
cependant l’objet d’un intérêt intense puisque la formation de ces organelles
de réplication, indispensables à la multiplication virale, représente une cible
thérapeutique potentielle. Cette revue fait un état des lieux des connaissances
relatives à l’architecture et aux interactions virus-hôte participant à la biogenèse
des organelles de réplication des virus à ARN(+).

Mots clés : virus à ARN, organelles de réplication, membranes, interactions
hôte-virus

Abstract. The replication of viral pathogens relies on their ability to manipulate
their host. Several steps of the infectious cycle require the hijacking of cellular
membranes. Positive stranded RNA viruses replicating in the cytoplasm of their
host reorganize cellular membranes. This leads to the formation of organelles,
which host viral replication. The formation of such compartments, which are
genuine viral factories, induces morphological modifications of the host cell,
which vary depending on the pathogen. However, the molecular mechanisms
underlying such a remodeling remain unclear. These mechanisms are subject to
intense research since their formation is indispensable to viral multiplication and
therefore represent an attractive therapeutic target. In this review, we provide
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es virus à ARN de polarité positive (ARN(+)) consti-
uent plus d’un tiers des virus connus. Cette classe d’agents
nfectieux regroupe des virus capables d’infecter les plantes
u les animaux et nombre d’entre eux sont responsables
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d’épidémies humaines contemporaines, tels que le virus
de l’hépatite C (HCV), le virus chikungunya (CHIKV),
le virus de la dengue (DENV) ou le virus du syndrome

respiratoire aigu sévère (SARS). L’impact de ces patho-
gènes sur la santé publique s’accompagne de façon générale
d’une absence quasi totale de molécule antivirale et de
stratégie vaccinale permettant de protéger les popula-
tions exposées. Les travaux engagés dans la recherche
de cibles thérapeutiques pertinentes ont démontré que,
malgré des caractéristiques parfois très distinctes, ces
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irus répliquent invariablement leur génome en associa-
ion avec les membranes de leur hôte. L’infection entraîne
n effet un remaniement significatif des membranes cel-
ulaires, observable en microscopie électronique sous la
orme de vésicules ou de réseaux membranaires comple-
es dérivés des membranes intracellulaires ou encore de la
embrane plasmique. Ce type de structure est d’ailleurs

ndifféremment observé, qu’il s’agisse de virus d’animaux,
’insectes ou de virus de plantes. Il apparaît désormais que
es organelles renfermant l’ARN et les enzymes virales
ont de véritables usines à virus permettant l’ancrage des
omplexes de réplication et favorisant la concentration
e la machinerie enzymatique virale, des métabolites et
es cofacteurs cellulaires nécessaires au fonctionnement
ptimal du complexe de réplication. Ces organelles mem-
ranaires constituent également des barrières physiques
apables de protéger la machinerie de réplication, tout par-
iculièrement les ARN viraux, vis-à-vis des senseurs et des
ffecteurs de la réponse immune de l’hôte. Enfin, la forma-
ion de ces compartiments constitue une stratégie unique qui
ermet de séparer spatialement et temporellement l’ARN
ngagé dans la réplication des processus concurrents tels
ue la traduction et l’encapsidation d’ARN, souvent loca-
isés à proximité des sites de la réplication virale.
’identification des mécanismes participant à la for-
ation des compartiments de réplication des virus à
RN(+) constitue donc désormais un enjeu majeur pour

’identification de cibles thérapeutiques pertinentes et le
éveloppement de stratégies permettant d’empêcher la mul-
iplication de pathogènes à fort impact sur la santé humaine.
es connaissances actuelles ont largement démontré la
ontribution des protéines virales non structurales dans les
emaniements membranaires indispensables à la biogenèse
e ces organelles de réplication. Il est également évident que
a formation et le maintien de ces structures nécessitent la
ontribution de cofacteurs cellulaires dont un grand nombre
ont des acteurs du métabolisme lipidique ou participent à la
égulation des courbures membranaires ou du trafic vésicu-
aire. Dans cette revue, nous faisons état des connaissances
elatives à l’organisation des organelles membranaires for-
ées lors de la réplication des virus à ARN(+). Nous

écrivons également les principales interactions virus-hôte
ontribuant à la biogenèse de ces compartiments membra-
aires qui séparent, coordonnent et protègent la réplication
u génome viral.
rchitecture des organelles
embranaires hébergeant la réplication

es virus à ARN(+)

a réplication des virus à ARN(+) est initiée, après
’étape de décapsidation, par la prise en charge directe
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du génome viral par la machinerie traductionnelle cel-
lulaire (figure 1). Ces événements précoces permettent
invariablement la traduction d’une polyprotéine dont la
maturation par les protéases virales, et parfois cellulaires,
permet l’assemblage des enzymes virales (protéines non
structurales) et la formation d’une machinerie de réplica-
tion fonctionnelle. Ce complexe s’associe rapidement à une
copie de ce même ARN génomique et permet la synthèse
de nouveaux ARN de polarité positive grâce aux activi-
tés polymérase, hélicase et méthyltransférase qu’il contient.
Cette synthèse nécessite la production d’un ARN de pola-
rité négative complémentaire au génome viral conduisant
temporairement à la présence de duplex d’ARN (ARNdb)
dans le cytoplasme des cellules infectées. De façon géné-
rale, ces événements se réalisent en étroite association avec
les membranes cellulaires. La présence, dans le complexe
de réplication, de protéines non structurales contenant un ou
plusieurs domaines hydrophobes permet en effet de cibler
la machinerie de réplication vers les membranes de divers
organites cellulaires où l’assemblage du complexe de répli-
cation actif induit des remaniements membranaires. Ces
événements aboutissent à la formation d’un réseau vésicu-
laire plus ou moins complexe [1]. La détection dans ces
compartiments de protéines virales non structurales et de
l’ARNdb, servant d’intermédiaire à la transcription de nou-
veaux ARN, a définitivement désigné ces compartiments
comme sites de réplication des virus à ARN(+).
Selon la famille virale, les membranes qui servent de pla-
teforme pour l’assemblage de ces compartiments dérivent
soit du réticulum endoplasmique (RE) (Coronavirus, Picor-
navirus, Flavivirus, Hepacivirus, Arterivirus), du Golgi
(Enterovirus), des membranes mitochondriales (Nodavi-
rus), de la membrane plasmique (Alphavirus) ou encore des
chloroplastes dans les cellules de plante (Potyvirus, Tymo-
virus) [2] (tableau 1, page 163). Dans certains cas (virus
Flock house [FHV], virus Tomato Bushy Stunt [TBSV]),
l’adressage vers ces compartiments spécifiques peut être
contourné sans affecter l’efficacité du processus de réplica-
tion [3], suggérant la capacité de certains virus à utiliser les
membranes de différentes organelles cellulaires en fonction
des conditions ou de l’espèce hôte.
Le développement des techniques de cryofixation à
haute pression combinées à la microscopie électronique
(cryo-electron microscopy [Cryo-EM]) ou à la tomogra-
phie électronique (cryo-electron tomography [Cryo-ET])
(figure 2) [4, 5] ainsi que la microscopie électronique à
corrélation de fluorescence (correlative light and electron

microscopy [CLEM]) [5], qui combine les avantages du
marquage fluorescent et de la microscopie électronique,
ont permis de résoudre l’architecture tridimensionnelle
de ces compartiments à une résolution nanométrique,
faisant ainsi progresser fondamentalement notre compré-
hension de leur organisation. Leur utilisation a permis de
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Figure 1. Cycle de réplication des virus à ARN de polarité positive. Après attachement à la membrane plasmique via des récepteurs
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embranaires (1), le virus pénètre dans la cellule hôte (2). S’en
énomique viral dans le cytoplasme. Ces événements précoces mè
e la cellule hôte, permettant la synthèse de protéines virales (4). Le
l’ARN génomique viral ainsi qu’à des facteurs cellulaires sont recru

6). La réplication de l’ARN viral est ensuite initiée dans ce compa
usqu’à la libération de multiples copies d’ARN néosynthétisés dan

uis libérés dans le milieu extracellulaire (10).

éparer ces compartiments en deux catégories morpholo-
iques (figure 3) :

– les compartiments résultant d’une invagination positive
es membranes cellulaires vers le cytoplasme. Il s’agit
énéralement de structures vésiculaires délimitées par une

162
ne étape de décapsidation (3) qui permet la libération de l’ARN
à la prise en charge du génome viral par la machinerie de traduction
ymes virales (protéines non structurales) synthétisées complexées
à la membrane (5), formant un complexe de réplication fonctionnel
nt de réplication (7), conduisant à la formation de duplex d’ARN,

ytoplasme (8). De nouveaux virions sont finalement assemblés (9)
double membrane (DMV) et connectées les unes aux
autres, formant un compartiment de 150-300 nm identifié
par exemple dans les cellules infectées par les Coronavirus
(virus du syndrome respiratoire aigu sévère [SARS-CoV]
[6], virus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient
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Tableau 1 Facteurs cellulaires impliqués dans la biogenèse des organelles de réplication des virus à ARN(+).

Famille Virus Hôte Organelle
de réplication

Compartiment Facteur cellulaire Références

Flavivirus

DENV

Homme/oiseau/
primate/moustique

SMV

RE

OSBP, FASN, vimentine,
Arf1/GBF1, réticulon

[51, 60, 70, 85]

WNV HMGCR, réticulon [49, 85]

ZIKV Vimentine, réticulon [14, 85]

YFV Arf1/GBF1 [68]

Alphavirus

SINV

Homme/moustique
MP/lysosomes

BIN/amphiphysin [86]

SFV BIN/amphiphysin [86]

CHIKV MP BIN/amphiphysin [86]

Nodavirus FHV Insecte Mitochondrie Inconnu

Tombusvirus TBSV Plante/levure Péroxysome ESCRT, actine [77, 78]

Bromovirus BMV Plante/levure RE ESCRT, réticulon, Ole1 [76, 82, 113]

Picornavirus

CBV3

Homme

DMV

Golgi

OSBP, Arf1/GBF1, PI4KIII� [44, 47]

PV Arf1/GBF1, LC3 [67, 114]

Hepacivirus HCV Homme RE OSBP, FASN, PI4KIII�,
PI4KIII� FAPP2,
Arf1/GBF1, hVAP-A,
PSTPIP2, réticulon

[43, 44, 48, 53,
58, 83, 84, 91, 115]

Coronavirus

MHV Homme

RE

Arf1/GBF1, LC3-I

[72, 93, 111]

SARS-CoV Homme Inconnu

MERS-CoV Homme Inconnu

IBV Homme Inconnu

Arterivirus PRRSV Mammifère RE Inconnu

B virus
v orona
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MV : virus de la mosaïque du Brome ; CBV3 : coxsackievirus B3 ; CHIKV :
irus de l’hépatite C ; IBV : virus de la bronchite infectieuse ; MERS-CoV : C
urine ; PRRSV : virus du syndrome respiratoire et reproducteur porcin ; P
FV : virus de la forêt de Semliki ; SINV : virus Sindbis ; TBSV : virus Tom
IKV : virus Zika ; DMV : vésicule à double membrane ; MP : membrane pla

MERS-CoV] et virus de l’hépatite murine [MHV]) [7] ou
e taille plus limitée (95-100 nm) dans le cas des Arterivi-
idæ [3]. Ces structures à double membrane (DMV) sont

galement observées dans un contexte d’infection par le
CV (figure 2D) par opposition aux autres Flaviviridæ [8].
a purification de ces compartiments a permis d’y détecter
ne activité réplicase, confirmant le rôle de ces structures
ans la multiplication virale. Cependant, de façon surpre-
ante, seulement 10 % de ces structures à double membrane
pparaissent connectées au cytoplasme [9], suggérant soit

irologie, Vol 23, n◦ 3, mai-juin 2019
chikungunya ; DENV : virus de la dengue ; FHV : virus Flock House ; HCV :
virus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient ; MHV : virus de l’hépatite

oliovirus ; SARS-CoV : Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévère ;
ushy Stunt ; WNV : virus du Nil occidental ; YFV : virus de la fièvre jaune ;
e ; RE : réticulum endoplasmique ; SMV : vésicule à simple membrane.

la possibilité que seul un petit nombre de ces structures sont
engagées dans la réplication virale, soit l’existence de sys-
tèmes actifs de transport qui permettraient l’import, depuis

le cytoplasme, des métabolites nécessaires à la réplication
et l’export des ARN néosynthétisés depuis les organelles
de réplication. La détection de nucléoporines (Nup358,
Nup155, Nup53, Nup153, Nup98) dans les régions du
cytoplasme avoisinant les organelles formées par le HCV
[10] est en faveur de cette dernière hypothèse. Certaines
études proposent enfin une localisation du complexe de
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Figure 2. Observation microscopique et reconstruction tridimensionnelle des organelles de réplication de différents virus à ARN
de polarité positive. A) Image de tomographie électronique d’une mitochondrie de cellule de drosophile infectée par le virus Flock
House (FHV). Gauche : acquisition tomographique des sphérules induites par le FHV à la membrane mitochondriale. Les astérisques
indiquent deux sphérules connectées à la membrane externe de la mitochondrie par un pore. Droite : reconstruction 3D de la même
mitochondrie modifiée par le FHV superposée à l’image de microscopie électronique présentée à gauche. La membrane mitochondriale
externe est colorisée en bleu, les sphérules induites par le FHV sont figurées en blanc [26]. B) Image de tomographie électronique du
réticulum endoplasmique d’une cellule infectée par le virus de la dengue (DENV). Gauche : tomogramme montrant les vésicules de
réplication (Ve) correspondant à des invaginations de la membrane du réticulum endoplasmique (ER) connectées au cytoplasme par un
pore de 10 nm de diamètre. Droite : reconstruction 3D correspondante. Le réticulum endoplasmique est représenté en jaune, les organelles
de réplication sont colorisées en marron [112]. C) Image de tomographie électronique d’organelles de réplication induites par le virus
Zika (ZIKV) dans des progéniteurs neuraux humains. Gauche : tomogramme montrant des vésicules de réplication (Ve) induites par
ZIKV dans le réticulum endoplasmique ainsi que des virions (Vi). Droite : reconstruction 3D d’une partie de la région encadrée en pointillés
jaunes. La membrane du réticulum endoplasmique est indiquée en bleu clair, les vésicules de réplication sont représentées en bleu foncé,
les virions en blanc et les filaments intermédiaires en rouge [14]. D) Image de tomographie électronique d’organelles de réplication
induites par le virus de l’hépatite C (HCV) dans des cellules Huh7.5. Gauche : tomogramme montrant diverses altérations membranaires
induites par HCV (ER : réticulum endoplasmique ; DMV : vésicules à double membrane ; i.f. : filaments intermédiaires). L’astérisque et
les encadrés en pointillés jaunes indiquent des vésicules à double membrane. Droite : reconstruction 3D du tomogramme complet. Le
réticulum endoplasmique est représenté en marron foncé, la membrane interne des vésicules à double membrane est indiquée en jaune
ocre, leur membrane externe en marron clair. Les vésicules à simple membrane sont colorisées en rose, les filaments intermédiaires en
bleu foncé et l’appareil de Golgi en vert [9].
Les figures ont été reproduites et adaptées avec la permission des éditeurs correspondants.
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Figure 3. Compartiments cellulaires supportant la formation des organelles de réplication de différents virus à ARN de polarité
positive. A-C) Représentation schématique des compartiments de réplication induits par différentes familles virales. A) Les
Hepacivirus induisent des compartiments de réplication de type vésicules à double membrane (DMV) dont la membrane externe dérive du
réticulum endoplasmique (RE). Ces structures sont associées à la présence de vésicules multi-membranaires (MMV). B) Les Flavivirus
forment des sphérules à simple membrane (SMV) ainsi que des ensembles de sphérules appelées vesicle packets (VP) par invagination
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u réticulum endoplasmique (RE). C) Les Alphavirus génèrent des
lasmique (MP) pouvant être endocytés dans des vacuoles cytopath
SFV) par exemple, ou persister à la membrane plasmique lors d
égative (pointillé vert) et positive (pointillé rouge) de la membrane
ourbure membranaire impliqués dans la formation des compartime
es sphérules induites lors d’une infection de cellules HEK293T (

oire : sphérule ; barre d’échelle : 50 nm.

éplication sur la face externe de ces structures [9]. En
’absence de technique permettant la détection des ARN
iraux dans les préparations observées en microscopie
lectronique, la localisation exacte du complexe de réplica-
ion associé aux DMV reste donc débattue. L’observation

irologie, Vol 23, n◦ 3, mai-juin 2019
rules à simple membrane (SMV) par évagination de la membrane
s (CPV) dans le cas d’une infection par le virus de la forêt de Semliki
fection par le virus chikungunya (CHIKV). Les zones de courbure
indiquées pour chaque type de compartiment. D) Mécanismes de

e réplication viraux. E, F) Observations en microscopie électronique
Vero (F) par le virus chikungunya (E) et le virus Zika (F). Flèche
des régions avoisinant les DMV produites par différents
virus permet généralement de retrouver, à proximité de
ces compartiments, une variété de structures membranaires
plus ou moins complexes (vésicules à simple mem-
brane, vésicules multi-membranaires, tubules, membranes
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ippées) susceptibles de représenter des états intermédiaires
e la biogenèse de ces organelles [11, 12]. Les étapes
xactes qui conduisent à la production finale des DMV
ont encore sujettes à spéculations. Enfin, dans ce modèle,
es organelles de réplication jouxtent les événements de
ourgeonnement supportés par les membranes en continuité
vec les vésicules de réplication. Cela implique l’existence
’un continuum entre les différents événements du cycle
nfectieux [7] ;
– les compartiments résultant d’une courbure négative des

embranes correspondent à des projections de membranes
réexistantes vers la lumière d’une organelle ou vers le
ilieu extracellulaire. Ces compartiments de réplication

ont délimités par la continuité des membranes cellulaires et
eliés au cytoplasme par un pore de 8 à 11 nm supposé per-
ettre l’accès aux métabolites et aux cofacteurs cellulaires

écessaires à la réplication et l’export des ARN néosyn-
hétisés. Ces structures, appelées sphérules et décrites pour
a première fois dans les années 1960 à partir de cellules
nfectées par l’Alphavirus SFV [13], sont également obser-
ées dans un contexte d’infection par les Tombusviridæ,
es Bromoviridæ, les Nodaviridæ et les Flaviviridæ. Pour
ette dernière famille qui inclut notamment le DENV et le
IKV, la reconstruction 3D de ces organelles étudiées par

omographie électronique a établi que ces compartiments
simple membrane, produits par déformation de la

embrane du RE, s’organisent en un réseau complexe de
ésicules interconnectées dont la taille peut atteindre 80 à
50 nm de diamètre (figure 2B-C) [12, 14]. Dans le cas des
lphavirus (SFV et SINV), ces compartiments, formés ini-

ialement à la membrane plasmique de la cellule infectée,
ont rapidement internalisés suite à l’activation de la voie
hosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-Akt-mTOR (mam-
alian target of rapamycin)-dépendante [15], donnant
aissance aux vacuoles cytopathiques (CPV), visualisées
ous la forme de larges compartiments cytoplasmiques
de diamètre de 600 à 2000 nm) portant des sphérules sur
eurs membranes limitantes et dont la nature correspond

des endosomes/lysosomes modifiés [16]. L’importance
onctionnelle de cette internalisation reste mal comprise,
ans la mesure où son inhibition n’a que peu d’impact sur
a réplication virale et où ce processus d’internalisation
’est que très marginal pour certains Alphavirus comme
HIKV [17, 18]. Dans ce modèle de vésicules, une
ttention particulière a été portée à l’organisation des pores
ui connectent l’organelle de réplication avec le cytosol.

e récents travaux réalisés sur le modèle du FHV ont
émontré que cette zone est composée d’un assemblage
n couronne formé par 12 copies de la réplicase virale A,
ne structure qui semble assurer le maintien du pore
e connexion avec le cytoplasme [19]. Comme pour les
MV, ces vésicules avoisinent généralement les sites
’assemblage de particules virales néoformées [14]. Ces
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réseaux membranaires sont donc susceptibles de constituer
des plateformes assurant la coordination des étapes de
réplication de l’ARN, de traduction et d’assemblage viral.

Protéines virales, déformations
membranaires et compartiments
de réplication viraux

La formation de ces compartiments repose en tout pre-
mier lieu sur l’interaction des protéines non structurales
des virus à ARN(+) avec les feuillets lipidiques des mem-
branes cellulaires. Un grand nombre de ces protéines,
dotées de domaines transmembranaires ou d’hélices amphi-
pathiques capables de s’insérer dans les feuillets lipidiques,
remodèlent les membranes de la cellule hôte, y compris
lorsqu’elles sont exprimées hors contexte d’infection. Cette
situation est tout particulièrement illustrée par la protéine
1a du virus de la mosaïque du brome (BMV, appartenant à
la famille des Bromoviridæ), dont la surexpression dans la
levure ou la cellule végétale génère des invaginations vers
la lumière du RE très similaires aux sphérules observées
dans un contexte d’infection [20]. Cette protéine, respon-
sable du transfert de la coiffe des ARN viraux et assurant
également les fonctions NTPase et hélicase essentielles à la
réplication virale, se structure en hélice amphipathique dans
sa partie centrale (a.a. 392-405) [21]. Son affinité mem-
branaire permet l’adressage et l’ancrage du complexe de
réplication aux membranes du RE grâce aux interactions
qu’elle engage directement avec les ARN viraux et avec les
autres protéines du complexe de réplication. Dans la cel-
lule infectée, la protéine 1a se localise à la face interne des
sphérules formées pour la réplication de ce virus. Les défor-
mations cellulaires générées sont associées à la capacité
de cette protéine à s’oligomériser. L’analyse par microsco-
pie électronique combinée à l’immunomarquage a défini
que chacun des compartiments membranaires formés par le
BMV contient 200 à 400 protéines 1a pour seulement une ou
deux copies d’ARN et dix à 20 copies de polymérase [22].
Ces caractéristiques signent la capacité de la protéine 1a à
former un manteau rigide tapissant la membrane du RE et
essentiel à la déformation membranaire et au maintien de
la morphologie des compartiments de réplication viraux.
Un scénario identique a été établi pour la polymérase A des
Nodavirus, dont plus de 100 copies sont retrouvées dans les
sphérules produites par déformation des membranes mito-

chondriales [23]. La fonction de ces protéines virales serait
ainsi à rapprocher de celle des capsides virales au cours du
bourgeonnement.
Cette situation n’est cependant pas systématiquement
retrouvée pour les virus produisant des compartiments
à simple membrane. En effet, dans le cas des Alphavi-
rus, l’ancrage membranaire du complexe de réplication
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igure 4. Protéines non structurales et déformations membr
entation schématique de l’interaction de nsP1 avec la mem

’interaction d’une hélice alpha amphipathique avec la bicouche lip
27, 29]. B) Observations en immunofluorescence de cellules H
usionnée à la GFP. L’expression isolée de la protéine de fusion G
es filaments d’actine (F-actin) sont marqués par coexpression du

st assuré par la protéine méthyl/guanylyltransférase nsP1
24]. Comme les protéines 1a du BMV [21] et polA de FHV
25, 26], nsP1 contient une séquence centrale enrichie en
cides aminés chargés positivement et hydrophobes qui se
tructure en hélice amphipathique au contact de membranes
rtificielles [27] (figure 4A). Les interactions polaires enga-
ées avec les phospholipides membranaires gouvernent
’interaction de nsP1 avec les membranes cellulaires [28].
elle-ci est renforcée par un motif de N-acétylation, égale-
ent situé dans la partie centrale de la protéine [29]. Hors

ontexte d’infection, l’expression isolée de nsP1 induit des
éformations significatives de la membrane plasmique et

énère des structures de types filopodes et lamellipodes
ynamiques au niveau desquelles la protéine nsP1 est détec-
ée [30] (figure 4B). La morphologie de ces structures
iffère cependant significativement de celle des sphérules
ui hébergent la réplication des alphavirus [13], suggérant
’action coordonnée de nsP1 avec d’autres protéines non
tructurales et des cofacteurs cellulaires dans la production

irologie, Vol 23, n◦ 3, mai-juin 2019
es : exemple de la protéine nsP1 des Alphavirus. A) Repré-
e plasmique. Cette association est conditionnée notamment par
e et par la présence d’une ou de plusieurs cystéines palmitoylées
ransfectées avec la protéine virale nsP1 du virus chikungunya
nsP1 induit la formation de filopodes riches en filaments d’actine.
mide LifeAct. Barre d’échelle : 5 �m.

des sphérules nécessaires à la réplication virale. Ce type
de mécanisme complexe impliquant l’action synchronisée
de plusieurs protéines non structurales semble également
contribuer à la formation des vésicules à double membrane.
Ainsi, dans le cas du HCV, chacune des protéines non struc-
turales remanie les membranes auxquelles elles s’associent.
Parmi celles-ci, NS4B, dotée de quatre domaines trans-
membranaires et d’hélices amphipathiques, génère une
courbure positive des membranes dans lesquelles elle
s’insère, aboutissant à la production de vésicules à simple
membrane [31]. NS5A, quant à elle, suffit à produire des
déformations à double membrane semblables à celles obser-

vées au cours d’une infection lorsqu’elle est exprimée iso-
lément [9, 32]. Bien que cette dernière semble jouer un rôle
prépondérant dans la formation des réseaux complexes qui
hébergent la réplication de HCV, aucune de ces protéines ne
suffit à elle seule à créer des compartiments membranaires
identiques en taille ou en morphologie à ceux observés au
cours d’une infection. Ceux-ci nécessitent, en revanche,

167



Journal Identification = VIR Article Identification = 0779 Date: July 18, 2019 Time: 4:59 pm

r

l
[
N
m
d
p
c

I
d
d

S
à
v
l
c
d
A
b
C
c
n
i
q
(
T
c
r
e
r
c
h
l
v
t
l
f

L

L
g
à
d
e
b
c
d
à
c
s

evue

a coopération des protéines NS3, NS3-4A et NS4B-5B
8, 9, 31, 33]. Dans ce contexte, l’association de NS4B et de
S5A sous forme d’homodimères ou d’oligomères, notam-
ent grâce à la présence de motifs de type « glycine zipper »

ans les hélices transmembranaires de NS4B, serait requise
our induire des déformations membranaires similaires à
elles observées dans les cellules infectées [34, 35].

nteractions hôte-pathogène impliquées
ans la formation des organelles
e réplication des virus à ARN(+)

i la contribution des protéines virales est essentielle
la formation des compartiments de réplication des

irus à ARN(+) à l’interface avec les membranes cellu-
aires, de nombreuses observations indiquent clairement la
ontribution de machineries cellulaires. La connaissance
es cofacteurs nécessaires à la réplication des virus à
RN(+) a bénéficié de l’avènement des stratégies de cri-
lage à l’échelle génomique (interférence ARN [RNAi],
RISPR/Cas9, mutagenèse insertionnelle) [36-39]. En
ombinaison avec les études biochimiques et fonction-
elles, le développement des techniques de génétique
nverse et d’imagerie cellulaire, ces approches ont été appli-
uées avec succès à l’étude des Flaviviridæ HCV, WNV
virus du Nil occidental), DENV et aux virus de plantes
BSV, BMV, permettant d’identifier les premiers facteurs
ellulaires nécessaires à la biogenèse des compartiments de
éplication de ces pathogènes. Ces résultats ont ainsi mis
n évidence la nécessité, pour les virus à ARN(+), qu’ils se
épliquent dans les cellules de vertébrés, chez l’insecte ou
hez la plante, d’usurper des fonctions communes de leur
ôte, ayant le plus souvent une fonction physiologique dans
’extension, le remaniement des membranes ou le transport
ésiculaire. Ce paragraphe résume les connaissances rela-
ives aux principaux acteurs cellulaires qui participent à
a création des organelles de réplication chez différentes
amilles virales.

ipides membranaires et organelles de réplication

a recherche des facteurs de l’hôte participant à la bio-
enèse des compartiments de réplication viraux a conduit
s’intéresser en tout premier lieu au métabolisme lipi-

ique de l’hôte. La création de ces organelles repose en

ffet souvent sur l’expansion très significative des mem-
ranes cellulaires, suggérant une activation des voies qui
ontrôlent la lipogenèse. La caractérisation des profils lipi-
iques des cellules infectées a confirmé l’impact des virus
ARN(+) sur l’homéostasie lipidique de leur hôte. Celle-

i est le plus souvent signée par une augmentation de la
ynthèse de phospholipides, de sphingolipides et de stérols
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[40, 41]. La ségrégation des ARNdb et des protéines non
structurales avec des microdomaines membranaires enri-
chis en ces mêmes espèces lipidiques renforce l’hypothèse
d’une accumulation spécifique de lipides sur les sites de
réplication de nombreux virus [42]. Il apparaît désormais
que les virus à ARN(+) modifient au moins localement
la composition des membranes afin de créer un environ-
nement favorable à l’assemblage et à l’activité de leur
complexe de réplication [37, 43-45]. Ces modifications
peuvent tout d’abord résulter d’une captation accrue de
lipides extracellulaires [46] et de leur acheminement vers
le site de réplication par des transporteurs spécifiques tels
que l’oxysterol-binding protein (OSBP), responsable de
l’enrichissement en cholestérol des organelles de répli-
cation des Enterovirus et des Hepacivirus [47, 48]. Les
modifications membranaires observées reposent également
sur la stimulation et le détournement des enzymes du méta-
bolisme lipidique. Ainsi, dans les cellules infectées par le
Flavivirus WNV, la 3-hydroxy-méthylglutaryl-CoA réduc-
tase (HMGCR), enzyme clé de la synthèse du cholestérol,
est surexprimée [49]. Sa relocalisation vers les réseaux
membranaires dérivés du RE, où elle s’associe à la machi-
nerie de réplication virale, permettrait l’enrichissement en
cholestérol des membranes servant de plateforme à la répli-
cation virale. Un scénario analogue a été décrit pour l’acide
gras synthase (fatty acid synthase [FASN]) qui assure la
synthèse du palmitate, précurseur des phospholipides mem-
branaires, dont l’activité est indispensable à la réplication
des Flavivirus [50, 51]. Dans le cas de HCV, l’expression
de FASN est fortement stimulée par l’action de la protéine
virale NS4B sur le facteur de transcription SREBP (sterol-
regulatory element-binding protein) qui régule l’expression
des enzymes de la lipogenèse [52]. Le recrutement de FASN
vers les organelles de réplication des Flaviviridæ par les
protéines non structurales (NS5B [53] pour HCV, NS3 pour
DENV [51, 54]) est supposé assurer l’accumulation locale
d’acides gras nécessaire à l’expansion des membranes
du RE.
Récemment, cette enzyme a également été détectée sur
le site de réplication de l’Alphavirus CHIKV [55]. Bien
que son activité soit essentielle à la réplication virale,
son éventuelle implication dans la création des sphérules
membranaires formées par ce pathogène reste inconnue
à cette heure. Les phosphatidylinositol-4-kinases de type
III (PI4KIII) constituent un autre exemple d’enzyme lipo-
génique contribuant à la réplication de nombreux virus à
ARN(+). Les PI4KIII existent sous la forme de deux iso-

formes (� et �) situées dans des organites distincts. Le
produit de ces enzymes, le PI4P, joue un rôle de précurseur
dans la synthèse d’autres espèces de phosphoinositides.
L’isoforme PI4KIII�, présente dans le RE, constitue un fac-
teur essentiel à la réplication de HCV recruté vers les sites
de réplication et activé par la protéine virale NS5A [43].

Virologie, Vol 23, n◦ 3, mai-juin 2019
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’inactivation de cette enzyme modifie significativement
a morphologie des réseaux membranaires qui abritent les
rganelles de réplication de HCV, reliant ainsi directement
a PI4KIII et la formation des compartiments de réplica-
ion de ce virus. De façon similaire, le recrutement de la
TP-phosphocholine cytidyl transférase � (CCT�) sur les

ites de réplication des Picornavirus pourrait favoriser la
roduction locale de phosphatidylcholine nécessaire à la
roduction d’organelles de réplication fonctionnelles [56].
utre leur rôle fondamental dans la production de nouvelles
embranes intracellulaires, ces enzymes, en favorisant la

oncentration d’espèces lipidiques dont les caractéristiques
iochimiques (composition de leur tête polaire, longueur
u saturation de la chaîne acyle) influent sur la plas-
icité membranaire, sont susceptibles de participer à la
ourbure des membranes nécessaire à la formation des
ompartiments de réplication des virus à ARN(+). Les
onséquences des modifications lipidiques rencontrées au
ours de ces infections dépassent cependant largement le
imple remodelage membranaire. L’accumulation locale de
ipides spécifiques est, en effet, indispensable à la localisa-
ion et à l’activité optimale des enzymes virales participant
u complexe de réplication. À titre d’exemple, l’activité
e la méthyl/guanylyltransférase nsP1 des Alphavirus
st fortement dépendante de la présence de phospho-
ipides anioniques, en particulier la phosphatidylsérine,
ans les membranes cellulaires [28]. De façon similaire,
’accumulation membranaire de PI4P joue un rôle essentiel
ans l’ancrage et l’activité de la polymérase 3D du PV au
ein du complexe de réplication [44]. Enfin, la concentra-
ion locale de sphingolipides stimule également l’activité
e la polymérase de HCV de manière spécifique au géno-
ype [57]. Pour finir, ces variations lipidiques, comme la
réation de microdomaines membranaires riches en cho-
estérol, sont susceptibles de favoriser le recrutement local
es cofacteurs cellulaires nécessaires à la réplication virale.
’accumulation locale de PI4P est en effet responsable de

a relocalisation vers les sites de réplication des transpor-
eurs de lipides FAPP2 (four-phosphate adaptor protein 2)
t OSBP (Oxysterol-binding protein 1) permettant respec-
ivement l’enrichissement local en glycosphingolipides et
n cholestérol [48, 58]. Ainsi, le détournement du méta-
olisme lipidique constitue non seulement une stratégie
isant à augmenter la surface des membranes disponibles
our la création d’organelles de réplication, mais per-
ettrait aussi de créer un environnement favorable au
onctionnement optimal de la machinerie de réplication
irale.

e cytosquelette

a fonction physiologique du cytosquelette dans le trans-
ort intracellulaire et dans la dynamique des membranes

irologie, Vol 23, n◦ 3, mai-juin 2019
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cellulaires laisse entrevoir son importance dans la forma-
tion des organelles membranaires de réplication virale. De
nombreuses études ont permis de localiser les complexes
de réplication des virus à ARN(+) à proximité immé-
diate des réseaux de microfilaments formés par l’actine,
des microtubules ou des filaments intermédiaires riches en
vimentine [17, 59]. Les structures caractéristiques compo-
sées de filaments intermédiaires et de microtubules, formant
de véritables cages englobant les organelles de réplication
du ZIKV, représentent l’exemple le plus caractéristique
de cette association [14]. De façon générale, les virus à
ARN(+) remanient le cytosquelette d’actine, les microtu-
bules et les filaments intermédiaires de leur hôte à des fins de
réplication [60-62]. Dans le cas du DENV, ce remaniement
met en jeu l’interaction directe des protéines NS5A [63] et
NS4A [60] avec la vimentine, conduisant à la concentration
de cette dernière vers les sites de réplication virale où elle
s’associe à la protéine NS1 [64]. Bien que la vimentine se
soit révélée essentielle pour la localisation des complexes de
réplication dans la cellule infectée [60], son rôle et celui des
filaments intermédiaires dans la formation et/ou le maintien
de l’organisation des complexes de réplication des Flavivi-
rus reste encore mal compris. Dans le cas des Alphavirus,
il est également clairement établi que la réplication virale
nécessite l’intégrité du cytosquelette cellulaire [17]. Dans
ce modèle, la capacité de la méthyl/guanylyltransférase
nsP1 à stimuler la formation de filopodes et de lamellipodes
suggère son action sur le cytosquelette. Ainsi l’expression
de nsP1 génère le remaniement des fibres de stress sans
qu’un effet de cette protéine sur les réseaux d’actine et
les microtubules ait pu être observé [30]. Des interactions
directes ont été décrites entre la protéine nsP3 de cette
famille de virus et les protéines du cytosquelette (actine,
tubuline, myosine) et des filaments intermédiaires (vimen-
tine) [59, 65]. Les données les plus récentes acquises sur
cette famille virale décrivent les interactions du domaine
C-terminal de la protéine nsP3 des Alphavirus CHIKV et
SFV avec plusieurs protéines du cytosquelette dont CD2AP
(CD2-associated protein) et SH3KBP1, impliquées dans
l’organisation des fibres d’actine lors de l’endocytose et qui
colocalisent avec les compartiments de réplication viraux
[66]. La contribution précise de chacun de ces phénomènes
dans la formation des organelles de réplication reste donc
à déterminer.
Les régulateurs du trafic vésiculaire

Les facteurs cellulaires naturellement impliqués dans les
remaniements membranaires et jouant un rôle essentiel dans
le transport vésiculaire apparaissent comme des partenaires
privilégiés de la formation des organelles de réplication.
En tout premier lieu, ce sont les composants de la voie de
sécrétion COPI qui ont été décrits comme acteurs essen-
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iels de la formation des organelles de réplication des virus
ARN(+). Parmi ceux-ci, la GTPase Arf1 (ADP Ribosy-

ation Factor 1) et son facteur d’échange nucléotidique
BF1 (Golgi Brefeldin A Resistant Guanine Nucleotide
xchange Factor 1), impliqués dans le bourgeonnement
es vésicules de sécrétion précoce Golgi/ER, sont recru-
és par les protéines non structurales 3A et 3CD du
oliovirus et relocalisés à proximité des complexes de répli-
ation de ce virus [67]. La sensibilité de la réplication
irale à la bréfeldine A, un inhibiteur de GBF1, sug-
ère l’importance fonctionnelle de ce recrutement. Il existe
ésormais de nombreuses preuves du rôle de cette voie
ans la réplication des virus à ARN(+) (Coronavirus/MHV,
nterovirus/CBV3, Hepacivirus//HCV, Flavivirus/DENV,
FV [virus de la fièvre jaune]) [68-72]. Toutefois, bien
ue la structuration du domaine N-terminal de Arf1 en
élice amphipathique, capable de courber les membranes,
oit compatible avec un rôle dans la formation des orga-
elles membranaires de réplication, sa fonction directe
ans la biogenèse des compartiments de réplication de ces
irus reste très débattue. L’absence de modification mor-
hologique des organelles de réplication en présence de
réfeldine A ou lors d’une inactivation de GBF1 ou Arf1

73] et l’incapacité du PV à stimuler Arf1 orientent désor-
ais vers un rôle de ces protéines dans la maturation ou le

onctionnement des organelles de réplication virales plutôt
ue dans leur biogenèse précoce. Un rôle indirect de Arf1 et
BF1 basé sur le recrutement de la PI4KIII� et la régulation
u contenu membranaire en PI4P a également été proposé
74, 75]. Les protéines du complexe ESCRT (endosomal
orting complexes required for transport) sont d’autres
xemples de régulateurs du trafic vésiculaires participant
la biogenèse des compartiments de réplication des virus
ARN(+). Ces protéines capables d’induire des courbures
égatives des membranes endosomales nécessaires au bour-
eonnement des corps multivésiculaires dans la lumière
es endosomes tardifs participent à la biogenèse des orga-
elles de réplication générées par les virus de plante BMV
76] et TBSV [77, 78]. Dans le cas du TBSV, la protéine
ps23p (homologue de Tsg101 des mammifères) partici-
ant au complexe ESCRT-I, est recrutée par la protéine
irale p33 ubiquitinylée vers les membranes péroxysomales
ù elle initie les déformations nécessaires à la création des
rganelles de réplication [78]. Le recrutement successif
es facteurs Snf7, Vps20p, Vps24p et de l’ATPase Vps4p
omposant le complexe ESCRT-IIl permet les déformations

embranaires nécessaires à la biogenèse des sphérules de

éplication. Ce complexe participe aussi possiblement au
aintien de ces structures par la stabilisation des pores de

onnexion de ces organelles. L’inactivation des protéines
SCRT a, en effet, comme conséquence d’inhiber la répli-
ation de l’ARN viral en favorisant son accessibilité par
es ribonucléases [77]. Ce partenariat lors de la biogenèse
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des compartiments de réplication fait écho aux événements
de bourgeonnement de certains virus dans lesquels les pro-
téines ESCRT jouent un rôle prépondérant.

Les facteurs de remodelage membranaire

Les protéines de la famille réticulon ont également été
identifiées comme partenaires privilégiés de la formation
des compartiments de réplication des virus à ARN(+).
Ces protéines naturellement impliquées dans la morpho-
genèse membranaire sont présentes dans les zones du RE
de forte courbure et permettent la transition de la structure
en feuillet vers les structures tubulaires de cet organelle
[79]. Elles possèdent deux domaines hydrophobes qui
s’organisent en épingle à cheveux. Leur insertion dans la
membrane induit une asymétrie entre les deux feuillets de
la bicouche lipidique, aboutissant à une courbure positive
des membranes. Les réticulons ont initialement été identi-
fiés comme cofacteurs de la réplication des Enterovirus et
partenaires de la protéine virale 2C [80]. Ils interagissent
également avec la protéine 1a du BMV [81] et sont recru-
tés vers les compartiments viraux [82]. Étant donné leur
capacité à générer des courbures membranaires positives
incompatibles avec la morphologie des organelles de répli-
cation de ces virus, leur contribution a été essentiellement
proposée dans la formation et le maintien des zones de
connexion des compartiments de réplication au cytoplasme.
L’incorporation de ces protéines dans les sphérules pro-
duites par le BMV pourrait par ailleurs contrebalancer les
courbures négatives générées par la protéine 1a et ainsi per-
mettre l’expansion de ces compartiments. Dans tous les
cas, la déplétion de ces protéines altère la morphologie
des compartiments de réplication dont la taille est signi-
ficativement réduite [81]. La contribution des réticulons à
la réplication virale a ensuite été étendue aux Flaviviridæ.
Ils ont été identifiés comme des partenaires de la protéine
NS4B du HCV [83, 84]. Leur inactivation réduit significa-
tivement les remodelages membranaires observés au cours
de l’infection et rend la machinerie de réplication sensible
à l’action des protéases cellulaires, avec pour effet de dimi-
nuer drastiquement la réplication de ces virus [85]. Ces
interactions ont été récemment confirmées pour les Flavivi-
rus WNV, DENV et ZIKV [85], soulignant la conservation
des interactions virus-hôte requises pour la formation des
compartiments de réplication au sein de cette famille virale.
Chez les Alphavirus, la protéine BIN1/amphiphysine-2 est

proposée comme partenaire lors de la formation des orga-
nelles de réplication [86]. Cette protéine, caractérisée par
la présence d’un domaine N-BAR (BIN/amphiphysin/Rvs)
structurellement courbé, s’associe par liaison électro-
statique aux phospholipides chargés négativement. Elle
s’insère dans les membranes grâce à sa structure en hélice
amphipathique afin de favoriser et stabiliser les courbures

Virologie, Vol 23, n◦ 3, mai-juin 2019
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ositives de la bicouche lipidique, notamment au cours du
rocessus d’endocytose [87]. BIN1/amphiphysine-2 ainsi
ue son homologue BIN2/amphiphysine-1 sont recrutées
ers les sites de réplication des Alphavirus SFV, CHIKV,
INV par une interaction avec le domaine C-terminal
ypervariable de la protéine nsP3 [86, 88]. Cette interaction
st essentielle à la synthèse de l’ARN(-) et de l’ARN(+)
ubgénomique, sans que la démonstration directe de son
ôle dans la formation des sphérules des Alphavirus ait pu
tre faite. BIN1/amphiphysine-2 a, par ailleurs, été identi-
ée comme un partenaire de la protéine NS5A du HCV
89]. Dans ce cas, cependant, l’amphiphysine ne parti-
ipe pas directement au remodelage des membranes du
E, mais régule la phosphorylation de NS5A nécessaire au

ecrutement de son partenaire cellulaire hVAP-A (vesicle-
ssociated-membrane protein A) [90], lui-même impliqué
ans le trafic vésiculaire. Ce même virus, par ailleurs,
étourne la proline sérine thréonine phosphatase PST-
IP2, également membre de la superfamille des protéines à
omaine BAR, pour la formation des compartiments mem-
ranaires de réplication [91]. Recrutée par les protéines
irales NS4B et NS5A, PSTPIP2, dont la surexpression
nduit des structures membranaires tubulaires, participerait
l’induction et/ou à la stabilisation des compartiments de

éplication de HCV.

a machinerie autophagique

a morphologie des compartiments de réplication à double
embrane et leur connexion étroite au RE ont rapidement

uggéré l’implication de la voie autophagique dans la for-
ation de ces organelles. Dans un contexte physiologique,

es compartiments à double membrane sont des événe-
ents rares, associés à la séquestration de grosses portions

ytoplasmiques en vue de leur dégradation après fusion
vec le compartiment lysosomal. Ce processus catabolique,
ppelé autophagie et permettant, en général, l’élimination
’organelles endommagées ou d’agrégats protéiques, est
éclenché par des stress environnementaux incluant les
tress trophiques et l’hypoxie. Il implique plus de 35 pro-
éines d’autophagie (Atg) et se caractérise par la lipidation
e la protéine LC3, un événement clé dans l’induction
u processus autophagique [90]. Ce marqueur, parfois
ssocié à des protéines lysosomales, est détecté à la surface
es compartiments de réplication à double membrane
nduits par le HCV [92], les Enterovirus [93] ou encore les

oronavirus (MHV) [93]. Cette caractéristique, comme

a capacité de ces virus à stimuler les voies autophagiques
ans les cellules qu’ils infectent, ont suggéré une contribu-
ion de la machinerie autophagique dans la formation des
ompartiments de réplication de ces pathogènes [93, 94].
a capacité des protéines non structurales nsP6 des Corona-
irus MHV, IBV (virus de la bronchite infectieuse), SARS
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et de nsP5-7 de l’artérivirus PRRSV (virus du syndrome
respiratoire et reproducteur porcin) à générer des structures
vacuolaires Atg5+/LC3-II+ similaires aux autophagosomes
précoces a renforcé l’hypothèse du rôle de la machinerie
autophagique dans la formation des compartiments de
réplication de ces virus [95]. Malgré ces observations
et bien que l’autophagie puisse favoriser diverses étapes
du cycle infectieux, l’inactivation du processus autopha-
gique à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques ou via
l’invalidation des gènes d’autophagie Atg5 et/ou Atg7 a
produit des résultats contradictoires, voire négatifs, qui ne
permettent pas de valider définitivement cette contribution
[93, 96-98]. Les travaux récents d’Abernathy et al. démon-
trant la capacité de ces pathogènes à mobiliser des voies
non canoniques de l’autophagie permettent d’expliquer
certains résultats contradictoires obtenus jusqu’ici [99].
En résumé, le détournement de facteurs cellulaires natu-
rellement impliqués dans le remodelage membranaire est
un trait commun des virus à ARN(+), quelle que soit la
morphologie des compartiments membranaires qu’ils pro-
duisent pour assurer la réplication de leur génome. La
nature des facteurs recrutés diffère cependant. Ces dif-
férences pourraient être en relation avec la disponibilité
de chacun de ces cofacteurs dans les différents compar-
timents membranaires usurpés lors de la réplication virale.
L’usurpation des amphiphysines localisées à la membrane
plasmique, des réticulons dans le réticulum endoplasmique,
des protéines Arf/GBF1 dans le Golgi par les Alphavi-
rus, Enterovirus, Flaviviridæ est en effet en accord avec
la localisation des compartiments de réplication créés par
ces différentes familles virales.

Organelles de réplication
et réponse immune

Si la fonction des réseaux et compartiments membranaires
semble être de concentrer la machinerie de réplication,
les cofacteurs et métabolites cellulaires nécessaires à son
fonctionnement optimal, l’organisation de ces comparti-
ments quasi clos permet aussi d’envisager un rôle de
protection vis-à-vis du système immunitaire de l’hôte.
Le système immunitaire inné constitue la première ligne
de défense contre les agents infectieux. Sa fonction ini-
tiale est de reconnaître les déterminants moléculaires

associés aux pathogènes (pathogen-associated molecu-
lar patterns [PAMP]) afin de stimuler la production
d’effecteurs capables d’interférer efficacement avec la pro-
pagation de l’infection. Les ARN viraux, en particulier
les duplex d’ARN servant d’intermédiaires à la réplica-
tion virale, sont des inducteurs puissants de la signalisation
antivirale innée qui conduisent à la production rapide et
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assive d’interférons et de cytokines pro-inflammatoires.
eur reconnaissance met en jeu les récepteurs cytosoliques
e la famille des RLR (RIG-I-like receptors) et les récep-
eurs membranaires de la famille Toll (Toll-like receptors
TLR]) [100]. On retrouve tout particulièrement ces récep-
eurs sur les membranes péroxysomales, mitochondriales
t du RE également impliquées dans la formation des orga-
elles de réplication des virus à ARN(+). Bien qu’il n’y
it pas de démonstration formelle, la fonction des orga-
elles de réplication virale dans la protection vis-à-vis des
cteurs de l’immunité innée est notamment étayée par les
xpériences de déstabilisation membranaire. Ainsi, la syn-
hèse des ARN des Coronavirus [101] et des Flavivirus

NV, JEV (virus de l’encéphalite japonaise) et DENV
102, 103] est rendue sensible à l’action des protéases et
es nucléases par les détergents non ioniques déstabilisant
es membranes. Cette hypothèse est également renforcée
ar la comparaison des réponses immunes générées par les
irus JEV et DENV, qui démontre une corrélation entre la
apacité de ces virus à ségréguer plus ou moins efficacement
eurs ARN dans des organelles de réplication et l’induction
’interférons [104]. Enfin, la détection des RLRs dans un
ontexte d’infection par les virus HCV et HAV a claire-
ent démontré que les senseurs RIG-I et MDA5 sont exclus

es compartiments de réplication de ces virus [103]. En
evanche, les mécanismes permettant de limiter l’accès à
es compartiments restent inconnus. La présence de nucléo-
orines et de facteurs d’import nucléaire dans les organelles
e réplication du HCV pourrait cependant permettre de
ontrôler les échanges entre ces compartiments et le cytosol
10]. Enfin, comme l’ensemble des étapes de la réplication
irale, la formation des organelles membranaires de répli-
ation des virus à ARN(+) est la cible des effecteurs de
a réponse immune. La capacité des interférons à empê-
her la formation des compartiments à double membrane
érivés du RE hébergeant la réplication des Arterivirus
t à favoriser l’accumulation de structures membranaires
berrantes suggère fortement l’existence de mécanismes
ntiviraux ciblant spécifiquement la biogenèse de ces orga-
elles [105]. Cette hypothèse est également étayée par les
bservations réalisées dans le contexte de l’infection par
CV qui démontrent que l’effet principal de la cholesté-

ol 25-hydroxylase (CH25H), un facteur antiviral contrôlé
ar l’interféron, repose sur sa capacité à inhiber la for-
ation du tissu vésiculaire contenant les organelles de

éplication, indépendamment de tout effet sur la réplica-
ion de l’ARN [106]. Le constat additionnel que l’action
ntivirale de la vipérine, un autre facteur antiviral sti-
ulé par l’interféron capable de limiter la réplication de

CV, repose sur son association avec les compartiments
e réplication formés par ce virus sur la face cytosolique
u RE est un argument supplémentaire en faveur de ce
odèle [107].

172
Conclusions et perspectives

L’élucidation des mécanismes impliqués dans la bioge-
nèse des compartiments membranaires de réplication est
essentielle à la connaissance des virus à ARN(+). Au cours
des dernières années, les avancées technologiques rele-
vant du domaine de l’imagerie cellulaire et des cribles
à l’échelle du génome entier ont permis non seulement
d’accéder à l’architecture tridimensionnelle des compar-
timents de réplication de nombreux virus à ARN(+), mais
également de définir les premières interactions virus-hôte
nécessaires à leur biogenèse. De nombreuses questions
demeurent cependant. La dynamique des interactions hôte-
virus permettant la production de tels compartiments reste
le plus souvent inconnue. Le rôle fonctionnel des différentes
structures membranaires complexes (paquets vésiculaires,
réseaux membranaires complexes. . .) observées en associa-
tion avec les compartiments de réplication est incompris. De
plus, les connexions spatiales et temporelles existant entre
ces compartiments de réplication et les étapes ultérieures
du cycle infectieux (assemblage et bourgeonnement viraux)
restent encore à élucider. Ces questions pourraient bénéfi-
cier par exemple de l’application de techniques d’imagerie
dynamique.
Les connaissances actuelles ont toutefois mis en lumière
une communauté de mécanismes gouvernant la création des
organelles de réplication de virus taxonomiquement éloi-
gnés. À titre d’exemple, les Flaviviridæ comme le HCV,
DENV, WNV et ZIKV sont sensibles aux inhibiteurs de la
synthèse et du transport lipidiques tels que l’imipramine
[37, 108], un antidépresseur tricyclique qui empêche la
redistribution du cholestérol vers la membrane plasmique.
Leur réplication est également sensible à la cérulénine et
l’orlistat [55, 109] qui inhibent l’activité de synthèse des
acides gras de la FASN, ou encore à la tyrphostine AG1478,
un anticancéreux bloquant l’activité de la PI4KIII [110]. Si
ces molécules, interférant avec le métabolisme lipidique,
ont fait la preuve de leur activité antivirale, leur capacité
à inhiber la formation des organelles de réplication reste
cependant à démontrer. La poursuite des efforts relatifs
à l’étude de ces compartiments membranaires constitue
donc une opportunité de définir des cibles thérapeutiques
attractives et de développer des stratégies antivirales à large
spectre d’efficacité.
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