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I.1 PROPRIETES VIRALES 

Le virus de l’hépatite C (VHC) est de la famille des Flaviviridae, c’est l’unique membre du 

genre hepacivirus (Robertson et al., 1998). Cette famille comprend également le genre 

flavivirus comportant les virus de la fièvre jaune et de la dengue et le genre pestivirus 

regroupant les virus de la diarrhée virale bovine, de la peste porcine classique et de la maladie 

de Border. Le VHC est un petit virus enveloppé dont les particules adoptent une structure 

icosahédrique classique (Kaito et al., 1994) d’environ 55-65 nm de diamètre. Il circule dans le 

sérum des patients infectés, lié aux VLDL (Very-Low-Density lipoproteins) et aux 

immunoglobulines (appelées particules lipovirales ou LVP) (Figure 1) ou sous forme libre 

(Andre et al., 2002; Andre et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Le génome du VHC consiste en une molécule d’ARN simple brin de 9,6 kb de polarité 

positive. Il comprend un cadre de lecture ouvert (ORF) majeur, bordé par des régions 5’ et 3’ 

non traduites (NTR). Les séquences de la partie 5’NTR contiennent un site interne d’entrée du 

ribosome (IRES) qui permet une traduction coiffe-indépendante et la production d’une 

polyprotéine. La partie 3’NTR quant à elle est cruciale pour la réplication virale avec une 

Figure 1: Modèle et microscopie électronique des LVP 

(A) En microscopie électronique, les LVP sont des particules sphériques de plus de 100 
nm de diamètre (photo du haut). Après délipidation des LVP, des structures de 30 à 40 nm 
ressemblant à des capsides virales sont observées (photo du bas). (B) Modèle de 
lipoprotéine contenant ApoB. Les chylomicrons, les VLDL et LDL sont constitués d’un 
cœur de lipides neutres, triglycérides et esters de cholestérol entourés d’une monocouche 
de phospholipides dans laquelle résident ApoB et éventuellement ApoE. (C) Modèle de 
LVP établi sur la base des données morphologiques et biochimiques. Les LVP 
ressemblent aux lipoprotéines à ApoB mais sont plus grosses et contiennent des capsides 
virales dans le cœur lipidique. Adapté de (Andre et al., 2005). 
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structure tripartite constituée d’une région variable, une région riche en pyrimidines et une 

région 3’X hautement conservée (Reed and Rice, 2000). L’ORF code un précurseur 

polyprotéique de 3030 acides aminés qui est clivée co- et post-traductionnellement par des 

protéases virales et cellulaires, en protéines structurales (Core, E1, E2 et p7) et non 

structurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B). Un ORF alternatif chevauchant le 

cadre de lecture de la protéine Core est accessoirement traduit (Xu et al., 2001). La protéine 

résultante est connue comme la protéine frameshift (F) ou alternative reading frame protein 

(ARFP) (Xu et al., 2001; Xu et al., 2003; Wolf et al., 2008). 

Le génome du VHC présente une forte hétérogénéité, due d’abord à son fort taux de 

réplication et à son ARN polymérase ARN-dépendante dépourvue d’activité de correction. Du 

fait de sa variabilité génétique, le VHC est classifié en quatre divisions hiérarchiques: 

génotypes, sous-génotypes, isolats et quasiespèces. Ainsi les isolats du VHC, dont le nombre 

excède 90, sont classés en six génotypes (1 à 6) et en plus de 5 sous-types (a,b,c…), dont les 

séquences nucléotidiques divergent d’environ 30% (Farci and Purcell, 2000). Ces différents 

génotypes ne varient pas significativement dans leur pathogénicité, les manifestations 

cliniques qu’ils provoquent et l’issue de la maladie mais diffèrent fortement par leur 

distribution géographique et la réponse au traitement par l’interféron (Farci and Purcell, 2000) 

I.2 GENERALITES 

On a pensé pendant de longues années que les virus des hépatites A et B étaient les seuls 

agents de maladies hépatiques virales. L’hépatite C ne fut reconnue comme telle que dans le 

milieu des années 70 après la mise au point de tests diagnostiques sensibles et spécifiques. 

Elle fut alors présentée comme l’hépatite parentérale non-A, non-B. Le virus non encore 

identifié était principalement étudié chez le chimpanzé. En 1989, le groupe de Michael 

Hougton (Chiron Corporation, Emeryville, Californie, USA) isola le premier une partie du 

génome du VHC par l’immunocriblage d’une banque d’ADNc dérivé du plasma d’un 

chimpanzé développant une hépatite chronique après infection par le sérum d’un patient 

(Choo et al., 1989). Suite à cette première, un test diagnostic de l’infection par le VHC basé 

sur la détection par un anticorps anti-VHC d’un antigène non-structural a vu le jour (Kuo et 

al., 1989). Aujourd’hui, des systèmes de détection de seconde et troisième génération utilisant 

des antigènes recombinants du VHC et la RT-PCR sont utilisés pour un meilleur dépistage de 

l’infection (Kato, 2001). 
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Depuis sa découverte, l’infection par le VHC est devenue un problème de santé publique à 

l’échelle de la planète. Selon l’OMS, quelque 170 millions de personnes sont infectées par le 

VHC au niveau mondial soit une séroprévalence d’environ 3% qui le place devant le VIH (34 

millions en 2007, source OMS). En France métropolitaine, en 2004, le pourcentage de 

personnes âgées de 18 à 80 ans présentant des anticorps anti-VHC positifs était estimé à 0,84 

%, soit 370 000 personnes (enquête nationale 2003-2004 auprès d’assurés sociaux, Institut de 

veille sanitaire). Mais ces chiffres pourraient être sous-évalués du fait du caractère souvent 

asymptomatique de l’infection. Les politiques de prévention et de sensibilisation ont permis 

d’observer une chute du nombre de personnes nouvellement infectées qui se recrutent 

désormais essentiellement dans les groupes à risque tels que les héroïnomanes. 

Plus de 80% des personnes infectées développent une hépatite chronique. Les 10 à 20% 

restants éliminent spontanément le virus par leur immunité naturelle. Seulement 20% des 

sujets infectés développent une hépatite aigüe qui est rarement sévère. La majorité des 

patients développent une infection chronique asymptomatique; mais 60 à 80% vont présenter 

un tableau d’hépatite chronique objectivé par une élevation de l’alanine aminotransférase 

(ALT). Environ 30% maintiennent des taux normaux d’ALT malgré une virémie positive. Un 

tiers des patients infectés chroniquement vont développer progressivement des lésions 

hépatiques, une fibrose et une cirrhose voire un hépatocarcinome au bout de 20 à 30 ans 

(Roudot-Thoraval et al., 1997; Zoulim et al., 2003). Des études ont mis en évidence 

l’influence de facteurs additionnels tels que l’âge où l’infection est contractée 

particulièrement chez les plus de 40 ans, le sexe mâle, l’alcoolisme chronique, la co-infection 

par le VHB ou le VIH, la stéatose, l’état d’immunodépression comme favorisant la 

persistance du virus avec progression vers la fibrose et le développement d’une cirrhose. Chez 

les patients avec une cirrhose, l’incidence du carcinome hépatocellulaire est de 2-5% par an 

(Thomson and Finch, 2005). 

La transmission virale se fait essentiellement par contact direct avec du sang ou du matériel 

infectés. On peut citer les transfusions sanguines, la transmission mère-enfant, l’utilisation de 

seringues infectées par les toxicomanes, le piercing et les tatouages. Le risque de transmission 

par voie sexuelle est faible mais renforcée par d’éventuelles lésions de la sphère génitale. On 

pense aussi que d’autres facteurs tels que la charge virale, la variabilité des quasi-espèces 

(variants génétiques du virus infectant originel), l’état immunitaire du patient pourraient 

influencer défavorablement la sévérité et la progression de l’infection (Thomson and Finch, 

2005). On utilise actuellement pour le traitement deux molécules: INFα et Ribavirine seules 

ou en association selon la symptomatologie et l’état clinique. De nouveaux composés sont à 
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l’étude du fait des limites des molécules précitées. En effet, seulement 50% des patients sont 

répondeurs au traitement avec une moindre efficacité dans les génotypes 1 et 4. On observe en 

outre des effets indésirables à titre d’anémie, de syndrome pseudo-grippal et de dépression 

(Cholongitas and Papatheodoridis, 2008). 

I.3 LE GENOME VIRAL 

Le génome viral est un ARN monocaténaire, de polarité positive d’environ 9600 nucléotides. 

Il possède deux cadres de lecture. Le premier est flanqué de deux régions non traduites 5’ et 

3’ (Nontranslated Regions NTR). Le produit de synthèse majoritaire est une polyprotéine de 

3008 à 3037 acides aminés (aa) selon le génotype (Chamberlain et al., 1997a; Chamberlain et 

al., 1997b). Le deuxième produit de synthèse, identifié récemment, code pour la protéine F 

d’environ 160 aa (Walewski et al., 2001; Xu et al., 2001; Varaklioti et al., 2002; Xu et al., 

2003; Wolf et al., 2008). L’organisation génomique du VHC est illustrée à la Figure 2a. 

             

 

 

 

Figure 2: Organisation génomique et produits des gènes du VHC 

a Organisation du génome viral avec un grand cadre de lecture codant les protéines 
structurales et non structurales, bordé par des extrémités 5’ et 3’ non traduites. Au-dessous, 
le schéma de la maturation de la polyprotéine. Les cercles fermés correspondent aux sites 
de clivage de la peptidase signal, les cercles ouverts au site de clivage de la peptidase à 
peptide signal.b Topologie des protéines structurales et non structurales par rapport à la 
membrane cellulaire. Adapté de (Lindenbach and Rice, 2005) 
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I.3.1 La région 5’ non traduite ou 5’NTR 
Cette région d’environ 341 nt est la plus conservée du génome. La variabilité des séquences 

n’excède pas les 10% entre les sous-types apparentés les plus éloignés. Sa structure 

secondaire présente des similitudes avec celle des pestivirus voisins que sont BVDV, BDV, 

CSFV. La séquence nucléotidique de cette région diffère du BVDV et du CSFV d’environ 

50% mais ces substitutions sont essentiellement des transitions et indiquent que les structures 

secondaire et tertiaire sont conservées (Hellen and Pestova, 1999). Elle se replie pour former 

un site interne d’entrée du ribosome ou IRES, mécanisme alternatif permettant l’initiation de 

la traduction (Tsukiyama-Kohara et al., 1992). La structure de cet IRES initialement prédite 

par des comparaisons phylogénétiques et des analyses de modélisation informatique fut 

confirmée par des expériences de mutagenèse et de cartographie par des sondes chimiques et 

enzymatiques (Brown et al., 1992; Wang et al., 1995; Honda et al., 1996). Elle est structurée 

en quatre domaines majeurs numérotés de I à IV auxquels s’ajoute un pseudo-noeud en amont 

du codon d’initiation de la traduction. (Figure 3). L’IRES comprend les domaines II, III et IV 

du 5’NTR et les 24 à 40 premiers nucléotides de la séquence codante de Core. L’efficacité de 

la traduction dépend de la séquence en aval du site d’initiation de la traduction (Reynolds et 

al., 1995; Honda et al., 1996). Le domaine I ne fait pas partie de l’IRES et serait plutôt 

impliqué dans la réplication de l’ARN. Les domaines II et III sont quant à eux hautement 

structurés en tige-boucles et indispensables à l’intégrité de l’IRES. Des mutations mêmes 

mineures de ces domaines et particulièrement du pseudo-nœud réduisent substantiellement 

l’activité de l’IRES. Celles-ci peuvent dans certains cas être corrigées par des mutations 

compensatoires qui vont restaurer la structure et l’activité (Hellen and Sarnow, 2001). Le 

domaine IV est constitué d’une tige-boucle qui contient le codon initiateur AUG. Tant la 

séquence (Fletcher et al., 2002) que la stabilité de l’ARN (Honda et al., 1996) sont 

indispensables pour une traduction efficace, elles permettent un positionnement  approprié du 

codon d’initiation. 

L’IRES du HCV interagit avec de nombreux facteurs cellulaires: polypyrimidin tract-binding 

protein (PTB) (Ito et al., 1998; Beales et al., 2001), Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

L (hnRNPL) (Hahm et al., 1998b), La autoantigen (Ali et al., 2000; Pudi et al., 2003), 

eukaryotic translation initiation factor 3 (eIF3) (Buratti et al., 1998; Sizova et al., 1998), et la 

sous-unité 40S du ribosome (Lytle et al., 2002; Otto et al., 2002). Le site d’interaction de la 

sous-unité 40S du ribosome avec l’IRES a été cartographié par la technique des empreintes au 

niveau des domaines II et III (Fukushi et al., 1997; Sizova et al., 1998). 
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La portion basale du domaine III en particulier a une forte affinité pour la sous-unité 40S 

puisque sa séquence est complémentaire à celle de l’ARNr 18S (Kolupaeva et al., 2000; Kieft 

et al., 2001; Lytle et al., 2002), tandis que le domaine II interagit avec la protéine ribosomale 

5S de la même sous-unité (Fukushi et al., 2001b), ce qui favoriserait son positionnement dans 

le site actif du ribosome permettant les changements conformationnels indispensables à 

Figure 3: Modèle des structures secondaires et tertiaires de la région 5’ non traduite 
du génome du VHC 

Les domaines structuraux majeurs sont numerotés I à IV. Les appariements de bases dans 
le pseudo-nœud (boucle IIIf) sont indiqués par des lignes solides. Le codon AUG en gras 
au nucléotide 342 est le site d’initiation de la traduction de la polyprotéine. Adapté de 
(Rijnbrand et al., 2000) 
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l’initiation de la traduction. eIF3 se lie à la boucle interne IIId et à une hélice adjacente 

comme démontré au travers d’une analyse structurale par mutagenèse et au moyen de sondes 

chimiques (Collier et al., 2002). La protéine La autoantigen, une hélicase de 52 KDa interagit 

in vivo et in vitro avec le domaine IV près du codon d’initiation (Ali and Siddiqui, 1997). Il a 

aussi été montré que la protéine La favorisait la liaison de la sous-unité 40S du ribosome aux 

IRES du HCV et du poliovirus (Pudi et al., 2004). De façon similaire, la PTB, une protéine de 

54 kDa intervenant dans l’épissage des ARN interagit avec l’extrémité 5’NTR. Cette protéine 

est indispensable pour l’initiation interne de plusieurs picornavirus dont le virus de la fièvre 

aphteuse (FMDV) (Niepmann, 1996). Toutefois, son effet sur l’IRES du VHC est sujet à 

controverses. Des résultats contradictoires montrent que la surexpression du PTB augmente la 

traduction de systèmes monocistroniques contrôlés par un IRES tandis qu’il n’a aucun effet 

sur d’autres systèmes modèles. Il a aussi été montré par la méthode des double hybride que la 

PTB interagissait avec la hnRNPL (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L), une autre 

protéine liant l’IRES de VHC (Hahm et al., 1998a). Cette interaction se fait avec le domaine 

IV et une partie de la séquence codant la protéine Core. Le même groupe a démontré que la 

force de liaison de la hnRNPL à l’IRES du VHC est corrélée à l’efficacité de traduction et 

suggère que l’interaction entre hnRNPL et l’ARN du VHC favorise des changements 

conformationnels dans l’extrémité 5’NTR nécessaires au recrutement de la machinerie 

traductionnelle (Hahm et al., 1998b). 

I.3.2 Le cadre ouvert de lecture 

La polyprotéine précurseur néosynthétisée d’environ 3000 acides aminés est clivée co et post-

traductionnellement par des protéases cellulaires et virales en protéines structurales (S) et non 

structurales (NS). (Figure 2b). Les protéines structurales sont localisées dans le premier tiers 

amino-terminal (N-terminal). Ce sont respectivement la protéine de capside Core et les 

glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. La partie carboxy-terminale code un petit polypeptide 

p7 et les protéines non structurales (NS): NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B. 

De plus, l’existence d’une nouvelle protéine virale produite par un mécanisme de traduction 

alternatif de la séquence codante de Core (frameshift) a été décrite (Walewski et al., 2001; Xu 

et al., 2001; Varaklioti et al., 2002; Xu et al., 2003; Wolf et al., 2008). 

I.3.3 La région 3’ non traduite ou 3’NTR 

La partie 3’NTR consiste en une structure tripartite comportant une région variable de 40 à 

290 nucléotides selon les génotypes, une séquence interne poly(U/UC) de longueur variable 



(20 à 200 nucléotides) selon les génotypes et une partie hautement conservée de 98 

nucléotides nommée région X

révélée par des analyses informatiques de prédiction de structure

des sondes chimiques et enzymatiques.
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) selon les génotypes et une partie hautement conservée de 98 

nommée région X. (Figure 4). La partie 3’NTR a une structure secondaire 

révélée par des analyses informatiques de prédiction de structure et par des études utilisant 

des sondes chimiques et enzymatiques. 

boucles stables dans la région variable (VSL1 et VSL2), et trois 

boucles stables dans la région X (SL1, SL2 et SL3) (Kolykhalov et al.

al., 1996; Yamada et al., 1996; Blight and Rice, 1997; Yanagi et al., 1999; Kolykhalov et al., 

2000; Friebe and Bartenschlager, 2002). Deux études menées chez le chimpanzé montren

la région variable n’est pas nécessaire au pouvoir infectieux (Yanagi et al., 1999; Kolykhalov 

. La région X et une portion minimale de la queue de 

indispensables pour la réplication de l’ARN en culture cellulaire et in vivo

2000; Friebe and Bartenschlager, 2002; Yi and Lemon, 2003). La fonction de la région 

3’NTR dans la réplication a fait l’objet de nombreuses investigations. Il est admis

dépendante NS5B reconnait les séquences terminales de la partie 3’NTR 

pour l’initiation spécifique de la transcription de l’ARN et la génération du brin de polarité 

(Ito and Lai, 1997; Friebe et al., 2005). De nombreuses protéines interagissent avec 

ent la PTB, l’autoantigène La et plusieurs protéines ribosomales

ra et al., 1997; Chung and Kaplan, 1999; Gontarek et al., 1999; Luo, 

Figure 4: Structure secondaire de l’extrémité 3’ non traduite du génome du VHC

L’extrémité 3’non traduite du génome du VHC comporte de 5’ en 3’ une région variable, 
une région riche en U et une région conservée X de 98 nt consistant en trois tiges
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20 

) selon les génotypes et une partie hautement conservée de 98 

La partie 3’NTR a une structure secondaire stable 

par des études utilisant 

 

boucles stables dans la région variable (VSL1 et VSL2), et trois 

(Kolykhalov et al., 1996; Tanaka et 

al., 1996; Yamada et al., 1996; Blight and Rice, 1997; Yanagi et al., 1999; Kolykhalov et al., 

. Deux études menées chez le chimpanzé montrent que 

(Yanagi et al., 1999; Kolykhalov 

 polypyrimidines sont 

in vivo (Kolykhalov et al., 

. La fonction de la région 

breuses investigations. Il est admis que l’ARN 

les séquences terminales de la partie 3’NTR 

de l’ARN et la génération du brin de polarité 

De nombreuses protéines interagissent avec 

ent la PTB, l’autoantigène La et plusieurs protéines ribosomales (Ito 

ra et al., 1997; Chung and Kaplan, 1999; Gontarek et al., 1999; Luo, 

l’extrémité 3’ non traduite du génome du VHC. 

L’extrémité 3’non traduite du génome du VHC comporte de 5’ en 3’ une région variable, 
une région riche en U et une région conservée X de 98 nt consistant en trois tiges-boucles 



21 

1999; Spangberg et al., 1999; Wood et al., 2001). La protéine La est essentielle pour une 

réplication efficace alors que la PTB la réprime partiellement du fait d’une compétition avec 

la NS5B pour la liaison de l’extrémité 3’NTR (Domitrovich et al., 2005). L’implication de 

cette région dans la traduction est controversée du fait des résultats contradictoires des études 

qui ont été menées. Les unes rapportant une influence positive (Ito et al., 1998; Ito and Lai, 

1999; Song et al., 2006), d’autres aucune (Fang and Moyer, 2000; Friebe and Bartenschlager, 

2002; Imbert et al., 2003) voire un impact négatif (Murakami et al., 2001). Des travaux 

rapportent la stabilisation de l’ARN et la stimulation de la traduction in vitro et dans les 

cellules transfectées par les interactions respectives de La et de PTB avec l’extrémité 3’NTR 

(Ito et al., 1998; Spangberg et al., 2001). 

I.4 LES PROTEINES VIRALES 

I.4.1 La protéine Core  
La protéine Core est la première clivée à partir de la polyprotéine par une peptidase de la 

cellule hôte d’abord en une forme immature qui est ensuite maturée. Elle est relativement bien 

conservée dans les différents isolats et génotypes comparée à d’autres protéines du VHC. 

L’analyse de la séquence peptidique révèle 2 parties: une région N-terminale (1-120) 

hydrophile riche en arginines et en lysines et une région C-terminale où prédominent les 

aminoacides hydrophobes, permettant l’ancrage à la membrane du réticulum endoplasmique. 

Elle subit un processus de maturation dans le réticulum endoplasmique produisant plusieurs 

isoformes dont les tailles vont de 16 à 23 kDa (Lai and Ware, 2000). On a d’abord un clivage 

par une peptidase à peptide signal cellulaire à la position 191 générant la forme p23 dont le 

domaine C-terminal hydrophobe agit comme un peptide signal potentiel. Puis la séquence 

signal de 13 à 18 résidus est à son tour clivée, générant la forme mature prédominante p21 de 

Core longue de 173 aa (Liu et al., 1997; Yasui et al., 1998). Bien qu’initialement localisée 

dans les membranes d’organelles cytoplasmiques, elle a aussi été trouvée dans le noyau 

(Suzuki et al., 1995; Liu et al., 1997; Yasui et al., 1998) et la mitochondrie (Moriya et al., 

1998; Okuda et al., 2002). On pense que les amas d’aminoacides basiques de Core 

fonctionnent comme des signaux de localisation nucléaire qui permettent sa translocation vers 

le noyau (McLauchlan, 2000). Dans le cytoplasme, Core s’associe aux gouttelettes lipidiques 

par son extrémité C-terminale où elle colocalise avec l’apolipoprotéine AII (Barba et al., 

1997) mais surtout y recrute les protéines non structurales et les complexes de réplication 

dans un mécanisme essentiel pour la production de virus infectieux (Miyanari et al., 2007). 

Une autre équipe montre que Core induit la redistribution des gouttelettes lipidiques en 
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présence de dynéine et de microtubules (Boulant et al., 2008) et que le blocage de 

l’interaction de Core avec les gouttelettes lipidiques empêche la production de particules 

virales (Boulant et al., 2007). Enfin, l’interaction de Core avec NS5A serait requise pour la 

production de particules virales infectieuses (Masaki et al., 2008). Ces observations suggèrent 

que l’association de Core aux gouttelettes lipidiques est essentielle pour la morphogénèse du 

virion. 

Core apparait comme une protéine multifonctionnelle qui assure de nombreuses fonctions 

dans la cellule hôte. Elle joue un rôle central dans l’empaquetage de l’ARN viral (Kunkel et 

al., 2001). Elle module également de nombreux processus cellulaires, dont les voies de 

transduction du signal, le contrôle de la transcription, la progression du cycle cellulaire, 

l’apoptose, le métabolisme lipidique et la réponse immune (Giannini and Brechot, 2003). Elle 

a aussi un pouvoir transformant sur certaines cellules (Ray et al., 1996). Les souris 

transgéniques exprimant la protéine Core du VHC développent une stéatose (Moriya et al., 

1997) et plus tard un hépatocarcinome (Moriya et al., 1998) suggérant un rôle crucial de cette 

protéine dans l’hépatocarcinogénèse. Core interagit avec de nombreuses protéines virales 

notamment avec la glycoprotéine d’enveloppe E1 dans le RE pour la formation de la 

nucléocapside et l’assemblage du virion. Elle interagit aussi avec la partie C-terminale de 

NS5B in vivo. Ce résultat suggère que cette liaison pourrait être une étape importante pour la 

reconnaissance spécifique de l’ARN viral par la protéine NS5B ou pourrait intervenir dans la 

régulation de la réplication (Uchida et al., 2002). Enfin, la forte basicité de la protéine Core 

permet son interaction avec l’ARN du VHC, plus précisément avec la partie 5’NTR pour 

l’encapsidation du génome viral in vitro (Fan et al., 1999). 

I.4.2 La protéine F ou ARFP 
La séquence codant la protéine Core du VHC comporte une autre séquence codante dans le 

cadre de lecture +1. Cette séquence chevauchante code une protéine nommée ARFP (pour 

Aternative Reading Frame Protein) (Walewski et al., 2001) ou F (pour Frameshift protein) 

(Xu et al., 2001) ou Core + 1 (pour décrire le cadre de lecture de cette nouvelle protéine) 

(Varaklioti et al., 2002). Elle est exprimée dans le cours naturel de l’infection par le VHC et 

stimule les réponses lymphocytaires B et T (Xu et al., 2001; Bain et al., 2004; Komurian-

Pradel et al., 2004). Plusieurs mécanismes dont le décalage du cadre de lecture par le 

ribosome ou l’initiation interne de la traduction ont été proposés pour expliquer l’expression 

de cette protéine (Boulant et al., 2003; Vassilaki and Mavromara, 2003; Baril and Brakier-

Gingras, 2005). En ce qui concerne la première théorie, le décalage se produirait au voisinage 
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du codon 10 de la séquence codant Core pour produire la protéine ARFP/F avec une séquence 

leader de 10 aa dérivés de Core. Alternativement, le décalage pourrait aussi se produire au 

codon 42 et au codon de terminaison de la séquence codant ARFP/F pour produire une 

protéine chimérique avec les séquences protéiques de Core à ses extrémités N et C terminales. 

Dans le second cas, l’initiation interne de la synthèse de la protéine ARFP/F pourrait avoir 

lieu au niveau d’un codon non-canonique à la position 26 (Baril and Brakier-Gingras, 2005) 

ou au niveau des codons methionine 86 et 88 (Vassilaki and Mavromara, 2003) résultant en 

une protéine ARFP/F tronquée. La séquence codant ARFP/F est conservée dans différents 

génotypes du VHC quoique sa longueur varie en fonction du génotype (Xu et al., 2001). Cette 

protéine est très instable et localisée dans le cytoplasme, particulièrement dans la région 

périnucléaire en association avec les membranes du RE (Xu et al., 2003). Malgré le 

chevauchement de leurs séquences, ces deux protéines ne paraissent pas partager les mêmes 

activités biologiques (Basu et al., 2004). Ainsi, l’ARFP/F ne module pas significativement les 

activités de c-Myc, hTERT et du promoteur p53 pas plus qu’elle n’inhibe l’apoptose médiée 

par le TNFα des cellules HepG2 ni ne promeut la croissance des fibroblastes embryonnaires 

de rat. Néanmoins comme Core, elle supprime l’expression de p21 l’inhibiteur des cdk (Basu 

et al., 2004). 

Le rôle de l’ARFP dans le cycle de vie et/ou la pathogénèse du VHC n’est pas encore 

clairement établi mais il ne faut pas exclure qu’elle soit responsable d’effets attribués à la 

protéine Core. En effet, plusieurs études visant à déterminer la fonction de Core ont utilisé des 

séquences contenant probablement les deux protéines. Ainsi, des travaux récents montrent que 

l’expression de l’ARFP dans des cellules dendritiques, dans des cellules Huh7 et dans des 

cellules dérivées de monocytes entrainaient la production de niveaux significatifs des 

cytokines: IL-6, IL-8, MCP-1 et et MIP1β connues pour leur implication dans la 

physiopathologie hépatique induite par le VHC alors que ces cytokines étaient absentes ou 

significativement réduites dans des mutants où l’ARFP ne pouvait être produite (Fiorucci et 

al., 2007). Du fait de la méconnaissance de sa fonction, l’ARFP n’est pas une cible des 

nouveaux antiviraux en développement. Une étude récente réalisée dans notre laboratoire 

montre que l’expression de la forme majeure de l’ARFP est réprimée par la protéine Core 

suggérant une corrélation inverse entre l’expression de cette protéine et la réplication du virus 

(Wolf et al., 2008). 
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I.4.3 Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 

Les glycoprotéines du VHC sont clivées de la polyprotéine par une peptidase à peptide signal 

de la cellule hôte localisée dans le RE [(Op De Beeck et al., 2001) pour une revue]. (Figure 

5). 

     

 

 

Ce sont des protéines transmembranaires possédant une grande partie externe N-terminale et 

une partie transmembranaire C-terminale. Elles s’assemblent en hétérodimères non covalents 

(Deleersnyder et al., 1997). Les domaines externes des protéines d’enveloppe du VHC sont 

modifiés par N-glycosylation. E1 et E2 possèdent respectivement jusqu’à 6 et 11 sites de 

glycosylation dont la plupart sont bien conservées (Goffard and Dubuisson, 2003; Zhang et 

al., 2004b). Il est intéressant de noter que certains de ces glycanes interviennent dans le 

repliement des glycoprotéines ou dans l’entrée du virus (Goffard et al., 2005). Du fait de leur 

importance dans l’entrée, les glycoprotéines du VHC sont une cible préférentielle des 

antiviraux en développement (Helle et al., 2006). Des régions hypervariables (HVR) ont été 

identifiées dans la séquence de E2 (Weiner et al., 1991). Les 27 premiers aminoacides de 

Figure 5: Représentation schématique des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du 
VHC avec leurs sites de glycosylation. 

PPS Peptidase à peptide signal. Adapté de (Roingeard and Hourioux, 2008) 
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l’ectodomaine de E2 forment la région hypervariable 1 (HVR1). La variabilité apparente de 

cette région semble résulter d’une sélection de variants d’échappement aux anticorps du 

système immunitaire. Un clone du VHC dépourvu de région hypervariable était encore 

infectieux mais fortement atténué chez le chimpanzé (Forns et al., 2000) supportant 

l’hypothèse d’un rôle fonctionnel de ce domaine, probablement dans l’entrée du virus 

(Bartosch et al., 2003b; Callens et al., 2005). Malgré la variabilité de séquence de HVR1, les 

propriétés physico-chimiques des résidus à chaque position et la conformation de HVR1 sont 

bien conservées dans les différents génotypes (Penin et al., 2001). De plus, HVR1 est une 

région globalement basique dont les résidus basiques interviennent dans la modulation de 

l’entrée du virus (Callens et al., 2005). Une autre région hypervariable HVR2, a été décrite 

dans E2 (Weiner et al., 1991) et participerait à la liaison par E2 de CD81 (Roccasecca et al., 

2003). 

L’hétérodimère E1E2 est principalement retenu dans le RE (Duvet et al., 1998; Rouille et al., 

2006) même si on peut en détecter au niveau de la membrane plasmique en cas de 

surexpression (Bartosch et al., 2003a; Drummer et al., 2003; Hsu et al., 2003). Les 

aminoacides intervenant dans cette rétention ont été cartographiés dans les domaines 

transmembranaires de E1 et E2 (Cocquerel et al., 1998; Cocquerel et al., 1999). Ces mêmes 

domaines transmembranaires en association avec des motifs répétés de résidus hydrophobes 

appelés motifs heptades proches de la membrane dans E2 seraient essentiels pour 

l’hétérodimérisation (Op De Beeck et al., 2000). E1 et E2 jouent un rôle majeur dans 

différentes étapes du cycle viral. Elles sont indispensables pour l’entrée du virus (Bartosch 

and Cosset, 2006; Cocquerel et al., 2006) et participent à l’assemblage des particules 

infectieuses (Wakita et al., 2005). L’hétérodimère E1E2 est le composant viral présent à la 

surface des particules du VHC et est donc le ligand candidat des récepteurs cellulaires. Une 

forme soluble de la glycoprotéine E2 a été utilisée dans les expériences initiales 

d’identification de potentiels récepteurs du VHC et a conduit à un groupe de récepteurs 

candidats: la tétraspanine CD81 (Pileri et al., 1998), le récepteur humain de type scavenger de 

classe B et de type I (SR-BI) (Scarselli et al., 2002), l’héparane sulfate (Barth et al., 2003) et 

les lectines de liaison au mannose DC-SIGN et L-SIGN (Gardner et al., 2003; Lozach et al., 

2003; Pohlmann et al., 2003). Une approche utilisant des particules de type viral produites 

dans des cellules d’insectes a permis l’identification du récepteur de l’asialoglycoprotéine 

comme un autre récepteur candidat du VHC (Saunier et al., 2003). Enfin, du fait de 

l’association du VHC avec les LDL et VLDL dans le sérum, le récepteur des LDL a été 
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proposé comme un autre récepteur candidat pour le VHC (Agnello et al., 1999; Monazahian 

et al., 1999). Toutefois, de toutes ces molécules, seules CD81 et SR-BI ont été confirmées 

comme intervenant dans l’entrée du virus (Cocquerel et al., 2006; Zeisel et al., 2007b; Barth 

et al., 2008). Néanmoins, la coexpression de CD81 et SR-BI dans des lignées cellulaires non 

hépatiques n’a pas conduit à l’entrée du virus indiquant que d’autres molécules exprimées 

spécifiquement dans les cellules hépatiques contribuent à l’entrée du VHC. 

Les interactions entre les glycoprotéines de l’enveloppe virale et les récepteurs potentiels 

peuvent avoir des conséquences autres que l’effet direct sur l’entrée du virus. Par exemple, les 

récepteurs L-SIGN et DC-SIGN ne sont pas exprimés sur les hépatocytes mais les interactions 

du VHC avec ces molécules pourraient contribuer à l’établissement ou la persistance de 

l’infection à la fois par la capture et la libération du virus vers le foie mais aussi par la 

modulation des fonctions des cellules dendritiques comme récemment suggérées (Cormier et 

al., 2004a; Lozach et al., 2004). Il a aussi été montré que l’interaction entre les glycoprotéines 

d’enveloppe et CD81 peut conduire à la sécrétion d’exosomes contenant les glycoprotéines 

E1 et E2 (Masciopinto et al., 2004). Une forme soluble de E2 est aussi capable de lier CD81 à 

la surface des cellules Natural Killer (NK) avec inhibition de la cytotoxicité et de la 

production de cytokines par ces cellules (Crotta et al., 2002; Tseng and Klimpel, 2002). Cette 

liaison peut induire un signal costimulateur pour les cellules T (Wack et al., 2001; Rosa et al., 

2005), activer les cellules B (Wack et al., 2001) et surréguler l’activité de la 

metalloproteinase-2 de matrice dans les cellules stellaires hépatiques humaines (Mazzocca et 

al., 2005). Il reste à déterminer si ces effets seront retrouvés dans le contexte de particules 

natives. 

Du fait de leur exposition à la surface du virion, les protéines d’enveloppe sont la cible des 

anticorps neutralisants. Le développement récent de particules rétrovirales pseudotypées par 

des glycoprotéines E1 et E2 non modifiées du VHC (HCVpp) (Bartosch et al., 2003a; 

Drummer et al., 2003; Hsu et al., 2003) a permis d’initier des études sur les anticorps 

neutralisants qui semblent indiquer que la majorité des patients ayant une infection chronique 

développe des anticorps neutralisants réagissant de façon croisée avec différents génotypes 

(Logvinoff et al., 2004; Meunier et al., 2005). A contrario, dans plusieurs cas de résolution 

spontanée de l’hépatite C aigue, ces anticorps neutralisants n’ont pas été retrouvés (Logvinoff 

et al., 2004; Meunier et al., 2005) et leur détection dans la phase aigue ne paraissait pas liée à 

une clairance virale (Logvinoff et al., 2004). Toutefois, une autre étude a montré chez certains 

patients l’émergence progressive d’une réponse neutralisante relativement forte corrélée à la 
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diminution de la virémie (Lavillette et al., 2005a). Plus récemment, Petska et coll. ont montré 

que l’induction rapide d’anticorps neutralisants durant la phase précoce de l’infection 

contribuait à son contrôle (Pestka et al., 2007). Des investigations futures avec le nouveau 

système de culture cellulaire du VHC sont nécessaires pour déterminer précisément le rôle des 

anticorps neutralisants dans le contrôle de l’infection. Il faut enfin préciser que la majorité des 

anticorps monoclonaux neutralisants anti-VHC reconnaissent E2 (Bartosch et al., 2003a; Hsu 

et al., 2003; Keck et al., 2004; Owsianka et al., 2005; Schofield et al., 2005) notamment la 

région liant CD81 et la partie C-terminale de HVR1 (Hsu et al., 2003). Des études menées 

avec des anticorps neutralisants monoclonaux seront essentielles pour comprendre les 

mécanismes conduisant à la neutralisation du VHC. 

I.4.4 p7 
Dans la polyprotéine, le polypeptide p7 est localisé à la jonction entre protéines structurales et 

non-structurales (Lin et al., 1994a; Mizushima et al., 1994). Il est libéré suite au clivage par 

une peptidase à peptide signal cellulaire (Dubuisson et al., 2002). Le peptide p7 est une 

protéine membranaire polytopique composée de 2 domaines transmembranaires dont les 

extrémités N et C-terminales sont orientées vers la lumière du RE (Carrere-Kremer et al., 

2002). (Figure 6). 

 

 

 

 

Figure 6: Organisation génomique et maturation de la polyprotéine 

En bleu, les protéines structurales et la séquence nucléotidique qui les code. En vert, la 
protéine p7. En rouge, les protéines non structurales et la séquence codante nucléotidique. 
En violet, les domaines transmembranaires d’ancrage des différentes protéines. Les flèches 
et les ciseaux indiquent les sites de clivage. PPS peptidase à peptide signal. Adapté de 
(Dubuisson, 2007). 
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La partie C-terminale de p7 contient une séquence de réinitiation de translocation qui 

fusionnée à une protéine reporter fonctionne comme un peptide signal (Carrere-Kremer et al., 

2002; Carrere-Kremer et al., 2004). Sa topologie transmembranaire avec un nombre limité de 

résidus accessibles de part et d’autre suggère qu’il participe à la structure de la membrane. 

Dans des systèmes d’expression hétérologue, p7 peut être trouvé associé aux membranes des 

mitochondries et du RE (Carrere-Kremer et al., 2002; Griffin et al., 2004; Griffin et al., 2005) 

voire en faible proportion dans la membrane plasmique (Carrere-Kremer et al., 2002). Il n’est 

pas requis pour la réplication de l’ARN et il n’est pas prouvé qu’il soit un composant du 

virion. Des études sur des membranes lipidiques artificielles lui ont attribué une activité de 

canal ionique (Griffin et al., 2003; Pavlovic et al., 2003; Griffin et al., 2004; Premkumar et al., 

2004) et il est de surcroît indispensable pour l’infectivité du VHC chez le chimpanzé (Sakai et 

al., 2003). Ces observations suggèrent que le criblage de petites molécules visant à bloquer 

l’activité canal ionique de p7 serait une approche intéressante pour développer de nouvelles 

molécules anti-VHC. 

I.4.5 La protéine NS2 
NS2 est intégralement une protéine membranaire qui n’est pas essentielle pour la formation 

du complexe de réplication (Lohmann et al., 1999; Blight et al., 2000). La fonction de NS2 

dans sa forme mature est inconnue; toutefois avant d’être séparée de la polyprotéine, NS2 a 

une activité protéase responsable, en association avec les 180 premiers résidus de NS3, du 

clivage à la jonction NS2/NS3. L’enzyme NS2-3 a été décrite comme une cystéine-protéase 

(Pallaoro et al., 2001) dont la structure révèle un dimère avec 2 sites actifs comportant chacun 

une partie catalytique constituée de résidus histidine et glutamate et une partie nucléophile 

contenant une cystéine (Lorenz et al., 2006). La protéine chaperone Hsp90 serait requise pour 

l’activation de la protéase NS2-3 (Waxman et al., 2001). Le clivage de la partie N-terminale 

de NS2 de p7 est médiée par une peptidase à peptide signal dans le RE (Carrere-Kremer et al., 

2002; Carrere-Kremer et al., 2004). Exprimée seule, NS2 est retrouvée associée à la 

membrane du RE (Franck et al., 2005) et du fait de sa richesse en aminoacides hydrophobes 

serait une protéine membranaire polytopique (Santolini et al., 1995; Yamaga and Ou, 2002). 

Sa topologie membranaire n’est pas clairement établie mais la présence de 2 séquence-signals 

internes suggère l’existence de quatre segments transmembranaires (Santolini et al., 1995; 

Yamaga and Ou, 2002). Toutefois, le clivage de la jonction NS2-3 se faisant dans le cytosol, 

la présence de l’extrémité C-terminale de NS2 dans la lumière du RE indique qu’il y a une 

réorientation de cette région après la séparation entre NS2 et NS3. Des sites de fusion pour 
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des chimères intergénotypiques naturelles ou artificielles infectieuses du VHC ont été 

cartographiées dans NS2 (Kalinina et al., 2002; Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al., 

2006). Ces données suggèrent qu’en plus de son implication dans le clivage à la jonction 

NS2-3, NS2 intervient dans l’assemblage et la libération du virus même si le mécanisme reste 

à déterminer. L’implication de NS2 dans l’activité protéase NS2-3 en fait une cible 

intéressante pour des molécules anti-VHC. Elle est par ailleurs la seule à interagir avec toutes 

les autres protéines non-structurales du VHC (Dimitrova et al., 2003). 

Il a été montré que NS2 est une protéine éphémère dont la dégradation par le protéasome est 

dépendante de la protéine kinase CK2 (Franck et al., 2005). Elle interagirait aussi avec la 

protéine pro-apoptotique spécifique du foie CIDE-B et inhiberait l’apoptose induite par cette 

protéine (Erdtmann et al., 2003). Elle pourrait en outre altérer la transcription de gènes 

cellulaires et intervenir dans la carcinogénèse (Dumoulin et al., 2003) mais toutes ces 

propriétés n’ont pas encore été confirmées dans le système de culture cellulaire du VHC 

récemment mis au point (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). 

I.4.6 La protéine NS3 
C’est une protéine hydrophile multifonctionnelle avec une partie N-terminale protéase à 

sérine et un domaine C-terminal portant une activité hélicase ARN-dépendante et une activité 

nucléoside triphosphate hydrolase (NTPase). Le domaine protéase est conformé comme un 

site actif de type chymotrypsine, avec deux feuillets β à l’interface desquels sont situés les 

résidus classiques du site actif des protéases à sérine (His, Asp, Ser) (Di Marco et al., 2000). 

L’activité protéase de NS3 est stimulée par le cofacteur NS4A (d’où son nom de protéase 

NS3/4A); la région d’activation de NS4A forme en effet un brin β qui s’intercale dans le 

feuillet β N-terminal de la protéase permettant son repliement adéquat (Kim et al., 1996). Il 

induit aussi un changement conformationnel qui conduit au repositionnement de la triade 

catalytique. NS3 n’a pas de domaine transmembranaire propre mais s’associe avec la partie 

centrale de NS4A; elle est retrouvée associée au RE quand elle est coexprimée avec NS4A 

alors qu’elle est diffuse dans le noyau et le cytoplasme quand elle est exprimée seule (Wolk et 

al., 2000). Des expériences de délétions ont révélé que c’est la partie hydrophobe N-terminale 

de NS4A qui permet le ciblage de NS3 vers le RE. NS4A stabilise aussi NS3 en le protégeant 

du clivage protéolytique. La protéase NS3-4A a une poche de liaison au substrat 

inhabituellement peu profonde et qui requiert donc de grandes surfaces d’interaction 

(Bartenschlager et al., 2004; Penin et al., 2004b); ce qui rend l’élaboration d’inhibiteurs de 

cette protéase particulièrement difficile (De Francesco and Migliaccio, 2005). Elle est 
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Figure 7: Déclenchement de l’activation
contrôle de la signalisation par NS3/4A.

a, RIG-I comporte un tandem 
(CARD) suivi d’un domaine ARN hé
permettent l’activation de NF
l’ARN du VHC. b, La liaison 
conformation ouverte qui permet la signalisation 
facteurs de signalisation permettant la phosphorylation et l’activation de l’IRF
facteurs permettent la libération 
binding protein. c, La signalisation déclenchée par l
protéine adaptatrice TRIF qui déclenche en aval la phosphorylation et l’activation de l’IRF
3 par les protéines kinases IKK
protéase NS3/4A bloque la signalisation des PAMP viraux en clivant ou en inactivant un ou 
plusieurs composants de la cascade RIG
NF-κB en aval. Adapté de 
PAMP: Pathogens Associated Molecular Patterns

responsable du clivage de la polyprotéine dans la partie aval de NS3 

activité est indispensable pour la génération des composants du complexe de réplication

(Lindenbach and Rice, 2005); ce qui en a fait une cible de choix pour le développem

virales. 

En plus de son rôle dans la maturation de la polyprotéine, l’activité protéase de NS3

participe au blocage de la réponse antivirale innée (Foy et al., 2003; Gale and Foy, 2005)

7: Déclenchement de l’activation d’IRF- 3 par le VHC via RIG
contrôle de la signalisation par NS3/4A. 

I comporte un tandem N-terminal d’activation et de recrutement de caspase 
(CARD) suivi d’un domaine ARN hélicase C-terminal. Les domaines CARD de RIG
permettent l’activation de NF-κB et IRF-3. Le domaine hélicase de RIG

, La liaison des PAMP durant la réplication du VHC provoque
conformation ouverte qui permet la signalisation de CARD et entraine
facteurs de signalisation permettant la phosphorylation et l’activation de l’IRF
facteurs permettent la libération parallèle de NF-κB de son inhibiteur (I

, La signalisation déclenchée par les PAMP via le TLR3 requiert la 
protéine adaptatrice TRIF qui déclenche en aval la phosphorylation et l’activation de l’IRF

es IKK-ε ou TBK1. TRIF permet aussi l’activation
bloque la signalisation des PAMP viraux en clivant ou en inactivant un ou 

plusieurs composants de la cascade RIG-I qui sont essentiels pour l’activation de IRF3 et 
Adapté de (Gale and Foy, 2005). 

PAMP: Pathogens Associated Molecular Patterns 
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En plus de son rôle dans la maturation de la polyprotéine, l’activité protéase de NS3-4A 

(Foy et al., 2003; Gale and Foy, 2005). 
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Elle interfère en effet avec les voies de signalisation des ARN bicaténaires. Elle perturbe la 

cascade du gène I inductible par l’acide retinoïque (une hélicase ARN-dépendante) via la 

protéolyse d’une protéine adaptatrice nouvellement découverte et qui intervient dans 

l’activation du facteur 3 régulateur d’interféron (IRF-3) (Meylan et al., 2005). Du fait de sa 

découverte simultanée par quatre groupes différents, cette protéine adaptatrice est désignée 

par quatre noms différents: IPS-1, Cardif, VISA et MAVS (Sen and Sarkar, 2005). Le clivage 

par NS3-4A de MAVS/IPS-1/VISA/Cardif entraine sa libération de la membrane 

mitochondriale et la perturbation de la cascade de signalisation immune antivirale (Li et al., 

2005c). NS3-4A clive aussi la protéine adaptatrice TRIF (encore appelée TICAM-1) bloquant 

la voie de signalisation TLR-3 (Toll-like receptor 3) d’activation de l’IRF-3, qui est 

déclenchée par les ARNs double-brin extracellulaires (Li et al., 2005c). Cette deuxième voie a 

toutefois un rôle minimal dans le déclenchement de la réponse interféron antivirale (Lin et al., 

2006). La partie C-terminale de NS3 code une hélicase ARN-dépendante DexH/D-box (Tai et 

al., 1996). Les enzymes de cette superfamille sont capables en présence d’ATP de séparer des 

duplexes ARN-ARN. La structure cristallographique de cette hélicase du VHC révèle une 

molécule en forme de Y composée de trois sous-domaines de tailles presqu’égales (Yao et al., 

1997; Kim et al., 1998). (Figure 8). Bien que le monomère de NS3 puisse se lier à l’ARN 

avec une forte affinité, le déroulement de l’ARN requiert un dimère de NS3 (Serebrov and 

Pyle, 2004). Les analyses cinétiques indiquent que l’enzyme réalise plusieurs cycles très 

coordonnés de déroulement rapide de l’ARN double-brin (Serebrov and Pyle, 2004; Levin et 

al., 2005). Plus récemment, il a été rapporté que le mouvement cyclique de l’hélicase NS3 est 

cordonné par l’ATP avec d’abord des étapes discrètes de 11 paires de bases puis le 

déroulement véritable se fait lors d’étapes plus rapides de 2 à 5 paires de bases (Dumont et al., 

2006). L’activité hélicase de NS3 pourrait être modulée par des interactions entre les 

domaines sérine protéase et hélicase puisque la cinétique de déroulement de l’ARN est 

ralentie pour le domaine hélicase isolé par rapport à la protéine entière (Frick et al., 2004). La 

fonction de l’hélicase NS3 dans le cycle viral est inconnue mais elle pourrait intervenir dans 

la réplication de l’ARN en déroulant les tiges-boucles stables aux extrémités des brins (+) et 

(-) du génome viral. Elle pourrait aussi faire partie du complexe de réplication où elle 

modifierait les structures secondaires stables de l’ARN et/ou déplacerait les protéines liées 

interférant avec la synthèse d’ARN. Une étude récente montre une interaction entre NS3 et 

NS5B qui a pour effet de moduler l’activité hélicase de NS3 et confirme une implication de 

NS3 dans la réplication du génome viral (Jennings et al., 2008). 
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Elle pourrait en outre être requise pour la dissociation de la forme réplicative. Enfin, NS3 

serait impliquée dans l’assemblage de particules infectieuses puisque des mutations dans les 

domaines 1 et 2 de l’hélicase restaure la production de virions infectieux par une chimère 

intergénotypique du VHC (Ma et al., 2008). Du fait de son activité enzymatique, le domaine 

hélicase de NS3 est une autre cible potentielle pour le développement de molécules d’anti-

VHC. Il a été rapporté que NS3 interagirait avec de nombreuses protéines cellulaires 

Figure 8: Structures de l’hélicase du VHC 

A Structure de l’hélicase du VHC lié à un oligonucléotide d’ADN et à un ion sulfate. Le 
domaine N-terminal de type RecA (domaine 1) est coloré en jaune, le domaine C-terminal 
de type RecA (domaine 2) est coloré en pourpre et le domaine 3 en rose. L’ADN et l’ion 
sulfate (qui occupent le site de liaison à l’ATP) sont représentés par des sphères. B Le 
complexe NS3 entier avec la portion centrale de NS4A liée de façon covalente à 
l’extrémité N-terminale de NS3. Les domaines hélicase sont colorés comme en A, la 
protéase en vert et NS4A en bleu. La protéine a subi une rotation de 90° par rapport à A. 
Adapté de (Frick, 2007) 
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(Tellinghuisen and Rice, 2002) et qu’elle serait impliquée dans la carcinogénèse (Deng et al., 

2006). Toutefois, la pertinence physiologique de ces interactions devra être confirmée dans le 

système de culture cellulaire du VHC nouvellement développé (Lindenbach et al., 2005; 

Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). 

I.4.7 La protéine NS4A 
Avec ses 54 aa, NS4A est la plus petite protéine NS du VHC et joue des fonctions multiples 

dans le cycle viral. Sa partie hydrophobe intramembranaire N-terminale (résidus 1-20)  

permet l’ancrage du complexe NS3-4A au RE (Tanji et al., 1995; Wolk et al., 2000; Mottola 

et al., 2002; Nomura-Takigawa et al., 2006). La partie centrale (résidus 21-34) adjacente au 

segment intramembranaire permet l’interaction avec NS3 dont elle est le cofacteur 

(Bartenschlager et al., 1994; Failla et al., 1994; Lin et al., 1995). (Figure 6). NS4A augmente 

aussi l’activité de NS3 peut-être en interagissant avec les domaines sérine protéase et hélicase 

(Pang et al., 2002; Frick et al., 2004; Kuang et al., 2004). Une étude récente rapporte que la 

partie C-terminale restante (19 aa) adopterait une conformation en hélice α et agirait comme 

un régulateur dynamique de l’interaction NS3-4A, de l’hyperphosphorylation de NS5A et de 

l’activité de la réplicase virale (Lindenbach et al., 2007). 

I.4.8 La protéine NS4B 
NS4B est une protéine NS hautement hydrophobe possédant 4 domaines transmembranaires 

(Hugle et al., 2001; Lundin et al., 2003) dont la partie C-terminale subit une palmitoylation 

qui favorise la polymérisation protéique (Yu et al., 2006). Ses extrémités N et C-terminales 

sont localisées dans le cytosol mais une partie du domaine N-terminal peut être retrouvée dans 

la lumière du RE (Lundin et al., 2003). L’association aux membranes est médiée par une 

potentielle hélice amphipatique de la partie N-terminale (Elazar et al., 2004). NS4B est 

retrouvée associée aux membranes du RE (Hugle et al., 2001; Lundin et al., 2003; Gretton et 

al., 2005) et provoque des altérations membranaires intracellulaires suggérant qu’une de ses 

fonctions est d’induire la formation de structures membranaires dans lesquelles a lieu la 

réplication de l’ARN viral (Egger et al., 2002). Cependant, la structure des membranes 

induites par NS4B est légèrement différente du réseau membranaire observé quand toutes les 

protéines du VHC sont exprimées, ce qui fait penser à la contribution d’autres éléments 

notamment NS3/NS4A (Egger et al., 2002). Dans la partie centrale de NS4B, un motif de 

liaison aux nucléotides qui lie et hydrolyse le GTP a été décrit. La mutation ponctuelle de 

certains de ses aminoacides affecte la réplication de l’ARN génomique (Einav et al., 2004). 

Elle est aussi essentielle pour l’hyperphosphorylation de NS5A (Koch and Bartenschlager, 
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1999; Neddermann et al., 1999). Malgré l’intérêt de cette protéine pour la lutte antivirale du 

fait de sa capacité à induire le site de réplication du VHC, il demeure difficile de développer 

de petites molécules pour l’inhiber notamment du fait de son hydrophobicité qui rend difficile 

l’établissement de sa structure cristallographique. 

I.4.9 La protéine NS5A 
NS5A est une protéine associée à la membrane contenant une unique hélice α amphipathique 

à son extrémité N-terminale qui permet son ancrage à la membrane (Brass et al., 2002; Penin 

et al., 2004a) (Figure 6). Comme beaucoup de protéines du VHC, NS5A est détectée associée 

à la membrane du RE ou aux membranes dérivées (Brass et al., 2002). Elle possède en plus de 

cette hélice α, trois domaines distincts séparés par des séquences de moindre complexité I et II 

(Tellinghuisen et al., 2004). La structure cristallographique récemment établie du domaine I 

révèle qu’elle comporte un sous-domaine N-terminal IA basique et un sous-domaine C-

terminal IB majoritairement acide (Tellinghuisen et al., 2005). Dans le sous-domaine IA, un 

ion zinc est coordiné par un motif unique de quatre résidus cystéine bien conservés dans les 

différents génotypes et qui sont indispensables pour la réplication de l’ARN (Tellinghuisen et 

al., 2004; Tellinghuisen et al., 2005). Dans le sous-domaine IB, près de l’extrémité C-

terminale, un pont disulfure inhabituel liant deux résidus cystéine a été trouvé mais ne parait 

pas essentiel pour la réplication virale. Le domaine I forme des homodimères par une 

interaction au voisinage des extrémités N-terminales formant un sillon basique localisé sur la 

membrane qui est un site d’ancrage de l’ARN dont elle régule le ciblage vers le complexe de 

réplication (Tellinghuisen et al., 2005). NS5A interagit en effet avec l’ARN viral avec une 

affinité particulière pour la partie riche en pyrimidines de l’extrémité non traduite du brin (+) 

(Huang et al., 2005). Le domaine I est de ce fait une cible de choix dans le développement de 

molécules antivirales. Les deux autres domaines sont moins caractérisés mais le domaine II 

est impliqué dans l’inhibition de la protéine kinase PKR qui est activée par l’interféron en 

présence d’ARN double-brin dans la cellule (Gale et al., 1998). Le domaine III est le moins 

conservé et peut tolérer l’insertion d’une molécule de GFP ou des délétions partielles 

(Moradpour et al., 2004b; Appel et al., 2005). Deux études récentes ont montré l’importance 

de la partie C-terminale pour l’assemblage des particules virales (Appel et al., 2008; 

Tellinghuisen et al., 2008). 

NS5A est essentielle pour la réplication du génome; des mutations qui augmentent la 

réplication de l’ARN viral en culture cellulaire ont été trouvées dans la région codant cette 

protéine (Seeger, 2005; Appel et al., 2006). De plus, l’interaction de NS5A avec NS5B est 
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indispensable au maintien des réplicons subgénomiques dans les cellules Huh-7 (Shirota et 

al., 2002; Shimakami et al., 2004). Elle est exprimée à la fois sous des formes hypo et 

hyperphosphorylées (Bartenschlager et al., 2004) dont on ne connait pas la pertinence 

fonctionnelle même si les mutations limitant son hyperphosphorylation augmentent 

considérablement la réplication du génome viral (Evans et al., 2004; Appel et al., 2005). 

Toutefois, c’est son rôle potentiel dans la modulation de la réponse interféron qui a 

initialement suscité de l’intérêt (Tan and Katze, 2001). Elle interagit aussi avec des 

composants des cascades de signalisation cellulaires dont Grb2 (He et al., 2002), les tyrosines 

kinases de la famille Src (Macdonald et al., 2004; Macdonald and Harris, 2004), le récepteur I 

du TGFβ (Choi and Hwang, 2006), MyD88 une molécule adaptatrice du TLR (Abe et al., 

2007), l’EGFR (Mankouri et al., 2008) et modifie l’effet de ces voies de signalisation dans 

des cellules dérivées d’hépatomes humains transfectées par des réplicons subgénomiques du 

VHC. La protéine A humaine associée aux vésicules associées aux protéines membranaires 

(hVAP-A) qui est régulée par la phosphorylation de NS5A est un interactant cellulaire d’un 

intérêt particulier (Tu et al., 1999; Evans et al., 2004). En effet, l’hyperphosphorylation de 

NS5A bloque l’interaction avec hVAP-A et limite la réplication de l’ARN viral. VAP-A est 

trouvée dans les membranes du RE et de l’appareil de Golgi et intervient dans la mobilité 

intracellulaire des vésicules; mais il reste à déterminer pourquoi cette protéine est détournée 

par NS5A à certaines étapes du cycle viral. Un autre interactant cellulaire de NS5A qui est 

potentiellement important est la protéine FBL-2 géranylgéranylée dont l’inhibition par la 

technique de l’ARN interférent réduit considérablement la réplication de l’ARN viral (Wang 

et al., 2005). Dans une précédente étude, le même groupe montrait déjà que l’inhibition de la 

géranylgéranylation de protéines cellulaires bloquait la réplication de l’ARN viral (Ye et al., 

2003). 

I.4.10 La protéine NS5B 
C’est l’ARN polymérase ARN-dépendante du VHC; elle constitue la composante catalytique 

de la machinerie de réplication de l’ARN. NS5B est une protéine associée à la membrane par 

son domaine transmembranaire C-terminal (Ivashkina et al., 2002) et qui est indispensable 

pour la réplication virale en culture cellulaire (Moradpour et al., 2004a) (Figure 6). Comme 

beaucoup de protéines du VHC, NS5B est associée à la membrane du RE ou aux membranes 

dérivées (Schmidt-Mende et al., 2001). NS5B peut initier une synthèse de novo de l’ARN in 

vitro et on pense que ce mécanisme est reproduit in vivo (Bartenschlager et al., 2004). La 

structure cristallographique du domaine catalytique de NS5B montre une conformation 



36 

structurale comparable aux autres polymérases qui s’articule en 3 sous-domaines «doigt», 

«paume» et «pouce» (Bressanelli et al., 1999; Lesburg et al., 1999). La paume contient le site 

actif de l’enzyme tandis que les «doigts» et le «pouce» modulent son interaction avec l’ARN. 

Une particularité structurale de cette enzyme est que son site actif est complètement 

enveloppé du fait d’interactions entre les «doigts» et le «pouce» créant un tunnel dans lequel 

la molécule d’ARN simple-brin est directement dirigée vers le site actif. Les NTPs entrent 

dans le site actif par un autre tunnel chargé positivement. On pense que la liaison de l’ARN 

matrice et l’initiation de la synthèse sont régulées par une tige-boucle β très flexible localisée 

dans le sous-domaine «pouce» et pointant vers le site actif (Appel et al., 2006). Comme 

d’autres polymérases virales, NS5B est une cible intéressante et prometteuse pour le 

développement de nouvelles molécules antivirales contre le VHC (De Francesco and 

Migliaccio, 2005). 

L’activité ARN polymérase ARN-dépendante est modulée par des interactions avec les 

protéines virales NS3 et NS5A (Bartenschlager et al., 2004). La cyclophiline B, un peptidyl-

prolyl cis-trans-isomérase améliore l’affinité pour l’ARN de NS5B en interagissant avec sa 

partie C-terminale et stimule la réplication virale (Watashi et al., 2005) mais ce résultat 

obtenu avec un réplicon de génotype 1b n’a pas été retrouvé avec JFH1 (Ishii et al., 2006). La 

cyclosporine A, un inhibiteur des cyclophilines inhibe quant à elle la réplication du VHC en 

culture cellulaire (Watashi et al., 2003). NS5B interagit aussi avec d’autres protéines 

cellulaires: avec IKKα pour moduler la voie de signalisation du TNFα (Tumor necrosis factor 

α) ou avec le suppresseur de tumeur du retinoblastome (Rb) qu’elle oriente vers la 

dégradation, limitant sa quantité dans la cellule (Munakata et al., 2005; Choi et al., 2006). 

I.5 METHODES D’ETUDE 

I.5.1 Modèles animaux 

I.5.1.1 Le chimpanzé 

Pendant longtemps, le seul animal infectable par le VHC a été le chimpanzé (Pan troglodytes) 

(Alter et al., 1978; Hollinger et al., 1978). L’infection par le virus suit une progression 

identique à celle observée chez l’homme: présence d’ARN viral détectable dans le sang 

périphérique quelques jours après l’infection, hépatite aiguë caractérisée par une 

augmentation de l’activité sérique des transaminases 2 à 20 semaines après l’infection, 

développement d’une réponse immune adaptée, évolution vers la guérison ou, dans 50 à 70% 

des cas, vers la persistance de l’infection en dépit d’une réponse immune humorale et 
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cellulaire adaptée. De plus, comme chez l’homme l’infection chronique est associée à des 

lésions histologiques caractéristiques de l’hépatite chronique et à un risque 

d’hépatocarcinome (Bradley, 2000). Cependant, l’utilisation du modèle chimpanzé est limitée 

par ses différences avec l’infection humaine (moindre sévérité de la maladie hépatique, 

réponse immune atténuée), par des problèmes éthiques (homologie génétique de plus de 

98,5%), par le coût très élevé de ces animaux et de leur entretien ainsi que par leur 

disponibilité, le chimpanzé étant une espèce protégée. D’importants efforts sont mis en œuvre 

pour développer des modèles de petits animaux de laboratoire et pour améliorer les systèmes 

cellulaires de propagation du virus. 

I.5.1.2 Autres modèles 

L’utilisation de virus proches du VHC a été une piste intéressante pour l’étude indirecte du 

cycle viral. Ainsi, l’infection du tamarin par le virus GB de type B (GBV-B) a suscité l’espoir 

d’une meilleure compréhension des étapes précoces de l’infection (Bukh et al., 1999). Ce 

virus hépatotrope, membre de la famille des Flaviviridae, présente 25 à 30% d’homologie de 

séquence aminoacide avec le VHC (Beames et al., 2000). Des études ont rapporté la 

transmission du VHC à la musaraigne (tupaia belangeri), espèce proche des primates et déjà 

connue pour supporter l’infection par certains virus tels que le VHB (Xie et al., 1998). 

Toutefois, les derniers travaux sur la souris et le rat font de ces deux rongeurs la piste la plus 

intéressante à l’heure actuelle. Il a en effet été possible d’infecter par le VHC des souris 

SCID-uPA et Trimera ou des rats greffés avec des hépatocytes humains, des lignées 

hépatocytaires voire des fragments de foie (Galun et al., 1995; Ilan et al., 2002; Meuleman et 

al., 2005; Wu et al., 2005; Eren et al., 2006). Ces différents modèles présentent les 

inestimables avantages d’être beaucoup moins chers, d’entretien plus facile et de se reproduire 

plus vite que les primates. Ce sont de bons outils pour une meilleure compréhension du virus 

et l’évaluation de nouvelles approches thérapeutiques. Il faut toutefois souligner qu’ils sont 

difficiles à mettre au point et que les caractéristiques acquises ne sont pas maintenues dans la 

descendance d’où la nécessité de pratiquer une greffe à chaque génération. 

I.5.2 Les glycoprotéines solubles 

En l’absence de systèmes modèles appropriés, des approches biochimiques d’analyse 

fonctionnelle des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC ont été entreprises mais ont 

été limitées par leur tendance à l’aggrégation et au repliement incorrects du fait de leur forte 

rétention dans le RE et de la présence de séquences d’hétérodimérisation dans leurs domaines 

transmembranaires (Cocquerel et al., 2000). Pour pallier ces problèmes, plusieurs équipes ont 
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produit des formes solubles des glycoprotéines dont les domaines transmembranaires ont été 

délétés. Il a été montré que la glycoprotéine E2 soluble liait spécifiquement notamment des 

lignées cellulaires dérivées d’hépatocarcinome suggérant que l’attachement à la cellule est 

médié par l’ectodomaine de E2 (Michalak et al., 1997; Pileri et al., 1998; Flint et al., 1999a; 

Flint et al., 1999b; Higginbottom et al., 2000; Heo et al., 2004; Yamada et al., 2005). Elles ont 

été d’un grand apport dans l’étude des glycoprotéines natives malgré la mise en évidence de 

différences conformationnelles entre les deux formes solubles (Owsianka et al., 2001). Deux 

des récepteurs du VHC, CD81 et le SR-BI humain, ont été isolés par criblage avec la forme 

soluble de E2 (sE2) (Pileri et al., 1998; Scarselli et al., 2002). 

I.5.3 Les particules de type VHC (HCV-LPs) 

En l’absence de virions du VHC, une approche précédemment expérimentée pour d’autres 

virus a été d’en déterminer la structure par l’intermédiaire de particules de type viral 

synthétisées in vitro. Ces dernières sont définies comme des particules s’assemblant seules, ne 

contenant pas de génome et incapables de se répliquer. Elles sont produites par la 

transformation de cellules de mammifères ou d’insectes par des vecteurs codant les protéines 

structurales Core, E1 et E2 du VHC. Il en résulte la formation dans les cellules transfectées de 

particules de type viral qui ne sont pas libérées dans le milieu extracellulaire, suggérant 

qu’une étape d’assemblage ou de sécrétion est bloquée dans ce système. Des particules de 

type viral purifiées à partir de lysats de cellules d’insecte présentaient des propriétés 

morphologiques et biophysiques semblables à celles des virions isolés de patients infectés par 

le VHC (Baumert et al., 1998; Baumert et al., 1999). Ces particules de type VHC ont été 

d’une grande utilité dans les études structurales et fonctionnelles de la protéine Core du VHC 

(Blanchard et al., 2002; Roingeard et al., 2004). Elles présentent par ailleurs des propriétés 

antigéniques semblables à celles du virus sauvage dans les tests de liaison ou de neutralisation 

de liaison; ce qui en fait des candidats vaccins potentiels  (Baumert et al., 1999; Lechmann et 

al., 2001; Qiao et al., 2003; Steinmann et al., 2004; Barth et al., 2005). Toutefois, l’intérêt de 

cet outil se limite à l’étude des mécanismes d’attachement car l’absence de marqueur 

génomique dans ces particules le rend inapproprié pour l’exploration de l’entrée et de 

l’infection. 

I.5.4 Les pseudoparticules du VHC (HCVpp) 

Les particules pseudotypes sont produites par transfection de cellules de mammifères avec des 

vecteurs d’expression codant la polyprotéine E1E2 entière, des protéines de capside (Core) 

rétroviral ou lentiviral et un génome rétro ou lentiviral portant un marqueur. Les cellules 
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transfectées sécrètent les virus assemblés dans le surnageant d’où ils peuvent être concentrés 

pour infecter des cellules naïves. (Figure 9). 

                                   

 

 

 

 

L’infection des cellules cibles peut être contrôlée par la mesure de l’expression du marqueur 

intégré dans le génome viral. La production de VHCpp est relativement efficace avec une 

moyenne de 105 unités infectieuses par ml de surnageant (Bartosch et al., 2003a) et ne 

nécessite pas des conditions particulières de sécurité (sécurité biologique de niveau 2). Ces 

pseudoparticules permettent l’investigation de fonctions médiées par les glycoprotéines 

d’enveloppe du VHC et de nombreuses études ont montré qu’elles mimaient bien l’entrée et 

les propriétés sérologiques des virus natifs ou produits en culture cellulaire (Bartosch et al., 

Figure 9: Production de pseudoparticules du VHC 

LTR, Long Terminal Repeat; CMV, promoteur du cytomégalovirus; PBS, Primer Binding 

Site; ψ, séquence spécifique d’encapsidation rétrovirale; PPT, séquence poly-purine de 

polyadénylation. Adapté de (Voisset and Dubuisson, 2004) 
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2003a; Bartosch et al., 2003b; Bartosch and Cosset, 2004; Zhang et al., 2004a; Wakita et al., 

2005; Zhong et al., 2005). Leur limite est de ne pas permettre l’étude du cycle viral complet. 

I.5.5 Les réplicons subgénomiques du VHC 

Ce sont des constructions exprimant le complexe réplicase viral et doué de réplication 

autonome sous pression de sélection antibiotique. Les auteurs ont construit des vecteurs 

bicistroniques comportant: (i) en 5’ l’IRES du VHC qui assure la traduction d’un gène de 

résistance antibiotique (neo), (ii) l’IRES du VEMC (Virus de l’EncéphaloMyoCardite) 

assurant la traduction du complexe réplicase (comportant au moins les protéines NS3 à 

NS5B) et (iii) en 3’ la partie 3’NTR du VHC qui termine la construction. Seuls les clones 

résistants à la néomycine répliquent l’ARN du VHC (Lohmann et al., 1999). (Figure 10). 

 

 

 

 

 

Cette approche a permis la sélection de lignées cellulaires telles que Huh7.5 et Huh7-Lunet 

répliquant fortement le virus (Blight et al., 2002; Friebe et al., 2005). La culture cellulaire 

conduit à l’apparition de mutations adaptatives dans le virus, principalement dans les régions 

NS3, NS4B et NS5A (Bartenschlager et al., 2004). Plusieurs de ces mutations modifient l’état 

de phosphorylation de NS5A dont la forme hyperphosphorylée est délétère pour la réplication 

efficace de VHC (Evans et al., 2004; Neddermann et al., 2004). Ce système a été d’un grand 

apport pour l’étude de la réplication du VHC et pour tester des drogues antivirales ciblant des 

enzymes du VHC. Néanmoins, les réplicons génomiques qui utilisent une séquence consensus 

du génome entier n’ont pas permis la production de particules infectieuses (Pietschmann et 

al., 2002). On pense que les différents marqueurs qui permettent la sélection des formes 

Figure 10: Structure des réplicons subgénomiques du VHC 

De gauche à droite l’extrémité 5’NTR, le gène codant la néomycine phosphotransférase 
(neo) ou la luciferase (FfL-luc), l’IRES de l’ECMV (EI), la région codant les protéines 
NS2 à NS5B ou NS3 à NS5B du VHC et l’extrémité 3’NTR. Pour une plus forte activité 
de l’IRES du VHC, les codons 12-16 N-terminaux de l’ORF de Core furent inclus 
entrainant l’expression de la protéine de fusion Core-Néomycine phosphotransférase. 
(Bartenschlager and Lohmann, 2001) 



41 

réplicatives perturbent la sécrétion de particules virales. Par ailleurs, la pression de sélection 

qui se fait sur les protéines non structurales générant des mutations qui optimisent la 

réplication du virus, est délétère pour la production de particules virales (Bukh et al., 2002). Il 

a toutefois récemment été décrit un réplicon génomique du VHC de génotype 2a qui se 

réplique efficacement dans des cellules dérivées de la lignée Huh7 sans pression de sélection 

antibiotique. Cette découverte constitue une avancée majeure dans la recherche sur le VHC 

avec pour la première fois la mise au point d’un système efficace de culture cellulaire du virus 

et la production de particules infectieuses en laboratoire. 

I.5.6 Culture cellulaire du VHC 

L’année 2005 aura été déterminante pour la mise au point d’un système de culture cellulaire 

efficace permettant de reproduire un cycle infectieux complet du VHC ex vivo. Plusieurs 

études ont montré qu’un réplicon génomique de génotype 2a du VHC, nommé JFH1 

(Japanese Fulminant Hepatitis) parce qu’isolé d’un patient japonais présentant une hépatite 

fulminante (Kato et al., 2001), était capable de se répliquer efficacement sans mutations 

adaptatives et de produire des particules virales infectieuses en culture cellulaire et chez le 

chimpanzé (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). Ce système, 

basé sur la transfection de l’ARNm de JFH1 dans des cellules dérivées de la lignée Huh7 et 

sélectionnées pour leur permissivité à la réplication du VHC a été une étape majeure dans la 

recherche sur le VHC. Il permet désormais l’étude du cycle viral entier ex vivo. (Figure 11). 

Les premiers résultats obtenus avec ces particules du VHC produites en culture cellulaire 

(VHCcc) ont largement confirmé les données acquises précédemment avec d’autres outils 

d’étude sur l’entrée du VHC, permettant l’émergence d’un modèle général. Ainsi, il est admis 

que les deux glycoprotéines sont requises pour l’entrée (Wakita et al., 2005) et que les lignées 

cellulaires hépatiques sont les plus permissives à l’entrée du VHC. Il a aussi permis un 

consensus sur l’activité des anticorps neutralisants (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 

2005; Zhong et al., 2005; Haberstroh et al., 2008; Zeisel et al., 2008). Toutefois, si le VHCcc 

apparait clairement comme le système préférentiel pour les investigations futures sur la 

biologie du VHC, il a aussi ses limites en termes de sécurité et de sa restriction à un seul 

génotype. 
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Figure 11: Génération de virus J6/JFH1 en culture cellulaire et démonstration de leur 
infectivité in vivo. 

Les ARN transcrits à partir du génome J6/JFH1 ont été transfectés dans des cellules Huh7.5 
et les surnageants filtrés ont servi à infecter des cellules Huh7.5 naïves. Du virus titré à partir 
du stock a été inoculé à deux chimpanzés en Intraveineuse et à deux souris SCID-uPA avec 
un greffon hépatique humain en Intrapéritonéale. Il en a résulté une infection productive. 
L’infectivité spécifique (ratio du titre infectieux sur le titre d’ARN) a été déterminée sur des 
cellules Huh-7 naïves à partir des sera de chimpanzé et de souris. TCID50: Dose de culture 
tissulaire infectieuse pour 50% des cellules en culture. 

J6/JFH1 est un virus chimérique intragénotypique résultant de la fusion des réplicons J6 et 
JFH1 tous deux de génotype 2a. 

Adapté de (Bukh and Purcell, 2006). 
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Figure 12: Le cycle viral du VHC

Une fois entré dans la cellule et décapsidé, le génome du VHC est traduit en une 
polyprotéine, répliqué et intégré aux virions naissants qui sont ensuite exportés. Adapté de 
(Lindenbach and Rice, 2005)
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étapes: l’attachement de la particule virale à la membrane de la cellule hôte

internalisation, la traduction de la polyprotéine, la réplication de l’ARN viral puis 

l’assemblage et le relargage des virions. (Figure 12). 

: Le cycle viral du VHC. 

Une fois entré dans la cellule et décapsidé, le génome du VHC est traduit en une 
polyprotéine, répliqué et intégré aux virions naissants qui sont ensuite exportés. Adapté de 
(Lindenbach and Rice, 2005). 
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Une fois entré dans la cellule et décapsidé, le génome du VHC est traduit en une 
polyprotéine, répliqué et intégré aux virions naissants qui sont ensuite exportés. Adapté de 
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I.6.1 Attachement de la particule virale 

L’entrée du virus est initiée par la liaison de la particule à des facteurs d’attachement qui 

permettent la concentration des virus à la surface de la cellule hôte. Certains de ces facteurs 

d’attachement sont spécifiques tandis que d’autres le sont moins. 

I.6.1.1 Les glycosaminoglycanes 

Les glycosaminoglycanes (GAGs) présents à la surface des cellules sont des sites de liaison 

de plusieurs virus dont les Flaviviridae (Chen et al., 1997; Mandl et al., 2001; Germi et al., 

2002b). Il en existe plusieurs types: les chondroitines sulfates, les dermatanes sulfates, les 

héparanes sulfates, l’héparine et l’hyaluronane. Au moyen de différents systèmes modèles 

(E2s, VHCpp, VHCcc, virus isolés de patients), plusieurs équipes ont montré que l’héparine, 

un homologue de l’héparane sulfate et l’héparinase, une enzyme capable de dégrader les 

héparanes sulfates présentes à la surface de la cellule inhibaient l’attachement à des cellules 

cibles (Germi et al., 2002a; Barth et al., 2003; Barth et al., 2006; Morikawa et al., 2007). Une 

forme intracellulaire de E2 soluble (sE2) a une forte affinité pour l’héparine via son domaine 

HVR1 (Barth et al., 2003). On n’a cependant pas observé d’interactions de E2 avec l’héparine 

dans le cas des hétérodimères E1E2 isolé des VHCpp (Callens et al., 2005) suggérant que le 

domaine de liaison de E2 à l’héparine n’était pas accessible dans l’hétérodimère fonctionnel. 

Pour une meilleure compréhension du rôle des GAGs dans l’entrée du VHC, de nouvelles 

études devraient être réalisées avec des glycoprotéines d’enveloppe isolées dans le contexte 

des VHCcc. Des motifs de liaison à l’héparine ont été identifiés dans E2 in vitro (Olenina et 

al., 2005). Il est donc possible que ce motif ne se forme qu’à la surface de la protéine repliée. 

On ne peut pas non plus exclure la possibilité que le VHC interagisse indirectement avec les 

GAGs au travers de lipoprotéines associées aux particules virales; il a en effet été suggéré que 

la lipoprotéine lipase intervient indirectement dans les interactions entre le VHC et les GAGs 

sans toutefois provoquer d’infection productive (Andreo et al., 2007). 

I.6.1.2 Le récepteur des LDL 

La densité des particules du VHC dans le sang des patients infectés est très hétérogène. On l’a 

attribué à l’association du VHC avec des lipoprotéines LDL et VLDL même si le détail de 

l’interaction VHC-lipoprotéine reste méconnu (Thomssen et al., 1992; Andre et al., 2002; 

Nielsen et al., 2006). Du fait de l’interaction potentielle entre le VHC et les lipoprotéines, le 

récepteur des LDL a été proposé comme un éventuel facteur d’entrée du VHC (Agnello et al., 

1999; Monazahian et al., 1999; Wunschmann et al., 2000). L’adsorption à la surface de la 
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cellule des particules virales isolées de patients et l’accumulation de l’ARN viral dans les 

cellules peuvent être inhibées par des anticorps dirigés contre les récepteurs des HDL, des 

LDL et VLDL purifiés (Agnello et al., 1999; Germi et al., 2002a; Molina et al., 2007). De 

plus, une corrélation a été montrée entre l’accumulation d’ARN du VHC dans les hépatocytes 

primaires, l’expression d’ARNm du récepteur des LDL et l’entrée des LDL (Molina et al., 

2007). L’inhibition de l’entrée du VHCcc par des anticorps anti-apolipoprotéine B est un 

autre argument en faveur du rôle du récepteur des LDL dans l’entrée du VHC (Andreo et al., 

2007). Il n’y a cependant aucune évidence de l’utilisation de ce récepteur par les VHCpp pour 

entrer dans les hépatocytes (Bartosch et al., 2003a; Hsu et al., 2003). Ceci pourrait s’expliquer 

par le fait que contrairement au VHCcc (Huang et al., 2007), les VHCpp s’assemblent 

indépendamment des VLDL (Sandrin et al., 2005). 

I.6.1.3 CD81 

L’utilisation de formes solubles de E2 (sE2) a permis d’identifier CD81 comme un facteur 

d’entrée du VHC (Pileri et al., 1998). CD81 appartient à la  famille des tétraspanines dont les 

membres sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que l’adhésion, la 

morphologie, la prolifération ou la différenciation (Levy and Shoham, 2005). Comme les 

autres membres de la famille des tétraspanines, CD81 est composé de quatre domaines 

transmembranaires, d’une grande et d’une petite boucle extracellulaires (Seigneuret, 2006). 

(Figure 13). Depuis son identification comme une molécule interagissant avec sE2, 

l’implication de CD81 dans l’entrée du VHC a largement été confirmée dans différents 

modèles. Ainsi, des anticorps monoclonaux anti-CD81 ainsi qu’une forme soluble de son 

grand domaine extracellulaire inhibent l’infectivité des VHCpp et VHCcc (Bartosch et al., 

2003a; Zhang et al., 2004a; Wakita et al., 2005; Kapadia et al., 2007). De plus, l’extinction 

sélective de CD81 dans des lignées hépatiques immortalisées empêche leur infectivité par les 

VHCcc et VHCpp (Zhang et al., 2004a; Akazawa et al., 2007). Enfin, les lignées hépatiques 

HepG2 et HH29 qui n’expriment pas constitutivement CD81, deviennent permissives aux 

VHCcc et VHCpp après l’expression ectopique de ce récepteur (Hsu et al., 2003; Lavillette et 

al., 2005b; Lindenbach et al., 2005). D’autres études montrent aussi que la susceptibilité à 

l’infection par le VHC est étroitement liée au niveau d’expression de CD81 (Akazawa et al., 

2007; Koutsoudakis et al., 2007). Les résidus de CD81 impliqués dans l’interaction avec E2 

ont été localisés dans le grand domaine extracellulaire (Pileri et al., 1998) et ce sont les 

résidus 420, 437, 438, 441, 442, 527, 529, 530 et 535 qui interviennent dans l’interaction 

(Drummer et al., 2006; Owsianka et al., 2006). L’hétérodimère E1E2 a une plus forte 



46 

interaction avec CD81 que sE2 suggérant que E1 module la liaison de E2 à CD81 (Cocquerel 

et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

Plusieurs études ont montré que CD81 agit après la liaison du virus mais son rôle exact dans 

l’entrée du VHC reste à déterminer (Koutsoudakis et al., 2006; Evans et al., 2007). Le 

tropisme du VHC est restreint aux cellules hépatiques exprimant CD81 (Bartosch et al., 

2003a; Hsu et al., 2003; Zhang et al., 2004a) mais l’expression ectopique de ce récepteur sur 

des cellules non hépatiques ne les rend pas pour autant permissives au VHC (Bartosch et al., 

2003b; Hsu et al., 2003), ce qui fait penser que cette entrée requiert l’intervention de facteurs 

additionnels. Une étude récente montre que l’expression ectopique de EWI-2wint (EWI-2 

without its N-terminus) dans des cellules permissives inhibe leur infection par les VHCpps et 

VHCccs du fait de l’interférence de cette protéine dans l’interaction E2-CD81 (Rocha-

Perugini et al., 2008). EWI-2wint qui est un produit de clivage de EWI-2, un interactant 

connu de CD81, n’est pas exprimé dans les hépatocytes et pourrait déterminer 

Figure 13: Représentation schématique de SR-BI, CD81 et CLDN1 

SR-BI est composé de deux passages transmembranaires, deux domaines intracellulaires 
[de 11 et 45 aminoacides (aa)] et une grande boucle extracellulaire (411 aa). Il comporte 
neuf sites potentiels de glycosylation représentés en vert. CD81 est composé de quatre 
domaines transmembranaires, deux domaines intracellulaires (de 12 aa chacun), une petite 
boucle intracellulaire (5 aa) et deux boucles extracellulaires, PBE (30 aa) et GBE (89 aa). 
CLDN1 est composé de quatre passages transmembranaires, un court peptide 
intracellulaire N-terminal (7 aa), une boucle intracellulaire (13 aa), une queue 
intracellulaire C-terminale (27 aa) et deux boucles extracellulaires, BE1 (53 aa) et BE2 (27 
aa). Adapté de (Helle and Dubuisson, 2008) 
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l’hépatotropisme du VHC. Des investigations supplémentaires sont à mener pour vérifier cette 

hypothèse et déterminer le rôle précis de cette protéine. 

I.6.1.4 SRBI  

Le SRBI (Scavenger Receptor class B type I) humain aussi appelé CLA-1 est une protéine 

cellulaire de surface qui a été identifiée comme un autre facteur d’entrée du VHC (Scarselli et 

al., 2002). SRBI est une protéine de 509 aminoacides contenant deux courts domaines 

cytoplasmiques, deux domaines transmembranaires et une grande boucle extracellulaire 

(Calvo and Vega, 1993; Rhainds and Brissette, 2004). (Figure 13). Même si son interaction 

avec sE2 parait spécifique (Scarselli et al., 2002), aucune interaction avec les hétérodimères 

E1E2 n’a encore été observée (Cocquerel et al., 2006). Néanmoins, l’implication de SRBI 

dans l’entrée du virus a largement été confirmée tant par les VHCpp que par les VHCcc 

(Bartosch et al., 2003b; Kapadia et al., 2007; Zeisel et al., 2007b). Ainsi, il a été montré que la 

pré-incubation de cellules Huh-7 avec des anticorps anti-SRBI diminuait significativement 

l’entrée du VHC (Bartosch et al., 2003b; Catanese et al., 2007; Kapadia et al., 2007). De plus, 

l’extinction génétique ciblée de SRBI par la technique de l’ARN interférent dans des lignées 

cellulaires hépatiques les rendait moins permissives aux VHCpp et aux VHCcc (Lavillette et 

al., 2005a; Zeisel et al., 2007b). SRBI est exprimé dans la majorité des cellules de 

mammifères mais son expression est particulièrement importante dans le foie (Acton et al., 

1996; Cao et al., 1997; Bartosch et al., 2003b). Le gène codant permet l’expression de 

plusieurs isoformes du fait d’un épissage alternatif et l’isoforme SRBII qui diffère de SRBI 

par son extrémité C-terminale est aussi impliquée dans l’entrée du VHC car sa surexpression 

augmente l’infectivité du VHC (Grove et al., 2007). 

SRBI est un récepteur des LDL oxydés et acétylés mais aussi des HDL (Acton et al., 1994; 

Acton et al., 1996). Alors que les LDL oxydés inhibent l’infectivité des VHCpp et VHCcc 

(von Hahn et al., 2006), les HDL en facilitent l’entrée et cette caractéristique est due à la 

propriété de transfert de lipides de SRBI (Voisset et al., 2005; Dreux et al., 2006). Plusieurs 

études suggèrent que la région HVR1 de E2 est indispensable pour l’interaction entre SRBI et 

le VHC (Scarselli et al., 2002; Bartosch et al., 2003a).  

Le rôle exact de SRBI dans l’entrée du VHC n’est pas encore entièrement élucidé. Des 

données récentes proposent une interaction directe entre la particule virale et SRBI (Catanese 

et al., 2007; Evans et al., 2007) mais il a aussi précedemment été proposé que SRBI pourrait 

interagir avec le virus par ses lipoprotéines associées (Maillard et al., 2006). Les cinétiques 
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d’inhibtion avec des anticorps anti-SRBI suggèrent que SRBI pourrait agir de façon 

concomittante à CD81, mais après une interaction préalable de la particule virale avec CD81 

(Zeisel et al., 2007b). Enfin, SRBI est capable de modifier la composition lipidique de la 

membrane plasmique (Reaven et al., 2000; Huang et al., 2003; Peng et al., 2004) et la 

stimulation de la pénétration du virus pourrait être un effet induit de cette propriété, comme le 

suggère l’accélération de l’endocytose des VHCpp par les HDL (Dreux et al., 2006). 

I.6.1.5 Les récepteurs de la famille Claudine 

C’est le récepteur le plus récemment découvert. Le criblage d’une banque d’ADNc dérivée de 

cellules permissives au VHC pour la recherche de gènes qui rendraient susceptibles à 

l’infection par les VHCpp a permis d’identifier une nouvelle protéine comme un corécepteur 

pour l’entrée du VHC: Claudine-1 (CLDN1) (Evans et al., 2007). Cette protéine 

majoritairement exprimée dans le foie appartient à la famille des Claudines. Ces protéines 

sont essentielles à la formation des jonctions intercellulaires étanches (Morita et al., 1999) 

responsables du contrôle du transport paracellulaire et du maintien de la polarité cellulaire 

(Gumbiner, 1993). A ce jour, 20 membres de cette famille ont été identifiés chez les humains 

selon UniGene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene). Plusieurs tissus 

expriment diverses protéines claudines qui s’associent entre elles de façon homologue ou 

hétérologue pour former les jonctions étanches (Gonzalez-Mariscal et al., 2003). Ces 

protéines (20 à 27 kDa) contiennent deux boucles extracellulaires, trois domaines 

intracellulaires; quatre passages transmembranaires (Figure 13) et sont caractérisées par la 

présence d’un motif W-GLWC-C très conservé dans la première boucle extracellulaire (EL1). 

L’expression de CLDN1 dans des cellules non-hépatiques 293T les rend permissives à 

l’infection par les VHCpp et VHCcc. Ces cellules exprimant naturellement CD81 et SR-BI 

(Bartosch et al., 2003b), CLDN1 est la première protéine décrite qui confère une susceptibilité 

à l’infection par le VHC à des cellules non-hépatiques. L’extinction génétique ciblée de 

CLDN1 dans des cellules permissives au VHC réduit la permissivité au VHC alors que dans 

le même temps la surexpression de CLDN1 n’augmente pas leur infectabilité. La région de 

CLDN1 impliquée dans l’entrée du VHC correspond à la première boucle extracellulaire et 

particulièrement aux résidus I32 et E48. Un anticorps dirigé contre un épitope de EL1 inhibe 

l’infectivité du VHC de façon dose-dépendante; par ailleurs les cinétiques d’inhibition 

d’entrée des VHCpp dans des cellules cibles par des anticorps spécifiques suggèrent que 

CLDN1 intervient dans la phase tardive du processus d’entrée probablement après la liaison 

du virus et l’interaction avec CD81 (Evans et al., 2007). A ce jour, il n’a pas été rapporté 
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d’interaction directe de CLDN1 avec la particule virale mais on ne peut exclure que cette 

interaction requiert un changement conformationnel préalable dans les glycoprotéines 

d’enveloppe qui ferait suite à l’interaction entre E2 et un facteur d’entrée tel que CD81 et 

SRBI. En accord avec cette idée, la colocalisation de CD81 et CLDN1 dans le tissu hépatique 

et plus récemment une interaction indirecte par FRET (Fluorescence Resonance Energy 

Transfer) entre des anticorps spécifiques de CD81 et CLDN1 dans du tissu hépatique humain 

ont été rapportées (Harris et al., 2008). La même étude rapporte que le traitement de cellules 

Huh-7.5 préalablement infectées par du VHC avec des glycoprotéines E1E2 recombinantes et 

des anticorps monoclonaux anti-CD81 module l’association homotypique (CD81-CD81) et 

hétérotypique (CD81-CLDN1) de ces corécepteurs du VHC à des sites cellulaires spécifiques, 

suggérant des rôles distincts dans l’entrée du VHC. Ainsi, le rôle précis de CLDN1 dans 

l’entrée du VHC reste à déterminer mais sa localisation dans les jonctions intercellulaires 

étanches des hépatocytes polarisés permet raisonnablement de croire qu’elle n’intervient 

qu’après la migration latérale du complexe virus-récepteur au niveau de ces jonctions. 

Deux équipes ont rapporté l’implication des protéines CLDN6 et 9 comme corécepteurs 

additionnels du VHC (Zheng et al., 2007; Meertens et al., 2008). Elles montrent que CLDN1, 

6 et 9 ont une même efficacité dans l’entrée du VHC dans des cellules endothéliales mais une 

efficacité plus grande de CLDN1 pour l’entrée dans des cellules dérivées d’hépatome humain 

(Meertens et al., 2008). Plus encore, CLDN6 et CLDN9 mais pas CLDN1 sont exprimées 

dans les cellules mononucléées du sang périphérique, un site secondaire de réplication du 

VHC qu’on pense être un réservoir potentiel du VHC (Zheng et al., 2007). 

Enfin, il faut noter que plusieurs lignées cellulaires qui sont résistantes à l’infection par le 

VHC expriment CLDN1, CD81 et SRBI, indiquant que d’autres facteurs sont requis pour 

l’entrée du VHC en plus de ceux déjà identifiés. 

I.6.2 Internalisation de la particule virale et fusion avec la membrane endosomale 

La liaison des virus enveloppés aux molécules de surface est suivie par la fusion de 

l’enveloppe lipidique avec la membrane cellulaire. Ce processus étroitement coordonné en 

temps et espace requiert des changements conformationnels drastiques dans les protéines de 

fusion, lesquels sont déclenchés par des facteurs cellulaires. Certains virus entrent dans les 

cellules cibles en fusionnant directement leur enveloppe avec la membrane plasmique tandis 

que d’autres procèdent par endocytose. Le VHC utilise une endocytose médiée par la 

clathrine (Blanchard et al., 2006), la fusion ne se produisant que dans les endosomes précoces 
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(Meertens et al., 2006) où elle est favorisée par un pH acide qui induit probablement des 

changements conformationnels dans les protéines d’enveloppe (Bartosch et al., 2003b; Hsu et 

al., 2003; Blanchard et al., 2006; Meertens et al., 2006; Tscherne et al., 2006). Après fusion de 

l’enveloppe virale et de la membrane endosomale, le génome viral est libéré dans le cytosol. Il 

est important de noter que l’exposition de virions liés à la surface cellulaire à un pH acide puis 

à un pH neutre n’affecte pas l’infectivité du VHC (Meertens et al., 2006; Tscherne et al., 

2006), suggérant que les protéines du VHC ont besoin d’un élément déclencheur additionnel, 

tel que l’interaction avec un récepteur pour devenir sensible au pH bas. Du fait de leur 

appartenance à la famille des Flaviviridae, on pense que le mode de repliement des protéines 

d’enveloppe du VHC est semblable à celui des protéines de fusion de Classe II (Lindenbach et 

al., 2007) qui ont majoritairement une structure de type feuillet β plutôt qu’en hélice comme 

celles de la classe I. Elles ne sont pas clivées pendant la biosynthèse et ont un peptide de 

fusion interne avec une conformation en boucle. Elles sont synthétisées en complexe avec une 

glycoprotéine membranaire qui agit comme une chaperone. Le clivage de la protéine 

compagnon active le potentiel fusogène de la protéine de fusion. Chacune des deux 

glycoprotéines d’enveloppe semble avoir une activité chaperone pour son partenaire (Lavie et 

al., 2007) et toutes deux semblent intervenir dans le processus de fusion (Lavillette et al., 

2007). Cette dernière étude montre que trois régions distinctes dans E1 et E2 coopèrent pour 

faire aboutir le processus intégral de fusion. Enfin, des mutations dans les domaines 

transmembranaires de E1 et E2 altèrent les propriétés de fusion des glycoprotéines 

d’enveloppe du VHC, peut-être en perturbant leur réorganisation oligomérique (Ciczora et al., 

2007). L’établissement de la structure 3D des glycoprotéines du VHC permettra de mieux 

comprendre leur rôle dans l’entrée du virus. 

I.6.3 Traduction de la polyprotéine virale  

Le génome viral libéré dans le cytosol est traduit dans le RE par la machinerie ribosomale 

cellulaire en une polyprotéine d’environ 3010 aminoacides. Contrairement aux ARNm 

cellulaires dont la traduction est coiffe-dépendante, les molécules d’ARN viral naturellement 

dépourvues de coiffe comme celles des picornavirus et des flavivirus sont traduites par un 

processus médié par l’IRES (Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al., 1993). Les analyses 

structurales indiquent que l’IRES du VHC adopte une conformation tertiaire permettant sa 

liaison au complexe d’initiation de la traduction avec une forte affinité (Spahn et al., 2001). 

La traduction elle-même est initiée par la liaison directe d’une sous-unité 40S du ribosome à 

l’IRES. Celle-ci interagit avec l’ARN viral à des niveaux multiples dont des tiges, des 
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boucles, des pseudo-noeuds mais principalement avec le domaine III et le codon d’initiation. 

Ce complexe binaire se lie ensuite à eIF3 et au complexe ternaire eIF2:Met-tRNAi:GTP pour 

former le complexe 48S. L’étape suivante est la formation du complexe 80S, elle requiert 

l’hydrolyse du GTP et l’attachement de la sous-unité 60S avant que ne se forme la première 

liaison peptidique (Suzuki et al., 2007). 

D’autres facteurs en plus de ceux cités ci-haut modulent l’activité de l’IRES. Ainsi, il a été 

montré que des protéines cellulaires telles que la pyrimidine tract-binding protein (PTB) 

(Anwar et al., 2000), La autoantigen (Ali and Siddiqui, 1997; Isoyama et al., 1999; Ali et al., 

2000) et poly-C binding protein (Fukushi et al., 2001a) se lient à l’IRES et modulent la 

traduction du VHC. 

Des protéines virales interviennent également dans cette régulation. L’expression de Core 

inhibe la traduction du VHC du fait de sa liaison à un triplet de GGG dans la tige-boucle IIId 

(Shimoike et al., 1999; Tanaka et al., 2000; Shimoike et al., 2006). Ce qui suggère une 

régulation par une liaison compétitive de l’IRES par Core et la sous-unité 40S du ribosome 

(Shimoike et al., 1999; Tanaka et al., 2000; Li et al., 2003; Shimoike et al., 2006). Une autre 

étude pointe plutôt un effet régulateur non de la protéine Core elle-même mais plutôt de sa 

séquence codante par une interaction ARN-ARN (Wang et al., 2000). Il a été rapporté que 

NS4A, NS4B et NS5A aussi inhibent l’activité de l’IRES (Kato et al., 2002; Kalliampakou et 

al., 2005). 

Enfin, les ARN interviennent dans la régulation de la traduction puisque la région 3’NTR du 

VHC et le microARN miR-122 respectivement la stimule (Bradrick et al., 2006) et l’inhibe 

(Jopling et al., 2006). 

I.6.4 Maturation de la polyprotéine 

Le principal produit de traduction du génome du VHC est un grand précurseur polyprotéique 

qui est maturé par des protéases virales et cellulaires en protéines structurales et non 

structurales. Les jonctions Core/E1, E1/E2, E2/p7, p7/NS2 sont clivées par des peptidases à 

peptide signal cellulaires localisées dans le RE dans la membrane duquel les différentes 

protéines vont se localiser (Grakoui et al., 1993; Hijikata et al., 1993). Un clivage 

supplémentaire par une peptidase à peptide signal au niveau de l’extrémité C-terminale de 

Core le sépare de E1 et le libère de la membrane du RE (McLauchlan et al., 2002). 
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La maturation des protéines non structurales est réalisée par deux protéases virales: Le clivage 

entre NS2 et NS3 est une réaction intramoléculaire rapide médiée par la protéase NS2-3 qui 

sépare NS2 de la partie N-terminale de NS3. Les jonctions restantes sont traitées par une 

sérine protéase localisée dans les 180 résidus N-terminaux de la protéine NS3. La région NS3-

NS5B est maturée par un clivage séquentiel: NS3/4A, NS5A/5B, NS4A/5A (Bartenschlager 

et al., 1994; Lin et al., 1994b; Tanji et al., 1994; Failla et al., 1995). Le clivage de NS3/4A est 

intramoléculaire alors qu’il est intermoléculaire pour toutes les autres. 

I.6.5 Réplication de l’ARN viral 

La réplication de l’ARN du VHC démarre par la synthèse du brin (-) en utilisant le brin 

génomique comme matrice. Ce brin (-) va lui-même servir de matrice pour la synthèse du brin 

(+). Ces deux étapes sont réalisées par NS5B qui est une ARN-polymérase ARN dépendante. 

Cinq à dix brins d’ARN (+) de la progénie sont transcrits à partir d’un brin (-) matrice et sont 

utilisés pour la traduction, la réplication et l’assemblage. D’autres facteurs, cellulaires et 

viraux interviennent dans la réplication et dans la formation des complexes de réplication en 

association avec NS5B. Plusieurs groupes ont démontré une activité de réplication in vitro 

dans des complexes de réplication localisés dans des fractions membranaires de cellules 

contenant des réplicons subgénomiques (Ali et al., 2002; Lai et al., 2003; Miyanari et al., 

2003; Aizaki et al., 2004). Ces systèmes sont des outils utiles pour la dissection biochimique 

de la réplication du VHC et une source pour l’isolement de complexes de réplication du VHC. 

Les études in vitro montrent que la synthèse d’ARN peut être initiée sans l’addition 

supplémentaire d’une matrice d’ARN (-) suggérant qu’elle est copurifiée avec le complexe de 

réplication (Ali et al., 2002; Hardy et al., 2003; Lai et al., 2003; Miyanari et al., 2003). 

Des études de coprécipitation et d’immunomarquage montrent l’ARN nouvellement 

synthétisé en association avec les protéines non structurales du VHC sous la forme de foyers 

distincts qui pourraient correspondre au réseau membranaire (Shi et al., 2003). L’expression 

de toutes les protéines virales dans le contexte de la polyprotéine induit des changements 

similaires au niveau de la membrane (Egger et al., 2002). De plus, des structures 

morphologiquement semblables ont été identifiées par microcopie électronique dans les 

hépatocytes de chimpanzés infectés par le VHC (Pfeifer et al., 1980). Ainsi, les complexes de 

réplication du virus pourraient exister sous la forme de réseau membranaire dérivé du RE 

dans les cellules infectées. 
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D’autre part, un nombre croissant d’éléments démontre une association entre la réplication de 

l’ARN et des domaines membranaires résistants au détergent appelés radeaux lipidiques. Ce 

sont des microdomaines membranaires riches en cholestérol et sphingolipides caractérisés par 

une insolubilité par les détergents (Simons and Ikonen, 1997, 2000; Simons and Toomre, 

2000). Ces structures jouent un rôle important dans de nombreux mécanismes biologiques 

notamment comme régulateurs et centrale d’organisation des cascades de mobilité 

membranaire et de transduction du signal, incluant l’entrée et l’assemblage de plusieurs virus 

notamment Ebola, le VIH, les virus influenza et le virus de Marburg (Barman et al., 2001; 

Bavari et al., 2002; Ding et al., 2003). Toutefois, le VHC pourrait être le premier exemple 

d’association des radeaux lipidiques à la réplication de l’ARN viral. Les inhibiteurs de la 

synthèse de novo des sphingolipides inhiberaient la réplication du VHC, par le blocage de 

l’association des protéines non structurales avec les radeaux lipidiques (Sakamoto et al., 2005; 

Umehara et al., 2006). Il est maintenant admis que les protéines non structurales synthétisées 

dans le RE sont localisées dans les radeaux lipidiques membranaires quand elles sont 

activement engagées dans la réplication de l’ARN. Les analyses de sédimentation de 

membrane montrent que les protéines non structurales sont présentes dans le RE et l’appareil 

de Golgi mais que la réplication se fait réellement dans le premier compartiment (Aizaki et 

al., 2004). Des études supplémentaires pour déterminer les processus cellulaires impliqués 

dans la formation du complexe de réplication et dans la réplication du génome viral sont 

encore nécessaires pour la compréhension complète du mécanisme. 

Les études menées avec les réplicons d’ARN ont montré que les plus grosses quantités 

d’ARN sont détectées pendant la phase de croissance des cellules, puis on observe une 

réduction significative à mesure qu’elles approchent de la confluence, suggérant que la 

réplication et la traduction du virus sont fortement dépendantes du métabolisme de la cellule 

hôte (Pietschmann et al., 2001). Les cellules Huh-7 qui ont été débarrassées des réplicons qui 

les transformaient par traitement à l’IFN, produisent des populations cellulaires qui sont plus 

permissives au réplicon testé. Ainsi, la combinaison d’un environnement cellulaire et de 

mutations adaptatives de l’ARN viral contribue très probablement à la réplication efficace de 

l’ARN viral en culture cellulaire. 

En dehors de NS5B, plusieurs protéines virales participent à la réplication. NS3 est 

directement impliquée dans la synthèse de l’ARN, du fait de ses activités hélicase et NTPase. 

L’activité hélicase est impliquée dans le déroulement de l’intermédiaire de réplication qui 

peut être bicaténaire et ôte les structures secondaires pour permettre la copie correcte de la 
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matrice. L’activité NTPase est couplée à la fonction hélicase pour fournir l’énergie requise 

pour la destruction des duplexes d’ARN (Piccininni et al., 2002). L’intervention de NS4B 

dans le cycle viral reste à déterminer mais NS4B induit un réseau membranaire consistant en 

petites vésicules dans lesquelles l’ARN viral et les protéines non structurales nouvellement 

synthétisées sont localisées. NS4B pourrait donc jouer un rôle essentiel dans la formation du 

complexe de réplication du VHC (Egger et al., 2002). Un nombre croissant de données 

militent pour une intervention de NS5A dans la réplication de l’ARN viral. La région centrale 

de NS5A comporte une zone d’accumulation de mutations adaptatives qui augmentent 

l’efficacité de la réplication en culture cellulaire (Seeger, 2005; Appel et al., 2006). L’ancrage 

de NS5A dans la membrane par son domaine amino-terminal et son interaction avec NS5B 

sont essentiels pour la réplication de l’ARN viral (Shirota et al., 2002; Shimakami et al., 

2004). 

Plusieurs protéines cellulaires interagissant avec NS5A interviennent dans la réplication de 

l’ARN viral. On peut citer les protéines humaines A et B associées aux vésicules associées 

aux protéines de membranes (VAP-A et B) (Gao et al., 2004; Hamamoto et al., 2005), FKBP8 

(Okamoto et al., 2006), FBL2 (Wang et al., 2005) entre autres. VAP-A et B sont des protéines 

localisées dans le RE et l’appareil de Golgi; elles interagissent directement avec NS5A et 

NS5B et induiraient la formation de complexes de réplication fonctionnels du VHC. FKBP8, 

un membre de la famille des protéines de liaison au FK506, et Hsp90 forment un complexe 

avec NS5A contribuant à la réplication de l’ARN viral. Il a été montré que les statines qui 

limitent la production de mévalonate par inhibition de la 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl CoA 

reductase entrainent une inhibition de la réplication de l’ARN du VHC qui peut être corrigée 

par l’addition de geranylgeraniol, suggérant que la réplication virale requiert des protéines 

geranylgeranylées. Ainsi FBL2, une protéine geranylgeranylée a été identifiée comme un 

interactant de NS5A (Wang et al., 2005). 

Parmi les facteurs cellulaires qui interagissent avec NS5B et participent à la réplication du 

VHC, on peut citer la cyclophiline B (Watashi et al., 2005), p68 (Goh et al., 2004), la 

nucléoline (Hirano et al., 2003; Shimakami et al., 2006) et hnRNP A1 (Kim et al., 2007). La 

cyclophiline B, une peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, interagit avec la région C-terminale 

de NS5B pour stimuler directement son activité de liaison à l’ARN contribuant ainsi à une 

réplication efficace de l’ARN viral. La liaison de p68 à NS5B permet la translocation de cette 

ARN hélicase du noyau vers le cytoplasme où le complexe p68-NS5B intervient dans la 

réplication. La nucléoline, un marqueur nucléolaire a deux domaines d’interaction avec NS5B 
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par lesquels elle favorise la réplication virale. hnRNP A1, une ribonucléoprotéine nucléaire 

hétérogène, interagit aussi avec la septine 6 et les extrémités 5’ et 3’NTR de l’ARN du VHC; 

avec la septine 6, elles jouent un rôle important dans la réplication du virus par des 

interactions ARN-protéine et protéine-protéine. Bien d’autres composants cellulaires encore 

lient l’ARN du VHC; c’est le cas de la PTB qui module ainsi tant la réplication que la 

traduction IRES dépendante (Ali and Siddiqui, 1995; Ito and Lai, 1997; Tsuchihara et al., 

1997; Ito and Lai, 1999; Murakami et al., 2001). 

La région 3’NTR intervient également dans la réplication puisque la délétion de la région 

riche en pyrimidines ou de l’une quelconque des tiges-boucles de la région 3’X entraine 

l’arrêt de la réplication virale (Yanagi et al., 1999; Kolykhalov et al., 2000). Des régions de 

l’ARN viral agissant en cis sur la réplication (cis-acting regulatory elements ou CRE) ont été 

mises au jour. Ainsi, les 125 premiers nucléotides de la région 5’NTR sont suffisants pour la 

réplication qui est toutefois optimisée en présence de la séquence entière (Friebe et al., 2001). 

Plus récemment, des études ont rapporté l’implication de tige-boucles de la partie C-terminale 

de NS5B dans la réplication du génome viral; l’une par son interaction avec la tige-boucle 

SL2 de la région X (You et al., 2004; Friebe et al., 2005; You and Rice, 2008), l’autre par son 

interaction avec la polymérase virale (Lee et al., 2004). 

I.6.6 Assemblage et relargage des virions 

L’assemblage du VHC et la structure des virions sont largement méconnus. Par analogie aux 

virus apparentés, le virion mature comporte probablement une nucléocapside et une 

membrane externe composée d’une membrane lipidique et de protéines d’enveloppe. Ils ont 

un diamètre de 40 à 70 nm. Ces observations furent récemment confirmées par microcopie 

électronique de particules infectieuses produites en culture cellulaire. Le VHC circule sous 

plusieurs formes dans les sera de patients infectés: libres, liées aux LDL et VLDL, liées aux 

immunoglobulines ou encore des nucléocapsides non enveloppées différant par leurs 

propriétés antigéniques et physicochimiques (Kaito et al., 1994; Shimizu et al., 1996; Maillard 

et al., 2001; Andre et al., 2002). 

Des systèmes d’expression mammifère, insecte, levure, bactérie ou des lysats de réticulocytes 

et des protéines recombinantes purifiées ont été utilisés pour investiguer l’assemblage de la 

capside du VHC (Baumert et al., 1998; Acosta-Rivero et al., 2001; Kunkel et al., 2001; 

Lorenzo et al., 2001; Blanchard et al., 2003; Klein et al., 2004; Majeau et al., 2004; Matsuo et 

al., 2006). Les résultats montrent que les particules immunogéniques de type nucléocapside 
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sont de tailles hétérogènes, allant de 30 à 80 nm de diamètre. La moitié N-terminale de la 

protéine Core est importante pour la formation de la nucléocapside (Kunkel et al., 2001; Klein 

et al., 2004; Majeau et al., 2004). L’assemblage de cette nucléocapside implique généralement 

l’oligomérisation de Core et l’encapsidation de l’ARN génomique. On pense qu’il se fait par 

l’interaction de Core avec l’ARN viral qui en outre devrait être essentielle pour passer de la 

réplication du génome à l’empaquetage. En fait, Core peut lier l’ARN (+) du VHC au niveau 

des domaines I, III et des nucléotides 24-41 (Tanaka et al., 2000). 

Une fois, la nucléocapside formée dans le cytoplasme, elle acquiert une enveloppe pendant 

son bourgeonnement à travers les membranes intracellulaires. Cette hypothèse a été confirmée 

par l’expression des protéines structurales du VHC à l’aide de vecteurs virus recombinants qui 

a permis de générer des particules de type viral aux propriétés ultrastructurales similaires à 

celles des virions du VHC. L’empaquetage de ces particules de type viral dans des vésicules 

intracellulaires suite au bourgeonnement à partir du RE a été constaté (Baumert et al., 1998; 

Ezelle et al., 2002; Murakami et al., 2006). On pense que les interactions de Core avec les 

protéines d’enveloppe E1E2 déterminent la morphologie virale. Les études de cartographie 

ont démontré l’importance des régions C-terminales de E1 et Core pour cette interaction (Lo 

et al., 1996; Ma et al., 2002). Les séquences de ces protéines n’étant pas bien conservées dans 

les différents isolats du VHC, les interactions entre Core et E1 pourraient dépendre plus de 

l’hydrophobicité que de la spécificité de la séquence elle-même. Enfin, l’interaction entre 

Core oligomérisé et la glycoprotéine E1 est médiée par la boucle cytoplasmique de la forme 

polytopique de la protéine E1 (Nakai et al., 2006). 

Les particules du VHC sont libérées de la cellule infectée par sécrétion. Les protéines 

structurales du VHC ont été observées dans le RE et l’appareil de Golgi (Serafino et al., 

2003). De plus, les complexes liés aux glycanes qui transitent par l’appareil de Golgi ont été 

détectés à la surface des particules virales isolées dans les sera de patients (Sato et al., 1993). 

I.6.7 VHC et métabolisme lipidique 

Le cycle viral est fortement dépendant du métabolisme lipidique. 

I.6.7.1 Réplication du VHC et voie de synthèse du Mevalonate 

On constate notamment que la réplication de l’ARN du VHC requiert l’intégrité de la voie de 

synthèse du Mevalonate. En effet, le traitement de cultures cellulaires du VHC avec la 

lovastatine, un inhibiteur de HMG CoA reductase qui intervient dans la biosynthèse du 

Mevalonate, entraine l’inhibition de la réplication de l’ARN viral, qui est restaurée par 
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l’addition de geranylgeraniol (Ye et al., 2003). Des résultats similaires ont été retrouvés par 

d’autres équipes (Kapadia and Chisari, 2005; Ikeda et al., 2006). De plus, FBL2 (F-box and 

leucine-rich repeat protein 2) qui appartient à une famille de protéines intervenant dans les 

processus d’ubiquitination, fut identifiée comme un interactant geranylgeranylé de NS5A 

requis pour la réplication de l’ARN viral (Wang et al., 2005). (Figure 14). 

 

 

 

 

 

I.6.7.2 Assemblage des VLDL et sécrétion du VHC 

Récemment, des vésicules membranaires contenant le complexe de réplication du VHC furent 

isolées de cellules Huh7 transformées par un réplicon du virus; les analyses protéomiques les 

ont révélées enrichies en ApoB, ApoE et MTP (Microsomal Transfer Protein) qui sont des 

protéines requises pour l’assemblage des VLDL (Huang et al., 2007). La co-localisation de la 

réplication du virus et de l’assemblage des VLDL paraissait due à la nécessité de co-

assemblage et de sécrétion des VLDL et des particules de VHC. (Figure 15). Ainsi, quand 

des cellules Huh7 produisant constitutivement du VHC infectieux (Cai et al., 2005) furent 

traitées par un inhibiteur de MTP ou des ARN interférents spécifiques d’ApoB, la sécrétion 

tant des VLDL que du VHC fut inhibée (Huang et al., 2007). 

Figure 14: Réquisition de la voie de synthèse du Mevalonate pour la réplication du VHC 

Les cellules sont capables de synthétiser du cholestérol par la voie de synthèse du Mevalonate. 
Cette voie produit aussi le lipide geranylgeranyle qui est attaché au COOH terminal de FBL2. 
FBL2-geranylgeranylé est lié à NS5A dans une interaction requise pour la réplication de 
l’ARN du VHC. La lovastatine, un inhibiteur de HMG-CoA reductase bloque la voie de 
synthèse du Mevalonate. Il en résulte une déplétion des cellules en geranylgeranyl-lipide et 
une inhibition de la réplication du VHC. PP, pyrophosphate. Adapté de (Ye, 2007) 
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Néanmoins, cette exigence de sécrétion de VLDL pour la production du VHC en culture n’est 

pas démontrée chez les patients infectés quoique les particules virales dans le sérum soient 

complexées aux VLDL (Andre et al., 2002; Nielsen et al., 2006). La nature de l’association 

entre le VHC et les VLDL n’est pas élucidée mais les résultats des études menées avec du 

VHC isolé de patients infectés suggère que le virus pourrait résider dans le cœur lipidique des 

VLDL, puisque la délipidation de particules lipoprotéiques est requise pour observer des 

particules de type viral (Andre et al., 2002). Plusieurs récepteurs cellulaires sont requis pour 

l’entrée du VHC dans les cellules. Il est intéressant de noter que la quantité de CD81 

Figure 15: Le VHC se réplique dans des membranes du RE impliquées dans 
l’assemblage des VLDL et est sécrété avec les VLDL. 

L’assemblage des VLDL commence avec la synthèse de ApoB dans le RE granuleux, 
résultant en la formation d’un précurseur VLDL qui contient une faible quantité de lipides. 
Dans la lumière du RE, ce précurseur est associé aux gouttelettes lipidiques (enrichies en 
triglycérides et cholestérol) pour générer les VLDL naissants. Cette réaction est médiée par 
le MTP. Les particules naissantes de VLDL, qui contiennent ApoE et ApoB, sont sécrétées 
dans le plasma par exocytose. Les membranes du RE impliquées dans l’assemblage des 
VLDL sont aussi enrichies en protéines non structurales et en ARN du VHC. La 
réplication du VHC sur ces membranes pourrait donc permettre son attachement ou son 
incorporation au VLDL permettant sa co-sécrétion avec les VLDL. Adapté de (Ye, 2007) 
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exprimée à la surface de la cellule est affectée par la teneur en cholestérol cellulaire. Quand 

les cellules sont déplétées en cholestérol par un traitement à la methyl-β-cyclodextrine, la 

quantité membranaire de CD81 est abaissée entrainant une réduction dans l’entrée du VHC 

(Kapadia et al., 2007). 

I.6.7.3 Récepteurs de lipoprotéines et entrée du virus 

Par ailleurs, du fait de l’intervention de CD81 et Claudine1 seulement dans les phases tardives 

de l’entrée du virus (Cormier et al., 2004b; Blanchard et al., 2006; Evans et al., 2007; Harris 

et al., 2008), les récepteurs des lipoprotéines pourraient être impliqués dans la phase précoce 

compte-tenu de l’association entre VHC et lipoprotéines dérivées de VLDL. 

Ainsi, le récepteur des LDL qui joue un rôle essentiel dans l’endocytose médiée par la 

clathrine des particules lipoprotéiques dérivées des VLDL serait impliqué dans l’entrée du 

virus. Des études ont démontré que la liaison et l’intégration de particules virales isolées de 

patients infectés corrélaient bien avec l’activité du récepteur des LDL à la surface de la cellule 

(Agnello et al., 1999; Wunschmann et al., 2000; Andre et al., 2002; Molina et al., 2007). 

Néanmoins, cette entrée du virus médiée par le récepteur des LDL n’entrainant pas 

d’infection productive, des investigations supplémentaires sont indispensables pour démontrer 

clairement l’implication de ce récepteur. 

SR-BI est un autre récepteur de lipoprotéine (Acton et al., 1996; Gillotte-Taylor et al., 2001) 

impliqué dans l’entrée du VHC. Il a en effet été démontré que l’entrée du VHCcc est bloquée 

par des anticorps dirigés contre SR-BI (Grove et al., 2007; Kapadia et al., 2007; Zeisel et al., 

2007b) et inhibée par un excès de LDL oxydés (von Hahn et al., 2006). Par ailleurs, 

l’interaction du VHC et du SR-BI ne dépend pas des lipoprotéines associées au virus du fait 

d’une interaction directe avec E2 (Scarselli et al., 2002). 

I.6.7.4 VHC et gouttelettes lipidiques 

Les gouttelettes lipidiques sont des organelles de stockage trouvées chez tous les eucaryotes. 

(Figure 16). Il y a une dizaine d’années, des études ont montré que la protéine Core avait une 

localisation cytoplasmique où elle s’associait à la membrane du RE ou à la surface des 

gouttelettes lipidiques (Moradpour et al., 1996; Barba et al., 1997). Il a récemment été montré 

que les gouttelettes lipidiques sont directement impliquées dans la production de virions 

infectieux (Miyanari et al., 2007). 
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Les auteurs ont démontré que la protéine Core recrute les protéines non structurales et les 

complexes de réplication au niveau des gouttelettes lipidiques associées aux membranes et 

que ce recrutement est essentiel pour la production de virus JFH-1 infectieux. (Figure 17). 

 

 

 

 

 

Figure 16: Micrographie électronique d’une biopsie hépatique mettant en évidence 
une gouttelette lipidique (LD Lipid Droplet). 

Adapté de (Roingeard and Hourioux, 2008) 

Figure 17: Modèle pour la production de virions infectieux du VHC 

Core est principalement localisé dans la monocouche membranaire qui entoure la gouttelette 
lipidique (GL). Le VHC induit la superposition des GL sur les bicouches membranaires 
dérivées du RE (GL associées à la membrane) où Core va recruter les protéines NS et le 
complexe de réplication. Ces protéines NS peuvent alors y participer à la production de 
virions infectieux. E2 est aussi localisé aux abords des gouttelettes lipidiques. L’assemblage 
du virion se fait par le biais de ces associations dans un environnement local. Adapté de 
(Miyanari et al., 2007) 
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Une autre étude a trouvé une corrélation entre le blocage de l’association de Core aux 

gouttelettes lipidiques et la diminution de production du virus JFH-1 (Boulant et al., 2007). 

Ces observations suggèrent que l’association de Core et des gouttelettes lipidiques joue un 

rôle essentiel à certaines étapes de la morphogénèse du virion. Il est possible que la membrane 

du RE permettant la formation des gouttelettes lipidiques fournisse une plateforme pour 

l’assemblage de la nucléocapside. Enfin, il a été rapporté que Core lie et active le domaine de 

liaison à l’ADN du récepteur α de l’acide rétinoïque, un régulateur transcriptionnel contrôlant 

de nombreuses fonctions cellulaires dont la lipidogénèse (Tsutsumi et al., 2002; Yamaguchi et 

al., 2005). Elle diminue en outre l’expression du récepteur α activé par les proliférateurs de 

peroxysomes (PPARα), un récepteur nucléaire régulant plusieurs gènes responsables de la 

dégradation des acides gras (Tsutsumi et al., 2002). Il a récemment été montré que les sujets 

infectés par le VHC ont des niveaux hépatiques d’ARNm de PPARα plus bas que la normale 

(Dharancy et al., 2005; de Gottardi et al., 2006). Core serait aussi impliquée dans 

l’accumulation de lipides dans le foie de plusieurs lignées de souris transgéniques, par 

inhibition de la protéine microsomale de transfert de triglycérides (MTP) qui joue un rôle 

essentiel dans l’assemblage des VLDL, entrainant l’accumulation de TG et le blocage de la 

formation des VLDL (Perlemuter et al., 2002). 

I.7 PHYSIOPATHOLOGIE 

I.7.1 Diagnostic de l’infection par le VHC  

Infection aigue 

Chez les patients avec une suspicion d’hépatite C aigue, on recherche à la fois les anticorps 

anti-VHC par une technique immunoenzymatique et l’ARN du VHC par une technique 

sensible (limite inférieure de détection ≥ 50 UI/ml) (Pawlotsky, 2002b). Quatre profils 

peuvent être observés selon la présence ou l’absence de l’un de ces marqueurs. La présence 

d’ARN du VHC en absence d’anticorps est fortement indicative d’une infection aigue, qui 

sera confirmée par une séroconversion quelques jours voire une semaine plus tard. Les 

patients développant une hépatite C aigue peuvent aussi avoir une positivité de l’ARN et des 

anticorps au moment du diagnostic. Il est difficile dans ce cas de distinguer une hépatite C 

aigue d’une hépatite C chronique en phase d’acutisation. La forme aigue est très improbable 

en l’absence d’anticorps et d’ARN du VHC ou si les anticorps sont présents en l’absence 

d’ARN. On devra cependant répéter le test quelques semaines plus tard chez ces patients car 

l’ARN du VHC peut être temporairement indétectable du fait d’un contrôle partiel ou 
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transitoire de la réplication virale par le système immunitaire avant le passage à la chronicité 

(Lavillette et al., 2005a). En dehors de ces cas, la présence d’anticorps anti-VHC en l’absence 

d’ARN viral signe une résolution spontanée de l’infection. Ce profil ne pouvant être 

différencié d’un faux positif immunoenzymatique, sa prévalence exacte est inconnue. 

Infection chronique 

Chez les patients présentant une symptomatologie de maladie chronique du foie, l’hépatite C 

chronique est affirmée en présence simultanée d’ARN et d’anticorps anti-VHC (Pawlotsky et 

al., 1998). Une détection de réplication virale en absence d’anticorps anti-VHC est 

exceptionnelle avec les techniques immunoenzymatiques actuelles, et presqu’exclusivement 

observée chez les immunodéprimés profonds, chez les patients hémodialysés ou les personnes 

développant une agammaglobulinémie (Lok et al., 1993; Thio et al., 2000).  

Chez les patients ne présentant pas d’indication de thérapie ou chez qui l’usage de drogues 

antivirales est contre-indiquée, les tests virologiques n’ont aucune valeur pronostique. Ils ne 

peuvent donc pas être utilisés pour prédire le cours naturel de la maladie ou le début des 

manifestations extrahépatiques. Chez les patients non traités, la sévérité de l’inflammation 

hépatique et la fibrose peuvent être évaluées tous les trois voire cinq ans par une biopsie 

hépatique ou des méthodes d’investigation utilisant les ultrasons (NIH Consensus Statement 

on Management of Hepatitis C: 2002). 

I.7.1.1 Détection de l’ARN du VHC 

L’OMS a établi une norme internationale pour une standardisation universelle de la 

quantification de l’ARN du VHC en raison de la grande disparité précédemment observée 

pour ce paramètre. Une Unité Internationale (UI) d’ARN du VHC a été définie, qui est 

désormais utilisée dans tous les kits de dosage quantitatif de l’ARN. Cette standardisation 

permet le suivi des recommandations dérivées et des indications issues des essais cliniques 

ainsi que leur application en clinique quelque soit le kit utilisé. 

Détection qualitative de l’ARN du VHC 

Les tests qualitatifs de détection sont basés sur l’amplification d’une région cible en utilisant 

une PCR classique, la «real-time» PCR (PCR en temps réel) ou l’amplification médiée par la 

transcription (TMA) (Pawlotsky, 2002a). L’ARN du VHC est extrait et rétrotranscrit en 

ADNc, qui est ensuite traité par un cycle de réactions aboutissant à la génération d’un grand 

nombre de copies, ce qui permet sa détection. Les techniques basées sur la PCR permettent la 

synthèse de copies d’ADN double-brin tandis que des copies d’ARN simple brin sont 



63 

générées dans le TMA. La détection des produits amplifiés est obtenue par l’hybridation des 

amplicons sur des sondes spécifiques après la réaction. Dans la «real-time» PCR, chaque 

cycle d’amplification conduit à l’émission d’un signal fluorescent et le nombre de signaux par 

cycle est proportionnel à la quantité d’ARN de l’inoculat (Martell et al., 1999; Komurian-

Pradel et al., 2001; Pawlotsky, 2002a). Le seuil de détection de ces tests qualitatifs est 50 UI 

d’ARN/ml ou moins et est la même pour tous les génotypes mais en plus ils présentent une 

limite de détection plus basse que celle des tests quantitatifs actuellement disponibles. 

Détection quantitative d’ARN du VHC 

L’ARN du VHC peut être quantifié par des techniques d’amplification de régions cibles du 

VHC (PCR compétitive ou real-time PCR) ou des techniques d’amplification du signal 

(techniques utilisant l’ADN branché (bDNA)). La technique la plus prometteuse pour le futur 

est la PCR en temps réel automatisé.  

I.7.1.2 Génotypage du VHC  

On peut encore l’appeler détermination moléculaire du VHC. La méthode de référence est le 

séquençage direct des régions génomiques de NS5B ou de E1 avec des protocoles maison 

suivi d’alignements de séquence avec des séquences prototypes et d’analyses phylogénétiques 

(Simmonds, 1999; Simmonds et al., 2005). En clinique, le génotype du VHC peut être 

déterminé avec divers kits commerciaux qui permettent le séquençage de la région 5’ NTR ou 

l’hybridation inverse utilisant des sondes spécifiques à chaque génotype localisées dans la 

région 5’NTR (Stuyver et al., 1996; Zheng et al., 2003). Les échecs de génotypage sont rares 

avec ces techniques mais les échecs dans la détermination du sous-type surviennent dans 10 à 

25% des cas; elles sont plus liées à la région étudiée qu’à la technique utilisée (la 5’NTR étant 

hautement conservée dans le même génotype mais considérablement variable entre les 

différents génotypes). Ces erreurs n’ont pas de conséquences cliniques puisque seul le 

génotype est l’un des paramètres pris en compte pour arrêter une décision thérapeutique.  

I.7.1.3 Les tests sérologiques 

Détection des anticorps anti-VHC 

Elle se fait dans le plasma ou le sérum par une technique immunoenzymatique qui permet de 

détecter des anticorps dirigés contre des épitopes variés du VHC. Des antigènes recombinants 

sont utilisés pour capturer les anticorps anti-VHC circulants sur des microbilles au fond de 

plaques de microtitration. La présence d’anticorps anti-VHC est révélée par des anti-anticorps 

marqués avec une enzyme qui catalyse la transformation d’un substrat en un composé coloré. 
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Le rapport de la densité optique de la réaction (DO échantillon/DO control interne) est 

proportionnel à la quantité d’anticorps de l’inoculat (Pawlotsky, 2002b). La spécificité des 

tests actuels est de 99% (Colin et al., 2001). Leur sensibilité est plus difficile à déterminer du 

fait du manque d’une méthode standard mais elle est excellente chez les patients 

immunocompétents. Ces méthodes peuvent être automatisées et adaptées pour de grandes 

séries. 

Détermination sérologique du génotype du VHC 

Le génotype du VHC peut être déterminé par la recherche d’anticorps dirigés contre des 

épitopes spécifiques du génotype avec des tests immunoenzymatiques par compétition Le test 

actuellement disponible (Murex HCV serotyping 1-6 HC02, Abbott Laboratories , North 

Chicago, Illinois) identifie le type (1-6)  mais ne discrimine pas les sous-types, et fournit des 

résultats interprétables chez environ 90% des patients immunocompétents infectés chroniques 

par le VHC (Pawlotsky et al., 1997). Une réactivité sérologique croisée peut être observée 

mais elle résulterait plus d’une infection par des souches appartenant à des génotypes 

différents ou de la résolution de l’infection par un génotype alors que persiste la virémie de 

l’autre. 

I.7.1.4 L’infection occulte par le VHC 

Les quatre dernières années ont vu l’émergence d’une nouvelle notion dans l’infection par le 

VHC: l’infection occulte. L’apparition de ce concept a été rendue possible par la mise au 

point de tests de recherche capables de détecter de plus faibles quantités d’ARN (≤ 2UI ou ≤ 

10 génomes viraux/mL) que les kits utilisés en routine clinique. Un de ces tests comporte: (1) 

Une transcription inverse d’un ARN d’excellente qualité extrait du sérum ou du plasma, des 

cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) voire du tissu hépatique; (2) une 

amplification directe et nichée de l’ADNc obtenu par PCR avec des amorces spécifiques de 

différentes régions du génome; (3) la validation des produits d’amplification par l’hybridation 

des acides nucléiques à des sondes d’ADN recombinant du VHC. L’utilisation de ces 

techniques a permis la détection d’ARN du VHC chez des patients après plusieurs années de 

guérison apparente (disparition des signes cliniques et biochimiques) (Pham et al., 2004; 

Radkowski et al., 2005). 

Même si ces résultats doivent être considérés avec prudence dans l’attente de travaux plus 

approfondis sur l’incidence de cette infection occulte sur le devenir du malade, ce nouveau 

concept pourrait ébranler la norme établie selon laquelle la résolution complète du VHC 
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(spontanée ou induite par la thérapie) serait indicative d’une guérison de la maladie mais 

également les protocoles en cours dans les banques de sang voire le prélèvement d’organes.  

Pour certains auteurs, la persistance de la réplication dans les hépatocytes et les tissus 

lymphoïdes entrainerait une stimulation antigénique continue du système immunitaire chez 

les patients immunocompétents qui en retour permettrait à l’hôte de maintenir sous contrôle 

cette infection silencieuse. Ce raisonnement est renforcé par la démonstration de réponses 

proliférative et cellulaire T cytotoxique spécifique du VHC chez les personnes anciennement 

infectées plusieurs années après leur guérison (Takaki et al., 2000; Quiroga et al., 2006). 

D’autre part, la persistance de la réplication du VHC associée à la présentation continue 

d’antigènes du VHC par les cellules B infectées et les monocytes  pourraient contribuer à la 

tolérance immune avec comme résultante la persistance du virus. Néanmoins, dans un 

contexte d’immunosuppression, de thérapie immunomodulatrice ou de co-infection, la 

persistance de la réplication au lieu de provoquer les réponses cellulaires T souhaitées pourrait 

représenter un risque potentiel de réactivation du virus, comme cela a été décrit pour d’autres 

virus tels que le virus herpétique type 6 (Caserta et al., 2004). 

I.7.2 Pathogénies associées au VHC 

De nombreuses manifestations extrahépatiques ont été rapportées dans l’histoire naturelle de 

l’infection par le VHC. Jusqu’à 40 à 74% des patients infectés pourraient développer au 

moins une manifestation extrahépatique au cours de leur maladie. La plus fréquente est la 

cryoglobulinémie mixte mais on rapporte aussi des désordres lymphoprolifératifs, des 

manifestations dermatologique, endocrinienne et rhumatologique (Nocente et al., 2003; 

Zignego et al., 2007). 

I.7.2.1 Cryoglobulinémie mixte (CM) 

C’est le plus connu et le plus étudié des syndromes associés à l’infection par le VHC. Les 

cryoglobulines sont des immunoglobulines qui précipitent de façon réversible à des 

températures inférieures à 37°C. Les cryoprécipités contiennent habituellement de grandes 

quantités d’antigènes et/ou d’anticorps spécifiques du VHC (Misiani et al., 1992). La CM 

s’accompagne parfois d’une vascularite à complexes immuns, touchant essentiellement les 

vaisseaux de petit calibre, avec un infiltrat inflammatoire à prédominance lymphocytaire 

présent majoritairement autour de ces vaisseaux et infiltrant peu leur paroi. Les 

cryoglobulines peuvent être trouvées chez 19 à 50% des patients (Lunel et al., 1994; Wong et 

al., 1996) et leur prévalence augmente avec la durée de la maladie mais seule une faible 
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proportion (<15%) développent des signes cliniques (Pawlotsky et al., 1995). Les 

cryoglobulines peuvent déterminer une grande variété de manifestations cliniques, les plus 

communes étant malaise général, arthralgies et fatigue. Elles peuvent toucher la peau, le rein 

et le système nerveux.  

I.7.2.2 Désordres lymphoprolifératifs 

Une autre association fréquemment rapportée est celle de l’infection par le VHC et des 

lymphomes non-Hodgkiniens (LNH) (Dammacco et al., 1998; Mele et al., 2003). La CM peut 

être un désordre intermédiaire puisqu’il a été rapporté que des formes persistantes de 

cryoglobulinémie évoluent en désordres hématologiques plus graves. On a retrouvé une 

virémie VHC positive chez environ 35% des patients avec un lymphome B et presque 90% 

des patients à LNH (Dammacco et al., 2000). Mais il est à ce jour prématuré, au regard de la 

grande disparité des résultats des études menées, de conclure formellement à un lien entre 

VHC et hémopathies malignes (Izumi et al., 1997; Ascoli et al., 1998). Pour le mécanisme, on 

pense que l’infection chronique par le VHC favoriserait l’expansion clonale de lymphocytes 

B sécrétant des immunoglobulines (cryoglobulines) sans exclure une combinaison de facteurs 

génétiques et environnementaux résultant en une mutation activant des oncogènes et 

entrainant le LNH. Une autre possibilité est l’inhibition de l’apoptose des lymphocytes 

infectés par le VHC par la translocation t(18;14) entrainant la surexpression de l’oncogène 

bcl2 qui, associée à la mutation d’un autre oncogène (myc entre autres) pourrait conduire au 

développement du lymphome (Ellis et al., 1995; Zignego et al., 2000). 

I.7.2.3 Manifestations dermatologiques 

Porphyrie cutanée tardive 

C’est une pathologie rare caractérisée par une anomalie du métabolisme des porphyrines, liée 

à un déficit enzymatique en uroporphyrinogène décarboxylase dont il existe deux types: une 

forme familiale à transmission autosomique dominante caractérisée par un déficit 

enzymatique dans les hépatocytes et les érythrocytes ainsi qu’une forme sporadique où le 

déficit n’est trouvé que dans les hépatocytes. On a une surproduction et une accumulation 

d’uroporphyrine dans le sang et les urines des patients. La maladie est caractérisée par des 

manifestations cutanées très évocatrices avec des éruptions bulleuses sur les territoires 

photoexposés (visage et dos des mains). La prévalence du VHC chez les patients atteints de 

porphyrie est forte, de l’ordre de 40 à 50% en fonction du pays (Fargion et al., 1992; Colin et 

al., 2001). Le VHC parait ne pas induire directement une altération du métabolisme des 
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porphyrines mais pourrait la favoriser chez les personnes prédisposées (O'Reilly et al., 1996). 

Certains auteurs suggèrent que la porphyrie cutanée tardive pourrait résulter de la surcharge 

hépatique en fer induite par l’infection par le VHC (Bonkovsky et al., 1998). Il faut aussi 

noter que les plus fortes prévalences de porphyrie cutanée ont été trouvées chez les patients 

dont l’hépatite C était au stade cirrhose, suggérant que la cirrhose pourrait jouer un rôle dans 

son développement (Cacoub et al., 2000). 

Lichen plan 

C’est une éruption prurigineuse récurrente caractérisée par des papules violacées qui peuvent 

se développer sur toutes les parties de la peau (bras, tronc, parties génitales, crâne) mais aussi 

au niveau des muqueuses particulièrement la muqueuse orale. 

La biopsie montre une infiltration lymphocytaire (CD4+) dans l’épiderme supérieur, avec une 

dégénérescence vacuolaire de l’épithélium basal et la présence de corps acidophiles 

représentés par des kératocytes apoptotiques (Thornhill, 2001). La prévalence du VHC chez 

les patients atteints de lichen plan oral (LPO) est de 27% (Thornhill, 2001). L’ARN du VHC a 

été retrouvé dans les biopsies de la muqueuse buccale de patients supportant l’association du 

VHC avec le LPO (Nagao et al., 1998). Des auteurs ont aussi décrit une association entre le 

LPO et les anticorps anti-cardiolipine chez les patients infectés par le VHC mais d’autres 

études n’ont trouvé aucune corrélation (Prieto et al., 1996; Nagao et al., 2002). 

I.7.2.4 Manifestations endocriniennes 

La thyroïde 

Le lien entre l’infection par le VHC et les maladies thyroïdiennes n’est pas formellement 

établi mais la pathologie thyroïdienne est plus fréquente chez les personnes infectées par le 

VHC que dans la population générale (Huang et al., 1999). Environ 13% des patients infectés 

par le VHC présentent une hypothyroïdie et près de 25% ont des anticorps anti-thyroïdiens 

(Antonelli et al., 2004). 

La thérapie antivirale peut aussi induire une maladie thyroïdienne ou démasquer une maladie 

autoimmune (maladie de Graves, thyroïdite de Hashimoto) (Fernandez-Soto et al., 1998; 

Prummel and Laurberg, 2003). La fonction thyroïdienne se normalise à l’arrêt du traitement 

chez la moitié des patients qui développent une hypothyroïdite iatrogène. Le principal facteur 

de risque pour la survenue d’une pathologie thyroïdienne au cours de la thérapie antivirale est 

une positivité antérieure aux anticorps anti-thyroïdiens (anti-peroxydase) particulièrement 
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chez les personnes âgées de sexe féminin (Deutsch et al., 1997). Les personnes développant 

une maladie thyroïdienne secondaire à la thérapie antivirale pourraient être génétiquement 

prédisposées (Prummel and Laurberg, 2003). 

La thérapie antivirale est contre-indiquée en cas de pathologie thyroïdienne non contrôlée par 

l’hormonothérapie et la présence d’autoanticorps anti-thyroïdiens sans manifestations 

cliniques est une contre-indication relative de la thérapie antivirale. 

Le diabète 

Le diabète est plus souvent retrouvé chez les personnes infectées chroniques par le VHC que 

dans la population générale (Mason et al., 1999; Knobler et al., 2000) mais pour certains 

auteurs, le VHC n’est qu’un facteur de risque du diabète, indépendant de la pathologie 

hépatique (Mason et al., 1999). D’autres ont rapporté que le diabète était fortement associé à 

une fibrose hépatique avancée ou à une cirrhose (Caronia et al., 1999).  

I.7.2.5 Manifestations rhumatologiques 

Elles sont courantes dans l’infection chronique par le VHC. Athralgies et/ou arthrites sont 

retrouvées chez 74% des patients. On retrouve une implication musculaire, fréquente dans la 

sensation de fatigue des malades et dans 10% des cas de fibromyalgies (Rivera et al., 1997). 

Elles peuvent résulter d’un processus autoimmun (CM) ou survenir de façon indépendante. 

Plusieurs études ont décrit une sialadénite lymphocytaire chronique similaire à la sialadénite 

associée au Syndrome de Sjögren (SS) idiopathique chez 50% des patients infectés par le 

VHC (Haddad et al., 1992). Près de 6% des patients avec un SS sont séropositifs pour le VHC 

contre environ 1% dans la population générale. 

I.7.3 Immunopathogénèse de l’infection par le VHC 

I.7.3.1 Réponses immunitaires innées et échappement viral  

L’infection virale des cellules cibles initie une série d’évènements intracellulaires qui aboutit 

à l’établissement dans les cellules infectées et les cellules avoisinantes d’un état antiviral 

dépendant de l’induction d’interférons de type I (IFNα et β) (Sen, 2001; Katze et al., 2002). 

Cet état résulte de la reconnaissance par des récepteurs cellulaires spécifiques de modèles 

moléculaires associés aux pathogènes ou PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) 

qui va initier des signaux qui induisent à terme l’expression de gènes effecteurs antiviraux 

(Sen, 2001; Cook et al., 2004). Chez les virus à ARN et en particulier le VHC, les ARN 

simple-brin ou double-brin ainsi que les motifs polyuridine font office de PAMPs et sont 
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reconnus par le TLR3 à la surface cellulaire et par RIG-I à l’intérieur des cellules (Yoneyama 

et al., 2004; Li et al., 2005a; Sumpter et al., 2005). Elle conduit à l’activation de facteurs de 

transcription principalement l’IRF3 (Facteur 3 Régulateur d’Interféron) (Au et al., 1995; Lin 

et al., 1999) et NF-κB (Facteur nucléaire kappa B) (Richmond, 2002) qui vont permettre la 

sécrétion de IFN-α/β par la cellule infectée. L’activation de NF-κB induit aussi la production 

de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines qui vont amplifier la réponse 

inflammatoire et faciliter le recrutement des leucocytes pour agir de concert avec les IFN-α/β 

dans la défense de l’hôte contre le VHC (Tai et al., 2000). Ces IFN sécrétés se lient aux 

récepteurs d’IFN pour déclencher l’activation de la cascade Jak-STAT et entrainer l’induction 

des ISGs (gènes stimulés par les IFNs) qui sont les effecteurs de la réponse de l’hôte à 

l’infection virale (Der et al., 1998). 

Pour se répliquer et se propager efficacement, les virus ont développé de nombreuses 

stratégies pour échapper aux défenses de l’hôte (Katze et al., 2002). Les stratégies 

d’échappement du VHC ciblent particulièrement les voies de signalisation des PAMPs. La 

protéase NS3/4A du VHC se fait l’antagoniste de l’activation de l’IRF-3 et de l’induction 

d’IFN-α/β par le blocage de la voie de signalisation RIG-I. Elle inhibe aussi la voie de 

signalisation induite par le TLR3 en clivant la protéine adaptatrice TRIF (Foy et al., 2005; Li 

et al., 2005b). Ainsi, la phosphorylation/activation de l’IRF3 induite par le virus et 

l’activation de NF-κB sont bloquées (Gale and Foy, 2005). La probable importance de la 

réponse IFN dans le succès de la défense antivirale de l’hôte est confortée par des données in 

vitro sur l’interférence de protéines virales avec d’autres parties de la cascade qu’elle induit 

(Gale and Foy, 2005). 

En dépit de ce faisceau d’éléments en faveur d’une stratégie élaborée par le virus pour 

échapper à la réponse immunitaire de l’hôte, des études menées chez le chimpanzé montrent 

que la réponse immune intrahépatique lors d'une infection aigue par le VHC présente toutes 

les caractéristiques d’une forte réponse IFN-α/β alors que le VHC se propage rapidement dans 

le foie après inoculation (Bigger et al., 2004; Rehermann and Nascimbeni, 2005). La réponse 

ISG est toutefois comparable chez les animaux qui ont guéri de l’infection et ceux qui ont 

développé une infection chronique (Bigger et al., 2004; Rehermann and Nascimbeni, 2005) 

suggérant que les variations dans l’issue de l’infection ne sont pas le résultat direct de cette 

réponse (ISG). 
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I.7.3.2 Réponses immunes cellulaires 

I.7.3.2.1 Cellules T CD4+ 

On pense que les cellules T CD4+ ont une importance capitale pour l’efficacité des réponses 

immunes humorales et cellulaires contre le VHC (Elliot et al., 2006). Un échec dans la 

génération et le maintien de cellules T CD4+ fonctionnelles est une caractéristique de 

plusieurs infections virales persistantes (Shoukry et al., 2004). Le rôle crucial des cellules T 

CD4+ est confirmé par des études de déplétion chez le chimpanzé où la perte des cellules T 

CD4+ a résulté en une infection persistante (Grakoui et al., 2003). Il est aujourd’hui largement 

admis qu’une réponse cellulaire T CD4+ forte, multispécifique et précoce est associée à la 

clairance virale et à la guérison de la maladie, alors qu’une réponse faible et tardive est 

associée à une infection chronique (Chang et al., 2001; Day et al., 2002; Thimme et al., 2002; 

Pestka et al., 2007). Chez ceux qui guérissent de l’infection, ces réponses sont maintenues 

jusque 20 ans après (Takaki et al., 2000). Toutefois, en dépit de réponses cellulaires T CD4+ 

robustes et précoces, on note chez certains patients un rebond de la virémie et à terme la 

persistance de l’infection (Gerlach et al., 1999; Thimme et al., 2001; Thimme et al., 2002). 

Thimme et al. (Thimme et al., 2002) ont montré que chez les patients qui développent une 

infection chronique, les réponses cellulaires T CD4+ ont été brièvement ou épisodiquement 

vigoureuses plutôt qu’absentes, indiquant qu’une réponse cellulaire T CD4+ massive doit être 

maintenue pour faciliter la résolution de l’infection. 

Le large spectre de la réponse T CD4+ parait aussi importante, puisque les réponses 

lymphoprolifératives contre une moyenne de 10 des 37 épitopes définis des protéines Core, 

NS3, NS4 et NS5 furent détectées chez ceux qui ont résolu l’infection, comparé aux réponses 

contre un épitope (ou moins) chez les patients avec une infection chronique (Day et al., 2002). 

Les protéines non structurales (NS3, NS4, NS5) et particulièrement NS3 étaient 

préférentiellement ciblées dans les infections spontanément résolues (Rosen et al., 2002; 

Schulze zur Wiesch et al., 2005). La présence de réponses cellulaires T contre un épitope 

immunodominant de NS3 (aa 1248-1261) avec une forte affinité de liaison pour une gamme 

d’allèles du HLA-DR pourrait être importante pour la clairance virale sans être absolument 

nécessaire puisque des individus non répondeurs ont aussi résolu l’infection en ciblant un 

autre épitope de NS3 (aa 1308-1407) (Diepolder et al., 1997). Une autre équipe décrit des 

réponses CD4 multiples contre des peptides de NS3 sans que l’un de ces épitopes ne soit 

particulièrement immunodominant (Wertheimer et al., 2003). Les modèles de production de 

cytokines de type TH1 sont plus fréquents chez les individus qui ont spontanément résolu 
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l’infection, suggérant une association entre la production de cytokines antivirales telles que 

l’IFN γ et l’issue favorable de l’infection (Darling and Wright, 2004; Gramenzi et al., 2005). 

La faiblesse relative des réponses cellulaires T CD4+ observée dans l’infection chronique 

pourrait plus résulter d’une altération fonctionnelle que de l’absence ou de la déplétion de ces 

cellules. Il a été montré que la capacité des lymphocytes T CD4+CD25+ spécifiques du VHC à 

produire de l’IFNγ et à proliférer in vitro était altérée dans l’infection chronique quand elle 

était comparée à celle de patients ayant guéri spontanément (Ulsenheimer et al., 2003; Folgori 

et al., 2006). Semmo et al. ont aussi démontré une baisse de sécrétion d’IL-2 par les cellules T 

CD4+ dans l’infection chronique alors qu’elle était forte en cas de guérison spontanée 

(Semmo et al., 2005). 

Les causes de l’échec apparent des réponses lymphocytaires T CD4+ dans l’infection 

chronique ne sont toujours pas bien connues. On tente actuellement de l’expliquer par 

l’épuisement ou l’anergie, voire par l’association de ces deux raisons. L’épuisement pourrait 

résulter de la forte capacité du virus à répliquer qui finit par déborder les capacités de la 

réponse immunitaire, résultant en une stimulation excessive des lymphocytes T qui ne 

peuvent être activés (Fuller et al., 2005). Thimme et al. (Thimme et al., 2002) ont noté que le 

VHC se propage si rapidement chez les chimpanzés infectés expérimentalement qu’il parait 

outrepasser l’immunité de l’hôte, avec des réponses détectables seulement 4 à 8 semaines 

après le début de la virémie. L’anergie, ou inactivation fonctionnelle, pourrait résulter du 

maintien de fortes concentrations d’antigènes que le système immunitaire finit par tolérer 

(Brooks et al., 2005). Des éléments récents ont aussi impliqué les cellules T régulatrices 

(TREG) dans la suppression fonctionnelle des réponses CD4+ par le VHC (Sugimoto et al., 

2003a). En effet, la fréquence et l’activité des TREG chez les infectés chroniques qui 

présentaient des lymphocytes T CD4+ inactifs est significativement plus importante qu’en cas 

de guérison spontanée. De plus, il a été montré que la sécrétion d’IL-10 et de TGF-β, qui 

toutes deux sont caractéristiques des TREG, est prédominante dans l’infection chronique par le 

VHC (Ulsenheimer et al., 2003). Enfin, une étude récente sur l’infection aigue par le VHC 

chez le chimpanzé a démontré que la fréquence et l’activité suppressive des lymphocytes 

TCD4+CD25+Foxp3+ était prédictive de l’établissement d’une infection chronique (Manigold 

et al., 2006). 

I.7.3.2.2 Cellules T CD8+ 

Les fonctions effectrices des cellules T CD8+ incluent la destruction des cellules cibles 

(cytotoxicité) et la sécrétion non cytolytique de cytokines antivirales telles que l’IFNγ et le 
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TNFα (Neumann-Haefelin et al., 2005). Comme pour les réponses lymphocytaires T CD4+, 

une réponse T CD8+ forte, multispécifique et précoce est associée à la clairance virale 

(Cooper et al., 1999; Cucchiarini et al., 2000; Gruner et al., 2000; Lechner et al., 2000b; Lauer 

et al., 2004). Des réponses T CD8+ ciblant plusieurs épitopes de la polyprotéine du VHC ont 

été observées chez les chimpanzés qui guérissaient spontanément alors qu’elles étaient faibles 

chez les animaux dont l’infection devenait chronique (Cooper et al., 1999). Cox et al. ont 

montré dans l’infection chronique une perte de la capacité des lymphocytes T CD8+ à 

reconnaitre certains épitopes antérieurement reconnus au cours de l’infection primaire 

(suggérant l’émergence de mutants d’échappement) et entrainant une réduction d’environ 

85% de l’amplitude de la réponse immune (Cox et al., 2005). Par ailleurs, aucune capacité à 

reconnaitre d’autres épitopes ne fut développée pendant l’infection persistante (Cox et al., 

2005). 

Les données sur le maintien de réponses cellulaires T CD8+ spécifiques du VHC après 

guérison sont contradictoires, il a été montré qu’elles pouvaient persister jusqu’à plusieurs 

décades (Lechner et al., 2000b; Takaki et al., 2000). Une autre étude a montré que les cellules 

T CD8+ persistent chez les patients infectés chroniques mais pas en cas de guérison 

spontanée, suggérant que la virémie est importante pour le maintien des réponses 

lymphocytaires T CD8+ (Chang et al., 2001). La persistance de cellules T mémoire CD4+ et 

CD8+ en l’absence d’antigènes observée dans les modèles animaux (Lau et al., 1994; 

Mullbacher, 1994; Veiga-Fernandes et al., 2000) n’est pas forcément retrouvée chez l’homme 

(Zinkernagel, 2002). Des variants du VHC au tropisme altéré peuvent être retenus dans des 

cellules hépatiques non hépatocytaires, dans les cellules dendritiques des nodules 

lymphatiques, dans les cellules mononuclées du sang périphérique ou même dans des 

sanctuaires comme le cerveau (Zinkernagel et al., 1996; Bronowicki et al., 1998; Sansonno et 

al., 1998; Crovatto et al., 2000; Laskus et al., 2002a; Radkowski et al., 2002; Laporte et al., 

2003; Forton et al., 2004b). Des travaux récents sur des sujets qui ont guéri de l’infection 

mais dont les cellules mononucléées du sang périphérique contiennent de faibles quantités de 

virus suggèrent une exposition antigénique constante sans manifestations d’hépatite chronique 

(Pham et al., 2004; Radkowski et al., 2005; Gerotto et al., 2006). 

A l’aide de tétramères HLA de classe I, il a été montré que les cellules T CD8+ spécifiques du 

VHC sont plus souvent retrouvées dans le foie que dans le sang périphérique (Grabowska et 

al., 2001) et chez les patients ayant guéri de l’infection aigue que chez ceux qui passent à la 

chronicité (Lechner et al., 2000b; Lauer et al., 2004). L’échec de la réponse lymphocytaire T 
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semble plus résulter d’une altération fonctionnelle que d’une déplétion (Lechner et al., 2000a; 

Gruener et al., 2001). En ce sens, il a été montré une altération de la production d’IFNγ et de 

TNFα chez les patients dont l’infection aigue passait à la chronicité (Gruener et al., 2001; 

Wedemeyer et al., 2002; Spangenberg et al., 2005). Ce dysfonctionnement de la cellule T 

CD8+ est spécifique du VHC puisque des cellules T CD8+ spécifiques du virus influenza 

continuent de sécréter de l’IFNγ chez des patients infectés chroniquement par le VHC 

(Spangenberg et al., 2005). Des travaux indiquent que la cascade déclenchée par l’interaction 

PD-1 (Programmed Cell Death), un régulateur des cellules T, avec son ligand PD-L1 est un 

facteur clé dans l’épuisement des cellules T compte tenu de la production caractérisée de 

fortes quantités de cette protéine par les lymphocytes épuisés (Barber et al., 2006). A 

contrario, l’expression de la chaine α du récepteur de l’IL-7 (CD127) est la signature d’une 

fraction de lymphocytes T CD8+ activés (Fuller et al., 2005). 

Les raisons de la persistance du VHC en dépit d’une vigoureuse réponse lymphocytaire T 

CD8+ sont inconnues, néanmoins on pense que l’émergence de mutants viraux d’échappement 

résultant de la forte activité réplicative dépourvue de correction de l’ARN polymérase du 

virus joue un rôle majeur. Ericksson et al. ont mis en évidence la mutation de multiples 

épitopes HLA de classe I mais pas d’épitopes non restreints ou de régions flanquantes du 

génome viral au cours des premiers mois de l’infection chronique chez le chimpanzé 

(Erickson et al., 2001). L’analyse intensive des réponses cellulaires T CD8+ dans une cohorte 

de sujets HLA-B27+ guéris ou infectés chroniques a permis l’identification d’un épitope 

restreint par HLA-B27 qui est reconnu par la majorité des sujets ayant résolu l’infection 

(Neumann-Haefelin et al., 2006). Chez les patients ou sujets infectés chroniques, l’analyse de 

la séquence virale correspondante a montré une forte association entre les variations de 

séquence dans l’épitope et l’expression du HLA-B27, indiquant une pression de sélection 

spécifique de l’allèle dans la population. L’analyse fonctionnelle a montré que les épitopes 

des variants viraux émergents représentaient les mutations d’échappement. Il a été montré que 

les réponses lymphocytaires T CD8+ ciblant ces mutants d’échappement chez le chimpanzé 

diminuaient la diversité du récepteur de la cellule T (TCR) quand on la comparait aux 

réponses dirigées contre des épitopes sans variation (Meyer-Olson et al., 2004). La région 

hautement variable CDR3 du TCR contient un motif aa hautement conservé dans le site de 

reconnaissance de l’antigène dans trois des quatre réponses détectées dans le foie et le sang 

périphérique (Meyer-Olson et al., 2004). Cette diversité limitée du récepteur de la cellule T 

était présente avant que les mutants d’échappement viral ne soient détectés, ce qui peut 
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indiquer qu’un faible répertoire du TCR facilite l’émergence de mutants d’échappement et 

donc l’infection persistante. 

I.7.3.2.3 Cellules T mémoire 
Les réponses lymphocytaires T CD4+ et CD8+ mémoire jouent un rôle important dans la 

clairance virale en cas de réinfection. Les humains et les chimpanzés qui ont guéri de 

l’infection primaire montrent une protection accrue contre l’infection persistante en cas de 

réinfection avec une virémie de pic et de durée significativement diminués ainsi qu’une 

réduction d’incidence de l’infection chronique (Bassett et al., 2001; Mehta et al., 2002). La 

déplétion des cellules T CD8+ mémoire avant la réinfection entraine chez le chimpanzé une 

prolongation de la virémie qui ne s’abaisse pas avant le début de la réapparition de ce sous-

groupe lymphocytaire dans le foie en dépit de l’amorçage d’une réponse T CD4+ mémoire 

(Shoukry et al., 2003). La déplétion des cellules T CD4+ avant la réinfection a montré une 

persistance de la virémie de plus de 300 jours même si les niveaux sont plus faibles que celles 

observées lors de l’infection primaire (Grakoui et al., 2003). Cette étude montre aussi que 

cette déplétion conduit à l’émergence de mutants viraux d’échappement de classe I qui peut 

être le résultat d’un débordement des T CD8+ mémoire (Grakoui et al., 2003). La disparition 

de la virémie dans ces études de réinfection de chimpanzés a été associée à l’expansion de 

cellules T mémoire dans le sang (Nascimbeni et al., 2003; Shoukry et al., 2003), avec une 

préférence pour les épitopes non structuraux (Bassett et al., 2001). Même s’il faut rester 

prudent dans l’extrapolation de ces résultats à l’homme en raison de la haute fréquence de 

guérisons spontanées chez le chimpanzé (Major et al., 2002), ces données suggèrent que 

quoiqu’un niveau intermédiaire d’activité antivirale soit observé en cas de déplétion d’un de 

ces sous-groupes lymphocytaires mémoire, la clairance virale requiert leur présence 

concomitante. Cette hypothèse est confortée par une étude récente chez des sujets ayant guéri 

ou non de leur hépatite primaire qui montre que très tôt au cours de l’infection, la résolution 

est associée à des réponses T CD4+ précoces, fortes, multispécifiques et de type TH1 tandis 

que le passage à la chronicité est caractérisé par la faiblesse et la lenteur des réponses. 

Toutefois, le contrôle de l’infection est aussi associé à la maturation des réponses mémoires 

effectrices soutenue par l’expansion progressive de cellules CD127+CD8+ (Urbani et al., 

2006a), contrairement au phénotype d’épuisement de la cellule T CD8 avec une expression 

accrue de PD1 observé dans la chronicité (Urbani et al., 2006b). 
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I.7.3.3 Réponses immunes humorales 

Les anticorps jouent généralement un rôle pivot dans la défense de l’hôte contre les 

pathogènes dans l’espace extracellulaire avec des mécanismes effecteurs dans la clairance 

virale comprenant neutralisation, activation du complément, opsonisation et cytotoxicité 

cellulaire médiée par les anticorps. Un nombre croissant d’études s’intéresse au rôle des 

réponses anticorps contre le VHC dans la clairance virale (Zeisel et al., 2007a). Néanmoins, la 

résolution de l’infection primaire ne corrèle pas avec les titres d’anticorps anti-VHC ou 

dirigés contre les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (Chapel et al., 2001; Razvi et al., 

2001). Les anticorps spécifiques du VHC sont détectables avec les tests de 3ème génération en 

moyenne 23 j (entre 7 et 72) après la détection de la virémie (Peterson et al., 2000) ou 39 j 

(entre 23 et 72) après exposition. Ces anticorps restent détectables pendant tout le cours de 

l’infection chronique. En cas de guérison, ils décroissent graduellement avec un taux de 

séroréversion de 7 à 42% en 7 à 25 ans (Rodger et al., 2000; Takaki et al., 2000; Seeff et al., 

2001). 

La réponse immunitaire humorale dans l’infection primaire par le VHC à l’exception des 

réponses contre Core est faible et retardée (Chen et al., 1999). Elle est généralement restreinte 

aux anticorps de la sous-classe IgG1 sans la substitution par les sous-classes IgG3 (ou IgG4) 

habituellement observée dans la maturation de la réponse immunitaire antivirale (Chen et al., 

1999). La clairance virale parait associée à l’apparition d’anticorps IgG2; puisque les IgG2 

contre Core et NS3 sont plus fréquemment retrouvés dans les cas de guérison que dans les cas 

de passage à la chronicité (Taura et al., 1995; Zein et al., 1999). De même, le ratio d’IgG2 et 

d’IgG1 dirigés contre Core et NS5 est supérieur à 1.0 en cas de résolution de l’infection alors 

qu’il était inférieur à 1 pour tous les antigènes en cas de persistance (Zein et al., 1999). 

La présence d’anticorps neutralisants a été documentée chez les humains et les chimpanzés 

infectés par le VHC. On observe généralement des réponses tardives dans l’infection primaire 

et pas de réactivité croisée avec les virus hétérologues. La neutralisation de l’infectivité 

médiée par les anticorps a été démontrée in vitro pour des souches homologues chez le 

chimpanzé (Farci et al., 1994). Il a été démontré que les anticorps neutralisants ciblaient la 

région hypervariable (HVR)-1 de E2 et que des mutations dans cette région étaient associées à 

l’émergence de quasiespèces d’échappement à la neutralisation (Shimizu et al., 1994; Farci et 

al., 1996). Cette région du génome subit une forte proportion de substitutions nucléotidiques 

lors l’infection aigue (Yamaguchi et al., 1994), impliquant que les anticorps neutralisants 
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exercent une pression de sélection significative sur les quasiespèces et traduisant l’importance 

de ce volet de la réponse humorale dans la clairance virale. 

En dépit de l’évidence du rôle de ces anticorps, la proportion d’individus souffrant 

d’hypogammaglobulinémie qui élimine le virus est la même que dans la population générale 

(Bjoro et al., 1994). De plus, des études utilisant les VHCpp et les VHC-LP n’ont pas établi 

de rapport avec la clairance virale (Logvinoff et al., 2004; Steinmann et al., 2004). 

Néanmoins, des anticorps neutralisants IgM spécifiques de souche ont été décrits au moment 

de la séroconversion chez des patients qui n’ont pu contrôler l’infection alors que des 

anticorps capables de neutraliser des pseudotypes autologues (spécifiques de l’hôte) et 

hétérologues (autres souches et génotypes absents chez l’hôte) ont été retrouvés dans la 

résolution de l’infection aigue (Logvinoff et al., 2004). Récemment, il a été montré que les 

anticorps neutralisants étaient capables d’empêcher la réplication virale dans des systèmes de 

culture in vitro (Yi et al., 2006) et de moduler in vivo l’infection du VHC (Eren et al., 2006). 

I.7.3.4 Polymorphismes des gènes de l’hôte 

L’issue de l’infection primaire par le VHC est probablement influencée par des facteurs 

génétiques qui déterminent les réponses immunitaires innée et adaptative contre le virus. Des 

différences raciales dans la capacité à guérir de l’infection ont été observées dans des études 

menées aux USA avec une plus grande clairance du virus chez les héroïnomanes blancs que 

chez leurs acolytes noirs (Villano et al., 1999). Une étude réalisée aux USA n’a pu établir une 

association indépendante entre la race et l’évidence sérologique de l’infection par le VHC qui 

aurait indiqué une différence de susceptibilité. Par contre, elle a trouvé une plus forte 

prévalence dans la persistance de la virémie chez les noirs non hispaniques que chez les 

blancs non hispaniques ou chez les Mexicains Américains (86 vs 67 vs 74%) (Alter et al., 

1999). Un groupe a démontré une production réduite d’IFNγ dans l’infection primaire chez 

les Africains Américains, suggérant un mécanisme possible pour les différences dans l’issue 

de la maladie (Sugimoto et al., 2003b). 

Les IFNs de type I induisent l’expression de nombreuses protéines présentant des activités 

antivirales telles que la protéine codée par le gène Myxovirus resistance 1 (MxA), la 2’-

5’oligo-adenylate synthetase 1 (OAS-1) et la protéine kinase dépendante de l’ARN double-

brin (db) (PKR) (Sen, 2001; Katze et al., 2002). Il a été montré que les niveaux d’ARN et de 

protéines MxA chez les patients VHC positifs traités à l’IFN sont plus élevés chez les 

répondeurs au traitement (Antonelli et al., 1999; Fernandez et al., 1999). Un polymorphisme à 
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nucléotide unique (SNP) à la position 88 dans le gène MxA qui réduit l’activité 

transcriptionnelle a été associé à l’infection chronique par le VHC (Knapp et al., 2003b). 

Après liaison à l’ARN double-brin, l’OAS-1 catalyse la formation de 2’-5’-oligoadénylates et 

active la RNAse L qui scinde les ARN cellulaires et viraux (Sen, 2001; Katze et al., 2002). Un 

SNP dans la région 3’ non traduite du gène de l’OAS-1 a aussi été associé avec la clairance 

virale dans l’infection primaire (Knapp et al., 2003b). La PKR est activée par l’ARN db viral 

conduisant à la phosphorylation et à l’inactivation de son substrat, eIF2, avec à terme le 

blocage de la réplication du VHC (Sen, 2001; Katze et al., 2002). Il a été proposé que les 

interactions entre la protéine virale NS5A et la PKR étaient responsables de l’échec du 

traitement de l’hépatite par l’IFN (Gale et al., 1997). Des associations ont aussi été rapportées 

entre d’une part un polymorphisme dans la région promotrice de la PKR et l’autocontrôle de 

l’infection (Knapp et al., 2003b) et d’autre part des haplotypes du gène de l’Oxyde Nitrique 

Synthétase inductible (iNOS) et la clairance virale (Yee et al., 2004). La cytokine 

immunosuppressive IL-10 a des SNP localisés dans sa région promotrice. L’allèle AA à la 

position -592 est associé à la clairance virale du VHC alors que l’allèle GG à la position -1082 

est associé à l’infection chronique. On pense que ces variants sont fonctionnels et représentent 

respectivement des génotypes de production faible ou forte d’IL-10 (Knapp et al., 2003a; 

Mangia et al., 2004; Oleksyk et al., 2005). Une autre étude a criblé 269 SNP dans les gènes 

candidats de la réponse de l’hôte chez 238 japonais ayant une sérologie positive pour le VHC 

et a trouvé des associations avec la clairance virale dans 20 gènes dont l’IL-4 et NFκB-1 

(Saito et al., 2004). Ces résultats attendent confirmation par des études avec des cohortes 

indépendantes et vérification de la signification fonctionnelle des variants génotypiques 

(Minton et al., 2005). En revanche, il n’a pas été trouvé de variants des gènes codant le TGF-

β, l’IFN-γ et TNF-α pouvant influer sur la clairance virale (Barrett et al., 2003). 

Plusieurs associations ont été faites entre la clairance du virus et les gènes HLA hautement 

polymorphiques. Beaucoup d’études sont limitées par des groupes de comparaison 

inappropriés qui ne sont pas assortis au comportement à risque (ex: transfusion sanguine) ou 

au groupe ethnique –Deux éléments clés dans les études d’association de maladie (Aikawa et 

al., 1996; Congia et al., 1996; Tibbs et al., 1996; Alric et al., 1997; Hohler et al., 1997; Cramp 

et al., 1998; Kuzushita et al., 1998; Minton et al., 1998; Zavaglia et al., 1998; Barrett et al., 

1999; Lechmann et al., 1999; Mangia et al., 1999; Thursz et al., 1999; Alric et al., 2000; 

Fanning et al., 2000; McKiernan et al., 2000; Vejbaesya et al., 2000; Wawrzynowicz-

Syczewska et al., 2000; Barrett et al., 2001; Thio et al., 2001; Thio et al., 2002; Fanning et al., 
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2004; Khakoo et al., 2004). L’association la plus commune avec la clairance spontanée de 

l’infection a été faite avec les allèles de classe II, DQB1*0301 et DRB1*1101. Yee a entrepris 

une méta-analyse d’études publiées et sous réserve du biais de certains travaux, a trouvé que 

deux allèles étaient associés à la clairance virale (Yee, 2004). DRB1*1101 et DQB1*301 sont 

dans un rapport étroit de déséquilibre de sorte qu’un autre gène proche du locus HLA de 

classe II pourrait être réellement associé à la clairance virale. Toutefois, on a des preuves 

expérimentales que les épitopes immunodominants sont présentés par DRB1*1101 (Diepolder 

et al., 1997) et que les lignées cellulaires T reconnaissent les peptides du VHC présentés par 

DQB1*301 (Lamonaca et al., 1999). 

A contrario, très peu d’associations ont été rapportées entre des allèles HLA de classe I et la 

résolution spontanée de l’infection primaire. Deux groupes ont démontré une association entre 

la persistance du virus et la présence du HLA Cw*04 (Thio et al., 2002; Fanning et al., 2004). 

Un mécanisme potentiel pour expliquer l’association des allèles HLA C avec la persistance a 

été élucidé suite à la description de l’interaction entre les allèles HLA de classe I et les 

récepteurs inhibiteurs des cellules NK (Khakoo et al., 2004). De même, HLA B27 a 

récemment été associé avec la clairance virale et les épitopes de la cellule T CD8+ restreints 

par HLA B27 à des cibles pour l’échappement viral (Neumann-Haefelin et al., 2006). 

I.7.3.5 Cibles extra-hépatiques 

Les hépatocytes sont considérés comme la cible privilégiée de la réplication virale. 

Cependant, il est aujourd’hui établi que le VHC est capable de se répliquer dans d’autres 

cellules de l’organisme notamment dans les cellules mononuclées du sang périphérique 

(PBMC) (Bouffard et al., 1992; Wang et al., 1992). D’autres études ont montré que certaines 

sous-populations lymphocytaires B (Lerat et al., 1998; Roque Afonso et al., 1999) mais aussi 

les cellules dendritiques (Bain and Inchauspe, 2001; Navas et al., 2002), des lignées 

cellulaires d’origine hépatique ou lymphoïde (Shimizu et al., 1992; Shimizu et al., 1993) et 

même des cellules épithéliales intestinales (Deforges et al., 2004) ou des cellules du SNC 

(Radkowski et al., 2002; Forton et al., 2004a) sont permissives au VHC. L’existence de ces 

sites extra-hépatiques de réplication du virus pourrait expliquer en partie la réinfection rapide 

du greffon observée en cas de transplantation hépatique (Laskus et al., 2002b).  

Les paramètres déterminant le tropisme cellulaire du virus semblent multiples. La variabilité 

au sein des protéines d’enveloppe, en particulier dans la région HVR1 de la protéine E2, et 

entre les variants isolés dans différents compartiments de l’organisme suggèrent que leur 
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reconnaissance dépend de molécules de surface cellulaire spécifiques du type cellulaire. Mais 

le tropisme peut aussi être influencé par une éventuelle déficience des mécanismes essentiels 

du cycle viral, dont la réplication, l’assemblage et la sécrétion. 

I.8 LE TRAITEMENT 

I.8.1 Les thérapies actuelles 

En l’absence d’un vaccin efficace contre le VHC, la thérapie actuelle pour traiter l’infection 

chronique est l’interféron α pegylé en combinaison avec la ribavirine (Hugle and Cerny, 

2003). Les interférons sont des glycoprotéines naturelles qui possèdent des propriétés 

antivirales et immunomodulatrices (Tan et al., 2002). Elles sont produites par l’organisme 

humain en présence d’une infection virale. Elles inhibent la réplication virale par 

phosphorylation du facteur d’initiation de la synthèse protéique eIF2 après son activation par 

phosphorylation de molécules intervenant dans la transduction du signal telles que STAT1 et 

STAT2. L’inhibition de la synthèse protéique par l’activation de eIF2 altère l’initiation de la 

traduction de protéines virales. De plus, l’IFN stimule le système immunitaire qui promeut 

l’élimination du virus infectant. 

On utilise l’IFN pegylé ie une forme associée à une molécule de 12-40 kDa de polyethylene 

glycol caractérisée par une longue demi-vie, des effets secondaires limités et une plus grande 

efficacité (Thomson and Finch, 2005). La ribavirine est un analogue synthétique de la 

guanosine administré oralement qui agit par inhibition de l’inosine monophosphate 

déshydrogenase (IMPDH), une enzyme qui catalyse l’étape limitante de la synthèse de GTP 

(Tan et al., 2002) entrainant une diminution des niveaux intracellulaires de GTP et qui bloque 

indirectement la réplication de l’ARN viral. La ribavirine est de plus capable d’inhiber 

directement la polymérase NS5B suite à l’incorporation de RMP dans le site catalytique. 

Une réponse virologique prolongée, définie comme le maintien de niveaux normaux d’ALT 

associé à une virémie négative six mois après la fin du traitement, est obtenue chez 50% des 

patients traités par cette bithérapie avec ~40% chez les patients infectés par le génotype 1 et 

80% chez les porteurs des génotypes 2 et 3 (Tan et al., 2002). La décision de traitement est 

complexe et déterminée en fonction de l’état clinique de chaque patient (Papatheodoridis and 

Cholongitas, 2004). 
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I.8.2 Thérapies émergentes et cibles antivirales 

Les effets secondaires sévères, la faible efficacité contre le génotype 1 et le nombre important 

de contre-indications ont rendu indispensable la mise au point de thérapeutiques plus efficaces 

(Hugle and Cerny, 2003). Des voies potentielles d’investigation sont l’amélioration de la 

biodisponibilité de l’IFN et l’optimisation de sa pharmacocinétique. La conjugaison à 

l’albumine, l’encapsulation dans des liposomes, les interférons alternatifs font l’objet 

d’intenses d’investigations (Pockros, 2002). De même, des inhibiteurs de l’IMPDH avec des 

effets secondaires moindres que la ribavirine qui puissent provoquer une déplétion efficace du 

GTP cellulaire et induire des activités antivirale et anti-inflammatoire sont à l’étude. C’est le 

cas de la levovirine, un L-énantiomère de la ribavirine qui est excrétée sous une forme non 

phosphorylée dans les urines. Elle ne provoque pas d’anémie hémolytique et module la 

balance Th1/Th2 qui stimule la prolifération cellulaire T spécifique du VHC (Lin et al., 2003). 

Les progrès récents dans la culture cellulaire du VHC, le modèle chimpanzé, les petits 

modèles animaux ainsi que la disponibilité des structures tridimensionnelles de plusieurs 

enzymes virales devraient favoriser la mise au point d’agents antiviraux ciblant des étapes 

essentielles du cycle viral dont l’initiation de la traduction, la maturation de la polyprotéine 

par les protéases NS2/3 et NS3 et la réplication de l’ARN par NS5B. Ils ont permis 

l’émergence d’un nouveau concept: STAT-C (Specifically Targeted Antiviral Therapy for 

HCV) dans la lutte contre le VHC (Parfieniuk et al., 2007; Sulkowski, 2007). Ainsi, plusieurs 

molécules et inhibiteurs de petite taille ciblant les sites catalytique et allostérique du virus font 

l’objet d’essais cliniques. On peut citer SCH 503034, un inhibiteur spécifique du site actif de 

NS3 (Malcolm et al., 2006) ou encore ITMN 191, un inhibiteur de la protéase NS3/4A (He et 

al., 2008). Des inhibiteurs de l’ARN polymérase virale sont en cours de développement parmi 

lesquels la valopicitabine et R1626, des analogues nucléosidiques (Toniutto et al., 2007; 

Roberts et al., 2008) et HCV 796 un analogue non nucléosidique (Le Pogam et al., 2008) qui 

sont en phase d’études cliniques. 

L’utilisation de ribozymes modifiées chimiquement pour dégrader des régions très conservées 

du génome viral (Jarczak et al., 2005; Gonzalez-Carmona et al., 2006) a été explorée avec des 

résultats mitigés du fait d’une toxicité chez l’animal (2000). Par ailleurs, de petits 

oligodéoxynucléotides complémentaires à des séquences d’ARN viral ont été générés pour 

inhiber l’expression des protéines virales et cellulaires (Randall and Rice, 2004; Prabhu et al., 

2006; Lupberger et al., 2008). 
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Le potentiel des immunomodulateurs a fait l’objet d’investigations, seuls ou en association 

avec l’IFN (Hugle and Cerny, 2003). Ils peuvent être utilisés pour empêcher les dommages 

hépatiques et pour booster la réponse immunitaire de l’hôte contre le virus. L’un de ces 

immunomodulateurs prometteur est l’isatoribine (ANA975), un agoniste TLR7 qui a 

démontré une puissante immunogénicité in vitro et in vivo et qui est efficace contre les 

génotypes 1 et 3 (Xiang et al., 2007). L’actilon (CPG 1010101), un agoniste TLR9 stimule le 

système immunitaire, induisant la sécrétion de cytokines et de chimiokines antivirales et 

activant les cellules NK, T, pDC, NKT et B. Il aurait une action synergique avec l’IFN pegylé 

+ ribavirine et serait bien toléré (McHutchison et al., 2007; Vicari et al., 2007). 

Des candidats vaccins sont à l’étude. On peut citer le GI 5005 (Haller et al., 2007), le TG4040 

et le XTL6865 [AASLD 2005] qui font l’objet d’essais cliniques de phase I. 
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L’infection par le virus de l’hépatite C pose un problème majeur de santé publique. Environ 

200 millions de personnes soit 3% de la population mondiale est touché par ce fléau avec dans 

la majorité des cas, une évolution vers la chronicité qui peut se compliquer par une cirrhose 

voire un hépatocarcinome. En France, ce cancer est devenu la première cause de 

transplantation hépatique. Une meilleure compréhension du cycle viral contribuerait 

grandement à la mise au point d’antiviraux efficaces, les thérapies actuelles ayant fait la 

preuve de leurs limites avec une efficacité chez seulement 50% des patients traités. Une des 

caractéristiques des virus à ARN de polarité positive est l’initiation de la synthèse de l’ARN à 

partir des extrémités 3’ du génome par un mécanisme de novo. Dans le cas particulier du 

VHC, des travaux antérieurs de notre laboratoire portant sur la détermination de la structure 

secondaire des 342 nucléotides N-terminaux du brin (-) ont mis au jour 60% d’homologie de 

séquence nucléotidique entre les tiges-boucles SLEI et SLII des extrémités 3’ respectives des 

brins (-) et (+) du génome (Schuster et al., 2002). Une telle similitude de séquence nous a fait 

supposer que la tige-boucle SLEI pourrait jouer un rôle dans le cycle viral comme déjà décrit 

pour la SLII (Yanagi et al., 1999; Kolykhalov et al., 2000; Friebe and Bartenschlager, 2002; 

Yi and Lemon, 2003). Mon projet de thèse a consisté à rechercher des protéines virales ou 

cellulaires interagissant avec la tige-boucle SLEI et à déterminer leur implication dans le 

cycle viral. Pour ce faire, nous avons entrepris par la technique du triple-hybride dans la 

levure, d’une part le criblage d’une banque d’ADNc de foie humain, la tige-boucle SL-EI 

servant d’appât et d’autre part, la recherche d’une interaction avec les protéines virales. Nous 

avons isolé un interactant protéique: une forme tronquée de l’apolipoprotéine E (ApoE) 

humaine. Cette protéine a un rôle bien décrit dans le transport des lipides (Mahley and Rall, 

2000) et est particulèrement intéressante du fait de la liaison entre le métabolisme lipidique et 

le cycle viral du VHC (Andre et al., 2005). 

Dans un second temps, le rôle de cette protéine dans le cycle viral du VHC a été évalué au 

moyen du système de production de particules virales VHCcc (Lindenbach et al., 2005; 

Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005) et de petits ARNs interférents (siARNs) spécifiques. 

Ainsi, nous avons testé l’impact d’ApoE sur le mécanisme de réplication et la production de 

particules virales infectieuses. Par ailleurs, une interaction de notre candidat avec les protéines 

non structurales du virus a été investiguée par le système du double-hybride dans la levure 

puis confirmée par immunoprécipitation à partir de cellules Huh 7.5 répliquant Jc1. 

  



84 

 

 

 

 

 

 

 

 

III RESULTATS  



85 

III.1 Introduction 

Les extrémités 3’ des brins (+) et (-) du VHC contiennent des séquences essentielles pour la 

réplication de l’ARN. La capacité de ces extrémités à être répliquées ou à être reconnues par 

des protéines dépend du repliement adopté par l’ARN. Il est en effet important de connaitre 

les nucléotides non appariés, formant les boucles de ces extrémités car ils sont généralement 

impliqués dans les interactions ARN/ARN ou ARN/protéines (Svoboda and Di Cara, 2006). 

L’extrémité 3’NTR du brin (+) est composée de 3 régions: une région variable, une séquence 

interne poly(U/UC) et, enfin la région X (Kolykhalov et al., 1996; Ito and Lai, 1997). (Figure 

4, page 20). Plusieurs études ont montré que la région poly(U/UC) et la région X étaient 

essentielles à la réplication virale et à l’infectivité des virions du VHC (Yanagi et al., 1999; 

Kolykhalov et al., 2000; Friebe and Bartenschlager, 2002; Yi and Lemon, 2003). La région X 

est directement impliquée dans la réplication de l’ARN viral. Elle est très conservée parmi les 

génotypes et est structurée en 3 tiges-boucles, appelées SL-I, SL-II et SL-III (Blight and Rice, 

1997). Elle interagit spécifiquement avec la polymérase virale NS5B au niveau de la tige-

boucle I et de la région simple brin reliant les tiges-boucles I et II (Oh et al., 2000). Cette 

région constituant l'extrémité 3'(+) du génome viral est reconnue par de nombreux facteurs 

cellulaires tels que la protéine ribosomale L22 (Wood et al., 2001) et la protéine PTB 

(Tsuchihara et al., 1997; Ito and Lai, 1999). 

L’extrémité 3’ du brin (-) sert de promoteur pour la synthèse de nouveaux génomes de 

polarité (+) (Oh et al., 1999). Du fait de l’absence d’une structure détaillée de cette extrémité, 

une étude a été entreprise dans notre laboratoire pour en déterminer le repliement secondaire 

en solution par la méthode de "probing". Cette méthode est basée sur l’utilisation de sondes 

chimiques et enzymatiques (Ehresmann et al., 1987) et est confirmée par les prédictions de 

repliement secondaire obtenues par le logiciel informatique RNA fold 

(http://www.tbi.univie.ac.at/RNA/RNAfold.html). Cette étude détaillée a permis de démontrer 

que l’extrémité 3’(-) est structurée en deux domaines, les domaines I et II (Schuster et al., 

2002). Le domaine I comprend les nucléotides -1 à -230 au niveau desquels est certainement 

initiée la synthèse du brin (+). Ce domaine est replié en cinq structures stables de type tige-

boucle, appelées SL-AI, SL-BI, SL-CI, SL-DI et SL-EI. Le domaine I est suivi d’une 

structure moins stable qui comprend les nucléotides -231 à -416, le domaine II. (Figure 18). 
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Dans l’optique de trouver des caractéristiques communes aux extrémités 3’ des brins (-) et (+) 

du VHC, régions toutes deux impliquées dans le processus de réplication, leurs séquences ont 

été comparées et une homologie de 60% a été trouvée entre les tiges-boucles SL-EI et SL-II. 

(Figure 19). Il est connu que SL-II est impliquée dans l’interaction avec la protéine PTB (Ito 

and Lai, 1997). Cependant, les nucléotides de SL-II qui sont importants pour la fixation de 

PTB, ne sont pas ceux qui sont homologues entre SL-II et SL-EI. De même, il n’existe aucune 

homologie entre la séquence consensus de liaison de PTB au niveau de l’extrémité 3’(+) et la 

séquence 3’ du brin (-). En accord avec cette observation, il a été montré que PTB ne peut se 

fixer que sur l’extrémité 3’(+) et non sur la région terminale 3’(-) du VHC (Tsuchihara et al., 

1997). La similitude de séquence observée entre ces deux régions d’ARN présentant une 

fonction commune à savoir la réplication, suggère fortement qu’elle pouvait être la cible de 

facteurs protéiques impliqués dans le cycle viral. 

Figure 18: Représentation schématique de la structure des domaines I et II de 
l’extrémité 3’ du brin (-) du VHC. 
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Pour tester cette hypothèse, nous avons décidé de rechercher par un criblage de type triple-

hybride dans la levure des protéines virales ou cellulaires capables de reconnaitre SL-EI 

(nucléotides –212 à -231) et SLII (nucléotides 9630 à 9651) et de ce fait impliquées dans le 

cycle viral du VHC. 

Le triple-hybride dans la levure permet l’étude d’interactions ARN-protéine ex vivo. Elle est 

basée sur l’expression dans la levure de trois molécules chimériques dont l’interaction aboutit 

à l’activation de deux gènes rapporteurs (SenGupta et al., 1996). Cette méthode utilise une 

protéine activatrice de la transcription dont les domaines de liaison à l’ADN (DBD) et 

d’activation (AD) sont structurellement et fonctionnellement indépendants et 

interchangeables. Dans notre système, le DBD de LexA est exprimé en fusion avec MS2-Coat 

qui est une protéine de liaison à l’ARN MS2. La deuxième protéine de fusion est constituée 

d’une part par l’AD de Gal4 et d’autre part par la protéine Y de liaison à l’ARN que l’on 

souhaite étudier ou isoler. Ces deux protéines de fusion seront "pontées" par l’intermédiaire 

d’un troisième partenaire, à savoir une molécule d’ARN hybride qui contient les sites MS2, 

Figure 19: Représentation schématique des brins (-) et (+) du VHC. 

Dans l’encadré, les nucléotides conservés entre SLII et SLEI sont ombrés. Les nucléotides 
intervenant dans la liaison par PTB sont entourés. Adapté de (Schuster et al., 2002). 
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spécifiquement reconnus par MS2-Coat, ainsi que la séquence d’ARN X (ARN d’intérêt, dans 

notre cas SLEI ou SLII WT ou mutés) qui elle, sera reconnue par la protéine Y de liaison à 

l’ARN que nous recherchons. L’interaction entre la protéine Y et l’ARN X va permettre la 

formation d’un activateur transcriptionnel fonctionnel qui induira l’expression de deux gènes 

rapporteurs, HIS3 et LacZ. Il faut noter que la protéine de fusion LexADBD-MS2 est codée par 

le génome de la souche de levure YBZ1, alors que la protéine Y-Gal4AD et l’ARN hybride 

MS2-X sont exprimés à partir de plasmides respectivement pACT2 et pIIIAMS2-2. (Cf. 

section Matériels et Méthodes, Figure 37, page 127). 

Ainsi pour les besoins de notre étude, la tige-boucle SLEI a été clonée en fusion avec l’ARN 

MS2 dans le plasmide pIIIAMS2-2 (pIV 1310) et la levure YBZ1 a été transformée par cette 

construction. Un ARN dérivé de SLEI dans lequel les nucléotides communs entre les tiges-

boucles SLEI et SLII ont été mutés, a été fusionné à MS2 afin de tester la spécificité de 

l’interaction observée. Le plasmide correspondant, pIV 1364 porte la tige-boucle SLEIRM et 

nous a servi de construction contrôle permettant la validation de la spécificité des interactions. 

De même, la tige-boucle SLII a été exprimée dans le contexte de l’ARN hybride pour tester 

son interaction avec d’éventuels candidats du crible. Le bon repliement de ces ARNs a été 

vérifié au moyen du programme bioinformatique RNA Fold. 

III.2 Etude de la réplication de mutants de SLEI dans des lignées cellulaires dérivées 

d’hépatomes humains. 

Dans le plasmide pJc1 qui code un génome du VHC produisant des virions infectieux en 

culture cellulaire (Pietschmann et al., 2006) (Figure 35, page 119), les nucléotides communs 

entre SLEI et SLII ont été mutés en nucléotides complémentaires (G↔C ou A↔U). On 

obtient alors SLEIRM (SLEI Reverse Mutant), SLIIRM ou SL2M (où les 2 tiges-boucles 

d’intérêt ont été simultanément mutés). Les plasmides pIV 1363, pIV 1369 et pIV 1371 

respectivement ont ainsi été générés. Ces constructions plasmidiques ont été transcrites in 

vitro et les ARN viraux obtenus ont été transfectés par électroporation dans des cellules 

Huh7.5. Puis, la réplication de ces mutants a été testée dans les lysats cellulaires par RT-PCR 

à 48, 72 et 96 h. Nous avons noté que ces mutations sont délétères pour la réplication du 

virus. (Figure 20). Ce qui traduit l’importance fonctionnelle de ces régions et conforte 

l’intérêt de notre étude. 
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III.3 Recherche par triple-hybride d’interactants de SLEI et clones candidats. 

Dans un premier temps, nous avons testé l’existence d’une interaction entre la tige-boucle 

SLEI et les protéines non structurales du VHC. Toutes les protéines non structurales du VHC 

ainsi que Core ont été clonées dans le vecteur pGADT7 (Clontech), en fusion avec le domaine 

d’activation de Gal4 lors d’un précédent travail (Dimitrova et al., 2003). La souche de levure 

YBZ1 dont le génome code pour la protéine LexADBD-MS2 a été cotransformée par 

pIIIAMS2-2 permettant l’expression de l’ARN hybride SLEI-MS2 (pIV 1310) et par 

pGADT7-NS codant pour l’une des protéines du VHC en fusion avec Gal4 (Gal4AD-NS). 

Seule la protéine NS5B qui est l’ARN polymérase ARN dépendante du virus, interagit avec la 

tige-boucle SLEI (Figure 23, page 92). 

Dans un second temps, le plasmide pIV 1310 codant SLEI WT-MS2 transformé dans YBZ1 a 

été utilisé pour cribler une banque d’ADNc de foie humain préparée dans le vecteur pACT2 et 

Figure 20: Etude de la réplication des mutants des tiges-boucles SLEI et SLII dans 
Jc1. 

Des cellules Huh7.5 ont été électroporées avec l’ARN viral Jc1WT (SLEIWT) ou muté au 
niveau des tiges-boucles [SLEI (SLEIRM), SLII (SLIIRM), double-mutant (SL2M)] voire 
du site catalytique de NS5B-GND (GND). A J2 et J4 post-transfection, les ARN 
cellulaires totaux ont été récoltés. L’ARN du VHC a été quantifié par RT-PCR dans les 
lysats cellulaires et le nombre de molécules d’ARN viral a été normalisé par rapport à 
l’ARN de la GAPDH. 
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transformant la souche de levure Y187. Après 24h de croisement, les levures sont étalées sur 

un milieu hautement sélectif SD/-URA-LEU-HIS-ADE (QDO) + 5 mM de 3AT. Les boites 

sont incubées à 30°C pendant 8 à 21 j. Quelques 3 X 108 clones ont été criblés. 47 clones ont 

été sélectionnés et réétalés sur le même milieu. L’étape suivante de sélection a consisté à 

tester sur boite l’expression du gène reporter LacZ. 42 clones ont été retenus et ont fait l’objet 

d’une extraction au phénol-chloroforme. Les préparations plasmidiques ont été électroporées 

dans des bactéries KC8 auxotrophes pour la leucine et étalées sur un substrat à base de milieu 

M9 mimimum pour sélectionner pACT2. Les inserts ont ensuite été séquencés et analysés par 

comparaison aux bases de données du NCBI. Cinq clones candidats ont été identifiés: La 

Protéine 4 de Liaison au Rétinol (RBP4), une forme tronquée de l’Apolipoprotéine E (ApoE-

C-term correspondant aux 10 aa C-terminaux suivis de la région 3’ non traduite) et l’albumine 

(identifiée trois fois). 

III.4 Caractérisation des interactions entre les clones candidats et la tige-boucle SLEI 

Pour mieux caractériser les interactions entre SLEI et les protéines candidates, la souche 

YBZ1 a été cotransformée par les plasmides exprimant les différents clones candidats et d’une 

part la tige-boucle SLEIWT et d’autre part par SLEIRM (contrôle de la spécificité de 

l’interaction). Pour la pousse, les levures cotransformées ont été étalées sur un milieu sélectif 

SD/-URA-LEU-HIS-ADE (QDO) additionné de concentrations croissantes de 3AT (0 à 30 

mM) qui est un inhibiteur de l’expression du rapporteur HIS3. En présence de 5 mM d’AT, 

l’interaction des tiges-boucles avec RBP4 et l’albumine était perdue alors qu’elle était 

maintenue pour les deux autres clones candidats à savoir ApoE et NS5B. (Figure 21). 

 
Figure 21: Tableau récapitulatif de la pousse des interactants de SLEI (WT ou RM) 
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Nous avons conclu à des artéfacts pour les deux premières. Les concentrations croissantes 

d’AT laissaient entrevoir une importance des nucléotides communs entre SLEI et SLII dans 

l’interaction puisque les levures poussaient mieux en présence de SLEIWT que de SLEIRM. 

La force et la spécificité des interactions étant corrélées (Hook et al., 2005), nous avons testé 

les forces relatives de nos différentes interactions par l’analyse de l’expression du second 

gène rapporteur Lac Z au moyen de l’activité β-galactosidase en milieu liquide. Celle-ci a 

révélé une forte interaction d’ApoE-Cterm pour SLEIWT, alors qu’elle était nulle pour le 

mutant. Ceci révélait une spécificité de cette protéine pour la tige-boucle d’intérêt. 

La liaison de NS5B quant à elle était quasiment identique pour SLEIWT et pour SLEIRM. 

(Figure 22). 

      

 

 

 

 

Par ailleurs, dans le but de vérifier notre hypothèse sur l’importance des nucléotides communs 

aux tiges-boucles SLEI et SLII, nous avons testé l’interaction de SLII en triple-hybride avec 

Figure 22: Le C-terminal d’ApoE interagit spécifiquement avec SLEI. 

La souche de levure YBZ1 est co-transformée par le plasmide codant l’ARN SLEI (WT ou 
RM) et le plasmide codant les protéines d’intérêt (Gal4 AD, ApoE, NS5B). L’activation du 
gène LacZ est mesurée par le niveau d’activité β galactosidase / mg de protéine dans le 
milieu de culture. ApoE interagit spécifiquement avec SLEI. NS5B interagit non 
spécifiquement avec SLEI. 



92 

le clone d’ApoE C-term isolé précédemment. Nous avons constaté que SLII interagit 

également spécifiquement avec la forme tronquée d’ApoE. (Figure 23). 

                      

 

 

 

 

Au vu de ces résultats, nous avons retenu la protéine ApoE comme un bon candidat pour 

étudier les interactions virus-hôte dans le cadre de l’infection par le VHC. 

III.5 ApoE full-length n’interagit pas avec SLEI 

Les résultats précédents ayant été obtenus avec une forme tronquée d’ApoE (seulement 10 

derniers aminoacides exprimés), nous avons testé en triple-hybride l’interaction de la protéine 

entière (clone BC003557 obtenu de LGC Promochem France) avec la tige-boucle SLEI. Nous 

n’avons malheureusement pas obtenu de pousse sur le milieu sélectif SD/ULHA + 3AT à 5 

mM dans ces conditions. Ces résultats peuvent s’expliquer par un problème de structure de la 

protéine dans le contexte du triple-hybride dans la levure. 

Compte tenu de l’importance croissante des lipoprotéines dans l’infection par le VHC (Andre 

et al., 2005; Chang et al., 2007; Huang et al., 2007; Gastaminza et al., 2008), nous avons 

néanmoins investigué l’impact d’ApoE sur le cycle viral. 

Figure 23: Le C-term d’ApoE interagit spécifiquement avec SLEI et SLII. 

La souche de levure YBZ1 est cotransformée par le plasmide codant les ARN SLEI (WT 
ou RM) ou SLII et le plasmide codant les protéines d’intérêt (ApoE Cterm, NS5B) ou les 
protéines contrôles (Gal4AD ou Gal4AD-T). Des quantités équivalentes de levures (D0 
0,7) sont ensemencées sur milieux sélectifs SD/ULHA + AT (30 mM). Après 20 j de 
croissance à 30°C, seules les levures coexprimant ApoE C-term et SLEIWT ou ApoE C-
term et SLII ont poussé significativement. 
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III.6 Etude de l’implication fonctionnelle d’ApoE d ans le cycle viral 

Pour déterminer le rôle d’ApoE dans l’infection par le VHC, nous avons choisi de bloquer 

l’expression de cette protéine par la technique de l’ARN interférent et d’analyser l’impact de 

cette déplétion sur différents aspects du cycle viral. En effet, l’ARN interférent permet 

transitoirement, l’inhibition sélective de l’expression de gènes cibles pour en déterminer la 

fonction. En ce sens, des cellules Huh7.5 ont été transfectées à la lipofectamine avec de petits 

ARNs interférents spécifiques (siARN) d’ApoE ou des siARNs contrôles (siCTRL1, 

siCTRL2 et siHCV331). Les siARNs CTRL1-2 et ApoE sont d’origine commerciale 

(Dharmacon). Le siARN HCV331 cible l’IRES du virus et bloque la traduction des protéines 

virales (Yokota et al., 2003). Après 72 heures de culture, l’inhibition de l’expression d’ApoE 

dans les cellules transfectées a été vérifiée par Immunoblot dans les lysats avec un anticorps 

spécifique. (Figure 24). L’expression d’ApoE dans les cellules transfectées est totalement 

inhibée dans ces conditions (colonne 3) comparée à celle de cellules non transfectées 

(colonnes 5 et 6) ou transfectées avec un siARN CTRL (colonnes 1, 2 et 4). L’expression de 

la β-actine dans les différents lysats cellulaires a été détectée en parallèle avec un anticorps 

spécifique. 

                                  

 

 

 

Figure 24: Analyse par Immunoblot de l’inhibition de l’expression d’ApoE par des 
ARN interférents spécifiques dans les cellules Huh7.5. 

Des cellules Huh7.5 ont été transfectées avec des ARNs interférents contrôle (siCTRL1, 
siCTRL2 et siHCV331), spécifiques d’ApoE (siApoE) ou avec du PBS voire non 
transfectées (Mock). Après 72 heures de culture, les cellules ont été lysées et les extraits 
protéiques séparés par SDS-PAGE puis un immunoblot a été réalisé avec un anticorps 
anti-ApoE ou anti-βactin. 
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III.6.1 L’inhibition de l’expression d’ApoE n’a pas  d’impact sur la réplication de l’ARN 
viral Jc1-Luc. 
Il est connu que la portion 3’X dans la région 3’NTR dont l’un des éléments est la tige-boucle 

SLII est requise pour l’infectivité du VHC (Waris et al., 2004) et sa réplication dans les 

cellules hôtes (Kolykhalov et al., 2000; Friebe and Bartenschlager, 2002; Yi and Lemon, 

2003). La tige-boucle SLEI qui présente un haut niveau d’homologie avec SLII, interagit avec 

une forme tronquée d’ApoE un constituant essentiel des lipoprotéines plasmatiques humaines. 

Nous avons décidé d’analyser l’impact de notre protéine candidate sur la réplication de l’ARN 

viral par l’inhibition sélective de son expression. Dans cette optique, des cellules Huh7.5 ont 

été électroporées avec des siARNs contrôles ou spécifiques d’ApoE. Au bout de 72 heures, 

ces cellules ont été reélectroporées avec l’ARN viral Jc1-Luc (génome VHC infectieux codant 

un gène rapporteur luciférase) et collectées à 24, 48, 72 et 96 heures. La réplication de l’ARN 

génomique est quantifiée dans les lysats cellulaires par mesure de l’activité luciférase. 

(Figure 25). Les résultats montrent que l’inhibition de l’expression d’ApoE ne perturbe pas la 

réplication de l’ARN du VHC (comparer siApoE / siCTRL1 et 2). En revanche comme 

attendu, la réplication est fortement inhibée par le traitement au siHCV331. 

 

 

 

 

 

Figure 25: L’inhibition de l’expression d’ApoE n’af fecte pas la réplication de Jc1-
Luc. 

Des cellules Huh7.5 transfectées avec des siARNs spécifiques d’ApoE (siApoE) ou des 
siARNs contrôle (siCTRL1, siCTRL 2) ou siHCV331 (bloquant spécifiquement la 
traduction du virus)) voire du PBS seul sont incubées 72 heures puis réélectroporées avec 
10 µg d’ARN viral Jc1-Luc. La réplication de l’ARN viral est quantifiée par mesure de 
l’activité luciférase à 24, 48, 72 et 96 heures. 
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III.6.2 L’inhibition de l’expression d’ApoE limite sévèrement la production de particules 
infectieuses du VHC. 
Parmi les étapes essentielles du cycle viral, figurent l’assemblage et l’export. Nous avons 

voulu connaitre l’impact d’ApoE sur ces aspects de la vie du virus. De petits ARNs 

interférents spécifiques ont été utilisés pour réduire l’expression d’ApoE dans des cellules 

Huh7.5 comme précédemment. Au bout de 72 heures, l’expression d’ApoE dans ces cellules 

est inhibée. L’ARN viral Jc1-Luc est ensuite électroporé dans ces cellules et dans des cellules 

témoins préalablement transfectées par un ARN interférent non spécifique (CTRL1 et 

siCTRL2) ou avec du PBS seul. L’effet de l’inhibition sélective d’ApoE sur la production du 

VHC est déterminé par la mesure de l’infectivité des surnageants des cultures de ces cellules 

sur des cellules Huh7.5 naïves. Pour cela, les milieux de culture ont été collectés au bout de 

72 heures et concentrés 50 fois. Ces surnageants d’infection concentrés sont ensuite utilisés 

pour infecter des cellules Huh7.5 naïves. L’infectivité des surnageants a été testée par la 

mesure de l’activité luciférase dans les lysats de cellules Huh7.5, 72 heures après infection. 

(Figure 26). 

                   

 

 

 

 

Figure 26: L'inhibition de l'expression d’ApoE entraine un blocage de la production 
de particules virales. 

Des cellules Huh7.5 non transfectées (Mock) ou transfectées avec des siARNs (siCTRL1, 
siCTRL2, siApoE) ou du PBS ont été électroporées au bout de 72 heures avec 10 µg 
d’ARN viral Jc1-Luc. Au bout de 72 heures, les surnageants de culture sont collectés et 
concentrés 50 fois. 150 µL de ce surnageant concentré sont ensuite utilisés pour infecter 
6.104 cellules Huh7.5 naïves. Après 72 heures, l’infectivité des surnageants a été 
quantifiée par mesure de l’activité luciferase dans les lysats de cellules Huh7.5. 
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Le titre infectieux de virions du VHC sécrétés dans le milieu est considérablement réduit par 

l’inhibition sélective de l’expression d’ApoE. En effet, les ARNs interférents spécifiques 

d’ApoE diminuent ce titre infectieux d’un facteur 20 (comparer siApoE / siCTRL1). 

Ces résultats montrent que l’inhibition de l’expression d’ApoE entraine une réduction 

marquée de la production de virions infectieux du VHC et soulignent l’importance cruciale de 

cette protéine pour la production de virions infectieux. Cette réduction pourrait résulter d’un 

défaut d’assemblage ou d’une perturbation de la sécrétion. 

III.7 NS5A est la seule protéine virale interagissant avec ApoE en double-hybride 

Pour mieux comprendre le rôle d’ApoE dans le cycle viral, nous avons testé son interaction 

avec les protéines non structurales du VHC mais aussi avec Core dans le système des 

doubles-hybrides dans la levure. Cette méthode permet de détecter voire de cartographier des 

interactions entre des protéines d’intérêt en tirant avantage de la structure modulaire des 

facteurs de transcription. L’une des protéines d’intérêt est fusionnée au domaine de liaison à 

l’ADN d’un facteur de transcription tandis que l’autre protéine d’intérêt est fusionnée à un 

domaine activateur de la transcription. En cas d’interaction entre ces deux protéines 

chimériques, il y a reconstitution d’un facteur de transcription hybride, qui permet la 

transcription de gènes rapporteurs HIS3 et LacZ (Fields and Song, 1989). (Figure 36, page 

138). Ainsi, les protéines non structurales, mais aussi Core fusionnées au domaine de liaison à 

l’ADN de Gal4 ont servi d’appâts tandis qu’ApoE exprimée en fusion avec le domaine 

activateur de Gal4 servait de proie. Les plasmides portant les fusions d’intérêt ont été 

cotranfectés dans la levure AH109 par la méthode à l’acétate de lithium. La culture s’est faite 

sur un milieu hautement sélectif SD/-LEU-TRP-ADE-HIS pendant 10 à 14 jours. Seule la 

protéine multifonctionnelle NS5A interagissait avec ApoE dans ce système d’analyse. 

(Figure 27). 

Il est à préciser que c’est la protéine ApoE entière qui a été utilisée dans la présente 

exprérience. 
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III.8 Confirmation de l’interaction NS5A-ApoE par i mmunoprécipitation. 

Pour s’assurer du caractère physiologique de l’interaction ApoE-NS5A, nous l’avons testée 

dans des cellules Huh7.5 répliquant le génome infectieux Jc1 (Pietschmann et al., 2006). 

L’ARN viral Jc1 transcrit in vitro a été électroporé dans des cellules Huh7.5. Après 72 heures 

d’incubation, les cellules sont collectées et lysées. Après centrifugation pour éliminer les 

débris cellulaires, les surnageants sont incubés avec un anticorps monoclonal de souris 

spécifique de NS5A (Virostat®) et des billes d’agarose couplées aux protéines A et G. Les 

protéines co-précipitées sont séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

conditions dénaturantes (SDS-PAGE) suivie d’un Western Blot avec un anticorps monoclonal 

spécifique d’ApoE (mAb 33 obtenu de Dr Luo, USA) (Chang et al., 2007). La protéine est 

détectée uniquement dans la fraction immunoprécipitée par un anticorps anti-NS5A (colonne 

4) et non dans la fraction immunoprécipitée par un anticorps anti-myc (colonnes 2 et 3). 

(Figure 28). Il est à souligner que cette interaction a été mise en évidence sans surexpression 

préalable d’ApoE, ce qui renforce considérablement son occurrence in vivo. 

Figure 27: NS5A est la seule protéine du VHC qui interagit avec ApoE 

La souche de levure AH109 est cotransformée par pGBKT7-NS5A d'une part et d'autre 
part pGADT7-NS ou pGADT7-Core. Des quantités équivalentes (DO 0,7) sont 
ensemencées sur milieu sélectif SD/ULHA. Après 10 à 14 j de croissance à 30°C, seule la 
levure coexprimant ApoE-NS5A a poussé significativement. 
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III.9 ApoE est requis pour la production de particules virales infectieuses 

La déplétion d’ApoE dans les cellules Huh7.5 répliquant Jc1 provoque une baisse drastique 

de la sécrétion de virions infectieux. Afin de déterminer si cette baisse d’infectiosité est due à 

un défaut d’assemblage des virions et/ou à une atteinte du processus d’export des virions, 

nous avons purifié des virions provenant (i) de cellules Huh7.5 répliquant Jc1 transfectées au 

préalable par des siApoE ou des siCTRL, (ii) des surnageants de culture de ces mêmes 

cellules. Si l’inhibition de l’expression d’ApoE entraine un défaut d’assemblage des virus, la 

production des lysats et des surnageants de ces cellules sera considérablement affectée. Par 

contre, si ce n’est que le processus d’export qui est touché par l’absence d’ApoE, alors seul le 

nombre de virions présent dans le surnageant des cellules sera diminué. 

Les virions que nous avons obtenus soit par lyse des cellules soit par concentration des 

surnageants de culture ont été purifiés sur des gradients d’iodixanol. L’iodixanol est une 

molécule isotonique et isoosmotique au plasma dont les gradients sont de qualité supérieure 

aux gradients de sucrose et de bromure de sodium pour la préservation des complexes virus-

lipoprotéines (Nielsen et al., 2006). Nous avons ensuite procédé à l’infection de cellules 

Huh7.5 à partir des fractions de ces virions purifiés. L’infectivité a été quantifiée par la 

mesure de l’ARN viral produit en RT-PCR quantitative au bout de 72 heures. Il est apparu 

Figure 28: ApoE et NS5A interagissent dans des cellules Huh7.5 répliquant Jc1 

Des cellules Huh7.5 ont été électroporées avec l’ARN Jc1 transcrit in vitro. Après 72 
heures d’incubation, les cellules ont été collectées et lysées puis centrifugées. Les 
surnageants ont été incubés overnight à 4°C avec un anticorps monoclonal anti-NS5A ou 
anti-myc et des billes d’agarose (A/G). Après plusieurs lavages puis centrifugation, les 
protéines du surnageant sont séparées par SDS-PAGE et le complexe protéique est révélé 
par western blot avec un anticorps spécifique d’ApoE. NS5A interagit spécifiquement 
avec ApoE (colonne 4). 
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Figure 29: Infectivité des virions intracellulaires ou extracellulaires du VHC purifiés 
au moyen de gradients d’iodixanol.

Les surnageants de culture (A) et les lysats (B) de cellules Huh7.5 électroporées avec des 
siARNs contrôles (CTRL) ou spécifiques de ApoE ((ApoE
purifiés au moyen de gradients d’iodixanol après concentration. L’infectivité des fractions 
a été testée sur des cellules Huh7.5 naïves. La quantité d’ARN dans chaque fraction a été 
mesurée par RT-PCR quantitative (RT
été évaluée au bout de 72 heures par RT
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représentée par la courbe
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surnageants de culture (A) et les lysats (B) de cellules Huh7.5 électroporées avec des 
siARNs contrôles (CTRL) ou spécifiques de ApoE ((ApoE(-)) et répliquant Jc1 ont été 
purifiés au moyen de gradients d’iodixanol après concentration. L’infectivité des fractions 
a été testée sur des cellules Huh7.5 naïves. La quantité d’ARN dans chaque fraction a été 

PCR quantitative (RT-PCRq) (courbes noires et bleues). L’infectivité a 
été évaluée au bout de 72 heures par RT-PCRq et normalisée en la rapportant à la quantité 
d’ARN d’actine (barres noires et bleues). La densité (g/ml) des différentes fracti
représentée par la courbe en pointillés. Les résultats sont la moyenne de deux expériences 
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III.10 Une délétion dans le domaine III de NS5A perturbe l’interaction avec ApoE 

Des études récentes suggérent fortement l’implication d’ApoE (Chang et al., 2007) et de 

NS5A (Miyanari et al., 2007; Appel et al., 2008; Masaki et al., 2008; Tellinghuisen et al., 

2008) dans l’assemblage des virions. Deux d’entre elles décrivent des mutants de délétion 

dans le domaine III de NS5A qui sont délétères pour l’assemblage (Appel et al., 2008; 

Tellinghuisen et al., 2008). Nous avons émis l’hypothèse que ce blocage pourrait venir d’une 

moindre interaction avec ApoE. Nous avons donc testé l’interaction d’un de ces mutants avec 

ApoE dans le système des doubles-hybrides. Nous montrons que cette mutation entraine une 

diminution de l’interaction avec ApoE (Figure 30), ce qui peut orienter également vers un 

rôle de cette protéine dans l’assemblage. H77 est un génome VHC infectieux de génotype 1b 

et qui atteste que l’interaction NS5A-ApoE n’est pas limitée à un seul génotype. 

                          

  
Figure 30: Une mutation du domaine III de NS5A est délétère pour l’interaction 
avec ApoE 

La levure AH109 est cotransformée d’une part par pGBKT7-NS5A (WT ou Muté) ou 
pGBKT7-Lam et d’autre part pGADT7-ApoE. Après 10 j d’incubation à 30°C, on note 
une moindre pousse du mutant (comparer NS5A WT / NS5A mutant domaine III). 
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Des travaux antérieurs du laboratoire ont montré que l’extrémité 3’ du brin (-) du VHC était 

structurée en deux domaines: le domaine I et le domaine II. Le domaine I, plus stable 

comporte 5 tiges-boucles SLAI, SLBI, SLCI, SLDI et SLEI dont la dernière présente 60% 

d’homologie de séquence avec la tige-boucle SLII de l’extrémité 3’ du brin (+) (Figure 19, 

page 87) (Schuster et al, 2002). SLII se situe dans la région X très conservée et joue un rôle 

important dans la réplication de l’ARN génomique (Kolykhalov et al., 2000; Friebe and 

Bartenschlager, 2002; Yi and Lemon, 2003) mais aussi dans l’infectivité des virions (Waris et 

al., 2004). L’extrémité 3’ du brin (-) permet l’initiation de la synthèse du brin (+) et nous 

avons émis l’hypothèse que la tige-boucle SLEI pourrait jouer un rôle essentiel dans le cycle 

viral. Dans cette étude, nous avons testé cette hypothèse par le criblage d’une banque d’ADNc 

de foie humain avec la tige-boucle SLEI servant d’appât en utilisant la méthode du triple 

hybride dans la levure (SenGupta et al., 1996). Nous avons montré qu’elle interagit avec une 

forme tronquée d’ApoE (ApoE-Cterm) (Figure 22, page 91). Cette liaison est spécifique et 

fait intervenir les nucléotides communs à SLEI et SLII (Figure 23, page 92); ce qui laisse 

augurer un rôle dans le cycle viral. Les tests effectués avec la protéine ApoE entière se sont 

montrés non concluants dans notre système. Toutefois, étant donné qu’ApoE est une protéine 

hépatique impliquée dans le métabolisme lipidique (Mahley, 1988; Mahley and Rall, 2000) et 

la production de particules virales (Chang et al., 2007; Nielsen et al., 2008), nous avons 

recherché l’impact de cette protéine sur le cycle viral. Ainsi, l’expression d’ApoE a été 

spécifiquement inhibée au moyen de petits ARNs interférents spécifiques. Ce blocage n’a pas 

eu d’impact sur la réplication de l’ARN génomique (Figure 25, page 94). En revanche, il a 

drastiquement limité l’export de virions infectieux (Figure 26, page 95). Ces résultats sont en 

accord avec ceux d’une étude récente qui montre qu’ApoE est requis pour la sécrétion du 

VHC (Chang et al., 2007). Ce défaut pouvant résulter d’une interférence au niveau de la 

sécrétion proprement dite ou provenir d’une déficience plus précoce au niveau de 

l’assemblage, nous avons tenté de discriminer ces deux possibilités en testant l’infectivité de 

virions intracellulaires purifiés à partir de cellules (siApoE) lysées ou celle de virions sécrétés 

dans le milieu de culture. Il est apparu que l’inhibition de l’expression de l’ApoE ne perturbait 

pas l’assemblage mais la sécrétion des virions. Ces résultats sont en contradiction avec ceux 

de l’étude de Chang qui montre une inhibition de l’assemblage induite par le blocage 

spécifique de l’expression d’ApoE (Chang et al., 2007). Ils sont aussi en désaccord avec ceux 

de Huang et coll. qui suggèrent que la colocalisation de la réplication du VHC et de 

l’assemblage des VLDL pourraient procéder de la nécessité d’un co-assemblage et d’une co-

sécrétion des VLDL et des particules virales (Figure 15, page 58); soulignant un rôle 
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potentiel d’ApoE, un constituant majeur des VLDL dans l’assemblage du virus (Huang et al., 

2007). Cette discordance pourrait s’expliquer par le fait que l’inhibition de l’expression 

d’ApoE par des ARNs interférents spécifiques n’est pas totale et que la quantité résiduelle de 

la protéine pourrait suffire à induire les mécanismes d’assemblage observés dans les fractions 

intracellulaires. Par contre, la sécrétion des particules virales qui nécessiterait de plus grandes 

quantités d’ApoE (Andre et al., 2005; Huang et al., 2007; Gastaminza et al., 2008) pourrait 

être proportionnellement perturbée. Un nombre croissant de publications souligne en effet 

l’extraordinaire dépendance du cycle viral pour le métabolisme lipidique de la cellule-hôte. Il 

a été rapporté que les virions infectieux du VHC sont exportés ou trouvés dans le cytoplasme 

sous forme de particules lipovirales du fait de leur association à des lipoprotéines (Andre et 

al., 2002; Andre et al., 2005). Plusieurs groupes ont montré que la réplication de l’ARN 

génomique était fortement liée aux voies de synthèse des lipides et sensible à l’interférence 

pharmacologique des statines et de certains acides gras (Ye et al., 2003; Kapadia and Chisari, 

2005). D’autres travaux associent la partie intracellulaire du cycle viral à la biogénèse 

hépatique des VLDL (Nielsen et al., 2006; Chang et al., 2007; Huang et al., 2007; Gastaminza 

et al., 2008). En effet dans les fractions membranaires intracellulaires isolées de cellules Huh7 

portant des réplicons du VHC, les protéines ApoE, ApoB et MTP requises pour l’assemblage 

des VLDL co-purifient avec des complexes de réplication du VHC (Huang et al., 2007). 

Comme les autres virus à ARN de polarité positive, la réplication du génome du VHC se fait 

dans des complexes de réplication associés aux membranes contenant des protéines virales et 

cellulaires (Egger et al., 2002; El-Hage and Luo, 2003; Moradpour et al., 2003). Elle a pour 

effet d’induire une perturbation des membranes du réticulum endoplasmique (RE), résultant 

en des structures appelées réseaux membranaires (Konan et al., 2003; Rouille et al., 2006). De 

plus dans les cellules infectées par le VHC, l’hétérodimère E1/E2 est retenu dans le RE 

(Rouille et al., 2006) qui est par ailleurs le site d’assemblage des lipoprotéines (Fisher and 

Ginsberg, 2002). Ainsi, la réplication des virions et l’assemblage des VLDL se font dans le 

même compartiment intracellulaire, ce qui pourrait fournir une base structurale pour 

l’établissement de particules lipovirales qui sont ensuite exportées par la voie des VLDL. Ce 

schéma présenterait au moins deux avantages: d’abord, il est possible que la machinerie de 

sécrétion des VLDL favorise un environnement intracellulaire optimal pour le cycle viral du 

fait de sa richesse en lipides (Kapadia and Chisari, 2005). Ceci faciliterait la maturation et la 

sécrétion du virus en raison d’un export lipidique réduit (Lonardo et al., 2004; Napolitano et 

al., 2007). Il est aussi possible que l’association aux lipoprotéines confère aux particules 

lipovirales un avantage par rapport aux virions immatures du fait de la protection des épitopes 
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de l’enveloppe virale par les lipoprotéines de l’hôte, limitant la reconnaissance par le système 

immunitaire ou fournissant des ligands cellulaires pour la liaison aux corécepteurs cellulaires 

(Agnello et al., 1999; Bartosch et al., 2003b; Kapadia et al., 2007). Dans une étude pionnière, 

André et al. ont montré l’intégration des virions infectieux dans des particules lipoprotéiques 

de type VLDL (Andre et al., 2002). Plus récemment, Nielsen et coll. ont confirmé cette 

association par le fait que des anticorps polyclonaux anti-ApoE et anti-ApoB précipitaient 

90% des particules virales de basse densité dans le sérum des patients ou en culture cellulaire 

(Nielsen et al., 2006). Cette étude montre une plus forte et plus interne association d’ApoB du 

fait de son maintien après traitement des particules lipovirales par des détergents. Les derniers 

résultats de cette équipe montrent néanmoins une grande complexité du mécanisme qui au 

niveau de l’entrée diffère de celui des LDL (Martin et al., 2008). Les travaux de Huang et 

coll. (Huang et al., 2007) et Gastaminza et coll. (Gastaminza et al., 2008) insistent sur 

l’importance d’ApoB et du MTP appartenant à la machinerie de synthèse des VLDL pour la 

genèse des virions mais nos résultats tout comme ceux de Nielsen et coll. (Nielsen et al., 

2006) et Chang et coll. (Chang et al., 2007) montrent une forte implication d’ApoE dans le 

processus. Cette protéine est par ailleurs l’élément discriminant entre LDL et VLDL. On 

pourrait expliquer nos observations par une intervention plus tardive d’ApoE dans les 

processus d’assemblage et surtout de sécrétion étant donné que cette protéine est localisée à la 

surface des lipoprotéines. 

Initialement connue comme un déterminant majeur du métabolisme des lipoprotéines et de 

maladies cardiovasculaires du fait de son rôle dans le transport des lipides, l’ApoE est apparue 

au cours des dernières années comme une protéine importante dans plusieurs processus 

biologiques qui ne sont pas directement liés au métabolisme lipidique parmi lesquelles la 

maladie d’Alzheimer, la fonction cognitive, l’immunorégulation et les infections virales. C’est 

une protéine polymorphique de 299 acides aminés dont les 3 isoformes ApoE2, ApoE3 et 

ApoE4 qui diffèrent par une substitution ponctuelle des aminoacides aux positions 112 et 158, 

induisent des conséquences fonctionnelles profondes au niveau cellulaire et moléculaire 

(Figure 31). Ainsi, alors qu’ApoE3 (C112, R158) parait être l’isoforme normale, ApoE2 

(C112, C158) est associée à l’hyperlipoproteinémie de type III tandis qu’ApoE4 (R112, 

R158) est un facteur de risque dans la maladie d’Alzheimer, l’athérosclérose et la perturbation 

de la fonction cognitive (Mahley and Rall, 2000). 
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Il a été décrit qu’ApoE intervenait dans la susceptibilité à plusieurs infections virales. Une 

étude récente indique qu’ApoE4 humaine est un facteur de risque dans l’herpès oculaire 

murin induit par HSV-1 (Bhattacharjee et al., 2008). Les travaux de deux autres équipes 

Figure 31: Structure tridimensionnelle des régions spécifiques des isoformes d’ApoE 

(A)- En encadré, la région de l’hélice 4 où le réarrangement d’une liaison ionique réduit le 
potentiel cationique du site de liaison au LDL-R d’ApoE2. D154 change son interaction 
ionique avec R150 suite à la substitution par C158. La chaine latérale de R150 est exclue 
du nuage cationique, abaissant son potentiel et réduisant de 100 fois la capacité de liaison 
au LDL-R d’ApoE2. (B)- La substitution de R112 dans ApoE4 entraine une interaction 
ionique avec E109 qui déplace la chaine latérale de R61 de sa position habituelle, 
l’expose davantage à la partie latérale de l’hélice 2 et la rend disponible pour l’interaction 
avec E255 dans la partie carboxy-terminale d’ApoE (non illustré ici). Adapté de (Mahley 
and Rall, 2000) 
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présentent cette même isoforme comme stimulant l’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles et 

accélérant la progression de la maladie (Burt et al., 2008) mais l’associent aussi à des niveaux 

d’anticorps élevés dans l’infection par le CMV (Aiello et al., 2008). Dans le cas particulier du 

VHC, contrairement à son impact dans l’infection par les virus précités, des études indiquent 

un caractère protecteur d’ApoE4. Elle protègerait des formes sévères de l’hépatite induite par 

le virus (Wozniak et al., 2002) et limiterait la progression des dommages histologiques chez 

les patients transplantés de sexe masculin (Toniutto et al., 2004). ApoE2 protégerait de 

l’infection par le VHC tandis qu’ApoE3 est associée à la persistance du virus (Price et al., 

2006). Ces résultats font penser que les mécanismes impliquant ApoE dans la 

physiopathologie des maladies précitées diffèrent au moins au niveau moléculaire de ceux qui 

sous-tendent son intervention dans le cycle viral du VHC. Pour une compréhension plus 

intime de son mode d’action, nous avons recherché une éventuelle interaction d’ApoE avec 

les protéines virales. Nous montrons que seule la protéine multifonctionnelle NS5A interagit 

avec ApoE en double-hybride (Figure 27, page 97). Ce résultat a été confirmé par des 

expériences d’immunoprécipitation dans des cellules Huh7.5 sans surexpression préalable 

d’ApoE, ce qui renforce fortement son occurrence in vivo (Figure 28, page 98). NS5A a entre 

autres fonctions décrites, des propriétés de stimulation de la réplication de l’ARN génomique 

(Blight et al., 2000; Guo et al., 2001; Krieger et al., 2001; Lanford et al., 2003; Lohmann et 

al., 2003), mais surtout les derniers travaux soulignent son intervention dans l’assemblage des 

virions (Miyanari et al., 2007; Appel et al., 2008; Masaki et al., 2008; Tellinghuisen et al., 

2008). Tirant parti du nouveau système de culture cellulaire du VHC (VHCcc) (Lindenbach et 

al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005), des équipes ont montré que les gouttelettes 

lipidiques servaient de plateformes d’assemblage aux virions (Boulant et al., 2007; Miyanari 

et al., 2007) et insisté sur le rôle central des protéines Core et NS5A dans ce mécanisme par le 

recrutement des autres protéines non structurales du complexe de réplication qui colocalise 

avec ces gouttelettes lipidiques (Miyanari et al., 2007; Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al., 

2008). Deux publications parues en 2008 montrent qu’une mutation dans le domaine III de 

NS5A est abortive pour l’assemblage des virions (Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al., 

2008). Nous avons généré ce mutant et testé son interaction avec ApoE en double-hybride. 

Nous montrons que cette mutation est significativement délétère pour l’interaction (Figure 

30, page 100). Considérés dans leur ensemble, ces résultats font d’ApoE un candidat sérieux 

au processus d’assemblage et d’export. Toutefois, nous n’avons pas trouvé d’interaction d’ 

ApoE avec Core, l’autre initiateur majeur de l’assemblage des virions (Figure 17, page 60) 

(Miyanari et al., 2007). Aussi, nous proposons qu’ApoE pourrait intervenir dans le processus 
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à l’intérieur d’un complexe où elle serait indirectement associée avec Core via NS5A et/ou 

d’autres protéines. Cette hypothèse pourra être vérifiée par des expériences de Tandem 

Affinity Purification (TAP) qui est une technique permettant l’expression et l’étude de 

complexes protéiques (Rigaut et al., 1999; Puig et al., 2001) dans lesquelles les trois protéines 

d’intérêt seraient coexprimées dans un contexte cellulaire puis immunoprécipitées avec des 

anticorps spécifiques avant d’être révélées par immunoblot. 

Notre étude confirme le rôle décrit d’ApoE dans la sécrétion des virions du VHC (Chang et 

al., 2007) et même si nos résultats ne permettent pas de conclure à une implication dans 

l’assemblage, elles font d’ApoE ainsi que de l’interaction ApoE-NS5A une cible intéressante 

dans la thérapie anti-VHC du fait de l’intervention potentielle de cette protéine à différents 

niveaux du cycle viral à savoir l’entrée (Price et al., 2006), l’assemblage et l’export (Chang et 

al., 2007). L’inhibition sélective de cette protéine pourrait donc être d’un grand bénéfice dans 

la lutte contre cette infection pour laquelle les moyens préventifs et thérapeutiques sont encore 

dans un cas inexistants et dans l’autre limités. En ce sens, des publications décrivent le 

bénéfice des statines (inhibiteurs des HMG CoA réductase intervenant dans la voie de 

synthèse du Mevalonate) en adjuvant aux thérapeutiques actuelles dans le traitement de 

l’infection par le VHC (Ikeda et al., 2006; Torres and Harrison, 2008). Ces drogues (à 

l’exception de la pravastatine) auraient un effet antiviral direct par un mécanisme indépendant 

du métabolisme lipidique. En effet, elles entrainent une déplétion de l’isoprénoide 

géranylgéranyl pyrophosphate qui induit un blocage de la réplication de l’ARN du VHC (Ye 

et al., 2003; Kapadia and Chisari, 2005). Cette molécule est attachée à des protéines G 

spécifiques au niveau des radeaux lipidiques dont l’un des constituants est le cholestérol et 

donc ApoE. Ces résultats encourageants devraient stimuler la recherche de nouvelles 

molécules ciblant cette protéine fortement impliquée dans la pathogénèse du VHC. 

Une autre observation intéressante de notre étude est la différence d’interaction d’ApoE et de 

Core avec les protéines NS5A des génotypes 1b (H77) et 2a (Jc1) (Figure 30, page 100 et 

Figure 32) qui apparait nettement plus forte avec le second. Ce résultat prend une importance 

particulière quand on l’associe au fait que l’interaction avec ApoE requiert la région V3 du 

domaine III de NS5A dont la séquence est l’une des plus variables au sein des différents 

génotypes et sous-types du VHC (Macdonald and Harris, 2004). Si l’implication du complexe 

ApoE-NS5A était confirmée dans l’assemblage et/ou l’export, elle pourrait constituer un 

élément d’explication de la plus grande efficacité des systèmes de culture cellulaire utilisant 

Jc1 (génotype 2a) par rapport à d’autres génotypes. Néanmoins, la signification physiologique 
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pourrait être très relative puisqu’à ce jour, la seule traduction clinique de la différence du 

génotype infectant chez les malades concerne la réponse au traitement et la stéatose pour le 

génotype 3 (Alric et al., 2000). 

                                            

 

 

 

 

Nos travaux soulignent un rôle majeur d’ApoE dans l’export des virions du VHC. En ce qui 

concerne l’assemblage, nos résultats préliminaires sont encore contradictoires et feront l’objet 

d’investigations plus poussées. Nous proposons néanmoins ci-dessous, un modèle de 

l’implication d’ApoE dans l’export des virions du VHC. (Figure 33). 

Figure 32: Différences d’interaction de Core avec NS5A selon le génotype. 

La levure AH109 est cotransformée d’une part par pGBKT7-NS5A des souches H77 (1b) 
et Jc1 (2a) ou pGBKT7-Lam et d’autre part pGADT7-Core. Après 10 j d’incubation à 
30°C, on note une moindre pousse pour NS5A/H77 (comparer NS5A/H77 WT et 
NS5A/Jc1 WT). 
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Figure 33:Modèle du rôle d’ApoE dans l’export des virions du VHC. 

ApoE est associée à NS5A au niveau du complexe de réplication du virus qui colocalise 
avec les gouttelettes lipidiques. Elle favorise ensuite l’export des virions néoformés en 
association avec les lipoprotéines VLDL. 
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Nos résultats sont en faveur d'une implication majeure d'ApoE dans le processus de sécrétion 

de particules infectieuses VHC. Mieux comprendre cette interaction étroite entre ApoE et le 

VHC permettrait à terme d'influer sur la production de particules virales en inhibant la 

synthèse d'ApoE dans le foie. ApoE est une protéine de 299 aminoacides qui est 

principalement synthétisée dans le foie (Mahley and Rall, 2000). Des données mesurées sur 

des hépatocytes primaires de souris ont montré que la protéine est principalement sécrétée 

dans le milieu de culture (75%). Toutefois, 20 % d'ApoE est localisé dans la cellule et 5% est 

associée aux protéoglycanes à la surface cellulaire (Auger et al., 2001). In vivo, ApoE est un 

constituant des lipoprotéines sériques et peut se lier aux récepteurs cellulaires impliqués dans 

l'internalisation des lipides comme le récepteur des LDL ou des VLDL favorisant l'import du 

cholestérol (Mahley, 1988) et du VHC dans l’hépatocyte. Au niveau du système nerveux 

central certaines isoformes d'ApoE ont été associées à la maladie d'Alzheimer et ont donné 

lieu à de très nombreuses études (Cedazo-Minguez, 2007). Les perspectives de nos travaux 

sont centrées sur la confirmation du rôle d'ApoE dans le cycle viral du VHC. 

Distribution de la protéine ApoE dans la cellule hépatique humaine saine ou produisant 
des particules virales infectieuses VHC 

La rareté des données de la littérature concernant la localisation subcellulaire d'ApoE dans la 

cellule hépatocytaire humaine nous conduit à proposer cette étude. La protéine sera dans un 

premier temps détectée dans des cellules saines puis sa distribution sera comparée à celle de 

cellules répliquant activement le virus. Nous chercherons en particulier si ApoE est 

relocalisée dans les cellules VHC positives au niveau des réseaux membranaires abritant le 

complexe de réplication. 

Confirmation de l'interaction directe entre ApoE et NS5A et Etude de complexes 
multiprotéiques. 

Nous caractériserons plus précisément l’interaction ApoE-NS5A que nous avons mise en 

évidence par l’utilisation de mutants. Un point important sera de définir si les mutants 

ponctuels de NS5A définis comme délétères pour l'accomplissement d'un cycle viral complet 

par Miyanari et al. (Miyanari et al., 2007) sont impliqués dans l'interaction NS5A-ApoE que 

nous avons mise en évidence par double hybride dans la levure. Si tel est le cas, ce serait une 

preuve supplémentaire de l'implication de l'interaction NS5A-ApoE dans le mécanisme de 

sécrétion des particules virales. 
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Nous n'avons pas pu mettre en évidence d'interaction entre la protéine de capside Core et 

ApoE (Figure 27, page 97) alors que nous montrons que NS5A interagit avec ces deux 

protéines (Figures 30 et 32, pages 100 et 108). Des travaux antérieurs ont montré une 

interaction de Core avec l’apolipoprotéine AII qui favoriserait la sécrétion des deux protéines 

(Sabile et al., 1999). Une autre étude montre que NS5A colocalise avec Core à la surface des 

gouttelettes lipidiques et dans des lignées cellulaires hépatiques et non hépatiques, mais aussi 

qu’elle interagit avec ApoAI et ApoAII (Shi et al., 2002). Il serait intéressant de rechercher 

par la technique du Tandem Affinity Purification un complexe entre Core, NS5A et les 

apolipoprotéines E, AI et AII. On peut penser qu'un partenaire supplémentaire de cette 

coopération pour la sécrétion des particules virales est pour le moment manquant. Une de nos 

hypothèses est d'explorer le rôle de la protéine p7 qui est une protéine virale ayant un rôle de 

viroporine dans la cellule infectée (Carrere-Kremer et al., 2002). Cette protéine a été définie 

comme nécessaire à la sécrétion de particules virales infectieuses (Steinmann et al., 2007). En 

effet, elle est insérée dans la membrane du réticulum endoplasmique et pourrait faire partie 

d'un complexe multiprotéique rassemblant ApoE, NS5A et Core. 

Association d'ApoE à la particule virale lors de sa biosynthèse dans la cellule 
hépatocytaire 

La preuve de l'association directe d'ApoE à la particule virale dès sa production dans la cellule 

hôte serait une donnée cruciale pour le développement de nouvelles voies thérapeutiques. 

Pour l'instant aucune preuve directe n'a montré qu'ApoE était associée à la particule virale 

VHC lors de la biosynthèse de la particule virale. En effet, nos résultats préliminaires 

semblent montrer que les particules issues d'extraits intracellulaires de cellules n'exprimant 

plus ApoE (inhibée par ARN interférence) sont capables d'infecter des cellules Huh7.5 naïves. 

Ces données sembleraient donc être en faveur d'un rôle d'ApoE dans la dynamique de 

sécrétion ou de maturation des particules VHC. Ce rôle est à mettre en parallèle avec le rôle 

d'ApoE dans la biosynthèse des VLDL. Dans ce cas également, le rôle d'ApoE n'est pas dans 

la formation des VLDL mais dans leur maturation et leur sécrétion (Maugeais et al., 2000; 

Shelness and Sellers, 2001). Nous envisageons de préparer des extraits intracellulaires et 

extracellulaires provenant de cellules répliquant le virus. Après enrichissement des 

préparations sur gradient d’iodixanol puis immunoprécipitation des particules virales avec des 

anticorps dirigés contre la glycoprotéine d'enveloppe E2 nous détecterons la protéine ApoE 

par western blot. 
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Si la protéine ApoE s'associe naturellement à la particule virale en maturation, les cellules 

hépatocytaires répliquant le virus devraient accuser un déficit voire une absence de maturation 

et de sécrétion de VLDL. Cette hypothèse, déjà proposée par Perlemuter et al. (Perlemuter et 

al., 2002) sera confirmée en dosant le taux d'Apolipoprotéine B (un constituant majeur des 

VLDL) produit par des cellules hépatocytaires répliquant le VHC (Fisher and Ginsberg, 2002; 

Gastaminza et al., 2008). 

Ces travaux complémentaires confirmeront l'implication majeure d'ApoE dans la production 

de particules virales infectieuses. 
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VI.1 MATERIELS 

VI.1.1 Levures 

Les levures utilisées dans notre étude sont toutes dérivées de Saccharomyces cerevisiae. 

VI.1.1.1 YBZ1 

Son génotype est MATa, ura3-52, leu2-3, 112, his3-200, trp1-1, ade2, LYS2 :: (LexAop)-

HIS3, ura3 :: (lexA-op)-lacZ, LexA-MS2 coat (N55K). Elle est dérivée de la souche L40 coat 

traditionnellement utilisée pour les tests triple-hybride. Elle est plus spécifique, plus sensible 

et génère moins de faux positifs du fait d’une mutation N55K dans la protéine MS2 coat 

(Bernstein et al., 2002). Elle contient dans son génome le gène codant pour l’hybride 

protéique « LexA-MS2 coat » ainsi que les gènes rapporteurs LacZ et HIS3. Ces derniers sont 

inductibles par le transactivateur Gal4. Nous l’avons obtenu du Dr Marvin Wickens 

(Wisconsin University, Madison USA). 

VI.1.1.2 Y187 

Son génotype est MATα, ura3-52, his3-200,ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4∆, gal80∆, 

met –, URA3 : : GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ MEL1 (Harper et al., 1993). Elle est le partenaire 

de croisement de YBZ1 dans les tests triple-hybride. 

VI.1.1.3 AH109 

Son génotype est MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4∆, gal80∆, LYS2 : : 

GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS GAL2TATA-ADE2 URA3 : : MEL1UAS-

MEL1TATA-lacZ MEL1. Elle est utilisée pour les tests double-hybride et contient les gènes 

rapporteurs LacZ, HIS3 et MEL1 inductibles par le transactivateur Gal4. 

Les souches AH109 et Y187 sont commerciales (Clontech Paris). 

Des levures sont cultivées à 30°C, en milieu YPD liquide ( Difco peptone 20 g/l, Yeast extract 

10 g/l, adenine 20 mg/l pour AH109) ou solide (addition d’agar 20 g/l) pour maintenir le 

phénotype. En revanche, elles sont cultivées sur un milieu minimum SD (YNB 6,7g (+ 20g/l 

d’agar pour les boites)) additionné d’acides aminés ou d’adénine selon le plasmide par lequel 

elles sont transformées. 

VI.1.2 Bactéries 

Les bactéries utilisées sont toutes dérivées de Escherichia coli. Elles sont cultivées à 37°C en 

milieu LB (Bacto-Tryptone 10g/l, Bacto Yeast extract 5g/l, NaCl 10g/l), liquide ou solide 
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(Bacto-agar 15g/l) additionné d’un antibiotique auquel elles sont rendues résistantes par le 

plasmide qui les transforme. 

VI.1.2.1 XL1 blue 

C’est une souche commerciale (Stratagene) de génotype recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 

supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]. Elle a été utilisée pour les clonages 

ampicilline et kanamycine. 

VI.1.2.2 TG1 

C’est une souche commerciale (Stratagene) de génotype supE thi-1 ∆(lac-proAB) ∆(mcrB-

hsdSM)5 (rK– mK–) [F´ traD36 proAB lacIqZ∆M15]. Elle a été utilisée pour les clonages 

tétracycline. 

VI.1.2.3 KC8 

Ces bactéries commerciales (Clontech) de génotype hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, 

hisB463, lac∆X74, strA, galU,K sont électrocompétentes et présentent l’intérêt d’être 

auxotrophes pour la leucine, le tryptophane et l’histidine. Elles permettent l’analyse des 

clones candidats de la banque d’ADNc en les cultivant sélectivement après électroporation de 

leurs extraits plasmidiques sur un milieu M9 dépourvu de leucine. 

VI.1.3 Lignées cellulaires 

VI.1.3.1 Huh7.5 

Cette lignée cellulaire humaine qui est dérivée de la lignée Huh7 (Nakabayashi et al., 1982), 

nous a été donnée par le Dr Rice (New York, USA). Elle a été sélectionnée par la culture en 

présence d’interféron α de cellules Huh7 tranfectées par des réplicons subgénomiques du 

VHC (Blight et al., 2002). Ces cellules guéries de l’infection par le VHC se sont révélées plus 

permissives à l’infection par le VHC avec la production de plus hauts titres en ARN que les 

Huh7 utilisées jusqu’ici. 

VI.1.3.2 Huh7.5.1 

Cette lignée est elle-même dérivée de la lignée Huh7.5. Elle a été sélectionnée par la culture 

en présence d’interféron α de cellules Huh7.5 transformées par des réplicons subgénomiques 

du VHC et s’est révélée encore plus permissive à l’infection par le clone infectieux JFH1 du 

VHC que les premières (Zhong et al., 2005). 
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VI.1.4 Les plasmides 

pMS2-2 

Ce plasmide est utilisé pour faciliter la construction de l’ARN hybride. Il est dérivé de 

BluescriptIIKS+, mais porte le gène de résistance à la tétracycline et ne contient aucun gène 

ni promoteur de levure. Il permet uniquement de cloner l’ADN codant la séquence d’ARN 

d’intérêt près des sites MS2 d’ancrage de la protéine MS2 coat puis de transférer cette 

construction dans pIIIAMS2-2. 

pIIIA/MS2.2 

Ce plasmide navette multicopie a été utilisé dans la technique du triple hybride, pour exprimer 

l’ ARN hybride contenant le site de fixation de la protéine de capside du phage MS2 suivi de 

l’ARN étudié. Cette molécule est transcrite à partir du promoteur fort de l’ARN polymérase 

III de l’ARN de la RNAse P. Le plasmide contient le marqueur d’auxotrophie URA3 ainsi que 

le gène de résistance à l’ampicilline, permettant son maintien dans la levure et E. coli 

respectivement. Nous avons utilisé les constructions pIIIA/HP-MS2 où la séquence 

correspondant à la tige-boucle ou « hairpin » (HP) à tester est clonée dans la cassette du 

vecteur. Ainsi, le plasmide pIIIA/wtHP-MS2 permettra d’exprimer, dans le contexte du triple 

hybride, un ARN hybride contenant les tige-boucle sauvages ou mutées. 

pACT2 

Ce plasmide navette multicopie est une version élaborée de pACT qui dispose d’un plus grand 

nombre de sites de restriction au sein de sa cassette de clonage, ainsi que d’un marqueur 

contenant l’épitope HA. Il permet l’expression, à partir du promoteur de l’alcool 

déshydrogénase, d’une protéine d’intérêt fusionnée au domaine activateur de Gal4 intervenant 

dans le triple hybride. Il contient en outre un gène de résistance à l’ampicilline pour sa 

sélection dans E. coli et un marqueur d’auxotrophie LEU2 pour son maintien dans la levure 

ou dans les cellules KC8. C’est dans ce vecteur que sont clonés, fusionnés à GAL4, les ADNc 

de la banque. 

pGBKT7 

Ce vecteur permet l’expression de protéines fusionnées au domaine de liaison à l’ADN de 

Gal4. Dans la levure, les protéines de fusion sont exprimées à partir du promoteur constitutif 

ADH1(PADH1). La transcription est terminée par les signaux terminateurs de transcription T7 et 
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ADH1 (TT7 & ADH1). pGBKT7 contient aussi le promoteur T7, un marqueur contenant l’épitope 

c-Myc et une cassette de clonage. C’est un vecteur navette qui se réplique de façon autonome 

E. coli et S cerevisiae. Il contient un gène de résistance à la kanamycine pour sa séléction dans 

E coli et un marqueur d’auxotrophie TRP1 pour son maintien dans la levure. Les levures 

contenant pGKT7 présentent une meilleure efficacité de transformation que les souches 

portant des vecteurs ayant un autre domaine de liaison à l’ADN (Louvet et al., 1997). 

pGADT7 

Ce vecteur permet l’expression de protéines fusionnées au domaine d’activation de Gal4. 

Dans la levure, les protéines de fusion sont exprimées à partir du promoteur constitutif 

ADH1(PADH1), la transcription est arrêtée par un signal de terminaison ADH1 (TADH1). La 

protéine de fusion est orientée vers le noyau de la levure par des séquences de localisation 

nucléaire de SV40 qui ont été rajoutées à la séquence du domaine d’activation (Chien et al., 

1991). pGADT7 contient aussi le promoteur T7, un marqueur contenant l’épitope HA et une 

cassette de clonage. C’est un vecteur navette qui se réplique de façon autonome dans E coli et 

S cerevisiae à partir des origines de réplication pUC et 2µ ori respectivement. Il porte en outre 

un gène de résistance à l’ampicilline pour sa sélection dans E coli et un marqueur LEU2 

d’auxotrophie permettant sa sélection dans la levure. 

pCINeo 

Ce plasmide commercial (Promega) est un vecteur d’expression eucaryote qui contient la 

région promotrice/activateur (enhancer) du cytomégalovirus humain en amont de la cassette 

de clonage. La cassette de clonage est bordée en 5’ et 3’ par les promoteurs de transcription 

T7 et T3 respectivement. Ce vecteur contient deux gènes de résistance : à la néomycine, qui 

est un marqueur de sélection dans les cellules de mammifères, et à l’ampicilline pour son 

amplification dans les bactéries. pCINeo peut être utilisé pour des expériences d’expression 

transitoire ou pour l’établissement de lignées stables. 

pcDNA3.1/Hygro(+) 

Ce vecteur commercial (Invitrogen) est dérivé de pcDNA3.1 et est conçu pour de hauts 

niveaux d’expression stable ou transitoire dans des cellules de mammifères. Il comporte la 

région promotrice/activatrice (enhancer) du cytomégalovirus humain en amont de la cassette 

de clonage. Il comporte deux gènes de résistance: l’un à l’ampicilline pour la sélection du 
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vecteur dans E. coli, l’autre à l’hygromycine pour la sélection de transfectants stables dans les 

lignées cellulaires de mammifères. 

VI.1.5 Les virus 

VI.1.5.1 JFH1 

C’est un réplicon de génotype 2a construit à partir de la séquence consensus de JFH1 (pour 

Japanese Fulminant Hepatitis 1), une souche du VHC isolée chez un patient japonais de 32 

ans ayant développé une hépatite fulminante et qui a la capacité de se répliquer efficacement 

dans les cellules Huh7.5 sans pression de sélection antibiotique (Kato et al., 2001; Kato et al., 

2003; Wakita et al., 2005). (Figure 34). 

 

 

 

VI.1.5.2 Jc1 

C’est un virus chimérique intragénotypique (2a) résultant de la fusion des codons 1-846 du 

réplicon J6/CF et 847-3033 de JFH1. C’est à ce jour le réplicon du VHC le plus infectieux en 

culture cellulaire (Pietschmann et al., 2006). (Figure 35). 

 

 

 

VI.1.5.3 Jc1-Luc 

Il est construit à partir du réplicon Jc1 décrit ci-dessus par la fusion en phase du gène codant 

la luciférase aux 16 résidus N-terminaux de la région codant Core dans JFH1 suivi de l’IRES 

du CMV qui permet l’expression des protéines virales (Koutsoudakis et al., 2006). (Figure 

36). 

Figure 34: Structure du réplicon génomique JFH1 de génotype 2a. 

Le cadre de lecture ouvert est flanqué par les régions non traduites 5’ et 3’. Adapté de (Kato et 
al., 2003) 

Figure 35: Structure du réplicon génomique intragénotypique Jc1. 

Adapté de (Pietschmann et al., 2006) 
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VI.1.6 La banque d’ADNc de foie humain 

C’est une banque commerciale (Clontech Paris). Elle est construite à partir des ARNm totaux 

du foie d’un caucasien âgé de 40 ans et décédé d’un traumatisme. Les ADNc sont clonés dans 

le vecteur pACT2 puis transformés dans la levure AH109. Le titre est ≥ 108 cfu/Ml 

VI.1.7 Amorces et plasmides utilisés 
 

Oligonucléotides utilisés dans notre étude 

Oligo 
(OIV) 

Séquence Usage 

195 TAATACGACTCACTATAGGCT Séquençage de SLE1 muté 
dans pIV1242 

1044 bis TAATACGACTCACTATAGGGC (T7 
Promoter sequencing primer) 

Séquençage 5’ dans pGBK et 
pGAD 

1045 bis TTTTCGTTTTAAAACCTAAGAGTC Séquençage 3’ dans pGBK 
1231 TCCCCCGGGAAATCTCCAGGCATTGAG Amplification 5’de SLE1 
1248 TCCCCCGGGAATTGCCAGGAC Amplification 3’ de SLE1 

1258 bis GGTGTACTGGCGTATAT Séquençage SLE1 dans 
pIIIAMS2-2 

1274 AATACCACTACAATGGAT Séquençage 5’ dans pACT2 
1275 GGGCATAGAGTGGGTTATTGCAACTTTC

CACCCAGTCTTCCCGGC 
Mutagenèse SLE1 de JFH1 

1276 GCCGGGAAGACTGGGTGGAAAGTTGCA
ATAACCCACTCTATGCCC 

Mutagenèse SLE1 de JFH1 

1277 CGCAGAAAGCGCCTAGCCATG Séquençage SLE1 muté de 
JFH1 

1280 GACAGCATCACTTGGCAGCTCGCGCCA
CCTTGCCGCACCAGA 

Délétion par mutagénèse 
E1/E2 de JFH1 muté en SLE1 

1281 TCTGGTGCGGCAAGGTGGCGCGAGCTG
CCAAGTGATGCTGTC 

Délétion par mutagénèse 
E1/E2 de JFH1 muté en SLE1 

1282 ACCACTAGCAGCTACATGGTG Séquençage JFH1 muté et 

Figure 36: Organisation génétique de Jc1-Luc. 

Les extrémités 5’ et 3’NTR sont représentées par des lignes noires pleines. La polyprotéine 
est représentée sous la forme d’une boite ouverte avec les protéines individuelles séparées 
par des lignes verticales. Les boites noires et blanches de la polyprotéine sont dérivées 
respectivement J6/CF et de JFH1. Les protéines virales sont exprimées à partir de l’IRES 
de l’EMCV (E-I). Adapté de (Koutsoudakis et al., 2006) 
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délété E1/E2 
1283 GCATTGAGCGGGTTATTGCAACTTTCCA

CCCGGTCGTCCTGGC 
Mutagenèse SLE1 dans 

pIIIAMS2-2 
1284 GCCAGGACGACCGGGTGGAAAGTTGCA

ATAACCCGCTCAATGC 
Mutagenèse SLE1 dans 

pIIIAMS2-2 
1286 TCCCCCGGGATCTTAGCCCTAGTC Amplification 5’ de SLII 
1287 TCCCCCGGGAGTCATGCGGCTCAC Amplification 3’ de SLII 
1288 AGCCCTAGTCACGGCATGGTGTCTTTCC

TCCGTGAGCCGCATG 
Mutagenèse SLII de JFH1 

1289 CATGCGGCTCACGGAGGAAAGACACCA
TGCCGTGACTAGGGCT 

Mutagenèse SLII de JFH1 

1295 GCGGCCGCCCGGGTCGACTC Séquençage SLII muté dans 
JFH1 

1307 ATTAACCCTCACTAAAG (T3 promoter 
sequencing primer) 

Séquençage SLII mute dans 
pIV 1242 

1311 AAAGAATTCTCCGGATCCTGGCTCCGCG
AC 

Amplification 5’ NS5A JFH1 

1313 TACACGGAGGGCCAGTGCGCGGCGGCA
CCCCCCACGAACTACAAG 

Mutagenèse NS5A JFH1 en 
AAA 99 

1314 CTTGTAGTTCGTGGGGGGTGCCGCCGCG
CACTGGCCCTCCGTGTA 

Mutagenèse NS5A JFH1 en 
AAA 99 

1315 GGCCAGTGCGCGCCGAAAGCCGCCGCG
AACTACAAGACCGCCATC 

Mutagenèse NS5A JFH1 en 
AAA 101 

1316 GATGGCGGTCTTGTAGTTCGCGGCGGCT
TTCGGCGCGCACTGGCC 

Mutagenèse NS5A JFH1 en 
AAA 101 

1317 CTCTGGCAATGTCCGCCTGGGCTC Amplification NS5A JFH1 
1318 AAAGTCGACGCAGCACACGGTGGTATC

GTC 
Amplification 3’ NS5A JFH1 

1320 ATGCCGATGACCTGCAGAAG Séquençage interne de ApoE 
cloné 

M13 FW TGTAAAACGACGGCCAGT Séquençage 5’ de ApoE cloné 
RC1 CACGCAGAAAGCGCCTAGCCATGGCGT

TAGT 
Amplification 5’ JC1 

RC21 CTCCCGGGGCACTCGCAA GC Amplification 3’ JC1 
 

Constructions plasmidiques utilisés dans notre étude 

Plasmide (pIV) Caratéristiques 
1306 SLE1 dans pMS2-2 
1310 SLE1 dans pIIIAMS2-2 
1363 SLE1 muté dans pJFH1 
1364 SLE1 muté dans pIIIAMS2-2 
1365 pJFH1 muté dans SLE1 et délété de E1/E2 
1366 SLII muté dans pJFH1 
1367 SLII dans pMS2-2 
1368 SLII dans pIIIAMS2-2 
1369 SLII muté dans pJFH1 
1370 pJFH1 muté dans SLII et délété de E1/E2 
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1371 pJFH1 muté dans SLE1 et SLII 
1372 pJFH1 muté dans SLE1 et SLII et délété de E1/E2 
1373 SLII muté dans pIIIAMS2-2 
1374 NS5A/JFH1 muté AAA99 dans pGBKT7 
1375 NS5A/JFH1 muté AAA102 dans pGBKT7 
1379 NS5A/JFH1 dans pGBKT7 
1380 ApoE dans pGADT7 
1381 ApoE dans pcDNA3.1/Hygro(+) 
1382 SLII muté dans pIV 1242 
1383 SLE1 muté dans pIV 1242 
1384 SLE1/II mutés dans pIV1242 

 

  



123 

VI.2 METHODES 

VI.2.1 Culture, Transformation et Manipulation de cellules 

VI.2.1.1 Culture 

VI.2.1.1.1 Culture de levures et de bactéries 

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20 min. Les milieux 

gélosés sont additionnés de 15 g d’agar pour un litre.  

Les souches d’E. coli sont cultivées à 37°C majoritairement dans le milieu LB (Luria Broth) 

contenant pour 1 litre 10 g de bactotryptone, 5 g de NaCl, 5 g d’extrait de levure et 1 mL de 

NaOH 1M. Le milieu peut être complémenté d’ampicilline (100 mg/L), de kanamycine (10 

mg/L), de tétracycline (10 mg/L) ou de chloramphenicol (25 mg/L) après autoclavage selon le 

gène de résistance à l’antibiotique du plasmide par lequel elles sont transformées. 

Accessoirement, les cellules KC8 dérivées de E. coli sont cultivées sur un milieu M9 

minimum [750 mL d’eau désionisée stérile + 200 mL de sels M9 5X (64 g de Na2HPO4, 

7H2O; 15 g de KH2PO4; 2,5g de NaCl et 5 g de NH4Cl dans 1 L d’eau final) + 20 mL d’eau à 

20% de glucose] supplémenté d’ampicilline (50 mg/L), de thiamine-HCl (1mM), de MgSO4 

(2 mM), de CaCl2 (0,1 mM) et de 100 ml de Drop Out Supplement - Leu (10X) pour la 

sélection des plasmides de la banque d’ADNc. 

Les souches de S. cerevisiae sont cultivées dans différents milieux à 30°C. Le milieu complet 

YPG contient 10 g de bacto-yeast extract, 20 g de bactopeptone et 20 g de glucose par litre.  

Pour les expériences de triple-hybride, le milieu minimum DOB (Dropout Base) contient 7 g 

de YNB (Yeast Nitrogen Base) et 20 g de glucose pour 1 litre. Il est supplémenté de 0,59 g/L 

de CSM (Complete Supplement Mixture)-ADE-HIS-LEU-URA-TRP contenant tous les 

aminoacides nécessaires à la croissance des levures à l’exclusion de ceux indiqués (Qbiogene 

Illkirch). On y ajoute après autoclavage des solutions filtrées sur filtres 0,2 µm d’éléments 

essentiels (acides aminés et bases) selon la sélection recherchée. La composition des éléments 

est indiquée dans le tableau ci-dessous. La nomenclature employée indique, pour les milieux 

minimums sélectifs, les éléments essentiels manquants qui permettront la sélection des 

marqueurs d’auxotrophie correspondants. Par exemple, le milieu SD/-URA-LEU est un 

milieu minimum préparé avec la solution décrite ci-dessus dans laquelle l’uracile et la leucine 

sont absents; il permet de sélectionner les clones exprimant les marqueurs d’auxotrophie 

LEU2 et URA3 contenus dans les vecteurs pACT2 et pIIIA/MS2-2 respectivement. 
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Le milieu SD/-URA-LEU-HIS-ADE + 3AT permet de mesurer l’activité des rapporteurs 

HIS3 et LacZ. Il contient du 3AT (3-aminotriazole), un inhibiteur des voies métaboliques de 

l’histidine. Le 3AT est ajouté après autoclavage au milieu refroidi. Le niveau d’expression du 

rapporteur HIS3 peut être évalué par des tests à des concentrations croissantes en 3AT dans le 

milieu de culture. Plus l’expression du gène HIS3 sera élevée, plus grande sera la 

concentration de 3AT nécessaire pour inhiber la croissance de la souche de levure. 

Eléments essentiels Concentration (µg/mL) 

Adénine (ADE) 20 

Histidine (HIS) 20 

Uracile (HIS) 100 

Tryptophane (TRP) 20 

Leucine (LEU) 100 

 

Pour les expériences de double-hybride, le milieu minimum SD (Synthetic Defined Media) à 

base de YNB et de glucose est complémenté de DOS (Drop Out Supplement) qui apporte tous 

les acides aminés et bases à l’exclusion de ceux utilisés pour la sélection (Clontech). 

VI.2.1.1.2 Culture de cellules de mammifère 

Les cellules sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s modified minimal essential medium 

high glucose (DMEM, 4,5 g Glucose/ L PAA) supplémenté de 10% de sérum fœtal de boeuf 

(SFB), de 1% de Glutamax (LAlanyl-L-Glutamine, Gibco), d’un mélange d’acides aminés 

non essentiels 1X (Gibco) et de 50 µg/ml de Gentamycine. La densité optimale 

d'ensemencement est de 5 x 105 cellules par flacon de 75 cm2. 

VI.2.1.2 Transformation 

VI.2.1.2.1 Transformation de bactéries  

VI.2.1.2.1.1 Transformation de bactéries thermocompétentes 

A 200 µL de bactéries (Souches TG1 et XL1 blue) décongelées sur glace, on ajoute 25 µL de 

produit de ligation ou 50 ng de préparation plasmidique. L’ensemble est incubé 30 min dans 

la glace puis placé 90 sec dans un bain-marie à 42°C avant d’être refroidi 5 min dans la glace. 



125 

On étale sur une boite LB + Agar contenant l’antibiotique approprié. On incube à 37°C 

overnight (O/N). 

VI.2.1.2.1.2 Transformation d’E coli KC8 par électroporation 

40 µL de bactéries KC8 électrocompétentes (Clontech) décongelées sur glace sont introduites 

dans une cuvette d’électroporation (0,2 cm) pré-refroidie, on y rajoute 1 à 2 µL de solution 

plasmidique extraite de levure. On homogénéise précautionneusement. On procède au choc 

électrique (2,5 kV; 200 Ω; 25 µF), puis les cellules sont aussitôt additionnées de LB sans 

antibiotique, transférées dans un tube de 15 mL et incubées à 37°C pendant 1 h sous agitation 

(250 rpm). Les bactéries sont centrifugées à 2500 rpm pendant 5 min, le culot est repris dans 

100 µL de LB et étalé sur des boites de milieu M9 supplémenté. 

VI.2.1.2.2 Transformation de levures 

Nous avons suivi le protocole du Yeast Protocols Handbook (Clontech)  qui est dérivé de 

celui élaboré par Gietz et al. pour la transformation de levures à l’acétate de lithium (Gietz et 

al., 1992). 

1 mL de YPD(A) est ensemencé avec 1 colonie de levure de 2-3 mm de diamètre. On 

homogénéise au vortex pendant 5 min puis on transfère dans 50 mL de YPD(A) et on incube 

à 30°C pendant 16-18 h sous agitation (250 rpm). Environ 30 mL de cette pré-culture sont 

dilués dans 300 mL de YPD(A) de façon à atteindre 0,2-0,3 de densité optique à 600 nm ( 

DO600). On incube à 30°C pendant 3 h sous agitation (230 rpm) pour une absorbance finale de 

0,4-0,6. Les levures sont ensuite centrifugées à 1000 x g à température ambiante pendant 5 

min. Le culot est repris dans 50 mL d’eau distillée stérile et centrifugé à 1000 x g 5 min à 

température ambiante. Ce culot est repris dans 1,5 mL de TE/LiAc 1X (10 mM Tris-HCl, 1 

mM EDTA, 100 mM acétate de lithium, pH 7,5) stérile préparé extemporanément. On rajoute 

stérilement 100 µL de levures compétentes à un tube contenant 0,1 µg du plasmide (de 

chaque plasmide dans le cas d’une cotransformation simultanée) et 0,1 mg d’ADN entraineur 

de sperme de saumon préalablement dénaturé. On mélange au vortex. On ajoute 0,6 mL de 

solution stérile de PEG/LiAc (PEG 4000 40%, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM 

acétate de lithium, pH 7,5) et on homogénéise vigoureusement au vortex pendant 10 sec puis 

on incube à 30°C pendant 30 min sous agitation (200 rpm). On additionne 70 µL de DMSO 

dont on assure le mélange à l’ensemble par inversion précautionneuse. Les levures sont 

soumises à un choc thermique 15 min à 42°C, puis refroidies 1 à 2 min sur glace avant d’être 

centrifugées 5 sec à 14000 rpm à température ambiante. Le culot est repris dans 0,5 mL de TE 
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1X stérile et étalé à raison de 100 µL par boite de milieu sélectif approprié. Les boites sont 

incubées 3 à 15 jours à 30°C. 

VI.2.1.2.3 Transfection de cellules de mammifère par électroporation 

Des monocouches quasi-confluentes de cellules Huh7.5 sont trypsinisées et resuspendues 

dans du milieu DMEM complet. Les cellules sont ensuite lavées, remises en suspension dans 

du PBS, comptées et ajustées à 15.106/mL. 10 µg d’ARN transcrit in vitro sont mélangés à 

400 µL de la suspension cellulaire et électroporés immédiatement. Les cellules sont laissées 

10 min à température ambiante puis transférées dans 11,6 mL de milieu (DMEM + SFB 10%) 

avant d’être réparties dans 2 boites de culture (10 cm) et incubées à 37°C. Le milieu est 

changé au bout de 4 heures pour éliminer les cellules mortes et l’ARN non transfecté. Au bout 

de 48 heures, les cellules sont divisées au 1/6è ou au 1/8è selon leur confluence et le milieu 

changé après 54 heures. 

L’électroporation est faite avec le ECM 830 (BTX) à raison de 5 impulsions de 99 millisec à 

820 V dans des cuvettes de 0,2 cm. 

VI.2.2 Utilisation du triple-hybride dans la levure  

VI.2.2.1 Principe du triple-hybride 

Le principe du triple-hybride est d’isoler des protéines reconnaissant un ARN d’intérêt (dans 

notre étude SLEI) (Figure 37) (SenGupta et al., 1996). Pour cela, cet ARN est fusionné à 

l’ARN MS2 qui sera reconnu spécifiquement par la protéine de fusion LexA-MS2Coat. LexA 

est une protéine de liaison à l’ADN (DBD) reconnaissant un site de fixation spécifique sur le 

promoteur du gène rapporteur. La protéine "proie" reconnaissant l’ARN d’intérêt est fournie 

sous forme de banque d’ADNc de foie humain fusionné au gène du domaine d’activation de 

Gal4 ou sous-clonée dans pGADT7 (Dimitrova et al., 2003). Quand une protéine reconnait 

l’ARN d’intérêt, les gènes rapporteurs (HIS3 et LacZ) sont activés permettant la croissance 

des levures sur milieu sélectif. 
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VI.2.2.2 Criblage d’une banque d’ADNc 

Les banques prétransformées d’ADNc sont criblées par mating (croisement) de 2 souches de 

levures de signe a et α. L’une étant YBZ1 qui exprime constitutivement la protéine hybride 

LexA-MS2 Coat et qui est transformée par le plasmide pIIIA/MS2-2 portant l’ARN hybride 

et l’autre, Y187 transformée par pACT2 portant les ADNc de la banque fusionnés au domaine 

activateur de Gal4. On obtient suite au croisement de ces 2 souches haploides, une levure 

diploide dans laquelle l’appât est mis en présence de la proie. En cas d’interaction entre 

l’ARN appât et la protéine proie, le transactivateur reconstitué permettra la pousse de la 

levure sur un milieu sélectif du fait de la transcription du gène rapporteur HIS3. L’interaction 

Figure 37: Schéma de la stratégie du triple-hybride pour la détection d’interaction 
ARN-protéine. 

Une protéine hybride comportant un domaine de liaison à l’ADN (LexA) et un domaine de 
liaison à l’ARN 1 (MS2 Coat) reconnait l’opérateur LexA. Une seconde protéine hybride 
contenant un domaine d’activation transcriptionnelle (Gal4 AD) fusionné à la protéine Y de 
liaison à l’ARN X (SLE1 ou SLII), apportée par la banque d’ADNc ou sous-clonée dans le 
vecteur pGADT7, permettra l’activation de la transcription des gènes rapporteurs HIS3 ou 
LacZ après formation d’un transactivateur fonctionnel. Un ARN hybride contenant les sites 
reconnus par les deux protéines chimériques permettra leur pontage en cas d’interaction 
entre une protéine de la banque et SLE1. La structure tripartite permet l’expression 
détectable du gène rapporteur (HIS3 ou lacZ). 
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peut aussi être objectivée par la coloration bleue des levures en présence de X-gal suite à la 

transcription du gène rapporteur LacZ. 

VI.2.2.2.1 La banque 

Du fait du fort tropisme hépatique du VHC, nous avons criblé une banque prétransformée 

d’ADNc de foie humain (BD MatchmakerTM Pretransformed Libraries; Clontech, Paris). La 

source étant un mâle caucasien de 40 ans mort d’accident. Cette banque d’ADNc est clonée 

dans le vecteur pACT2 de levure et prétransformée dans la souche Y187 de Saccharomyces 

cerevisiae après amplification dans la bactérie. Le titre est ≥ 108 cfu/mL. 

VI.2.2.2.2 Le mating 

Une colonie de YBZ1 transformée par le vecteur pIIIA/MS2-2 portant l’hybride est inoculée 

dans 50 mL de milieu SD/-URA puis incubée à 30°C pendant 16 à 24 h sous agitation (250-

270 rpm). On s’assure d’une DO600 > 0,8 le jour suivant puis les cellules sont centrifugées à 

1000 x g pendant 5 min et le culot repris dans 5 mL de liquide résiduel qu’on combine à 1 mL 

de la banque décongelé extemporanément et auquel  on rajoute 45 mL de 2X YPDA/Kan. On 

incube à 30°C 20-24 h sous agitation lente (30-50 rpm). Le lendemain, les levures sont 

centrifugées à 1000 x g pendant 10 min. Les cellules sont resuspendues dans 10 mL d’eau 

stérile avant d’être étalées à raison de 200 µL par boite (150 mm de diamètre) de milieu 

hautement sélectif SD/-URA-LEU-HIS-ADE (QDO) additionné de 5 mM de 3AT. Les boites 

sont incubées à 30°C pendant 8 à 21 j. Les colonies exploitées sont celles de plus de 2 mm de 

diamètre qui sont blanches ou légèrement rosées. Un contrôle d’efficacité est fait en étalant 

100 µL de dilution 1:10.000, 1:1.000, 1:100 et 1:10 du produit de croisement sur des boites 

SD/-LEU, SD/-URA, et SD/-URA-LEU. Les clones positifs sont réétalés sur des boites SD/-

URA-LEU-HIS-ADE + 5 mM de 3AT pour s’assurer que le phénotype est correct. Ceux qui 

satisfont à cette étape supplémentaire de sélection sont lysés pour extraire l’ADN plasmidique 

qui est électroporé dans des cellules KC8 et étalé sur un milieu à base de sels M9 supplémenté 

de thiamine et de SD/-LEU pour la sélection des plasmides de la banque. Après amplification 

dans les cellules KC8, l’extrait plasmidique est séquencé avec l’amorce Gal4AD sequencing 

primer (Clontech Paris). La séquence obtenue est identifiée par comparaison avec les 

séquences d’ADNc répertoriées dans la base de données du NCBI.  
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VI.2.3 Utilisation du double-hybride dans la levure 

VI.2.3.1 Principe du double-hybride 

Cette technique permet d’étudier l’interaction entre 2 protéines d’intérêt dans la levure 

Saccharomyces cerevisiae (Figure 38) (Fields and Song, 1989). Elle consiste à coexprimer 

deux protéines hybrides dans la levure de souche AH 109: la première est constituée par le 

domaine de liaison à l’ADN de Gal4 fusionné à l’une des protéines d’intérêt X qui va 

constituer l’appât. L’autre protéine hybride consiste en une protéine de fusion entre l’autre 

protéine d’intérêt Y (la proie) et le domaine d’activation de la transcription du transactivateur 

Gal4 de levure. L’interaction entre les protéines X et Y va permettre de reconstituer un 

transactivateur fonctionnel qui va recruter la machinerie de transcription en amont de 2 gènes 

rapporteurs HIS3 et LacZ et permettre leur expression. 

 

 

 

 

 

VI.2.3.2 Protocole expérimental 

La souche AH109 est cotransformée par les plasmides pGBKT7 portant la fusion Gal4DBD-

X et pGADT7 portant la fusion Y-Gal4 par l’acétate de lithium. Les levures doublement 

transformées sont étalées sur des boites SD/-Leu-Trp-Ade-His. Sur ce milieu, ne pousseront 

que les clones contenant un transactivateur hybride né de la fusion des 2 protéines d’intérêt et 

capable d’activer le gène rapporteur HIS3. Les colonies [His3+] peuvent ensuite être 

repiquées sur SD/-Leu-Trp-Ade-His + XGal, afin de vérifier par l’apparition de la coloration 

bleue, l’activation de l’autre gène rapporteur LacZ. 

Figure 38: Schéma de la stratégie du double-hybride pour l’étude de l’interaction entre 
deux protéines. 

Une protéine hybride contenant le domaine de liaison à l’ADN (Gal4DBD) fusionné à une 
des protéines d’intérêt (X) reconnait le promoteur UAS. Une seconde protéine hybride 
contenant le domaine d’activation transcriptionnelle (Gal4AD) fusionné à l’autre protéine 
d’intérêt (Y) permettra l’activation de la transcription du gène rapporteur (HIS3 ou lacZ) 
en cas d’interaction entre X et Y. 
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VI.2.4 Test en gouttes 

Afin de mesurer le niveau d’expression du gène rapporteur HIS3 au sein de la levure, nous 

avons utilisé une technique qualitative de test en gouttes. Des gouttes de 50 µL d’une 

suspension de cellules à tester (DO: 0,7) sont déposées sur des boites de milieu sélectif SD/-

Leu-Trp-Ade-His (double-hybride) et SD/-Leu-Ura-Ade-His + 3AT (triple-hybride). Ce test 

est réalisé sur une gamme de concentrations en 3AT de 0 à 30 mM. Ce qui permet d’estimer 

le niveau d’expression de HIS3 et, par extrapolation, l’affinité de la protéine pour l’ARN. 

VI.2.5 Méthodes relatives à l’ADN 

VI.2.5.1 PCR 

Les séquences d’ADN d’intérêt ont été amplifiées par la technique de PCR (Polymerase 

Chain Reaction ou amplification génique exponentielle) à l’aide d’amorces judicieusement 

choisies et avec l’Elongase (Invitrogen), une ADN polymérase garantissant une haute fidélité 

de réplication. A 50 ng d’ADN matrice, nous avons rajouté 100 pmol de chaque amorce, 2 µL 

de dNTP (10 mM), respectivement 2 et 8 µL de tampons A et B (Invitrogen), 1 µL d’élongase 

et de l’eau qsp 50 µL. Les échantillons ont d’abord été dénaturés 5 min à 94°C, puis ont subi 

35 cycles comprenant chacun une dénaturation de l’ADN matriciel 30 sec à 94°C, une 

hybridation à l’ADN dénaturé 30 sec à 50°C suivie d’une élongation 90 sec à 68°C. Enfin, 

après 10 min à 68°C le produit de PCR est maintenu à 4°C. L’amplification efficace et la 

taille des fragments sont contrôlées par électrophorèse sur gel d’agarose voire d’acrylamide. 

VI.2.5.2 Digestion et modification enzymatique de l’ADN 

VI.2.5.2.1 Hydrolyse par les enzymes de restriction  

La digestion est conduite durant 1 à 2 heures à 37°C sur 1 à 20 µg d’ADN plasmidique 

additionné d’1 µL d’enzyme par µg d’ADN dans un tampon préconisé par le fournisseur 

(Invitrogen, Amersham, New England Biolabs, Fermentas, Gibco BRL). La bonne digestion 

est vérifiée par une électrophorèse sur gel d’agarose. 

VI.2.5.2.2 Déphosphorylation des extrémités 5’ des vecteurs linéarisés 

Cette étape empêche la recircularisation des vecteurs linéarisés lors de l’étape de ligation. Le 

produit de digestion est traité par 2 U de phosphatase alcaline de veau (Roche) durant 30 min 

à 37°C pour les extrémités cohésives (15 min à 37°C suivi de l’ajout d’un autre aliquot de 

phosphatase alcaline et d’une incubation 45 min à 55°C pour les extrémités franches). 
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L’enzyme est éliminée, après inactivation 1 h à 65°C, par passage sur des colonnes (Qiaquick 

PCR  purification kit, Qiagen). 

VI.2.5.2.3 Ligation de fragments d’ADN 

50 à 100 ng de vecteurs linéarisés et déphosphorylés sont incubés avec le fragment possédant 

les extrémités compatibles, dans un rapport vecteur/fragment = 1/3 (1/1 pour les ligations 

d’extrémités franches) en présence de 2 Unités de T4 ADN ligase dans le tampon fourni par le 

fabricant (Invitrogen). Le milieu est incubé 12 h à température ambiante. 10 à 25 µL de ce 

mélange peuvent être utilisés directement pour transformer la souche bactérienne. 

VI.2.5.3 Extraction et purification d’ADN 

VI.2.5.3.1 Minipréparations d’ADN plasmidique 

Les minipréparations d'ADN plasmidique sont réalisées par la méthode de lyse alcaline. Une 

colonie bactérienne est ensemencée dans 3 mL de milieu LB additionné de l'antibiotique 

adéquat et cultivée pendant au moins 12 heures à 37°C. Le lendemain, 1,5 mL de culture 

bactérienne saturée sont centrifugés pendant 1 min à 13000 rpm. Le culot bactérien est repris 

dans 100 µL de tampon 1 (Tris-HCl 50 mM pH8, EDTA 10 mM, 100 µg/mL de RNase A). La 

suspension bactérienne est mélangée à 200 µL de tampon 2 (200 mM NaOH, 1% Sodium 

Dodécyl Sulfate (SDS)). Ce tampon assure la lyse des bactéries par l'action du SDS et la 

dénaturation des acides nucléiques et des protéines par la soude. L'addition de 200 µL de 

chloroforme permet la précipitation des protéines. Le mélange est ensuite neutralisé par 150 

µL de tampon 3 (acétate de potassium 3 M pH5,5) qui permet préférentiellement la 

renaturation de l’ADN plasmidique. Après centrifugation 10 min à 4500 rpm, le surnageant 

contenant le plasmide est précipité par 1 mL d'éthanol absolu. Par centrifugation 30 min à 

4500 rpm à 4°C, on obtient un culot d’ADN qui est lavé à l’éthanol 70% et repris dans 50 µl 

de TE (Tris-HCl 10 mM pH8, EDTA 1 mM). L’ADN obtenu est ensuite analysé par digestion 

enzymatique. 

VI.2.5.3.2 Maxipréparations d’ADN plasmidique 

Cinq cent mL de milieu LB additionnés de l’antibiotique approprié sont ensemencés par des 

transformants d’E. coli puis cultivés pendant une nuit à 37°C sous agitation (200 rpm). Les 

cellules sont récupérées par centrifugation, resuspendues et soumises à une lyse alcaline. 

Après neutralisation, l’ADN est fractionné sur une cartouche échangeuse d’anions jetable 

selon le protocole du Plasmid Maxi Kit (Qiagen). La concentration des plasmides est mesurée 
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par A260nm. Leur identité est confirmée par différentes digestions par des endonucléases de 

restriction ou par séquençage. 

VI.2.5.3.3 Préparation d’ADN plasmidique de levure 

Au culot de levures raclées de boites fraîchement ensemencées, sont rajoutés 300 µL de billes 

de verre (Sigma), 200 µL de tampon de lyse (Tris-HCl 10 mM pH8, EDTA 1 mM, NaCl 100 

mM, SDS 1%, Triton X-100 2%) et 200 µL de mélange Phénol/Chloroforme 1/1. On vortexe 

2 min pour lyser les levures puis 200 µL d’eau stérile sont additionnés et l’ensemble est 

centrifugé 5 min à 14000 rpm. A la phase aqueuse transférée dans un tube eppendorf stérile, 

de l’acétate de Na 0,3 M final et 2,5 volumes d’éthanol absolu sont ajoutés. Après 

centrifugation 10 min à 14000 rpm, le culot d’ADN est repris dans 750 µL d’éthanol 70%, 

recentrifugé dans les mêmes conditions puis resuspendu dans 50 µL d’eau bisditillée stérile. 

VI.2.5.4 Mutagenèse dirigée 

Les mutations ont été effectuées par amplification génique à l’aide du système QuickChange 

II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) qui permet la mutation de sites spécifiques 

d’un plasmide double brin, et qui utilise l’ADN polymérase Pfu Ultra répliquant les deux 

brins de l’ADN avec une haute fidélité à partir de deux amorces oligonucléotidiques 

synthétiques (d’environ 43 nucléotides) contenant les mutations désirées. Ce procédé rapide 

génère des mutants avec une efficacité de plus de 80%. Les constructions obtenues par ce 

procédé ont été séquencées pour vérification. 

VI.2.6 Méthodes relatives à l’ARN 

VI.2.6.1 Transcription d’ARN in vitro 

Les ARNs sont transcrits à partir d’une matrice ADN bicaténaire clonée dans un plasmide et 

amplifiée dans des bactéries E. coli. 

VI.2.6.1.1 Préparation de l’ADN matrice pour transcription 

10 µg d’ADN plasmidique sont linéarisés par incubation 2 h à 37°C avec 20 U de Xba  (New 

England Biolabs) en présence de NE buffer 2 (10X), de 0,5 µL de BSA (10 mg/mL) et d’eau 

qsp 50 µL. La digestion est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose. Des extrémités 

franches sont générées par incubation 30 min à 30°C du produit de digestion avec 1 µL de 

Nucléase Mung bean (10 U/µL) (New England Biolabs) puis l’ADN est purifié au moyen du 

kit Nucleospin Extract II (MACHEREY-NAGEL) et quantifié à A260. 
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VI.2.6.1.2 Synthèse d’ARN par l’ARN Polymérase du phage T7 

Nous avons utilisé le kit MEGAscript T7 (Ambion) pour la transcription des ADNs matrices 

virales linéarisés et purifiés. A 1 µg d’ADN, on rajoute 2 µL de chaque NTP (75 mM), 2 µL 

de tampon de réaction (10X), 2 µL d’enzyme et de l’eau qsp 20 µL. On incube 4 h à 37°C. A 

la fin de la réaction, une électrophorèse sur gel de formamide-agarose (1,2 g Agarose; 80 mL 

eau; MOPS (10X) [200 mM 3-[N-morpholino] propanesulfonic acid (MOPS), 50 mM acetate 

de sodium, 10 mM EDTA pH to 7.0 with NaOH] (Sigma) 10 mL; 10 mL formaldéhyde 37%; 

20 µL BET) permet de vérifier d’éventuelles dégradations de l’ARN. Le mélange réactionnel 

obtenu est traité à la DNase I (1 µL à 2 U/µL) 15 min à 37°C puis l’ARN est purifié au moyen 

du kit RNeasy (Qiagen) et quantifié à A260. 

VI.2.6.2 RT PCR 

Dans un premier temps, QIAamp Viral RNA Mini Kit et RNeasy Mini Kit (Qiagen) sont 

utilisés pour extraire et purifier les ARNs viraux à partir des surnageants de culture ou des 

cellules qui ont été préalablement transformées par Jc1. 

Dans un second temps, l’ARN est rétrotranscrit et amplifié dans l’amplificateur RG 6000 

(Corbett Research) avec le kit sensiMix OneStep (Quantace) en une réaction à 2 étapes. Il 

contient notamment une rétrotranscriptase et une ADN polymérase haute fidélité dont la 

spécificité des températures d’activité (resp. 49°C et 95°C) empêchent l’interférence. 

A 5 µL d’ARN purifié (~ 100 ng), on ajoute 12,5 µL de SensiMix One-Step; 0,5 µL de 

MgCl2; 0,5 µL d’inhibiteur de RNase; 2,25 µL (10 µM) des amorces A221 et S147 (Cf 

oligonucléotides, page 120); 0,25 µL (25 µM) de sonde FAM/JFH1 et 1,75 µL d’eau. Les 

échantillons sont placés dans le thermocycleur préalablement porté à 49°C pour l’étape de 

transcription inverse (30 min). Ensuite, l’étape d’activation de l’ADN polymérase est réalisée 

à 95°C pendant 10 min, inactivant la rétrotranscriptase. L’amplification génique exponentielle 

se fait au cours de 40 cycles comportant chacun une dénaturation (95°C - 15 sec), une 

hybridation (60°C - 30 sec) et une élongation (72°C – 15 sec). 

VI.2.7 Méthodes relatives aux protéines. 

VI.2.7.1 Quantification des protéines totales. 

Les protéines totales ont été quantifiées avec le Bio-Rad DC Protein Assay qui est basé sur la 

réaction des protéines avec une solution alcaline de tartrate de Cuivre et le réactif de Folin. 

C’est une forme améliorée de la méthode de Lowry de quantification des protéines. On a 
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d’abord une réaction des protéines avec le cuivre en milieu alcalin puis réduction par le réactif 

de Folin des protéines traitées par le cuivre avec le développement d’une coloration bleue. On 

utilise une gamme étalon de 0 à 2 mg de BSA. A 50 µL de protéines à doser, on ajoute 250 

µL de réactif A (solution alcaline de tartrate de cuivre) et après homogénéisation 2 mL de 

réactif B (réactif de Folin dilué). On incube 15 min et l’absorbance est mesurée à 750 nm. 

VI.2.7.2 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

Les protéines sont séparées par une électrophorèse en gel dénaturant comportant 2 parties: 

l’une pour la concentration et l’autre pour la séparation. Un volume tampon de charge X2 est 

ajouté à un volume d’échantillon et l’ensemble est chauffé 3 min à 95°C. Le ß-

mercaptoéthanol va réduire les ponts disulfures, le SDS va dénaturer les protéines et en se 

fixant sur les chaines peptidiques, attribuer une charge nette négative qui est fonction de la 

taille de la protéine. La séparation se fera donc en fonction de la masse moléculaire. La 

migration est réalisée pendant 2 à 3 h à 75 V dans du tampon TGS 1X. 

Gels de résolution à 12%: 13,6 mL H2O; 16 mL acrylamide/bisacrylamide 30%; 10 mL Tris-

HCl 1,5 M pH8,8; 400 µL SDS 10%; 150 µL Ammonium Persulfate (APS) 10% et 50 µL 

Tétraméthylethylènediamine (TEMED). 

Gels de concentration à 5%: 10 mL H2O; 3 mL acrylamide/bisacrylamide 30%; 2,25 mL Tris 

0,5 M pH6,8; 150 µL SDS 10%; 75 µL APS 10%; 30 µL TEMED. 

Tampon de migration TGS 10X: 30 g Tris; 144 g Glycine; 10 g SDS, H2O qsp 1 L. 

VI.2.7.3 Western Blot 

Les protéines sont transférées du gel de polyacrylamide sur une membrane microporeuse de 

PVDF (Polyvinylidenedifluoride) type Hybond-P (Amersham). La membrane est immergée 

dans un bain de méthanol 100%, puis lavée à l’eau et équilibrée 5 min dans du tampon de 

transfert TG 1X. Un sandwich est formé avec, de l’anode vers la cathode, un Scotch Brite®, 3 

feuilles de papier filtre Whatman® 3 MM, la membrane, le gel, 3 autres feuilles Whatman® 

3MM et un Scotch Brite®. L’électrotransfert est réalisé en milieu liquide dans un container 

(tank transfer system, Biorad) 1 h à 300 mA dans le tampon de transfert. La membrane est 

lavée dans du méthanol, puis de l’eau et équilibrée 5 min dans du tampon PBS-T 1X. Les 

sites de fixation aspécifiques sont bloqués par incubation de la membrane dans du PBS-T 1X 

à 5% de lait écrémé une nuit à 4°C sous agitation. La membrane est rincée 3 fois et lavée 20 

min dans du PBS-T 1X avant d’être incubée 1 h à température ambiante avec la dilution 



135 

appropriée de l’anticorps primaire dans du PBS-T 1X / lait 5% (tampon anticorps). Après 3 

lavages avec du PBS-T, la membrane est incubée avec la dilution appropriée de l’anticorps 

secondaire couplé à la peroxydase (Amersham) dans le tampon anticorps 1 h à température 

ambiante. La membrane est lavée comme précédemment et la révélation est réalisée grâce au 

kit ECL (Enhanced Chemical Luminescence) Western Blotting detection system (Amersham) 

d’après les indications du fournisseur. La membrane est incubée avec un film 

d’autoradiographie (Kodak-Biomax) de 1 min à une nuit selon la force du signal et les films 

développés. 

Tampon de transfert 10X: 30g Tris; 144 g Glycine; H2O qsp 1 L 

Tampon PBS-T 10X: 80 g NaCl; 2 g KCl; 14,4 g NA2HPO4; 2,4 g KH2PO4; H2O qsp 1 L; 

ajuster à pH 7,4; 1 mL Tween 20 

VI.2.7.4 Mesure de l’activité ß-galactosidase 

Les niveaux d’expression de la ß-galactosidase sont déterminés avec l’ONPG (O-nitrophenyl-

D-galactoside) comme substrat. 1,5 mL de culture de levure ayant une A600= 0,5-0,8 est 

centrifugé à 14000 rpm pendant 30 sec puis le culot est lavé avec 1,5 mL de tampon Z (60 

mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4, pH 7). Le culot est ensuite 

repris dans 300 µL de tampon Z. Pour perméabiliser les levures, les tubes contenant 100 µL 

de culot de levures repris dans du tampon Z sont congelés 30 à 60 sec dans de l’azote liquide 

suivies de 30 à 60 sec de décongélation dans un bain-marie à 37°C. L’opération est répétée 3 

fois. Puis 700 µL de tampon Z à 50 mM de ß-mercaptoethanol sont rajoutés à chaque tube 

dont un témoin contenant 100 µL de tampon Z. On additionne 160 µL d’O-nitrophenyl-D-

galactoside et le mélange est incubé à 30°C jusqu’au développement d’une coloration jaune. 

La réaction est stoppée par le rajout de 400 µL de carbonate de sodium 1 M. Les tubes 

réactionnels sont centrifugés à 14000 rpm pendant 10 min et le surnageant est transféré dans 

des cuvettes pour la mesure de l’absorbance à 420 nm qui va elle-même permettre la 

détermination des niveaux d’expression de la ß-galactosidase. 

VI.2.7.5 Mesure de l’activité luciférase 

Les cellules transfectées (ou infectées) sont rincées dans du PBS 1X puis reprises dans 300 

µL (ou 200 µL) de tampon de lyse (Glo lysis Buffer, Promega). Les lysats cellulaires  sont 

transférés dans un tube eppendorf et les débris culottés par centrifugation. L’activité 

Luciférase est dosée à partir de 80 µL de surnageant au moyen du luminomètre Mithras LB 

940 (Berthold) en présence de 50 µL de Bright-Glo Luciferase Assay Buffer qui apporte la 
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luciférine (substrat de la luciférase). L’activité luciférase est normalisée par rapport à la 

quantité de protéines totales. 

VI.2.7.6 Co-Immunoprécipitation de protéines. 

Cette technique permet de mettre en évidence l’interaction de 2 protéines pour laquelle des 

anticorps sont disponibles. 107 cellules Huh7.5.1 électroporées par 10 µg d’ARN Jc1 transcrit 

in vitro sont reprises dans 12 mL de milieu DMEM complet et réparties dans des plaques à 6 

puits à raison de 2 mL/puits. A 72 h post-électroporation, le surnageant est éliminé et les 

cellules lavées dans du PBS puis lysées dans 300 µL de tampon. A 600 µL de lysat culoté par 

centrifugation (13000 rpm), on rajoute 60 µL de billes d’agarose couplées aux protéines A et 

G. On élimine les protéines aspécifiques par rotation à 4°C O/N. Après centrifugation 5 min à 

température ambiante, on ajoute à 600 µL de surnageant 1 µg d’anticorps dirigé contre l’une 

des protéines d’intérêt et on incube 2 h à 4°C sous rotation. 60 µL de billes d’A/G Agarose 

sont ajoutées et incubées 1 h dans les mêmes conditions. Les billes d’agarose sont 

sédimentées par centrifugation 5 min à 5000 g, rincées 5 fois dans le tampon de lyse puis les 

billes sont reprises dans 30 µL de bleu Laemmli (SDS 4%, Glycerol 20%, ß mercaptoéthanol 

10%, bleu de bromophénol 2%, Tris HCl 0,125 M, pH 6,8) et 15 µL sont déposés sur un gel 

SDS-PAGE. Après migration et transfert sur une membrane de PVDF, la 2e protéine d’intérêt 

est recherchée par Western Blot avec un anticorps spécifique. 
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ABSTRACT 

 

Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of liver disease world-wide. 

Restriction of HCV infection to human hepatocytes suggests that liver-specific host 

factors play a role for the viral life cycle. Using a yeast-two-hybrid system, we 

identified apolipoprotein E (apoE) as a liver-derived host factor specifically interacting 

with HCV nonstructural protein 5A (NS5A) but not with other viral proteins. The 

relevance of apoE-NS5A interaction for viral infection was confirmed by co-

immunoprecipitation and co-localization studies of apoE and NS5A in an infectious 

HCV cell culture model system. Silencing of apoE expression resulted in a marked 

inhibition of infectious particle production without affecting viral replication. Analysis 

of particle production in liver-derived cells with silenced apoE expression showed an 

impairment of infectious particle release. In conclusion, these results suggest that 

NS5A may recruit apoE to the viral assembly complex and particle-associated apoE 

triggers release of infectious viral particles. These findings may have not only 

important implications for the understanding of the HCV life cycle but also for the 

development of novel antiviral strategies targeting HCV-lipoprotein interaction.  
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Introduction 

Hepatitis C virus (HCV) is a major cause of liver disease including liver cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma (1). Thus, with an estimated 170 million infected individuals, HCV 

has a strong impact on public health. HCV is an RNA enveloped single stranded virus of 

positive polarity which is the sole member of the genus Hepacivirus within the family 

Flaviviridae (2). The HCV RNA genome encodes a unique polyprotein of about 3000 amino 

acids, and is flanked at its 5' and 3' ends by two highly conserved untranslated regions (UTR) 

involved in the translation and replication processes of the virus, respectively. The 

polyprotein encodes at least 10 proteins. The structural proteins comprise the capsid protein 

core, the glycoproteins E1 and E2. The non-structural proteins include the NS2-3 protease, 

the NS3 serine protease and RNA helicase, the NS4A polypeptide, the NS4B and NS5A 

proteins and the NS5B RNA-dependent RNA polymerase (RdRp). The liver is the primary 

target organ of HCV and robust replication of HCV takes place only in the hepatocyte. The 

virus enters the cell by interaction of the viral glycoproteins with cellular co-factors (3, 4). 

Following viral entry by clathrin-mediated endocytosis, viral translation and replication occurs 

in a cellular compartment termed the membranous web which is followed by viral assembly 

and particle egress (3, 4). 

 

A unique feature of the hepatocyte is its key role in lipid metabolism. Increasing 

evidence suggests that the HCV life cycle and hepatocyte lipid metabolism pathways are 

closely linked. Indeed, HCV replication takes place at specialized rearranged intracellular 

membranes termed “membranous web” (5). Membrane vesicles containing the HCV 

replication complex have been shown to be highly enriched in proteins required for very low 

density lipoprotein (VLDL) assembly, including apolipoprotein B (apoB), apolipoprotein E 

(apoE), and microsomal triglyceride transfer protein (6). Furthermore, the VLDL pathway has 

been shown to play a role for assembly and maturation of infectious viral particles (6 ,7). 

Moreover, a hepatocyte organelle storing lipids - the lipid droplet - has been shown to be 
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important for the production of infectious virus particles (8, 10). Miyamura and colleagues 

elegantly demonstrated that the viral capsid protein core recruits viral non-structural proteins 

and replication complexes to lipid droplet associated membranes, and that this recruitment is 

critical for producing infectious viruses (10). Finally, Luo et al. (19) have shown that HCV 

infectious virions purified from low density fractions from cell culture supernatants are 

assembled as ApoE-enriched lipoprotein particles and can be specifically precipitated by 

anti-apoE and anti-E2 monoclonal antibodies (19). These findings indicate that apoE is 

required for HCV virion infectivity and production. However, the mechanism of apoE-HCV 

interaction and its function in production of infectious particles remains unclear. 

 

Recent evidence suggests that the viral nonstructural protein NS5A plays an 

important role in HCV virion production. NS5A was found to be recruited by core-associated 

lipid droplets in replicating Huh7.5 cells for production of infectious particles (9, 10). 

Introduction of specific mutations into the NS5A showed that mutations in NS5A C-terminal 

domain III abolished core-NS5A co-localization in the HCV replicating cells and hampered 

virion production (10, 11). These data identify NS5A as a viral key factor for assembly of 

infectious viral particles (10, 11).   

 

In this study, we demonstrate that apoE interacts specifically with HCV NS5A in an 

infectious cell culture system and that apoE is required for release of infectious particles. 

These results identify a novel host factor interacting with NS5A protein and elucidate the 

impact of lipid proteins for viral release. 

. 
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Materials and methods 

Plasmids. Yeast two-hybrid system expression plasmids have been described in Dimitrova 

et al., (20). The full-length apoE cDNA cloned in pOTB7 vector was purchased from Open 

Biosystems (Huntsville Alabama). Following digestion of the plasmid by EcoRI-XhoI ApoE1 

cDNA was inserted in the pGADT7 EcoRI-XhoI sites. Plasmids pFK-Jc1 (Jc1) and pFK-Luc-

Jc1 (Luc-Jc1) have been described (21-24) and encode chimeric HCV genome designated 

Jc1 which consists of J6CF/JFH1 segments. The latter construct (Luc-Jc1) represents a 

bicistronic reporter virus carrying a firefly-luciferase reporter gene (21). 

 

Yeast and bacteria strains. The apoE clone (Clontech, Cat #638802) was transformed in S. 

cerevisiae strain Y187 [MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4∆, 

met-, gal80∆, MEL1, URA3::GAL1UAS-GAL1TATA- LacZ]. The pGBKT7 plasmids expressing 

the HCV NS proteins were transformed in the S. cerevisiae strain AH109 (MATa, trp1-901, 

leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4, gal80, LYS2:GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-

GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ). The library vectors were amplified in E. 

Coli KC8 cells (CLONTECH Laboratories, Inc.), and those carrying the hybrid construct in E. 

coli XL1 blue cells (Stratagene).  

 

Antibodies. Monoclonal mouse anti-NS5A was obtained from Virostat, monoclonal anti-

apoE (Ab23, Ab33) have been described (19).  

 

Yeast two-hybrid assays. Yeast two-hybrid assays were performed as described in 

Dimitrova et al., (20). In this system, interaction between two proteins is indicated by the 

activation of the reporter genes HIS3 and ADE2, which allow grow on HIS3- ADE- plates. 

The pGBKT7- and pGADT7-derived constructs encoding HCV NS proteins were 

cotransformed into AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4∆, gal80 ∆, 

LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ) 

cells. Co-transformants were grown for about 24 h in –LEU –TRP medium and then spotted 
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onto –TRP –LEU culture plates to select for co-transformants and onto –TRP –LEU –HIS -

ADE culture plates to allow for selection of interactants.  

 

Co-immunoprecipitation of NS5A and apoE in HCV replicating cells. Co-

immunoprecipitation experiments were performed as described previously (20). Briefly, 

subconfluent Jc1 replicating Huh-7.5.1 cells (grown in 6-well-plates) (29) were washed in 

PBS, lysed in 300 µl of lysis buffer (Promega). Following lysis cellular debris and nuclei were 

removed by low-speed centrifugation. Lysates from 5 x 105 cells were then precleared by the 

addition of 30 µl of protein A/G-agarose for 1 h at room temperature. Protein A/G-agarose-

preabsorbed anti-NS5A monoclonal antibodies (7.5 or 15 µg/ml; Virostat) or an unrelated c-

myc-tag isotype control antibody (7.5 or 15 µg/ml; Sigma) were then incubated with the 

precleared cell lysates, and immunoprecipitations were performed as described in (20). 

Immunoprecipitated proteins were then analyzed by SDS-PAGE and were subjected to 

western blot analysis. ApoE protein was detected using monoclonal anti-apoE antibody 33 

(dilution 1/500)(19) and an horseradish-peroxidate conjugated anti-mouse secondary 

antibody (dilution 1/5000, Amersham). 

 

RNA interference assay. Commercially available siRNAs pools targeting apoE as well as 

two control non-targeting siRNAs were purchased from Dharmacon (Pierce) and transfected 

into Huh7.5 cells using DharmaFectTM solution (Pierce) following the manufacturer’s protocol. 

Silencing of ApoE protein expression was assessed by Western blot 72 h after transfection of 

siRNA as described previously (22). 72 h after transfection of siRNAs, cells were subjected 

to HCV infection with recombinant HCVcc or HCVpp or electroporated with Luc-Jc1 RNA. 

 

Production of HCV pseudotypes and infection of Huh7.5 cells. 

MLV-based HCVpp (genotype 1a strain H77) were generated as previously described (22, 

25, 26). Briefly, 293T cells were transfected with expression vectors encoding the viral 

components, E1E2 glycoproteins, retroviral core proteins, and packaging-competent 
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luciferase reporter gene-containing retroviral transfer vectors using a calcium phosphate 

transfection protocol (CLONTECH Laboratories, Inc.). The medium was replaced 16 h after 

transfection. Supernatants containing HCVpp were harvested 24 h later, filtered through 

0.45-µm pore-sized membranes and stored at 4°C or - 80°C. For infection experiments 

Huh7.5.1 cells were plated in 24-well plates at a density of 1 x 105 cells/well the day prior to 

transfection with apoE siRNA. 72 hours later infection was performed as described 

previously (25, 27). 72 h later, cells were lysed and HCVpp entry was analyzed by 

quantitation of luciferase reporter gene expression as described (28). 

 

Analysis of HCV infection and replication. HCV RNA was transcribed from the cDNA of 

HCV isolate Jc1-Luc as described (23, 24).  Huh7.5 cells (cultured in DMEM/10% FCS; 

Invitrogen) were electroporated with purified transcribed Jc1-Luc RNA with subsequent 

seeding in 24-well-plates as described (23). For the study of the viral life cycle in cells with 

silenced ApoE expression, siRNAs and HCV RNA were co-electroporated. HCV replication 

was analyzed by luciferase activity as described (23, 24). The detection limit of the luciferase 

assay was 3100 RLU/µg protein corresponding to the mean ± 2 SD of background levels – i. 

e. luciferase activity of naïve non-replicating cells (averaging 1.9 ± 0.6 x 103 RLU/µg protein). 

For infection studies Huh7.5 cells were transfected by electroporation with Jc1-Luc HCV 

RNA and HCVcc produced as described (23, 24). For infection assays, Huh7.5 cells were 

seeded at a density of 2 x 104 per well in 24-well plates, and inoculated 24 h later with Jc1-

Luc HCVcc (TCID50 between 103 and 104/ml). 48 h later, infection was analyzed by 

quantitation of viral RNA by RT-PCR or viral protein expression using luciferase activity (23, 

24).  

 

Co-localization of NS5A and apoE in HCV replicating cells. For indirect 

immunofluorescence, Huh7.5.1 cells were electroporated with Jc1 HCV RNA (as described 

above) and 1 ml of cell suspension was distributed on glass coverslips 12-well plates. 

Seventy two hours post-electroporation, cells were fixed with 3% paraformaldehyde in PBS 



9 

20 min and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS during 15 min. After rehydratation 

with PBS, cells were incubated for 1 h at room temperature with NS5A and apoE-specific 

antibodies. The antibodies used in this experiment were diluted in PBS supplemented with 

1% BSA as following: 1:250 for rabbit anti-apoE (Epitomics) and 1:10 for mouse anti-NS5A 

(Virostat); After extensive washing, bound primary antibodies were detected by incubation for 

1 h at room temperature in a dark chamber with Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-rabbit 

IgG and Alexa Fluor® 568-conjugated goat anti-mouse IgG (Molecular Probes), both diluted 

to 1:1000 in PBS supplemented with 1% BSA. DNA was stained with DAPI (4',6'-diamidino-2-

phenylindole). After washing, coverslips were mounted in mounting medium: 80% glycerol 

(Merck) 20% PBS and 5% (w/v) propyl gallate (Fluka) and studied using a Zeiss Axiovert 

microscope (Zeiss). 

 

Purification of intracellular or extracellular HCV virions using iodixanol gradients. HCV 

virions were purified from cell lysates of apoE- or control-silenced cells transfected with Jc1 

HCV RNA as described in Gastaminza et al. (29). In brief, iodixanol gradients were prepared 

using stepwise 10 to 50% iodixanol in TNE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 2 

mM EDTA). The lysates (250 µl) were overlaid on the gradients, and equilibrium was 

reached by ultracentrifugation for 16 h at 36,000 rpm (135,000 g) in a SW60Ti rotor at 4°C in 

a Beckman L8-80M preparative ultracentrifuge. Gradient fractions (15 x 250 µl) were 

collected from the top. Fractions were characterized for viral RNA content by quantitative RT-

PCR and infectivity was assessed by incubation of the fractions with naïve Huh7.5 cells and 

subsequent detection of infection (72 h postincubation) was assessed by quantitative RT-

PCR. For some experiments (Fig. 5D) infectious particles were partially purified by pelleting 

cell lysates or culture supernatants through a sucrose cushion (20% sucrose in TN buffer) 

using a SW55Ti rotor (30,000 rpm for 4 h at 4°C) an d a Beckman L8-80M preparative 

ultracentrifuge (26).   
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Results 

ApoE interacts with the HCV NS5A protein in a yeast two-hybrid assay. To investigate 

HCV-ApoE interactions, we first studied the interaction of apoE with HCV proteins using a 

yeast two-hybrid system. A yeast two-hybrid assay was constructed using HCV proteins 

fused to Gal4 DNA binding domain as baits and a full-length apoE fused to the Gal4 

activation domain as a prey. Following viral protein-apoE interaction, His3 and beta-

galactosidase genes are activated allowing selection on defined media. As shown in Fig. 1, 

only yeast co-transformed with apoE and HCV NS5A protein was able to grow on selective 

media. Specificity of this interaction for NS5A was confirmed by absent growth in co-

transformation experiments using HCV core and non-structural proteins NS2, NS3, NS4A, 

NS4B and NS5B as well as non-related non viral proteins. These results demonstrate that 

HCV NS5A interacts specifically with full-length apoE in a yeast two-hybrid assay. 

 

ApoE and NS5A co-immunoprecipitate and co-localize in Huh7.5.1 cells containing 

replicating HCV. To confirm specific binding of host factor apoE and viral protein NS5A 

during the HCV life cycle we used a highly efficient HCV cell culture system based on 

chimeric viral genomes containing a luciferase reporter (Jc1-Luc) (21, 23, 24, 30). 

Replication-competent HCV RNA derived from isolate Jc1-Luc was transfected into the 

hepatoma cell line Huh7.5. Huh7.5 cells containing replicating HCV were lysed and 

subjected to immunoprecipitation using a monoclonal anti-NS5A antibody. Proteins 

immunoprecipitated by anti-NS5A were analyzed by immunoblots using anti-apoE antibody 

33 (19). As shown in Fig. 2, anti-NS5A antibody specifically co-immunoprecipitated viral 

protein NS5A together with apoE in lysates from HCV replicating cells. Detection of apoE-

NS5A binding was dependent on the concentration of anti-NS5A antibody, since low 

concentrations of anti-NS5A antibody did not allow detection of NS5A-ApoE binding. In 

contrast, immunoprecipitations using an anti-myc isotype control antibody (lane 3 and lane 4) 

did not result in apoE-NS5A co-immunoprecipitation. The validity of the results was further 

confirmed by an absent immunoprecipitation of apoE using anti-NS5A antibody in Huh7.5.1 
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cells without replicating virus (Fig. 2; lanes 6-9). These results clearly demonstrate that HCV 

protein NS5A binds to host cell ApoE in target cells with replicating HCV. It is of interest to 

note, that the detection of apoE-NS5A binding by co-immunoprecipitation did not require 

over-expression of apoE or NS5A using cDNA expression constructs but was easily 

detectable with endogenous apoE present in physiological levels in hepatoma cells and 

NS5A in expression levels present during viral replication.  

 

To further confirm the role of ApoE-NS5A binding for the viral life cycle, we performed 

co-localization studies in HCV replicating cells. Replication-competent HCV RNA was 

transfected into the hepatoma cell line Huh7.5.1 and expression of apoE and NS5A was 

investigated by immunofluorescence using specific anti-NS5A and anti-apoE antibodies. As 

shown in Fig. 3, Huh7.5.1 cells expressed apoE at various levels including cells with high-

level expression and cells with virtually absent expression of apoE. Confirming the interaction 

of NS5A with apoE in living cells, NS5A co-localized with apoE in Huh7.5.1 cells containing 

replicating HCV. 

 

ApoE is required for production of infectious HCV particles. To investigate the role of 

ApoE and the impact of NS5A-apoE interaction in the HCV viral life cycle, we established a 

protocol for efficient and specific silencing of apoE expression in Huh7.5 cells – a permissive 

target cell line for HCV infection. To achieve that goal we silenced apoE expression in 

Huh7.5.1 cells using apoE-specific siRNAs. As shown in immunoblot analyses of transfected 

cells, transfection of apoE-specific siRNA reproducibly silenced ApoE expression whereas 

expression of an unrelated protein (beta-actin) was not affected (Fig. 4A, lane 3). In contrast, 

a pool of negative control siRNAs as well as siRNA targeting the HCV genome did not 

significantly modulate ApoE expression (Fig. 4A, lanes 1, 2 and 4).  

 

Next, we used this protocol to investigate the role of apoE-NS5A interaction for the 

viral life cycle. First, we investigated whether silencing of apoE had an impact of production 
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of infectious viral particles. Replication-competent HCV RNA was transfected into the 

hepatoma cell line Huh7.5.1 with silenced ApoE expression or control cells. Four days 

following electroporation of viral RNA cell culture supernatants of transfected cells (“donor 

cells”) were pooled and the quantitiy of infectious viral particles present in supernatants of 

donor cells was analyzed by incubation of supernatants with naïve Huh7.5.1 cells (“recipient 

cells”). 72 hours later, infection of recipient cells was assessed by quantitation of luciferase 

activity or quantitative RT-PCR of the viral genome. As shown in Fig. 4B, supernatants of 

cells obtained from donor cells with silenced apoE expression showed a markedly reduced or 

absent infectivity. Similar results were obtained with supernatants of donor cells transfected 

with siRNA targeting the viral genome. By contrast, supernatants of donor cells transfected 

with control siRNA pools did not show any modulation of infectivity compared to control 

donor cells transfected with viral RNA but without siRNAs. These data strongly suggest that 

apoE silencing results in impaired production of infectious particles. In confirm these results, 

we investigated the impact of ApoE silencing on two subsequent rounds of infections. 

Huh7.5.1 cells were transfected with CTRL siRNA, ApoE siRNA or siHCV331. Transfected 

cells were then infected with recombinant HCV Jc1. 72 hours following infection of infected 

cells supernatants were used to infect new naïve Huh7.5.1 cells. Again, only silencing of 

apoE resulted in a marked inhibition of infectivity of supernatants from donor cells (data not 

shown). These results confirm that apoE is required for production of infectious virions.  

 

ApoE is a host factor required for a late step of the viral life cycle. Next, we mapped the 

step of the viral life cycle requiring apoE as a host cell factor. It is conceivable, that apoE 

could be involved in the early infection steps such as entry or replication as well as late steps 

of the viral life cycle such as assembly or release of viral particles. To exclude an effect of 

apoE silencing on viral entry we used the well described HCV pseudotype (HCVpp) model 

established by Bartosch et al (26). HCVpp are useful to test precisely the entry step avoiding 

thus interference of translation and replication steps. As is shown in the Fig 5A no effect of 

apoE silencing was observed on HCVpp entry. To confirm this result using the HCVcc model, 
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we silenced apoE expression in Huh7.5.1 cells prior to infect the cells with HCVcc virions. As 

shown in Fig.5B apoE silencing did not have a significant impact on HCVcc infection. In 

contrast, silencing of HCV entry factor CD81 resulted in a marked inhibition of HCVpp 

(Fig.5A) and HCVcc entry (Fig.5B). These data demonstrate that host cell apoE is 

dispensable for voral entry. 

 

To investigate a potential effect of apoE silencing on viral replication, Huh7.5.1 cells 

were electroporated with HCV RNA (Jc1-Luc or Jc1) following transfection of apoE siRNA. 

Viral replication was analyzed by quantification of luciferase expression or RT-PCR of viral 

RNA. As shown in Fig. 5C, silencing of apoE expression did not significantly alter replication 

of the HCV Jc1 genome. To confirm the validity of the experimental set-up, we transfected a 

recently described antiviral siRNA (siHCV331) shown to inhibit HCV replication by targeting 

the 5’NTR of the viral genome (31). As shown in Fig. 5C, HCV genome-specific siRNA (si 

HCV331) markedly inhibited viral replication, with a maximum inhibitory effect observed at 72 

hours following electroporation of viral RNA (Fig.5C). Taken together, these results 

demonstrate that silencing of apoE expression in Huh7.5.1 cells did not modulate HCV 

replication. This finding is further supported by the results of co-localization studies (Fig. 3) 

where HCV NS5A protein was also detected in cells with low level or absent apoE. These 

results confirm that viral replication does not require high-level expression of apoE.  

 

ApoE is involved in release of infectious HCV virions. Since apoE was required for 

production of infectious viral particles, but did not interfere with viral replication it is likely that 

ApoE is involved in a step of the viral life cycle occurring post replication. Virus-host 

interaction post replication steps include viral assembly and release of viral particles from the 

infected hepatocyte. To address whether apoE was indeed required for assembly and 

release, we partially purified intracellular infectious viral particles from cellular lysates or 

infectious particles released into the cell culture supernatants from Jc1 replicating cells by 

enriching infectious particles through a sucrose cushion using ultracentrifugation. Infectious 
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particles present in intracellular lysates or cell culture supernatants were analyzed by 

incubation with naïve Huh7.5 cells. As shown in Fig. 5D, apoE silencing resulted in a marked 

decrease of infectivity of partially purified particles from cell culture supernatants. In contrast, 

the infectivity of particles present in cell lysates was enhanced in cells with silenced ApoE 

expression. These data suggest that apoE silencing results in an impairment of particle 

release. To confirm this hypothesis, we subjected lysates and supernatants of HCV 

replicating cells to iodixanol gradient equilibrium ultracentrifugation. Gradient fractions were 

analyzed for viral RNA using quantitative RT-PCR and infectious viral particles using the 

above mentioned infectivity assay. Fig. 5 shows the biophysical properties of cell-associated 

and released virions in our experimental system. The peak infectivity of cell-associated 

virions displayed a mean density of ~1.15 g/ml similar to previous results describing the 

presence of cell-associated infectious viral particles (29). A similar density was observed for 

released virions as shown by Wakita et al. (32). The peaks of viral RNA as well as infectivity 

in gradient fractions appeared to be similar in cells with and without silenced apoE 

expression suggesting that apoE silencing does not modify the biophysical properties of 

infectious viral particles. Similar to the results of experiments assessing infectious viral 

particles by pelleting through a iodixanol cushion, apoE silencing resulted in a marked 

decrease of particle infectivity in iodixanol gradient fractions from cell culture supernatants. In 

contrast, infectivity of gradient fractions obtained from cellular lysates increased in cells with 

silenced ApoE expression. These data strongly suggest that apoE silencing results in an 

impairment of particle release as shown by a decrease of infectivity in supernatants and an 

increase of infectivity in fractions corresponding to intracellular compartments. 
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Discussion 

Using an infectious HCV cell culture system, we demonstrate that apoE binds to HCV non-

structural protein NS5A. This conclusion is supported by a specific and easily detectable 

apoE-NS5A interaction in co-immunoprecipitation and co-localization studies in human 

hepatoma cells containing replicating infectious HCV as well as a yeast two-hybrid assay 

(Fig. 1-3).  

 

The HCV NS5A protein is anchored in the reticulum endoplasmic via its N-terminal 

part (34) and forms ‘claw-like’ dimers presumably facing away from the membrane where it 

could accommodate either single- or double-stranded RNA and interact with viral and cellular 

proteins and membranes (35, 36). According to one hypothesis, multiple NS5A dimers could 

form a two-dimensional array on intracellular membranes; thereby creating a ‘basic railway’ 

that would allow the sliding of RNA. Having identified an easily detectable interaction 

between apoE and NS5A in HCV replicating cells, it is conceivable that the apoE-NS5A 

interaction takes place in the vicinity or within of the replication complex and that this 

interaction results in recruitment of the apoE to the viral assembly modules which results in 

the production of viral particles released from the infected hepatocyte. The hypothesis of 

apoE-NS5A interaction within the membranous web is supported by enrichment of the 

vesicular membranous structures harbouring replicating virus with lipoproteins including 

apoE (6, 7). This hypothesis is further supported by recent studies demonstrating an 

important role of NS5A in HCV virion production: NS5A has been shown to be recruited by 

core-associated lipid droplets in replicating Huh7.5 cells to allow robust infectious particle 

production (9, 10). Using reverse genetics, the NS5A domain III has been identified as an 

important viral determinant for virion production (10, 11). The relevance of this domain has 

been further confirmed by the finding that mutations in NS5A causing an assembly defect 

can be rescued by trans-complementation (11). Our results identify apoE as a novel host 

factor interacting with NS5A and point to a novel function of this NS5A binding molecule in 

postassembly steps of the viral life cycle.     
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The functional characterization of NS5A-apoE interaction in an infectious cell culture 

system suggests that apoE is involved in release of viral infectious particles. This conclusion 

is supported by the finding that apoE silencing results in a marked decrease of released viral 

particles in the cell culture supernatant of cells containing replicating HCV with concomitant 

retention of infectious viral particles in the host cell (Fig. 5). ApoE-depleted viral particles 

purified from the intracellular fraction were still infectious and silencing of apoE rather 

increased than decreased the level of infectious intracellular retained viral particles. Thus, it 

seems likely that apoE is not mandatory for infectivity of viral particles but most likely 

mediates a step that is required for release of infectious viral particles from the infected 

hepatocyte.  

 

Recent studies have demonstrated evidence that the VLDL pathway appears to play 

a role for HCV assembly, maturation and egress. Indeed, the membrane vesicles in which 

HCV replicates are highly enriched in proteins required for VLDL assembly, including 

apolipoprotein B (apoB), apoE, and microsomal triglyceride transfer protein (6, 7). Moreover, 

Gastaminza et al., (7) demonstrated that HCV assembly and maturation occur in the 

endoplasmic reticulum (ER) and post-ER compartments, respectively, in a manner that 

parallels the formation of very-low-density lipoproteins (VLDL). In addition, it was 

demonstrated that only low-density particles are efficiently secreted and that immature 

particles are actively degraded (7). Gastaminza and colleagues postulated that by coopting 

the VLDL assembly, maturation, degradation, and secretory machinery of the cell, HCV 

acquires its hepatocyte tropism (7). Complementing these studies, Luo et al (19) 

demonstrated that HCV infectious virions purified from low density fractions from cell culture 

supernatants are assembled as apoE-enriched lipoprotein particles and could be precipitated 

specifically by anti-apoE- and anti-E2 antibodies.  
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Whereas pharmacological inhibition of microsomal triglyceride transfer protein (MTP) 

and silencing of apoB expression resulted in a decrease in both released and intracellular 

infectious particles (7), silencing of apoE expression resulted in an impairment of released 

viral particles with an accumulation of infectious intracellular particles (Fig. 5D and 6). The 

different phenotypes suggest that MTP and apoB exert different functions than apoE within 

the viral life cycle. Whereas MTP and apoB have been shown to be required for particle 

assembly and maturation (7), the recruitment of apoE to the viral particle appears to be 

required for particle release - the final step of the viral life cycle. Our results suggest that 

particle-associated apoE may act as a signal triggering release of viral particles from the 

infected hepatocyte.  

 

Several studies in HCV-infected patients have shown a statistically significant 

association between the presence of allelic isoforms of apoE, i.e. the apoE-ε4 allele, and the 

severity of the HCV-induced liver disease (37, 38). Furthermore, a study of HCV-infected 

liver transplant recipients (39) showed that recipient, but not donor carriage of at least one ε4 

allele was significantly associated with a better histologic outcome in recurrent HCV infection. 

Furthermore, Mueller et al. (40) observed that the same allele was associated with a poor 

sustained viral response to interferon-alfa-based treatment. Taken together, these 

observations underline the impact of apoE as a host factor playing an important role in the 

HCV-host interactions and pathogenesis of disease. 

 

Since our results demonstrate that silencing of intracellular apoE results in impaired 

particle release, it is conceivable that apoE is a novel target for antiviral therapies. Drug-

induced decrease of apoE in the liver of the HCV infected patient may represent a novel 

approach for control of viral infection.  
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Figure Legends 

Fig. 1. Interaction of HCV protein NS5A with full-length apoE in a yeast two-hybrid 

assay. (A) Principle of the yeast two-hybrid screen: in this system, interaction between two 

proteins is indicated by the activation of the reporter genes HIS3 and ADE2, which allow 

grow on HIS3- ADE- plates (B) AH 109 yeasts (matchmaker Clontech) were co-transformed 

with a plasmid encoding a fusion of the full length ApoE and the activation domain of Gal4 

and plasmids encoding the fusions between the DNA binding domain of Gal4 and HCV 

proteins (core, NS2, NS3, NS4B, NS5A and NS5B) and control protein laminin or the Gal4 

DNA activation domain only. After two weeks at 30°C  on selective Histidine depleted media 

yeast growth is analysed. (C) AH 109 yeasts (matchmaker Clontech) were co-transformed 

with a plasmid encoding a fusion of HCV core protein and the activation domain of Gal4 and 

plasmids encoding NS5A of H77 or JFH1 strains. (D) AH 109 yeasts (matchmaker Clontech) 

were co-transformed with a plasmid encoding a fusion of the full-length apoE protein and the 

activation domain of Gal4 and plasmids encoding fusions between the DNA binding domain 

of Gal4 and wild-type NS5A from strains JFH1 or H77 or NS5A derived from strain JFH1 

containing a mutation in domain III resulting in abolishment of particle production. 

 

Fig. 2. Co-immunoprecipitation of apoE and HCV NS5A protein in Huh7.5.1 cells 

containing replicating HCV. Full-length replication-competent HCV RNA derived from 

isolate Luc-Jc1 was transfected into the hepatoma cell line Huh7.5. 72 h post-transfection 

Huh7.5 cells containing replicating HCV were lysed and subjected to immunoprecipitation 

using a monoclonal anti-NS5A or an unrelated control monoclonal anti-myc antibody as 

described in Materials and Methods. Proteins immunoprecipitated by anti-NS5A or control 

antibody were analyzed by immunoblot using anti-apoE antibody 33 (1/500) and horseradish-

peroxidate conjugated anti-mouse secondary antibody. Positions of molecular size standards 

(in kilodaltons) are shown at the right of the panel, immunoprecipitated proteins are indicated 

on the left with an arrow. 
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Fig. 3. Co-localization of apoE with HCV NS5A in Jc1 replicating Huh7.5.1 cells. 

Huh7.5.1 cells were electroporated with Jc1 HCV RNA genome as described in Materials 

and Methods. 72 hours later, cells were fixed and stained for apoE and NS5A expression 

using rabbit anti-apoE antibody and Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-rabbit IgG (green 

fluorescence) and anti-NS5A antibody and Alexa Fluor® 568-conjugated goat anti-mouse IgG 

(red fluorescence) as described in Materials and Methods. Nuclei were stained in blue (DAPI; 

left upper panel). Co-localization of stained proteins is shown in the right lower panel. 

 

Fig. 4. Silencing of apoE expression in Huh7.5.1 cells results in inhibition of HCV 

particle production (A) Silencing of apoE expression in Huh7.5.1 cells. Huh7.5.1 cells were 

transfected with siRNAs as described in Materials and Methods. Western blot analysis of 

siRNA mediated down-regulation of apoE expression in Huh7.5 cells. Lysates of control 

naïve Huh7.5 (Ctrl), Huh7.5 cells expressing control siRNA (Ctrl siRNA) or siRNA targeting 

the HCV genome were subjected to SDS-PAGE. Immunoblotting was performed using rabbit 

anti-ApoE antibody (1/4000) and HRP-conjugated anti-rabbit antibodies (1/1000) or mouse 

anti-beta-actin monoclonal antibodies (1/5000) and HRP-conjugated anti-mouse antibodies 

(1/1000). The presence or absence of apoE and beta-actin is indicated on the right, and 

molecular weight (MW) markers (kDa) are indicated on the left. (B) Inhibition of HCV particle 

production in Huh7.5 cells with silenced apoE expression. Huh7.5.1 cells were transfected 

with siRNAs and HCV Jc1-Luc RNA as described in material and method. Cell culture 

supernatants of mock or siRNA-Jc1-luc transfected Huh7.5.1 cells were pooled and 

concentrated 50 times 72 hours following transfection of HCV Jc1-luc RNA. Concentrated 

supernatants (150 µl) were then used to infect 6 x104 naive Huh7.5.1 cells. Infectivity of 

siCTRL or siapoE treated cell supernatants were quantified by measurement of luciferase 

activity in Huh7.5 lysates 72 hours after infection (mean ± SD; n = 4). 

 

Fig. 5. Impact of apoE silencing on entry, replication and release of HCV Luc-Jc1. 

Huh7.5 cells were electroporated with siRNA targeting apoE (siApoE) and CD81 (siCD81) 
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expression, irrelevant control RNAs (siCTRL) or an siRNA efficiently targeting HCV 

translation (siHCV331). 48 hours later Huh7.5 cells were infected with HCVpp (A) or HCVcc 

Jc1-Luc (B) or (C) re-electroporated with 10 µg Jc1-Luc. Seventy two hours later HCV entry 

or 24-96h replication was assessed by quantitation of luciferase activity (mean ± SD; n = 4). 

The results are expressed as a percentage of entry (A) or infection (B) or RLU per µg of 

protein (C). (D) Supernatants (SN) or lysates (LYS) from cells treated with siCTRL (black 

bars) or siApoE (grey bars) were subjected to iodixanol gradient ultracentrifugation and 

pelleted particles were used to infect naïve Huh7.5.1 cells. Infectivity was assessed by 

quantitative RT-PCR normalised with GAPDH RNA quantification in parallel (mean ± SD; n = 

4). 

 

Fig. 6. Infectivity of purified intracellular or extracellular HCV virions partially purified 

by iodixanol equilibrium gradient ultracentrifugation. Cells were transfected with siCTRL 

or siApoE. 48 hours later Jc1 RNA was electroporated. Cell lysates (A) or concentrated (50 

x) cell culture supernatants (B) were subjected to 10 to 50% iodixanol step gradients and 

subjected to equilibrium ultracentrifugation as described in Materials and Methods. Fractions 

obtained from gradients with siCTRL treated (in black) or siApoE (in grey) cells were 

measured for RNA content by qRT-PCR quantification (lines) and tested for infectivity on 

naïve Huh-7.5 cells (bars). Infectivity was measured 72 hours later by qRT-PCR 

quantification. RNA cell extraction was normalised with GAPDH quantification. Mean and SD 

of three independent experiments. The dotted line represents the density (in g/ml) of each 

fraction.
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Résumé 

La formation du complexe de réplication du virus de l’hépatite C est une étape-clé dans le cycle viral. Nous 
avons précédemment montré que les 220 derniers nucléotides de l’extrémité 3’ du brin (-) se replient en cinq 
tiges-boucles stables formant le domaine I (Schuster et al. 2002, J. Virol, 76:8058-68). La comparaison des sites 
d’initiation de la réplication des brins moins (-) et plus (+) a révélé des caractéristiques communes notamment 
une forte homologie entre la tige-boucle SLEI du brin (–) et la tige-boucle SLII du brin (+). Dans le but 
d’investiguer la fonction de la tige-boucle SLEI dans le cycle viral et les interactions hôte-virus, nous avons 
criblé des protéines cellulaires interagissant avec SLEI par la méthode du triple-hybride dans la levure, SLEI 
servant d’appât et une banque d’ADNc de foie humain de proie. Un mutant de la séquence homologue a servi de 
contrôle négatif pour confirmer la spécificité de l’interaction. Ce criblage a identifié une forme tronquée de 
l’Apolipoprotéine E (ApoE) comme une protéine hépatocytaire interagissant avec la tige-boucle SLEI du brin (-) 
Pour évaluer la pertinence fonctionnelle de cette interaction, nous avons bloqué l’expression de l’ApoE par de 
petits ARN interférents spécifiques (siARN) dans des cellules Huh7.5 transfectées avec l’ARN génomique 
complet de la souche Jc1 du VHC. L’extinction de l’expression de l'ApoE a entrainé une forte inhibition de la 
production de particules infectieuses sans affecter le niveau de réplication du virus. Ces résultats indiquent que 
SLEI pourrait recruter ApoE au niveau du complexe de réplication et que ce recrutement est important pour 
l’accomplissement du cycle viral aboutissant à la production de particules infectieuses. Pour mieux comprendre 
le mécanisme d’intervention de l'ApoE, nous avons recherché une interaction entre les protéines virales et ApoE 
par la méthode du double-hybride dans la levure. Seule, la protéine non structurale NS5A du VHC interagit avec 
ApoE dans ce système d’étude. Cette interaction a été confirmée par des analyses d’immunoprécipitation dans 
des cellules Huh7.5 répliquant Jc1. Pour discriminer si ApoE intervient spécifiquement dans la sécrétion des 
virions ou plus précocement dans leur assemblage, nous avons évalué l’infectivité de particules virales récoltées 
à partir de surnageants de culture ou des lysats de cellules Huh7.5 répliquant Jc1 dans lesquelles l’expression de 
l’ApoE a été bloquée par des siARN spécifiques. Les particules virales récoltées ont été purifiées et concentrées 
au moyen de gradients d’iodixanol puis utilisées pour infecter des cellules Huh7.5 naïves. Les particules virales 
provenant des lysats cellulaires sont plus infectieuses que celles issues de surnageants de culture cellulaire. Nos 
résultats démontrent une forte implication de l’ApoE dans la sécrétion des virions du VHC et en font une cible 
intéressante pour la thérapie antivirale. 

Mots-clé: Apolipoprotéine E, SLEI, Virus de l'Hépatite C, production de particules infectieuses 

Summary 

Formation of the hepatitis C virus (HCV) replication complex represents a key step in the viral life cycle. We 
have previously demonstrated that the last 220 nucleotides of the HCV 3’ minus strand fold into five stable stem-
loops forming domain I (Schuster et al. 2002, J. Virol, 76:8058-68). Comparison of the replication initiation sites 
on minus (-) and plus (+) strands revealed common structural features including a marked sequence homology 
between stem loop EI (SL-EI) of (-) strand and the (+) strand stem loop II. Aiming to investigate the function of 
SL-EI for the viral life cycle and virus-host interactions, we screened cellular proteins interacting with SL-EI 
using a yeast three-hybrid assay with SL-EI as bait and a human liver cDNA library as prey. A reverse mutant of 
the homologous sequence was used as a negative control to confirm specificity of the interaction. The yeast 
three-hybrid screen identified a truncated part of apolipoprotein E (ApoE) as a hepatocyte protein interacting 
specifically with SL-EI of HCV (-) strand. To investigate the functional relevance of this interaction, we silenced 
ApoE expression by siRNAs in Huh7.5 cells transfected with HCV Jc1 full-length RNA. Silencing of ApoE 
expression resulted in a marked inhibition of infectious particle production without affecting the level of viral 
replication. These results indicate that SL-EI may recruit ApoE to the viral replication complex and that this 
recruitment may play a role for completion of the viral life cycle resulting in production of infectious particles. 
In order to gain more insights in the mechanism, we checked an interaction between the viral proteins and ApoE 
by yeast two hybrid assay. Only the HCV non structural protein NS5A was found to interact with ApoE in this 
system. This interaction was confirmed in Huh7.5 cells replicating Jc1 by co-immunoprecipitation. To 
discriminate between an effect of ApoE on secretion of infectious virions or more early on their assembly, we 
evaluated the infectivity of intra- or extra-cellular viral particles produced in HCV Jc1 replicating Huh7.5 cells in 
which ApoE was silenced. Virions were purified on iodixanol gradients and then used to infect naive Huh7.5 
cells. We found that particles obtained from cells lysates were more infectious then those obtained from cell 
supernatants. These results show a specific impact of ApoE on virions secretion. Taken together, our results 
support a strong involvement of ApoE in the HCV secretion pathway and identify this protein as an interesting 
target of HCV antiviral therapy. 

Key Words: Apolipoprotein E, Stem-Loop EI, Hepatitis C Virus, infectious virion production 
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