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RESUME 

L’hépatite C reste un problème majeur de santé publique. Malgré la mise au point d’un modèle de 

réplication du virus de l’hépatite C (VHC) in vitro, les mécanismes conduisant à l’infection restent 

encore mal connus. Le VHC est sécrété et circule dans le sérum associé à des lipoprotéines. 

L’importance des lipoprotéines pour le cycle viral nous a conduits à étudier le rôle de la 

lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme lipolytique, dans l’infection de la cellule par le VHC.  

Nous avons montré que la LPL potentialise l’attachement et l’internalisation du virus par un 

mécanisme similaire à la clearance hépatique des lipoprotéines. La LPL dimérique forme un pont 

entre les lipoprotéines associées au virus et les HSPG à la surface des cellules. Néanmoins son 

action conduit à une inhibition de l’infection par les souches virales JFH-1 et J6/JFH-1 produites en 

culture cellulaire et dans les hépatocytes humains greffés à des souris chimériques uPA-SCID. 

L’analyse par ultracentrifugation en gradient d’iodixanol des virus produits in vitro et in vivo a 

montré la présence de deux populations virales : la première, de densité très faible, est beaucoup 

plus infectieuse que la seconde, de densité plus élevée. L’infection in vitro par ces deux populations 

virales est inhibée par la LPL. La LPL représente donc un nouvel inhibiteur de l’infection par le 

VHC.   

Nous avons également démontré que la présence d’un réseau de microtubules intact et dynamique 

est cruciale pour l’entrée du VHC et les étapes post-fusion qui mènent à l’infection. Enfin, nous 

avons mis en évidence une interaction de la protéine de capside avec les tubulines α et β, 
conduisant à une augmentation de la polymérisation des microtubules. Ces observations suggèrent 

que le VHC pourrait utiliser les mécanismes de polymérisation des microtubules pour établir 

l’infection, et la protéine de capside jouer un rôle essentiel dans ce processus.  

Les nouvelles approches antivirales pourraient donc cibler les éléments du cytosquelette et/ou des 

lipoprotéines associées aux particules virales. 
 

 

 

ABSTRACT 
 

Hepatitis C virus (HCV) infection remains a major health problem. Despite of the development of a 

cell culture system permitting HCV replication in vitro, the mechanisms leading to infection are still 

not well understood. HCV is secreted and circulates in the patient serum in association with 

lipoproteins. The importance of lipoproteins for the virus life cycle led us to investigate a role of 

lipoprotein lipase (LPL), a lipolytic enzyme, in the cell infection with HCV.  

We showed that LPL increases virus attachment and internalisation by mechanisms similar to the 

hepatic uptake of lipoproteins. Dimeric LPL forms a bridge between virus-associated lipoproteins 

and HSPG at the cell surface. Nevertheless, LPL inhibits cell infection with two virus strains: JFH-1 

and J6/JFH-1, produced either in cell culture, or in chimeric uPA-SCID mice with transplanted 

human hepatocytes.   

Analyses of the viruses produced in vitro and in vivo in iodixanol gradients showed the presence of 

two virus populations banding at very low and higher density, the first population being much more 

infectious than the latter one. Cell infection with low and higher density viruses was inhibited by 

LPL. Thus, LPL represents a novel inhibitor of HCV infectivity.   

We showed that the intact and dynamic microtubules are crucial for HCV cell entry and early post-

fusion steps, leading to productive infection. In addition, we provided evidence that HCV core 

protein directly interacts with α/β tubulin, increasing polymerisation of microtubules. These 

observations suggest that HCV could use microtubule polymerisation mechanisms to establish 

infection, in which virus core protein might play an important role.  

New anti-viral approaches may thus target the elements of the cytoskeleton and/or lipoproteins 

associated with virus particles.  
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« La science consiste à passer d'un étonnement à un autre. »  

Aristote 

 

 

 

 

 « Savoir s'étonner à propos est le premier pas fait sur la route de la découverte. »  

Louis Pasteur  
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La vraie jeunesse ne s'use pas. 
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Les gens très âgés remontent en enfance 

Et leur cœur bat 

Là ou il n'y a pas d'autrefois. 
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Le virus de l’hépatite C (VHC) représente le premier virus de l’histoire de la virologie 

moderne à avoir été identifié par les techniques de biologie moléculaire (Choo et al. 1989). 

Cependant, après 20 ans de recherches, plusieurs aspects majeurs concernant l’hépatite C ne 

sont toujours pas résolus. 

 

D’une part, celle-ci reste un problème majeur de santé publique avec près de 3% de la 

population mondiale infectée (site internet OMS, 2007). Le passage à la chronicité est très 

élevé, avec évolution vers une cirrhose et à terme un hépatocarcinome cellulaire, et les 

traitements actuels restent peu efficaces, et associés à de nombreux effets secondaires 

indésirables. 

 

D’autre part, en dépit des progrès rapides en biologie moléculaire, nos connaissances sur 

certaines étapes du cycle viral, notamment l’entrée virale et la morphogénèse, et sur la nature 

même des particules virales restent limitées. Leur compréhension demeure actuellement un 

objectif majeur de la recherche fondamentale sur le VHC. 

La mise au point en 2005 par Wakita et al d’un modèle cellulaire permettant une infection 

productive avec sécrétion de particules infectieuses a constitué une avancée majeure dans la 

recherche sur le VHC (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach et al. 2006). En 

dépit de ses limites intrinsèques, ce système représente actuellement le modèle de référence 

pour l’étude du VHC en culture cellulaire. 

 

En outre, ce virus possède certaines particularités : plusieurs formes virales circulent dans le 

sérum de patients et présentent un profil de densité très hétérogène, du fait de leur association 

à des lipoprotéines et que ces particules soient recouvertes d’anticorps (Thomssen al. 1992; 

Hijikata et al. 1993; Prince et al. 1996). Les particules de plus faible densité correspondent 

aux densités de l’apolipoprotéine B (ApoB) et sont les plus infectieuses chez le chimpanzé et 

en culture cellulaire (Bradley et al. 1991; Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005; 

Lindenbach et al. 2006). Ces observations incitent à poser la question du rôle des lipides dans 

le cycle viral. L’équipe de Patrice André a montré en 2002 que ces particules de faible densité 

correspondaient aux lipo-viro-particules (LVPs), constituées par l’ARN viral, la protéine de 

capside, les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et les apolipoprotéines ApoB et E (Andre et 

al. 2002).  
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Au vu de l�importance des lipoprotéines dans le cycle viral, en particulier dans l�entrée 

virale, nous nous sommes intéressés au rôle d�une enzyme clé du métabolisme lipidique, 

la lipoprotéine lipase (LPL), dans les mécanismes d�entrée et d�infection du VHC. 

 

 

Notre équipe étudie depuis de nombreuses années les propriétés de la protéine de capside 

(Maillard et al. 2001; Maillard et al. 2004). La présence de nucléocapsides non-enveloppées 

dans le sérum de patients infectés a été démontrée (Maillard et al. 2001). La protéine de 

capside a de nombreux effets sur les fonctions cellulaires de l’hôte et dans les mécanismes 

d’échappements à la réponse immunitaire de l’hôte. Ceci nous a conduits à rechercher de 

nouveaux partenaires cellulaires de la protéine de capside. D’autre part, les microtubules 

ayant des fonctions cruciales dans le cycle viral de nombreux virus (Dohner et al. 2005; 

Leopold 2006), nous avons voulu étudier le rôle de ce réseau dans l’entrée virale et l’infection 

par le VHC. En outre, une autre particularité du VHC est la présence chez les patients infectés 

d’une stéatose hépatique, correspondant à l’accumulation de gouttelettes lipidiques ou lipid 

droplets (LD) dans les hépatocytes. Ces LD sont des organelles intracellulaires contenant des 

réserves lipidiques, composées d’un cœur de triacylglycérol et d’esters cholestérol, entouré 

par une seule couche de phospholipides, elle-même entourée d’une couche de protéines. Plus 

récemment, il a été montré que la protéine de capside du VHC s’associait aux LD et que ces 

dernières étaient impliquées dans de nombreuses voies cellulaires incluant un engagement 

avec les microtubules. Il existe donc un lien direct entre le réseau de microtubules et le cycle 

viral du VHC, lui-même étroitement lié au métabolisme lipidique. 

 

Partant de ces observations et dans le contexte de nos travaux sur l�entrée virale, nous 

avons cherché à élucider le rôle des microtubules dans ces mécanismes d�entrée et 

d�infection de la cellule par le VHC. 
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HEPATITE C ET VHC 

 

En 1989, l’identification du virus nommé virus de l’hépatite C (VHC) est effectuée par 

l’équipe de Houghton (entreprise Chiron) par biologie moléculaire (Choo et al. 1989). La 

stratégie de découverte du VHC est alors novatrice puisqu’elle fait appel à la réalisation d’une 

banque d’expression dans un bactériophage. Cette découverte a permis le développement 

rapide de tests sérologiques et par la suite le clonage de la séquence complète du génome viral 

(Houghton 2009). 

 

I. Hépatite C 

 

1. Epidémiologie 

D’après l’OMS (2007), la prévalence de l’infection par le VHC est de 170 millions de 

porteurs chroniques et 3 à 4 millions de personnes infectées par an dans le monde, soit près de 

3% de la population mondiale (5 fois le taux d’infection par le virus de l’immunodéficience 

humaine VIH-1). Cela constitue donc un problème majeur de santé publique, puisqu’en effet, 

l’infection chronique par le VHC est la principale cause de cirrhose, cancer du foie et 

indication de transplantation hépatique dans les pays occidentaux. 

Cette prévalence varie suivant les zones géographiques. En France, 600 000 personnes 

seraient infectées. Les estimations de la prévalence selon les régions sont représentées sur la 

carte Figure 1. 

Il faut cependant noter que l’évaluation de la prévalence est certainement sous-estimée car les 

études sont menées auprès des donneurs de sang, constituant une population sélectionnée 

probablement différente de la population générale (Sy 2006).  

 

2. Mode de transmission 

Le VHC est un virus hépatotrope mais diverses données indiquent également sa présence dans 

des cellules mononuclées du sang périphérique (lymphocytes B, monocytes/macrophages, 

cellules dendritiques). Il est doué d’une forte spécificité d’espèce et de type cellulaire. En 

l’absence de réservoir animal, l’infection se transmet de manière interhumaine directe.  
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Figure 1 : Prévalence mondiale de l�infection par le VHC (Source : OMS) 

Cette carte représente la prévalence du VHC en 2007 au niveau mondial, exprimée en 

pourcentage de la population infectée par pays. Les régions les plus fortement touchées sont 

l’Afrique (Egypte en particulier – 22%), l’Amérique Latine et l’Asie du Sud-Est.  
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La contamination s’effectue quasi exclusivement par voie sanguine (utilisation de drogues par 

voie intraveineuse, actes médicaux invasifs tels que transfusion sanguine ou transplantation) 

(Sy 2006).  

Les transmissions du VHC de la mère à l’enfant, comme par voie sexuelle, sont rares et très 

controversées (Roberts 2002). Il faut cependant noter que la coinfection avec le VIH 

augmente ces taux de transmission. Pour 30% des cas d’infection, il n’existe aucun facteur de 

risque identifié (Lauer 2001). 

 

3. Diagnostic 

Il existe 2 types de tests diagnostiques : sérologiques et moléculaires (Lauer 2001; Chevaliez 

2009). 

 

Les tests sérologiques sont basés sur la recherche d’anticorps anti-VHC dirigés contre les 

protéines virales. L’EIA (Enzyme linked ImmunoAssay) est un titrage immunoenzymatique 

permettant de détecter le virus chez plus de 95% des porteurs chroniques, le taux de détection 

étant de l’ordre de 50 à 70% pendant la phase aigue. Un test RIBA (Recombinant 

ImmunoBlot Assay) est souvent réalisé pour confirmer un résultat positif obtenu par titrage 

EIA et met en évidence les anticorps réagissant avec certains antigènes du VHC (Chevaliez 

2009). 

 

Un test moléculaire sur l’ARN du VHC, par une technique d’amplification de l’ARN viral 

(RT-PCR pour Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) peut aussi être réalisé pour 

confirmer les résultats des tests sérologiques. Cette technique est également utilisée depuis 

peu pour le diagnostic et le suivi des patients du fait de ses nombreux avantages (simplicité, 

rapidité) aidant à la mise en place d’une meilleure prise en charge thérapeutique des patients 

infectés.  

 

Enfin, le génotypage permet d’adapter au mieux le traitement (durée et dose). Son principe 

repose sur un séquençage direct de la région 5’ non codante de l’ARN viral. La spécificité du 

test est très bonne pour déterminer les génotypes (cf chapitre I.1.2.) mais légèrement plus 

faible pour les sous-types (Forns 2006). 
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Figure 2 : Evolution de l�infection par le VHC. D�après Zoulim, Reviews in Medical 

Virology (Zoulim et al. 2003) 

L’infection par le VHC, le plus souvent asymptômatique, conduit majoritairement à une 

hépatite chronique, susceptible d’évoluer vers une cirrhose et à terme un HCC. 
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D’autres paramètres, importants mais non spécifiques à l’hépatite C, sont également utilisés 

pour le diagnostic, notamment dans le suivi des pathologies associées. Ils seront développés 

dans le chapitre I.4. 

 

4. Symptômes et Evolution de la maladie 

 

4.1. Hépatite aiguë 

La caractéristique première de l’infection par le VHC est d’être le plus souvent 

asymptomatique dans sa phase aigue, qui survient 4 à 12 semaines après la contamination 

(Figure 2).  

Près de 20% des individus infectés parviennent à éliminer spontanément le virus, étape 

souvent associée à une hépatite dite aigue mais silencieuse, qui se traduit par un ictère (25% 

des cas seulement) accompagné de symptômes non spécifiques (fatigue, malaises, nausées). 

Des cas d’hépatite fulminante ont été rapportés mais ils sont rarissimes. 

Les anticorps anti-VHC n’apparaissent que dans 50 à 70% des cas dans la phase aigüe et 

seulement plusieurs semaines après la contamination. 

L’ARN viral est détectable 1 à 3 semaines après la contamination, souvent en même temps 

qu’une élévation du taux de transaminases sériques, 10 fois supérieure à la normale. Ces 

transaminases, ALAT (Alanine AminoTransférases) et ASAT (Aspartate AminoTransférases) 

participent à la synthèse et la dégradation des acides aminés dans l’hépatocyte et leur 

élévation est synonyme d’une atteinte hépatique. 

La guérison de l’hépatite C correspond à une absence de détection d’ARN viral et à un retour 

à un taux basal de transaminase. Le taux d’anticorps anti-VHC diminue progressivement mais 

reste détectable pendant plusieurs années chez les patients ayant spontanément éliminé le 

virus (Santantonio et al. 2008).  

 

4.2. Hépatite chronique 

Si au bout de 6 mois, le virus n’est toujours pas éliminé, on parle alors d’hépatite chronique 

(70 à 85% des cas). 

Les symptômes sont le plus souvent absents ou modérés et peu spécifiques (fatigue, troubles 

digestifs, douleurs diffuses…). Le taux de transaminase peut fluctuer au cours de l’infection 

chronique. C’est néanmoins un marqueur de l’évolution de l’atteinte hépatique. La présence 

constante d’anticorps anti-VHC est constatée. L’ARN viral est détecté à des taux importants  
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Figure 3 : Profil d�une hépatite C évoluant vers la chronicité. D�après Zoulim ; Reviews 

in Medical Virology (Zoulim et al. 2003) 

L’hépatite aiguë peut être accompagnée de symptômes non spécifiques. L’ARN viral et le pic 

de transaminases apparaissent simultanément et les anticorps anti-VHC plus tardivement. La 

chronicité se traduit par la présence persistante d’ARN viral, d’anticorps anti-VHC et des taux 

variables de transaminases. 
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chez les malades (Figure 3). Cette persistance virale est liée à une réponse immunitaire 

défective, conséquence d’un échappement viral (Ishii 2008).  

Bien que des méthodes non invasives alternatives à la biopsie hépatique, telles que la 

détection de marqueurs biochimiques de fibrose hépatique ou FibroTest (Imbert-Bismut et al. 

2001; Poynard et al. 2004) soient en cours de validation, le meilleur outil pour suivre la 

progression de la maladie dans le foie reste l’analyse histologique après biopsie hépatique. 

L’hépatite chronique se traduit par une dégradation des cellules du foie, la formation de tissus 

cicatriciels pathologiques ou fibrose. La fibrose est susceptible d’évoluer vers une cirrhose 

(20% des cas) généralement une dizaine d’années après la contamination (Figure 2). A ce 

stade, 1 à 4% des patients développent un hépatocarcinome cellulaire (HCC) et une 

insuffisance hépatique pouvant être à l’origine du décès (espérance de vie à 5 ans : 50%). La 

cirrhose liée au VHC est une des premières indications de transplantation hépatique en 

France. 

De plus, il existe d’autres manifestations extra hépatiques en relation avec l’infection ainsi 

que divers types de lésions non spécifiques souvent rencontrées dans l’hépatite chronique. 

Différents facteurs influencent la progression de la maladie ainsi que son traitement : facteurs 

dépendant de l’hôte (âge, sexe, poids), environnementaux (alcool, tabac, coinfection), mais 

leur rôle reste encore mal défini (Schutte et al. 2009; Tang 2009).  

 

5. Rôle de la réponse immunitaire contre le VHC dans l�évolution de l�infection 

Une réponse innée est mise en place très rapidement par sécrétion d’interféron de type I 

IFNĮ/ȕ par les cellules infectées et par la stimulation des cellules NK. Par ailleurs, des 

chimiokines seraient sécrétées au cours de l’infection précoce par le VHC (Meurs 2007).   

Une réponse adaptative humorale apparait très tôt au cours de la phase aigue, mais échoue à 

contrôler l’infection et est donc responsable en partie du phénomène de persistance virale. 

L’élimination spontanée du VHC est corrélée à l’apparition d’une réponse adaptative 

cellulaire T CD4
+
 et CD8

+
, puissante et polyspécifique, c’est-à-dire dirigée contre de 

multiples épitopes du virus, avec infiltration du foie par ces cellules. Les T CD4
+
 sécrètent des 

cytokines antivirales et activent les T CD8
+
 ainsi que les lymphocytes B spécifiques du virus.  

La persistance virale est associée à une réponse cellulaire trop faible ou inapte à l’élimination 

totale du virus. Elle pourrait aussi être liée à l’interférence du VHC avec la réponse 

immunitaire innée (Rehermann 2009).  
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La réponse immune joue également un rôle dans la pathogénèse hépatique, notamment par la 

destruction des hépatocytes par les cellules T cytotoxiques et les cellules NK et par la 

production de cytokines inflammatoires que sont l’IFNȖ et le TNFĮ (réaction inflammatoire 

provoquant des dommages tissulaires) (von Hahn et al. 2007; Ishii 2008; Myrmel et al. 2009; 

Tang 2009). 

 

6. Traitement 

 

6.1. Traitement actuel 

Actuellement, le traitement consiste en l’administration une fois par semaine en intraveineuse 

d’IFNĮ pégylé (PEG-IFN-Į), la présence du polyéthylèneglycol (PEG) prolongeant la durée 

de vie et renforçant l’action biologique de l’IFNĮ, en association à une prise quotidienne de 

ribavirine, pendant une durée de 6 mois à un an. L’IFNĮ est une cytokine antivirale capable 

de déclencher une réaction immunitaire efficace, d’inhiber la réplication du virus et ayant des 

effets immunomodulateurs. La ribavirine quant à elle est un analogue nucléosidique de la 

guanosine  permettant de favoriser les erreurs de réplication par son incorporation à l’ARN 

viral et donc d’inhiber faiblement l’ARN polymérase (Pawlotsky 2003; Chevaliez 2009). Ce 

traitement permet de limiter l’émergence de quasi-espèces virales (cf chapitre I.1.2.). On parle 

de guérison ou plus précisément de réponse virologique soutenue (RVS) lorsque le taux de 

transaminases revient à la normale et que l’ARN viral est indétectable 24 semaines après arrêt 

du traitement. 

Le taux de réponse varie néanmoins considérablement en fonction des génotypes (80% pour 

les génotypes 2 et 3 contre 40-50% pour le génotype 1). Chez certains patients, dits non 

répondeurs, aucune activation de la réponse antivirale n’est observée : le système immunitaire 

semble réfractaire à toute stimulation (Sarasin-Filipowicz et al. 2008). 

Ce traitement présente toutefois des inconvénients majeurs : de nombreux effets secondaires 

indésirables de type grippaux, cytopénie (leucocytes, plaquettes) et état dépressif pour 

l’IFN, nausées et anémie pour la ribavirine, ainsi que le développement de résistance à ce 

traitement. Il est donc primordial de mettre au point un vaccin et/ou de nouvelles molécules 

permettant d’agir sur les différentes étapes du cycle viral.  
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6.2. Perspectives 

Outre les recherches visant à améliorer la tolérance au traitement standard, de nouvelles 

molécules spécialement dirigées contre le VHC (STAT-C : Specifically Targeted Antiviral 

Therapy for hepatitis C) sont en cours d’étude (certaines sont actuellement en phase I, II ou III 

d’essais cliniques). L’Albuferon (Human Genome Sciences), molécule dérivée de 

l’IFN (albumine couplée à l’IFNĮ) semble permettre une diminution de la réplication avec 

seulement 1 à 2 injections par mois et l’Isatoribine, « interféron inducteur » par voie orale, 

semble également être prometteur. Des inhibiteurs spécifiques des protéines virales (protéines 

décrites au chapitre I.2.2) sont actuellement développés, ciblant plus ou moins efficacement 

toutes les étapes du cycle viral. Ainsi, la protéase NS3/4A est la cible de peptides mimant ses 

substrats. Des inhibiteurs de l’ARN polymérase NS5B, un inhibiteur de l’action des 

cyclophilines A et B (cofacteurs indispensables à l’action de NS5B) semblent capables de 

réduire la charge virale, seuls ou en association avec l’IFNĮ. Il ressort également d’une étude 

avec DEBIO-025 que celui-ci inhibe le VHC indépendamment du génotype (Pawlotsky et al. 

2007; Flisiak et al. 2008; de Bruijne et al. 2009; Sakamoto 2009; Webster et al. 2009). Bien 

que des effets toxiques soient là encore présents, ces différentes molécules demeurent tout de 

même les candidats les plus prometteurs actuellement, car lors de trithérapie, leur effet 

antiviral s’additionne à celui de l’IFN pégylé et de la ribavirine. 

 

II. Le virus de l�hépatite C 

 

1. Caractéristiques générales 

Le séquençage complet du génome du VHC a permis de le classer dans la famille des 

Flaviviridae, qui comprend les genres Flavivirus (ex : virus de la fièvre jaune) et Pestivirus 

(ex : virus de la diarrhée bovine). Son organisation génomique, proche du genre Pestivirus, 

mais présentant néanmoins une faible identité de séquence, a entrainé son classement dans un 

genre nouveau, Hepacivirus, qui comprend également les virus GB (Beames et al. 2000). 

Le VHC est un virus enveloppé, à ARN simple brin positif et non segmenté contenu dans une 

capside protéique icosaédrique. 

L’isolement de virions et leur observation en microscopie électronique se sont avérés très 

difficiles du fait des faibles titres viraux dans les échantillons biologiques et de leur 

association avec les lipoprotéines. Des particules virales de 50 à 65nm de diamètre, localisées  
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Figure 4 : Organisation génomique du VHC et maturation de la polyprotéine. D�après 

Pénin, Hepatology et Moradpour, Nature (Penin et al. 2004; Moradpour et al. 2007) 

L’ARN génomique est schématiquement représenté ici, ainsi que la polyprotéine précurseur 

dont la traduction est médiée par l’IRES. La maturation de la polyprotéine conduit, après 

clivage par des protéases cellulaires et virales, à la formation des protéines structurales et non 

structurales. Les protéines structurales sont les premières à être maturées par les signal 

peptide peptidase et signal peptidase du RE. Les protéines non structurales sont quant à elles 

issues des clivages par NS2/NS3 et NS3/4A. 

S : séquence codant les protéines structurales ; NS : séquence codant les protéines non 

structurales 
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au sein de vésicules cytoplasmiques, ont cependant pu être visualisées dans différents organes 

et lignées cellulaires (Shimizu et al. 1996; Wakita et al. 2005; Kaito et al. 2006), mais ces 

observations restent à confirmer.  

 

1.1. Organisation génomique 

Le génome du VHC est composé d’un ARN simple brin de polarité positive, d’environ 9600 

nucléotides constituant un cadre ouvert de lecture, bordé en 5’ et 3’ par deux régions non 

codantes (5’NC et 3’NC) (Figure 4). 

La région 5’NC, très structurée et hautement conservée, contient un site interne d’entrée du 

ribosome ou IRES (Internal Ribosomal Entry Site), essentiel à la traduction de l’ARN viral. 

Quatre domaines constituent l’IRES, les domaines II, III et IV étant requis pour la traduction 

et les domaines I et II essentiels pour la réplication de l’ARN viral. 

La région 3’NC, également très structurée, est composée d’une courte région variable non 

traduite de 30 nucléotides, d’une séquence poly(U/UC) conservée d’environ 80 nucléotides 

essentielle à la réplication, et d’une région 3’ terminale très conservée, la région X, de 98 

nucléotides repliée en trois structures tige-boucle. 

Le génome du VHC comporte également une séquence importante pour la réplication, la 

région CRE (Cis-acting Replication Element), codant la région C terminale de la protéine 

NS5B. Une structure tige-boucle de cette séquence a été identifiée comme étant capable 

d’interagir avec une séquence tige-boucle de la région X, ce qui jouerait un rôle important 

dans l’initiation de la synthèse du brin de polarité négative au cours de la réplication. 

La traduction du génome viral aboutit à la synthèse d’une polyprotéine virale de 3000 acides 

aminés (aa), clivée par des protéases cellulaires et virales pour former les protéines 

structurales que sont la protéine de capside C, la protéine F et les glycoprotéines d’enveloppe 

E1 et E2,  la viroporine P7, et les protéines non structurales que sont NS2, NS3, NS4A et B, et 

NS5A et B (Figure 4) (Moradpour et al. 2007). 

 

1.2. Variabilité génétique 

Comme c’est généralement le cas pour les virus à ARN, le VHC présente une grande 

variabilité génétique due à un taux de réplication très élevé (10
10

 à 10
12

 virions produits par 

jour) et à l’absence d’activité 3’-5’ exonucléase correctrice de son ARN polymérase ARN- 
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Figure 5 : Représentation schématique de la répartition des différentes formes virales 

sériques visualisées en microscopie électronique en fonction de leur densité (d�après 

Patrice André) 
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dépendante, ce qui entraine un taux de mutation important (1,5 à 2.10
-3

 mutations par 

nucléotide copié par an) (Bukh et al. 1995). 

Si la majorité des séquences ainsi générées sont défectueuses, les mutations non létales sont 

transmises au cours de l’évolution et confèrent des avantages ou des désavantages sélectifs 

qui aboutissent à l’émergence de génotypes viraux particuliers au sein d’une population dans 

une zone géographique donnée et sont également responsables de l’apparition de quasi-

espèces virales chez les individus. Les quasi-espèces sont des variants viraux génétiquement 

distincts mais apparentés chez un même individu au cours d’une infection. 

L’évolution du génome viral se fait en fonction de pressions de sélection exercées par des 

contraintes conformationnelles au niveau de la structure de l’ARN et la nécessité de conserver 

la fonctionnalité des protéines virales, ainsi que par des pressions liées à la réponse 

immunitaire de l’hôte et à son environnement (infections, traitements). 

La variabilité génétique n’affecte cependant pas les différentes parties du génome de façon 

homogène, les séquences des protéines d’enveloppe étant les plus variables et celles de la 

région 5’NC et de la capside étant notamment très conservées. 

L’analyse phylogénétique des séquences partielles ou complètes du génome a conduit au 

classement des variants en six génotypes (différant d’environ 30%), eux-mêmes subdivisés en 

une centaine de sous-types (divergeant d’environ 25%) (Simmonds et al. 2005). La répartition 

des différents génotypes varie selon les régions du globe, avec une forte prévalence des 

génotypes 1a et 1b aux USA (80%) et en Europe (60%), des génotypes 1 et 2 en Afrique et du 

génotype 1 en Asie. Une prévalence particulière du génotype 4a est observée en Egypte et en 

Afrique Centrale. Le génotype 5a est exclusivement présent en Afrique du Sud et le 6a en 

Chine (Sy 2006).  

D’un point de vue biologique, le génotype semble influer sur la sévérité de la maladie et la 

réponse au traitement (Abraham et al. 2009). Le génotype 1 serait associé à une pathologie 

plus sévère et le génotype 3 à une plus grande fréquence de stéatose hépatique (accumulation 

de vésicules graisseuses dans les hépatocytes) (Pawlotsky et al. 1999; Soler et al. 2002). 

 

2. Formes naturelles du VHC 

Plusieurs formes virales ont été isolées à partir du sérum de patients infectés et présentent un 

profil de densités très hétérogène (1,06 à 1,34g/ml) (Bradley et al. 1991; Maillard et al. 2001; 

Andre et al. 2002; Masciopinto et al. 2004; Petit et al. 2005; Lindenbach et al. 2006; Nielsen 

et al. 2006) (Figure 5).  
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2.1. Les particules virales de faible densité 

Après centrifugation du sérum sur gradient de densité, le VHC est majoritairement retrouvé 

dans les fractions légères (1,06 à 1,17g/ml), du fait de son association aux lipoprotéines 

(Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005). 

Cette association se fait au cours de la formation des particules virales (cf chapitre I.3.4.). Les 

fractions de densités les plus faibles sont également les plus infectieuses, à la fois in vitro en 

culture cellulaire (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005; Lindenbach et al. 2006) et in 

vivo chez le chimpanzé (Bradley et al. 1991). De plus, ces particules virales associées aux 

lipoprotéines sont aussi infectieuses chez l’homme, comme l’a montré une étude comparant 

les séquences d’isolats provenant de patients infectés en phase aiguë ou chronique : les 

séquences des quasi-espèces virales provenant des patients en phase aiguë se superposant 

avec la séquence consensus (isolat phase chronique) sont retrouvées dans les fractions de 

faible densité (Diaz et al. 2008). Ces résultats suggèrent que l’association de ces particules 

virales avec des lipoprotéines est un facteur déterminant de leur infectiosité in vivo (Figure 5). 

Plusieurs travaux ont été effectués dans le but d’analyser la structure de ces particules virales 

sériques associées aux lipoprotéines. Il a été montré que chez les patients immunocompétents, 

ces particules sont recouvertes d’anticorps, ce qui pourrait contribuer à leur hétérogénéité 

(Hijikata et al. 1993). Cette propriété a été utilisée pour purifier une population de particules 

virales de faible densité (associées aux LDL et VLDL), nommées les lipo-viro-particules 

(LVP) (Andre et al. 2002). Les LVP contiennent l’ARN viral, la protéine de capside, les 

protéines d’enveloppe E1 et E2 et les apolipoprotéines B et E. Elles ont un diamètre de 

100nm et possèdent une structure dense (Figure 5). Leur délipidation laisse apparaitre les 

nucléocapsides du VHC (30 à 50nm). Les LVP ne représentent probablement pas la totalité de 

la fraction légère mais sont actuellement les seules à y avoir été caractérisées.  

 

2.2. Les exosomes 

Des travaux suggèrent qu’une majeure partie de l’ARN viral circulant dans le sérum de 

patient est retrouvée dans les exosomes (Masciopinto et al. 2004). Ceux-ci sont de petites 

vésicules membranaires de 60 à 100nm de diamètre formées à partir de la fusion de plusieurs 

vésicules endosomales et sécrétées par les cellules. Elles contiennent, chez les patients 

infectés, de l’ARN viral, les glycoprotéines d’enveloppe ainsi que la tétraspanine CD81 (mais  
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Figure 6 : Cycle viral du VHC                          

D�après Moradpour, Nature (Moradpour et al. 2007) 

a. Liaison et internalisation 

b. Libération cytoplasmique et décapsidation 

c. Traduction et maturation de la polyprotéine 

d. Réplication de l’ARN 

e. Assemblage 

f. Maturation et libération du virion 

La réplication a lieu dans un endroit particulier,                         

le réseau membranaire ou « membranous web ».                      

La morphogénèse et la sécrétion du VHC requièrent                            

l’association du virus aux lipoprotéines.                       

Le VHC suit la voie de sécrétion des VLDL. 
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pas la protéine de capside). Leur densité exacte n’est pas connue mais les exosomes sont 

généralement retrouvés à des densités comprises entre 1,08 et 1,22g/ml.  

2.3. Les nucléocapsides 

Certaines études suggéraient la présence dans le sérum de patients d’une fraction immuno-

précipitable par des anticorps anti-capside (Takahashi et al. 1992). La présence de 

nucléocapsides non-enveloppées dans le sérum de patients a pu être mise en évidence par 

notre équipe (Maillard et al. 2001). Leur densité est comprise entre 1,27 et 1,34g/ml (gradient 

de chlorure de césium). D’après l’observation en microscopie électronique, elles mesureraient 

entre 38 et 62nm. Ces résultats confortent donc l’existence de nucléocapsides circulant dans le 

sérum de patients, qui seraient soit sécrétées par la cellule infectée, soit libérées après lyse 

hépatique, et montrent également pour la première fois leurs propriétés physico-chimiques. 

 

2.4. Les virus enveloppés 

Des structures ressemblant à des particules ont pu être visualisées en microscopie électronique 

dans des hépatocytes de chimpanzés en phase aiguë de l’infection (De Vos et al. 2002). Ces 

particules mesurent environ 50nm de diamètre et sont reconnues par des anticorps anti-

capside et anti-enveloppe. Les auteurs soulignent néanmoins la difficulté d’une telle 

observation. Aucune particule n’a pu être observée dans des biopsies de foie humain infecté. 

A partir de sérum de patients, des particules « flavivirus-like » ont pu être isolées par 

ultracentrifugation (Petit et al. 2005). Parmi celles-ci, deux populations contenant la capside 

et l’ARN viral ont pu être caractérisées : l’une correspond à des particules ne contenant pas 

d’enveloppe (densités de 1,06 à 1,08g/ml), l’autre à des particules contenant les protéines E1 

et E2 (densités de 1,17 à 1,21g/ml).  

 

3. Cycle viral 

Durant plusieurs années, du fait de l’absence de modèles cellulaires permettant une réplication 

efficace et stable du VHC, la compréhension du cycle viral a été fortement ralentie. En 2005, 

la mise au point d’un modèle de culture in vitro a permis une avancée considérable des 

connaissances  (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach et al. 2006), permettant de 

proposer le modèle présenté Figure 6.  
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Figure 7 : Représentation schématique des récepteurs putatifs du VHC (D�après Helle, 

Cellular and Molecular Sciences et Ploss, Nature (Helle 2008; Ploss et al. 2009) 

HSPG : héparane sulfate protéoglycane ; LDL-R : low density lipoprotein-receptor ; DC-

SIGN : dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin ; L-

SIGN : liver endothelial cell lectin ; OCLD : occludine ; SR-B1 : scavenger receptor B1 ; 

CD81 : tétraspanine CD81 ; CLDN1 : claudine 1. 
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3.1. Récepteurs putatifs, attachement et entrée virale 

Par analogie avec les autres membres de la famille des Flaviviridae et les propriétés 

fonctionnelles connues des glycoprotéines d’enveloppe, le cycle viral du VHC débuterait par 

l’adsorption de la particule virale sur la cellule cible, par la fixation probable sur un ou 

plusieurs récepteurs membranaires, permettant l’entrée du virus (Dubuisson et al. 2008). Les 

lipoprotéines associées au VHC jouent un rôle majeur dans ce phénomène. 

 

- Récepteurs putatifs :  

Plusieurs molécules de surface cellulaire sont considérées comme récepteurs ou corécepteurs 

essentiels pour l’entrée virale (CD81, SR-B1, CLDN-1, occludine). De plus, les lectines DC-

SIGN (Dendritic Cell-Specific Intracellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) et 

L-SIGN (spécifique du foie mais non de l’hépatocyte) sont impliquées dans l’attachement, et 

les glycosaminoglycanes (comme les héparanes sulfates) et les récepteurs aux LDL (LDL-R) 

sont impliqués dans l’attachement à la cellule et l’entrée virale. Nous reviendrons sur certains 

d’entre eux au chapitre II (Figure 7). 

 

CD81 : 

Membre de la famille des tétraspanines, CD81 est une protéine membranaire non glycosylée 

de 236aa (26kDa), exprimée de façon ubiquitaire et impliquée dans de nombreuses 

fonctions cellulaires (adhésion cellulaire, mobilité, activation cellulaire, transduction du 

signal). Elle comporte 4 domaines transmembranaires (TM), 2 boucles extracellulaires (une 

petite, Small Extracellular Loop ou SEL, et une grande, Large Extracellular Loop ou LEL), la 

LEL étant responsable de l’interaction avec E2, ainsi que des domaines Ct (C-terminal) et Nt 

(N-terminal) intracellulaires (Pileri et al. 1998). La liaison CD81 LEL/sE2 semble spécifique 

de l’espèce (Flint et al. 2006). Plusieurs études suggèrent une action post-attachement de 

CD81 (Cormier et al. 2004). En effet, cette molécule induirait une relocalisation actine-

dépendante du complexe E2/CD81 au niveau des contacts cellule-cellule, ce qui déclencherait 

une cascade de signalisation importante pour l’entrée virale (Brazzoli et al. 2008). Enfin, en 

2008, Meuleman a pu démontrer pour la première fois le rôle indispensable de CD81 dans 

l’infection par le VHC in vivo à l’aide du modèle de souris transgéniques uPA-SCID 

(Meuleman et al. 2008). 
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SR-B1/Cla1 : 

Exprimé dans de nombreuses cellules de mammifères et plus particulièrement dans le foie et 

les tissus stéroïdogènes, le récepteur « scavenger » SR-B1 (Cla1 pour la forme humaine) est 

une glycoprotéine de 509aa (60kDa), appartenant à la superfamille CD36, comportant 2 

domaines cytoplasmiques, 2 domaines TM et 1 large boucle extracellulaire hautement 

glycosylée. C’est un récepteur multi-ligand pour de nombreuses classes de lipoprotéines 

(HDL, LDL, VLDL, LDL oxydée, LDL acétylée) (Trigatti et al. 2000) et pour le VHC 

(Scarselli et al. 2002). Il contient en effet des sites distincts de liaison pouvant interagir 

indépendamment avec leurs ligands respectifs. SR-B1 a une fonction essentielle dans l’entrée 

du cholestérol provenant des HDL et VLDL dans le foie. Notre équipe a montré le caractère 

essentiel des lipoprotéines riches en ApoB telles que les VLDL dans l’interaction du VHC 

avec le récepteur SR-B1. En outre, cela nous a menés à envisager l’existence d’une voie 

dépendante des lipoprotéines pour l’entrée virale, en présence même d’anticorps neutralisants 

tels que des anti-E2 (Maillard et al. 2006). De plus, des études ont démontré la possibilité 

d’une liaison E2/SR-B1 (espèce spécifique) par l’intermédiaire du HVR-1 (Hyper Variable 

Region) d’E2, ainsi que l’existence d’une coopération entre SR-B1 et CD81 dans l’entrée 

virale (Dreux et al. 2009).  

 

Protéines de jonctions serrées (CLDN et Occludine) : 

Les jonctions serrées sont des composants majeurs des complexes d’adhésion cellule/cellule. 

Ɣ CLDN-1, membre de la famille des Claudines, est exprimée dans tous les tissus 

épithéliaux, mais plus particulièrement dans le foie. Cette protéine de 211aa comporte 2 

boucles extracellulaires, 4 segments TM et 3 domaines intracellulaires. Un domaine 

hautement conservé dans la première boucle extracellulaire (EL1) semble impliqué dans 

l’entrée du VHC (Evans et al. 2007). L’interaction du virus avec CLDN-1 a lieu après 

migration du complexe SR-B1/CD81 au niveau des jonctions serrées. Il a récemment été 

montré que 2 autres membres de la famille des Claudines médient aussi l’entrée virale : 

CLDN-6 et 9 (Zheng et al. 2007). 

Ɣ L’occludine est une protéine de 60kDa comprenant 2 boucles extracellulaires, avec des 

domaines Ct et Nt cytoplasmiques. Elle participe à la fois à l’adhésion cellule/cellule et à 

l’ancrage du complexe de jonction au cytosquelette. Des études récentes ont démontré 

l’interaction directe de l’occludine avec E2, facilitant ainsi l’entrée virale par les jonctions 

serrées des hépatocytes (Liu et al. 2009; Ploss et al. 2009). 
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Glycosaminoglycanes (GAGs) :  

Les GAGs sont des chaines de polysaccharides linéaires sulfatés exprimés en grand nombre à 

la surface de la cellule. Ce sont les principaux composants des héparanes sulfates 

protéoglycanes (HSPG). Des expériences ont été effectuées in vitro : la séparation de 

surnageants de cultures cellulaires infectées sur colonne d’héparine a montré que les 

particules virales se lient à l’héparine, un homologue des HSPG. De plus, des expériences de 

pré-incubation de cellules avec de l’héparine ou de l’héparinase I, qui dégrade l’héparine et 

les domaines hautement sulfatés des HSPG, ont démontré que ces molécules permettent la 

liaison du VHC aux cellules. Les HSPG présentent une faible affinité pour le virus mais leur 

nombre en fait un point d’ancrage majeur à la surface cellulaire. Les héparanes sulfates 

agissent probablement comme récepteur primaire concentrant le virus à proximité du ou des 

récepteurs plus spécifiques de forte affinité ou facilitent l’interaction du virus avec d’autres 

molécules impliquées dans son entrée dans la cellule (Morikawa et al. 2007).  

 

Lectines de type C :  

Ce sont des protéines de membrane de type II, homotétramériques, de la famille des lectines 

de type C, contenant un domaine de reconnaissance des carbohydrates dans leur région Ct 

extracellulaire. Ce domaine se lie aux carbohydrates des virus de manière calcium 

dépendante. DC-SIGN et L-SIGN ne sont pas exprimées à la surface des hépatocytes : DC-

SIGN est exprimée dans les cellules de Küppfer, les cellules dendritiques et les lymphocytes, 

et L-SIGN dans les cellules endothéliales sinusoïdales du foie. Ces molécules peuvent avoir 

une fonction de récepteurs de capture, capables de concentrer et transmettre le virus aux 

cellules permissives et peuvent ainsi jouer un rôle dans l’infection et le tropisme cellulaire 

(Cormier et al. 2004). 

Le récepteur aux asialoglycoprotéines, présent principalement dans le foie, a également été 

évoqué comme candidat possible dans l’entrée du VHC dans la cellule (Saunier et al. 

2003) mais son rôle n’a pas été confirmé sur le modèle HCVcc (Cocquerel et al. 2006). 

 

Récepteur aux lipoprotéines de faibles densités (LDL-R) : 

C’est une glycoprotéine de 839aa (120kDa), majoritairement exprimée dans le foie, 

reconnaissant notamment les apolipoprotéines B100 et E et permettant l’entrée des 

lipoprotéines de faible densité (LDL, VLDL) dans la cellule. Le LDL-R est ainsi responsable 

de l’assimilation des lipoprotéines par le foie. L’interaction virus/LDL-R s’effectuerait par  
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Figure 8 : Modèle d�entrée virale du VHC. D�après Budkowska, Polish Journal of 

Microbiology (Budkowska 2009) 
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l’intermédiaire des LDL et des VLDL associées au VHC, ce qui conduirait à l’internalisation 

du virus par le LDL-R (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002; Molina et al. 2007). 

 

- Attachement et entrée virale : 

Le VHC existe sous différentes formes chez les patients : associé ou non à des lipoprotéines 

de faible densité, enveloppé ou non enveloppé (Figure 5). Les données actuelles suggèrent 

que les évènements conduisant à l’entrée virale et à une infection productive suivent un 

processus multi-étapes impliquant à la fois des facteurs viraux et cellulaires. Les principales 

molécules médiant l’entrée virale dans les hépatocytes sont CD81, SR-B1 et les protéines de 

jonctions serrées Claudine et Occludine (Budkowska 2009). A celles-ci s’ajoutent les HSPG 

et/ou le LDL-R comme facteurs potentiels pouvant jouer un rôle dans l’attachement du virus à 

la cellule. L’entrée du virus dans la cellule est probablement initiée par l’interaction entre les 

lipoprotéines associées au VHC (principalement les VLDL) et des récepteurs ou molécules de 

liaison aux lipoprotéines : LDL-R, SR-B1, HSPG. Le VHC interagit ensuite avec CD81, un 

récepteur « post-entrée », formant un complexe avec SR-B1. L’équipe de Kapadia a montré 

dans le système de culture cellulaire HCVcc qu’il est impératif que CD81 et SR-B1 

fonctionnent de manière coopérative pour initier l’infection par le VHC. De plus, l’entrée 

cellulaire médiée par CD81 est en partie dépendante du cholestérol membranaire (Kapadia et 

al. 2007). CD81 déclenche des cascades de signaux essentiels à l’entrée virale. Le virus est 

ensuite transféré aux protéines de jonctions serrées Claudine 1, 6 ou 9 et occludine (Figure 8) 

(Budkowska 2009). Bien que toutes les molécules médiant l’entrée et l’infection de la cellule 

par le VHC soient ubiquitaires et qu’aucune d’entre elles ne soit spécifique des cellules 

hépatiques, seuls les hépatocytes humains ont la capacité d’exprimer tous les facteurs 

cellulaires requis pour l’accomplissement du cycle viral.  

Il semble donc que d’autres facteurs permettant l’entrée virale et déterminant 

l’hépatotropisme restent à découvrir. Un exemple de régulateur négatif est la protéine 

récemment mise en évidence EWI-2wint (Figure 9). Cette dernière est une protéine de type 

immunoglobuline capable d’interagir avec CD81. Elle est exprimée dans tous les types 

cellulaires à l’exception des hépatocytes. Cette mobilisation de CD81 l’empêche de lier des 

glycoprotéines d’enveloppe et donc d’initier l’entrée virale (Rocha-Perugini et al. 2008; 

Schuster 2009).  

De façon similaire aux autres Flaviviridae, il a été montré (modèles HCVpp et HCVcc) que le 

VHC entre dans la cellule via une endocytose clathrine-dépendante. Les glycoprotéines 

d’enveloppe médient la fusion pH-dépendante de la particule virale avec la membrane des  
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Figure 9 : Modèle d�inhibition de l�entrée virale par EWI-2wint. D�après Schuster, 

Journal of Hepatology (Schuster 2009) 

A. Entrée du VHC dans une cellule permissive (hépatocyte) 

B. Inhibition de l’entrée du VHC dans des cellules non-permissives par EWI-2wint. EWI-

2wint est généré par le clivage de EWI-2 par une protéase cellulaire et va inhiber l’interaction 

entre les glycoprotéines d’enveloppe du VHC et CD81. 

Cependant, il est essentiel de noter que le modèle utilisé dans cette étude est HCVpp et ne 

prend donc pas en compte les lipoprotéines. 
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endosomes précoces (pH optimal : 5,5). La nucléocapside est libérée dans le cytoplasme et le 

virus échappe donc à la voie de dégradation des lipoprotéines (Blanchard et al. 2006; 

Meertens et al. 2006; Perrault 2009). Notre équipe a montré que le VHC naturel peut 

reconnaitre de façon directe SR-B1 et entrer dans la cellule via ce dernier. Nous avons 

également mis en évidence l’interaction du VHC avec le récepteur via les lipoprotéines 

associées aux particules virales (Maillard et al. 2006). Les lipoprotéines ont donc un impact 

majeur sur l’attachement et l’entrée du VHC dans la cellule. 

 

3.2. Traduction et maturation 

Suite à la libération de l’ARN viral dans le cytoplasme de la cellule, la traduction coiffe-

indépendante est réalisée par la machinerie de traduction cellulaire. L’IRES de la région 

5’NC, à travers ses domaines II et III, permet le positionnement de la sous unité 40S du 

ribosome directement au niveau du codon initiateur inclus dans sa structure. La synthèse 

protéique, qui a lieu au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE), est ensuite 

réalisée grâce au recrutement de multiples protéines cellulaires. La polyprotéine, pendant et 

après sa synthèse, est la cible de clivages effectués par des protéases soit cellulaires, soit 

virales. Les protéines virales structurales sont les premières à être maturées par les signal 

peptide peptidase et signal peptidase du RE. La protéine de capside est retrouvée au niveau 

des gouttelettes lipidiques et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont ancrées à la 

membrane du RE. Les protéines non structurales, issues des clivages par NS2/NS3 et NS3/4A 

vont, quant à elles, à l’exception de NS2, former le complexe de réplication (Suzuki et al. 

2007; Gastaminza et al. 2008). Nos travaux ont montré le caractère crucial du réseau de 

microtubules dans le cycle viral du VHC dans les étapes post-entrée du virus dans la cellule. 

Ces données seront discutées dans l’article 3 de la partie résultats (Roohvand et al. 2009).  

 

3.3. Réplication 

Le mécanisme exact de la réplication du VHC n’est pas connu en détail, mais un modèle a pu 

être proposé du fait des connaissances sur la réplication d’autres virus à ARN (alpha-, 

picorna-, flavi-, arteri-, rubi- ou bromovirus) (Mackenzie 2005). Elle se déroulerait à la 

membrane du RE, au niveau d’un compartiment membranaire particulier nommé 

« Membranous Web », et serait réalisée par le complexe de réplication viral constitué de 

NS5B, NS5A, NS4B et NS3/4A (Moradpour et al. 2007). 
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Comme la traduction, la réplication est régulée par l’action d’éléments de séquence en cis 

situés dans les régions non codantes. La réplication commence à l’extrémité 3’ de l’ARN 

génomique aboutissant à la synthèse du brin de polarité négative. La région 3’NC contient 2 

éléments essentiels à la réplication : la séquence poly (U/C) et les 3 tiges-boucles de la région 

X (structure en trèfle). La région poly (U/C) permet la fixation de la PTB (Polypyrimidine 

Tract Binding protein) qui se fixe également dans la région 5’NC : cela conduit à l’hypothèse 

selon laquelle la PTB circulariserait le génome en formant un pont entre les deux extrémités. 

Le processus de réplication est supposé se faire en deux temps, tous les deux catalysés par 

NS5B : dans un premier temps, le brin de polarité positive sert de matrice pour la synthèse du 

brin de polarité négative ; dans un second temps, le brin de polarité négative sert également de 

matrice pour la production de plusieurs brins d’ARN de polarité positive. Il existe un 

déséquilibre en faveur de la synthèse du brin de polarité positive qui est utilisé comme 

matrice pour obtenir de nouveaux intermédiaires de réplication (phase de réplication), pour 

générer les protéines virales (phase de traduction) et aussi pour la formation de nouvelles 

nucléocapsides. Il est important de noter que le complexe de réplication aurait un rôle 

protecteur contre les RNases et les protéases (Suzuki et al. 2007). De plus, des études ont 

montré une forte interaction de certaines protéines du complexe de réplication (NS3/4A et 

NS5A) avec la tubuline, composant principal des microtubules, et l’actine. Le réseau de 

microtubules est d’une importance cruciale pour le maintien du RE et du « membranous 

web » dans le cytoplasme. C’est donc un déterminant majeur de l’assemblage et du 

fonctionnement du complexe de réplication (Lai et al. 2008; Wolk et al. 2008). Enfin, 

l’importance du rôle des lipoprotéines et des lipides dans la réplication a été démontré (cf 2
ème

 

partie, chapitre IV) (Meunier et al. 2008). 

 

3.4. Morphogénèse et sécrétion 

Là encore le mécanisme exact de cette étape du cycle viral est peu connu. Un modèle a tout de 

même été suggéré, reposant encore en grande partie sur les connaissances du cycle viral des 

autres Flaviviridae et sur les propriétés intrinsèques des protéines virales. 

La protéine de capside peut d’une part s’auto-assembler et d’autre part lier l’ARN viral. Elle 

forme des nucléocapsides icosaédriques qui semblent pouvoir être libérées comme telles de la 

cellule (Maillard et al. 2001; Suzuki et al. 2007). Cette capacité de la protéine de capside à lier 

l’ARN serait aussi le signal pour le passage de la réplication à l’assemblage du virion. La 

capside étant, de plus, capable d’interagir avec E1, il a été proposé que le bourgeonnement du  
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Figure 10 : Modèle de morphogénèse du VHC. D�après Miyanari, Nature (Miyanari et 

al. 2007) 
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VHC ait lieu au niveau des membranes du RE où sont insérées les glycoprotéines d’enveloppe 

E1 et E2. Le virion est ensuite libéré de la cellule. Il faut cependant préciser que ce 

mécanisme d’assemblage du virion au niveau de la membrane du RE n’a pas pu être prouvé 

dans le système de culture cellulaire HCVcc, ce qui sous-tend que de nombreux évènements 

du cycle viral du VHC restent encore à élucider (Moradpour et al. 2007; Suzuki et al. 2007). 

Miyanari a démontré avec le système réplicon la présence de toutes les protéines virales du 

VHC dans le « membranous web », lieu où le génome viral est majoritairement retrouvé et 

répliqué dans la cellule, suggérant ainsi que des protéines non-structurales forment en partie le 

complexe de réplication et que ce dernier peut jouer un rôle important, non seulement dans la 

réplication, mais aussi dans toute la morphogénèse du virus (Figure 10) (Miyanari et al. 

2007).  

Il a également été montré que la protéine de capside recrute protéines non-structurales et 

complexes de réplication au niveau des membranes des LD, ce qui est critique pour la 

production de particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007). 

Enfin, des études récentes ont affirmé que les mécanismes de morphogénèse et sécrétion du 

VHC requièrent l’association du virus aux lipides, celui-ci suivant la voie de sécrétion des 

VLDL (Chang et al. 2007; Huang et al. 2007). 

 

3.5. Transmission intercellulaire de l�infection 

Les voies de transmission intercellulaire du VHC sont encore mal définies. En culture de 

cellules Huh7, l’infection se propage en formant des foyers croissants de cellules infectées 

(Zhong et al. 2005). Il a été montré que l’infection pouvait se propager par contact direct entre 

cellules cultivées à forte densité, via un mécanisme dépendant de la CLDN-1 mais 

indépendant du CD81 (Timpe et al. 2008). Cependant, une autre étude a montré que dans un 

modèle de co-culture, il n’y avait pas de passage de l’infection de cellule à cellule de façon 

indépendante des récepteurs (Russell et al. 2008). Très récemment, une étude a montré que 

sur des coupes de biopsies de patients infectés, les cellules infectées formaient des 

« clusters », suggérant l’existence in vivo d’une infection de proche en proche (Liang et al. 

2009). 
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Cytosol 

Capside 

Figure 11 : Structure et association membranaire des protéines du VHC. D�après 

Moradpour, Nature (Moradpour et al. 2007) 

Les ciseaux indiquent un clivage par une signal peptidase du RE, à l’exception du côté 

cytosolique où le clivage de la protéine de capside a lieu grâce à une signal peptide peptidase. 

La flèche circulaire représente le clivage par la protéase NS2/NS3 et les flèches droites la 

maturation par le complexe protéasique NS3/4A. Les protéines dont la structure n’est pas 

connue sont représentées par des sphères ou des cylindres. 
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4. Protéines virales 

L’ARN du VHC est constitué d’une seule phase ouverte de lecture qui code une polyprotéine 

virale clivée par la suite par des protéases cellulaires et virales pour générer 3 protéines 

structurales et 7 protéines non structurales (Figure 11 et tableau 1) (Penin et al. 2004; 

Moradpour et al. 2007). 

 

4.1. Protéines structurales 

Ces protéines sont maturées au cours de la synthèse de la polyprotéine sous l’action de 

peptidases cellulaires. 

 

- Protéine de capside 

La protéine de capside est une phosphoprotéine basique, synthétisée sous une forme immature 

de 23kDa. Sa maturation requiert l’intervention de deux protéases cellulaires. Une signal 

peptidase clive tout d’abord au niveau de la jonction peptide signal/E1, libérant la partie Nt de 

E1 et donnant la forme immature de la protéine de capside. Sa forme mature de 21kDa est 

générée après clivage du peptide signal situé en Ct par une signal peptide peptidase (SPP) du 

RE (Targett-Adams et al. 2008). Elle est constituée d’un domaine I hydrophile qui comprend 

les aa 1 à 120, d’un domaine II qui se termine par l’aa 179 et dans sa forme immature d’un 

domaine III, TM, correspondant au peptide signal (Figures 12 et 13) (Dubuisson 2007; Suzuki 

et al. 2007; Boulant et al. 2008). Elle présente de nombreuses fonctions décrites ci-dessous 

(McLauchlan 2000 et 2009). 

 

Rôle dans la morphogénèse du virus : 

Les 75 premiers aa correspondent à un domaine basique de la protéine impliqué dans 

l’interaction avec l’ARN. Elle semble avoir des capacités d’oligomérisation par sa région Nt 

grâce à un domaine d’interaction homotypique riche en tryptophane. De plus, elle semble 

interagir avec la glycoprotéine E1 par son extrémité Ct (Lo et al. 1996). 

Sa localisation cellulaire est principalement cytoplasmique, où elle s’associe aux membranes 

du RE par son domaine Ct, ou à des gouttelettes lipidiques (ou lipid droplets LD) 

(Bartenschlager et al. 2004; Miyanari et al. 2007), mais elle a aussi été retrouvée dans le 

noyau d’hépatocytes de patients infectés (Falcon et al. 2003) et au niveau des membranes  
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*Estimation par SDS-PAGE  

 

Tableau 1 : Protéines virales et leur fonction dans le cycle viral du VHC. D�après 

Dubuisson, World Journal of Gastroenterology et Thomson, British Medical Bulletin 

(Dubuisson 2007; Thomson 2009) 
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mitochondriales en contact avec le RE (Rouille et al. 2006; Roingeard 2008). Une séquence 

putative de localisation nucléaire a été identifiée comme pouvant conduire la protéine de 

capside dans le noyau. Cependant, il est à noter que l’interaction de la capside avec les LD n’a 

été prouvée que dans le modèle de culture cellulaire HCVcc (Figure 14). Cette association 

pourrait jouer un rôle de « plateforme » concentrant les éléments viraux et cellulaires 

essentiels à l’assemblage des particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007). Les autres 

localisations cellulaires de la protéine de capside n’ont pu être confirmées, de même que sa 

liaison aux membranes du RE ou aux glycoprotéines d’enveloppe. 

 

Rôle dans le métabolisme cellulaire : 

La protéine de capside interagit avec de multiples protéines cellulaires, conduisant à 

d’importantes altérations de la signalisation de la cellule hôte (Figure 15). 

Elle possède un rôle central dans la pathogénèse de par ses propriétés oncogéniques pouvant 

s’expliquer par sa capacité à moduler l’expression de nombreux facteurs de transcription et de 

gènes régulateurs de la croissance cellulaire (Moriya et al. 1998; Ray et al. 2000).  

De manière paradoxale, la protéine de capside pourrait également être impliquée soit dans le 

maintien de l’infection chronique (rôle anti-apoptotique), soit dans les dommages hépatiques 

(rôle pro-apoptotique), par son interaction avec des récepteurs impliqués dans la mort 

cellulaire (Sheikh et al. 2008).  

D’autre part, notre équipe a montré que la protéine de capside peut interagir avec le fragment 

Fc des immunoglobulines G (IgG), donc mime le rôle d’un récepteur FcȖ, ce qui pourrait 

constituer un moyen pour le virus d’interférer avec la réponse immunitaire de l’hôte et 

confère donc à la protéine un rôle immunomodulateur (Maillard et al. 2004). De plus, par son 

association avec un récepteur du complément, gC1qR (Large et al. 1999; Kittlesen et al. 

2000), la protéine de capside entraine une diminution de la prolifération des lymphocytes T, 

ainsi que par l’inhibition de la production d’IL2 et d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages 

(Lee et al. 2001).  

Enfin, la protéine de capside affecte le métabolisme lipidique tel qu’en atteste la stéatose 

observée chez les souris transgéniques. Cet effet peut être du à son association aux 

gouttelettes lipidiques entrainant leur accumulation dans le cytoplasme. 

Des travaux ont montré que la protéine de capside inhibe la MTP (Microsomal Transfer 

Protein) (Perlemuter et al. 2002), ce qui diminue la sécrétion de VLDL et permettrait donc 

d’expliquer la faible concentration plasmatique de VLDL souvent rencontrée chez des 

patients chroniquement infectés ainsi que l’apparition de la stéatose associée au VHC  
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Figure 12 : Représentation des domaines linéaires de la protéine de capside. D�après 

Miyanari, Nature (Miyanari et al. 2007) 

Le domaine I possède une séquence favorisant sa pénétration alors que le domaine II 

hydrophobe induit sa rétention à la membrane. Le domaine III est transmembranaire. 

SPP : signal peptide peptidase 

SP : signal peptidase 
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(Roingeard 2008). In vitro, on a montré que la lipoprotéine ApoA2, qui entre dans la 

composition des HDL, interagit avec la capside, ce qui favorise la sécrétion de protéine de 

capside par la cellule (Sabile et al. 1999). Son interaction avec des complexes protéiques 

cellulaires intervenant dans l’organisation du cytosquelette a également été démontré (Tsao et 

al. 2006). 

 

- Protéine F 

Cette protéine a été identifiée en 2001 et nommée protéine F (Frameshift) ou ARFP 

(Alternative Reading Frame Protein) et des études ont montré qu’il s’agit en réalité d’une 

protéine issue soit d’un décalage de phase de lecture   (-2/+1) au niveau d’une région riche en 

A située entre les codons 9 et 11 de la séquence codant la capside, soit d’une traduction à 

partir d’AUG internes, soit d’un « glissement » transcriptionnel (Walewski et al. 2001; 

Vassilaki 2003; Branch et al. 2005; Ratinier et al. 2009). Elle est localisée au niveau des 

membranes du RE périnucléaire (Roussel et al. 2003; Xu et al. 2003). Cette protéine est très 

instable, car rapidement dirigée vers une voie de dégradation par le protéasome, mais 

l’existence d’anticorps dirigés contre celle-ci dans le sérum de patients suggère qu’elle peut 

aussi être sécrétée lors de l’infection (Xu et al. 2003). Récemment elle a été impliquée dans la 

transformation hépatocytaire (Ma et al. 2008). Ce pouvoir oncogénique rappelle fortement et 

appuie celui de la protéine de capside (Dubuisson 2007). 

 

- Glycoprotéines d�enveloppe E1 et E2 

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 (35kDa) et E2 (70kDa) sont des protéines 

transmembranaires de type I. Elles sont ancrées dans la membrane du RE, au niveau duquel se 

fait leur maturation suite à l’action d’une signal peptidase du RE. Elles possèdent un long 

ectodomaine Nt, fortement glycosylé, dirigé vers la lumière du RE, et un court domaine Ct 

TM (Rouille et al. 2006). Les domaines TM de ces deux protéines sont 

multifonctionnels puisqu’ils ancrent les glycoprotéines à la membrane du RE et contiennent 

des séquences essentielles pour leur hétérodimérisation et leur « rétention » dans le RE. Leur 

processus de maturation et repliement est très complexe. Il dépend de leur forte glycosylation 

(6 sites sur E1 et 11 sur E2), ainsi que du recrutement d’une protéine chaperonne réticulaire, 

la calnexine. En effet, dans leur forme fonctionnelle, les deux protéines s’assemblent en un 

hétérodimère non covalent E1-E2. L’association avec E2 favoriserait le repliement d’E1 et la 

calnexine permettrait à l’ensemble d’adopter une conformation correcte (Brazzoli et al. 2005). 
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Figure 13 : Schéma de la protéine de capside du VHC. D�après Moradpour, Nature 

(Moradpour et al. 2007) 

Cette figure présente la structure schématique de la protéine de capside du VHC, avec son 

domaine D1 hydrophile qui comprend les 120 aa Nt et son domaine D2 qui se termine par l’aa 

179. La forme mature de la protéine est générée après clivage du peptide signal situé en Nt 

par une signal peptide peptidase du RE. 
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Ces protéines jouent un rôle majeur dans l’entrée virale. La localisation de l’hétérodimère E1-

E2 à la surface des virions putatifs en a fait des candidats d’intérêt pour rechercher des 

récepteurs au virus. A l’aide de la forme soluble d’E2 (sE2) et de pseudo particules virales, il 

a pu être mis en évidence que la tétraspanine CD81, le récepteur scavenger SR-B1, les 

héparanes sulfates, les lectines liant les mannoses DC-SIGN et L-SIGN et les récepteurs aux 

LDL sont impliqués dans l’interaction VHC/cellule. L’importance relative de ces récepteurs 

putatifs est exposée dans la partie sur le cycle viral (Pileri et al. 1998; Flint et al. 2006; 

Brazzoli et al. 2008). 

Ces deux protéines seraient aussi impliquées dans la fusion du virion avec la cellule cible car 

elles partagent de fortes homologies structurales avec les protéines de fusion de type II. 

Néanmoins, leur forte glycosylation rend difficile l’obtention d’une bonne résolution de la 

structure cristallographique qui pourrait pourtant permettre une meilleure compréhension des 

mécanismes de fusion (Voisset 2004).  

Enfin, elles sont une cible majeure des anticorps neutralisants lors de la réponse immune de 

l’hôte. Le VHC a par conséquent développé des mécanismes pour contourner cette défense : 

des régions à hypervariabilité génétique ont été identifiées dans la partie Nt de E2 (HVR1 et 

HVR2 pour Hyper Variable Region) ; elles joueraient un rôle majeur dans l’échappement du 

virus au système immunitaire. Du point de vue de l’entrée virale, la région HVR1 de E2 

semble impliquée dans l’interaction virus/SR-B1. La conservation de certains aa de HVR1 et 

2 suggère en outre un rôle de la conformation de cette région dans le mécanisme 

d’attachement et d’entrée du virus dans la cellule (Dreux et al. 2009). 

Il est aussi important de noter que la coexpression d’E1 et E2 peut également conduire à la 

formation d’agrégats liés par des ponts disulfures qui pourraient jouer un rôle dans la 

pathogénèse (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).  

Enfin, récemment, des données ont montré l’importance du rôle des lipoprotéines entourant le 

VHC, et plus particulièrement le rôle crucial joué par E2 dans le processus de fusion du virus 

aux membranes cellulaires. En effet, il a été montré que les fractions virales les plus légères 

(modèle HCVcc) sont aussi les plus fusogènes. Une interaction protéines-lipides au sein de la 

particule virale semble donc favorable à la fusion (Haid et al. 2009).  

 

- Protéine P7 

Cette protéine est un petit peptide de 63aa (7kDa) majoritairement hydrophobe, constitué de 2 

hélices Į TM, séparées par un court segment hydrophile. Ses domaines Nt et Ct sont orientés 

vers la lumière du RE. La protéine P7, de façon analogue à une viroporine, formerait des  
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Figure 14 : Association de la protéine de capside du VHC aux gouttelettes lipidiques ou 

lipid droplets (LD). D�après Boulant, Traffic (Boulant et al. 2008) 

La protéine de capside s’associe aux LD. Ces dernières peuvent interagir avec les 

microtubules (MT) grâce à la présence de l’ADRP. Cela permet aux LD, et par conséquent à 

la protéine de capside associée, de se mouvoir vers le noyau, de façon à rapprocher la protéine 

de capside des membranes du RE modifiées ou « membranous web », où a lieu la réplication 

de l’ARN du VHC. 
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canaux ioniques membranaires en s’associant en hexamères. L’utilisation de clones infectieux 

défectifs pour P7 chez le chimpanzé suggère un rôle essentiel de cette protéine dans 

l’infection, dû à l’altération de la perméabilité membranaire, facilitant ainsi la sécrétion de 

particules virales infectieuses. La protéine P7 semble également moduler le clivage au niveau 

des sites E2/P7 et P7/NS2 (Sakai et al. 2003; Suzuki et al. 2007; Brohm et al. 2009). 

 

4.2. Protéines non structurales 

La maturation des protéines non structurales dépend des protéines virales et particulièrement 

de NS3 qui forme des complexes ayant une activité protéase. NS2 s’associe avec NS3 et 

coupe la jonction NS2/NS3 par sa fonction autoprotéase. NS3 va ensuite s’associer à NS4A 

pour former la protéase NS3/4A qui est responsable de la maturation de toutes les autres 

protéines non structurales. 

 

- NS2 

NS2 est une protéine hydrophobe de 23kDa, intégralement insérée dans la membrane du RE. 

Elle forme avec la partie Nt de NS3 une cystéine protéase auto-catalytique. La jonction 

p7/NS2 est clivée par une signal peptidase du RE, alors que NS2 et NS3 sont séparées par 

l’activité protéase zinc-dépendante du complexe NS2/NS3.  NS2 participe à la maturation de 

la polyprotéine virale et si elle n’est pas essentielle à la formation du complexe de réplication 

du virus, elle a un rôle crucial dans la formation des particules virales. NS2 aurait également 

un rôle inhibiteur de l’apoptose. Son action inhibitrice sur la transcription de gènes cellulaires 

pourrait aussi être impliquée dans la chronicité de la maladie. Il est intéressant de noter que la 

durée de vie de cette protéine est courte, donc difficilement détectable dans le sérum de 

patient, car elle est orientée vers une dégradation protéasomale (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 

2007). 

 

- NS3 et NS4A 

NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70kDa, possédant des activités sérine protéase 

dans sa région Nt et ARN hélicase/NTPase à son extrémité Ct (présence d’un motif DExH/D). 

Elle se lie avec une forte affinité à l’ARN double brin et ouvre les structures secondaires par 

hydrolyse de l’ATP. La présence de son cofacteur NS4A (6kDa) est néanmoins indispensable 

pour que cette activité soit optimale. NS3 ne possède pas de domaine TM : elle est ancrée du  
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Figure 15 : Fonctions connues de la protéine de capside du VHC  

Ce schéma présente les différentes fonctions connues de la protéine de capside du VHC, dans 

la morphogénèse du virus et dans le métabolisme cellulaire. 
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côté cytoplasmique de la membrane du RE, par son association en un complexe non covalent 

avec l’extrémité Nt de NS4A. NS3/4A, par son activité protéase, est responsable du clivage 

des jonctions NS3/4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B, et cette activité est 

essentielle à la formation du complexe de réplication. Outre son rôle dans le cycle viral, 

NS3/4A interfère avec plusieurs voies de signalisation cellulaire ce qui lui confère un rôle 

dans la carcinogénèse et dans l’échappement du virus à la réponse immunitaire (Pang et al. 

2002; Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).  

 

- NS4B 

NS4B est une protéine hydrophobe de 27kDa, possédant 4 domaines TM et une hélice 

amphipatique en Nt, qui serait impliquée dans le réarrangement lipidique et la formation du 

réseau membranaire du RE associé au complexe de réplication. Elle possède un site de 

fixation du GTP, lié à une activité GTPase. Ce site serait indispensable à la réplication de 

l’ARN du VHC. NS4B aurait aussi la capacité de moduler l’activité de NS5B et serait 

également impliquée dans le trafic des protéines entre le RE et l’appareil de Golgi. De plus, 

elle aurait un rôle dans l’échappement du virus à la réponse immunitaire et empêcherait 

également la mort cellulaire induite par le VHC (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).  

 

- NS5A 

Cette protéine de 56kDa, associée à la membrane du RE grâce à une hélice amphipatique Nt, 

joue un rôle crucial dans le recrutement du complexe de réplication. En effet, cette 

localisation à la membrane du RE est essentielle à la formation du complexe de réplication, 

qui est dépendante de l’association de NS5A avec une protéine membranaire du RE, hVAP-A 

(human Vesicle-Associated Membrane Protein-Associated Protein). Elle interagit avec NS5B 

et serait capable de fixer les extrémités 5’ et 3’ non codantes de l’ARN du VHC (Macdonald 

2004; Dubuisson 2007). NS5A est exprimée sous 2 formes : une forme « constitutivement » 

phosphorylée, et une forme hyperphosphorylée (58kDa). La signification fonctionnelle de 

cette modification est peu connue à l’heure actuelle mais semble être impliquée dans la 

réplication du virus (Evans et al. 2004). NS5A tient un rôle prépondérant dans la formation 

des particules virales ainsi que dans la pathogénèse du VHC par ses actions sur le cycle 

cellulaire et par sa participation à l’échappement du virus à la réponse immunitaire de l’hôte 

(Macdonald 2004; Suzuki et al. 2007).  
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- NS5B 

Cette protéine de 68kDa, la dernière codée par le VHC, est une ARN polymérase ARN 

dépendante. Elle est essentielle pour la réplication de l’ARN. NS5B est associée à la 

membrane du RE par une hélice TM Ct. Son analyse cristallographique montre qu’elle a des 

caractéristiques comparables à celles d’autres polymérases : le domaine catalytique évoque 

une main droite avec 3 sous-domaines : la « paume », les « doigts » et le « pouce », la matrice 

ARN se glissant dans le sillon formé par les doigts repliés sur la paume. La liaison de la 

matrice ARN et l’initiation de la synthèse sont régulées par une structure flexible en épingle à 

cheveux pointant vers le site actif et une boucle Ct permettant de positionner correctement la 

matrice et d’empêcher les initiations internes. L’activité polymérase de NS5B est régulée par 

son interaction avec les protéines virales NS3 et NS5A et elle est aussi optimisée par 

l’association de NS5B avec les cyclophilines A et B (Pawlotsky et al. 2007; Flisiak et al. 

2008). NS5B interagit avec des protéines cellulaires impliquées dans la régulation de voies de 

signalisation cellulaire importantes et contribue ainsi à la pathogénèse de par une action 

oncogénique et un rôle dans l’échappement à la réponse immunitaire. Le rôle crucial de NS5B 

dans la réplication virale en fait une cible de choix pour la thérapie et de nombreuses 

molécules la ciblant sont en cours de développement (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007). 

 

III. Modèles expérimentaux 

 

La compréhension de la pathologie et l’étude du cycle viral du VHC ont longtemps été 

limitées par le manque de petit modèle animal et de modèles cellulaires efficaces. 

 

1. Modèles d�étude du VHC in vitro 

Le VHC ayant pour cible les hépatocytes, il paraissait évident d’étudier son cycle infectieux 

au sein de ces cellules. Tout d’abord, Ito a démontré que les hépatocytes isolés d’un patient 

chroniquement infecté sont capables de répliquer le virus et de produire des particules 

infectieuses lorsqu’ils sont mis en culture (Ito et al. 1996). In vitro, les hépatocytes humains 

primaires et des lignées cellulaires d’hépatocarcinome telles que HepG2 peuvent être infectés 

par le sérum de patients, mais si ces cellules permettent la réplication du virus, elles ne  
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Figure 16 : Modèles in vitro d�étude du VHC. D�après Tellinghuisen, Journal of Virology 

(Tellinghuisen et al. 2007) 

A. Modèle réplicon 

B. Modèle de pseudoparticules 
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produisent pas de particules virales et ne sont donc pas un modèle efficace de propagation de 

l’infection (Pietschmann et al. 2002). 

 

1.1. Modèle réplicon 

Ce modèle a permis d’étudier principalement l’étape de réplication du VHC, ainsi que les 

interactions du VHC avec l’hôte et la réponse antivirale (Figure 16 A). 

Le réplicon est constitué d’ARN bicistroniques construits de la manière suivante : le premier 

cistron est composé du gène de résistance à la néomycine (Neo
r
) sous dépendance de l’IRES 

du VHC, et le second cistron comprend la séquence codante du VHC exprimée sous contrôle 

de l’IRES fort du virus de l’encéphalomyocardite (EMCV). 

Techniquement, cet ARN réplicon introduit par transfection dans des lignées hépatocytaires 

est pris en charge par la machinerie cellulaire : le complexe de traduction cellulaire, en se 

fixant sur le deuxième IRES (EMCV), permet la synthèse des protéines non structurales qui 

formeront le complexe de réplication. Ce dernier se fixe sur l’extrémité 3’ du brin de polarité 

positive et initie une réplication de l’ARN réplicon, qui permettra dans un premier temps 

d’obtenir un brin de polarité négative ; cet ARN servira ensuite de matrice pour l’obtention 

d’un ARN de polarité positive,  utilisé pour produire d’autres formes réplicatives du VHC et 

aussi traduit par la machinerie cellulaire. Cette traduction permet donc l’expression du gène 

de résistance à la néomycine et seuls les clones exprimant ce gène seront sélectionnés avec de 

la généticine (G418). Ainsi les clones maintenus en culture sous pression de G418 expriment 

le gène Neo
r
 et répliquent donc efficacement le réplicon (Lohmann et al. 1999; Tellinghuisen 

et al. 2007). Ce système, très utile, notamment dans une approche thérapeutique, pour le 

développement d’antiviraux, ne permet cependant pas une réplication productive du virus. 

 

1.2. Pseudo particules virales 

Des systèmes d’expression ectopique de protéines virales ont permis une grande avancée dans 

l’étude des mécanismes d’entrée du VHC (Figure 16 B). Les modèles d’expression de la 

protéine d’enveloppe E2 sous forme soluble, sE2, (sans région Ct permettant l’ancrage à la 

membrane) ont permis notamment d’identifier des récepteurs putatifs indispensables à 

l’entrée virale. 

Les pseudoparticules sont également un système d’expression hétérologue de protéines 

virales. Ce système permet la formation de particules présentant des caractéristiques proches  
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Figure 17 : Virus produit en culture cellulaire (HCVcc). D�après Bukh, PNAS (Bukh 

2006) 

Ce schéma représente les génomes du JFH-1, du J6 et du virus chimère J6/JFH-1. Les ARN 

sont introduits dans les cellules Huh7.5 par électroporation. Les surnageants de culture sont 

recueillis et servent à réinfecter des cellules Huh7.5 naïves afin de produire un stock viral à 

même d’infecter de nouvelles cellules Huh7.5, des chimpanzés ou des souris « humanisées ». 

L’infectivité spécifique en culture cellulaire est déterminée par le ratio titre infectieux / charge 

virale. Les particules infectieuses isolées des animaux ont un pouvoir infectieux plus 

important que les particules d’origine. 
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de celles des virions du VHC mais avec absence de capside et de lipoprotéines. Il a permis 

d’étudier les interactions avec les récepteurs du virus et a aussi aidé dans l’étude des anticorps 

neutralisants (Tellinghuisen et al. 2007). 

Cependant, ces particules ne se répliquant pas, elles ne peuvent être utilisées pour l’étude du 

cycle infectieux du VHC. 

Plusieurs modèles d’étude du VHC ont été proposés : 

Ɣ Les particules produites en cellules d’insecte, ou VLP (virus like particles), à partir de 

baculovirus recombinants codant les protéines structurales virales : les VLP possèdent des 

caractéristiques morphologiques, physiologiques et antigéniques similaires à celles des virions 

isolés de patients. 

Ɣ Les virus pseudotypés exprimant les protéines d’enveloppe, ce qui consiste en la génération 

de virus recombinants reposant sur la construction de génomes chimériques constitués des 

domaines extramembranaires de E1 et E2 du VHC et du domaine transmembranaire de la 

glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). 

Ɣ Les pseudoparticules virales (HCVpp), modèle ayant permis une avancée majeure dans 

l’étude de l’entrée du VHC, reposent sur l’utilisation de rétrovirus recombinants permettant la 

production de glycoprotéines d’enveloppe fonctionnelles et non modifiées. Ces HCVpp sont 

produites suite à la cotransfection de cellules 293T avec des vecteurs d’expression codant les 

protéines E1 et E2 du VHC et les protéines Gag-Pol du virus de la leucémie murine (MLV) 

ou du VIH et un génome rétroviral codant un gène rapporteur, pour détecter l’entrée 

productive des pseudoparticules. Ces HCVpp servent à infecter les cellules sensibles au VHC 

et semblent reproduire correctement les étapes précoces de l’infection, particulièrement les 

interactions avec les récepteurs CD81 et SR-B1 (Bartosch et al. 2003). 

 

1.3. Modèles  de culture cellulaire 

L’année 2005 a été marquée par la description d’un système cellulaire permettant une 

infection productive du VHC in vitro avec sécrétion de particules virales infectieuses (Figure 

17) (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach et al. 2006). 

L’isolat VHC de génotype 2a a été isolé en 2003 d’un patient japonais atteint d’une hépatite 

fulminante JFH-1 (Japanese Fulminant Hepatitis I) et caractérisé sous sa forme sous-

génomique comme étant capable de se répliquer efficacement dans plusieurs types cellulaires 

sans aucune adaptation. Le génome complet du JFH-1 se réplique efficacement et permet la 

sécrétion de particules virales après transfection des cellules Huh7. 
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Ces particules virales ou HCVcc (pour HCV cell culture), de 55nm de diamètre et de densité 

1,15-1,17g/ml, présentent des caractéristiques morphologiques communes avec les virions 

déjà analysés (Wakita et al. 2005). Cependant, les titres viraux produits sont peu élevés et 

diminuent fortement au cours du passage des cellules. 

Ce système a donc été amélioré, tout d’abord par l’utilisation d’une lignée cellulaire plus 

permissive, les cellules Huh7.5, mais aussi par la construction de génomes chimères de 

génotype 2a (notamment J6(C/NS2)-JFH-1(NS3/NS5)). En utilisant des lignées dérivées des 

cellules Huh7.5, les Huh7.5.1, encore plus permissives, il a été obtenu des titres viraux plus 

conséquents et un maintien du taux d’ARN intracellulaire. 

Enfin, l’intérêt majeur de ces HCVcc est qu’ils infectent les chimpanzés et les souris 

humanisées uPA-SCID, permettant des études plus approfondies sur le cycle viral et 

notamment l’entrée du VHC dans la cellule (Lindenbach et al. 2006). 

 

2. Modèles d�étude du VHC in vivo 

 

2.1. Chimpanzés 

Le chimpanzé est le seul animal sensible à l’infection par le VHC et représente donc un hôte 

expérimental intéressant. La symptomatologie de la maladie est moins marquée et le taux de 

guérison supérieur à l’homme.  

Ce modèle a permis l’identification du VHC (équipe de Houghton : Choo et al. 1989) et une 

meilleure compréhension des mécanismes d’infection et de guérison, ainsi que l’étude de la 

réponse immune lors de l’infection.  

Cependant, les aspects éthiques, moraux et économiques qui accompagnent les études sur ces 

animaux en limitent l’utilisation. La recherche de petit modèle animal sensible au VHC est 

donc devenue une priorité. 

 

2.2. Tupaïas 

Ce petit animal apparenté aux primates est sensible à l’infection par le VHC. Cependant, la 

virémie est courte, les charges virales détectées sont faibles et aucun passage à la chronicité 

n’est observé (Xie et al. 1998; Zhao et al. 2002).  
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Figure 18 : Modèle de souris transgéniques « humanisées ». D�après Kremsdorf, World 

Journal of Virology et Meuleman, Hepatology (Kremsdorf 2007; Meuleman 2008) 
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2.3. Tamarins 

Ces primates ne sont pas sensibles au VHC, mais au GBV-B, le virus le plus proche du VHC 

sur le plan de l’organisation génomique et de la séquence nucléotidique. Ce virus, également 

hépatotrope, se multiplie efficacement et de façon productive dans des cultures primaires 

d’hépatocytes de tamarins, mais là encore, aucun passage à la chronicité n’est observé. 

Cependant, cette homologie de séquence permet de construire des virus GBV-B chimères 

dont la réplication dépend de séquences du VHC, constituant ainsi un modèle de substitution 

intéressant pour l’étude de la réplication du VHC (Beames et al. 2000).  

 

2.4. Souris transgéniques uPA-SCID avec greffe d�hépatocytes humains 

Un modèle de souris dites « humanisées » a été développé (Figure 18) (Mercer et al. 2001; 

Meuleman et al. 2003; Meuleman et al. 2005; Meuleman 2008).  

La surexpression dans le foie d’un activateur du plasminogène (Alb-uPA) provoque la mort 

des hépatocytes murins chez des souris transgéniques pour ce gène. Comme la souris Alb-

uPA a été croisée avec une souris immuno-déficiente SCID (Severe Combined Immuno 

Deficiency), cela permet la greffe xénogénique d’hépatocytes humains et confère un avantage 

réplicatif aux hépatocytes transplantés. Plusieurs semaines après la transplantation, près de 

85% du parenchyme hépatique est composé d’hépatocytes d’origine humaine. Ces 

hépatocytes humains sont vivants et bien organisés, formant l’architecture d’un foie normal et 

sécrètent au moins 22 protéines humaines, comme des apolipoprotéines et les protéines du 

complément (Meuleman et al. 2005). Les animaux transplantés sont sensibles à l’infection par 

le VHC provenant de patient infecté et peuvent donc être facilement infectés par le VHC. Ils 

restent virémiques pendant plusieurs mois. Les protéines ainsi que l’ARN viral sont détectés, 

démontrant ainsi une réplication active du virus dans les hépatocytes transplantés. Le fait que 

ces animaux soient immuno-déficients ne permet pas l’étude de l’immunité adaptative. Il est 

cependant intéressant de noter que l’inoculation d’anticorps neutralisants avant injection du 

VHC à ces souris protège ces dernières d’une infection par le virus (Meuleman 2008). Ce 

modèle est intéressant car il permet d’étudier la réplication virale mais aussi la transmission 

de l’infection à d’autres souris et les propriétés des particules virales. 
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L�ensemble de ces différents modèles a permis de très grandes avancées dans la 

compréhension du cycle viral du VHC. Dans cette thèse, le modèle de culture cellulaire 

HCVcc et les souris transgéniques uPA-SCID ont constitué un support d�envergure dans 

l�étude du lien entre le cycle viral du VHC et le métabolisme des lipoprotéines. 
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Figure 19 : Schéma d�une lipoprotéine 

La lipoprotéine est une structure sphérique composée d’un cœur de cholestérol estérifié et de 

triglycérides (TG), entouré par une couche de phospholipides et de cholestérol libre dans 

laquelle sont encastrées des apolipoprotéines. 
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Le VHC et le métabolisme des lipoprotéines 

 

Les particules virales naturelles, présentes dans le sérum de patients, sont très hétérogènes du 

fait de leur association à des lipoprotéines, aux anticorps et à la diversité des formes virales 

(cf chapitre I.2.). Les particules de densité les plus légères, correspondant à la densité des 

VLDL, sont aussi les plus infectieuses (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005; 

Lindenbach et al. 2006). La protéine de capside et les apolipoprotéines (Apo) B et E sont 

détectées dans ces particules (Andre et al. 2002) et l’équipe de Chang a apporté la preuve que 

l’inhibition de l’assemblage des VLDL inhibait la production du VHC. Ils ont montré le 

caractère indispensable des ApoE et B dans l’infectiosité et la production du VHC en culture 

cellulaire, suggérant ainsi un lien étroit entre la production du VHC et l’assemblage des 

VLDL (Chang et al. 2007; Huang et al. 2007). Nous pouvons également noter que plusieurs 

candidats récepteurs pour le VHC sont des récepteurs aux lipoprotéines (SR-B1, LDL-R) 

(Agnello et al. 1999; Scarselli et al. 2002; Molina et al. 2007). Par ailleurs, plusieurs fonctions 

de la capside touchent le métabolisme des lipides. En effet, celle-ci favorise l’accumulation de 

lipides sous forme de gouttelettes (LD) dans le cytoplasme (McLauchlan 2000; Boulant et al. 

2008), interagit avec l’ApoA2 qui entre dans la composition des HDL, et inhibe la 

Microsomal Triglyceride Tranfer Protein (MTP) qui participe à l’assemblage des VLDL 

(Sabile et al. 1999; Perlemuter et al. 2002). Il existe donc une étroite relation entre le VHC et 

le métabolisme des lipoprotéines. 

 

Les lipoprotéines jouent donc un rôle essentiel dans les mécanismes d’entrée et d’infection de 

la cellule par le VHC et le virus de son coté influence le métabolisme des lipides cellulaires. 

C’est cette particularité du VHC qui a porté notre intérêt sur la LPL, ce qui a constitué la 

majeure partie de mon projet de thèse. 

 

I. Les différentes classes de lipoprotéines 

 

Le transport des lipides dans le sang se fait au moyen de lipoprotéines (Figure 19). Celles-ci 

sont des structures sphériques complexes, composées d’un cœur de cholestérol estérifié et de 

triglycérides (TG), entouré par une couche de phospholipides et de cholestérol libre dans 

laquelle sont encastrées des Apo. Elles sont caractérisées par leur taille, leur densité ainsi que  
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Tableau 2 : Composition en lipides et protéines des lipoprotéines majeures. D�après 

Alonzi, Expert Review of Proteomics (Alonzi et al. 2008) 
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par leur composition en lipides et apolipoprotéines. Les Apo ont plusieurs rôles : elles 

peuvent être caractéristiques de certaines lipoprotéines, comme l’ApoB, qui est non-

échangeable et présente en un seul exemplaire dans la lipoprotéine (LDL, VLDL) ou elles 

peuvent également être échangeables comme l’ApoA dans les HDL. Les Apo peuvent aussi 

avoir un rôle de cofacteurs enzymatiques, comme l’ApoC2 pour la LPL (Jong et al. 1999). 

Enfin, elles peuvent servir de ligands dans l’interaction avec les récepteurs des lipoprotéines, 

comme l’ApoB100 et l’ApoE pour le LDL-R ou l’ApoA1 pour le HDL-R (Botham 2008). 

Les lipoprotéines riches en TG sont les chylomicrons et les VLDL. Ces lipoprotéines sont 

sécrétées par le foie (VLDL) et les intestins (chylomicrons) pour être retrouvées par la suite 

dans le sérum. Les principales lipoprotéines et leurs caractéristiques sont présentées dans le 

tableau 2. 

 

1. Formation des VLDL 

Les VLDL ont comme rôle majeur le transfert des lipides néosynthétisés du foie vers divers 

tissus extra hépatiques tels que les muscles ou les adipocytes. Elles sont synthétisées dans les 

hépatocytes. L’ApoB100, majoritaire dans les VLDL, est synthétisée au niveau du RE 

rugueux puis transférée vers la lumière du RE où s’effectue l’assemblage initial des VLDL, 

dites pré-VLDL, sous l’action de la MTP. Celles-ci sont ensuite transférées vers le RE lisse 

où elles s’associent à un cœur lipidique de TG et cholestérol pour former les VLDL (Alonzi et 

al. 2008; Andre 2008). L’ApoE agirait à un stade précoce de la formation des VLDL mais son 

action n’est pas précisément connue. Selon Wang, l’ApoE serait impliquée dans la 

mobilisation des LD présentes dans le RE et les gouttelettes serviraient à la lipidation des 

ApoB (Wang et al. 2007). La protéine de capside du VHC inhiberait l’activité de la MTP et 

par conséquent l’assemblage des VLDL, conduisant ainsi à l’accumulation de lipides dans le 

foie, ou stéatose induite par le VHC (Perlemuter et al. 2002). Les acides biliaires, qui sont des 

ligands de récepteurs nucléaires (Farnesoide X Receptor : FXR), ont une action sur le 

métabolisme lipidique en inhibant la lipogénèse et la production de VLDL et augmentent la 

réplication du VHC (Blasiole et al. 2007; Scholtes et al. 2008).  

 

2. Formation des chylomicrons 

Les chylomicrons sont les plus grosses lipoprotéines. Ils sont responsables de la mobilisation 

des lipides provenant de la digestion. Ils sont en effet formés par l’assemblage de TG et de  
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cholestérol provenant de la digestion, associé à l’ApoB48, au sein des cellules épithéliales 

intestinales. Une fois libérés dans la circulation sanguine, ils sont métabolisés dans de 

nombreux tissus (foie, adipocytes, muscles squelettiques) (Alonzi et al. 2008). 

Le niveau d’ApoA4 affecterait la formation des chylomicrons : l’apport de lipides, en 

stimulant la production d’ApoA4, permettrait en effet l’expansion des chylomicrons naissants 

(Lopez-Miranda et al. 2007). 

 

3. Les récepteurs aux lipoprotéines 

Les récepteurs aux lipoprotéines sont classés en 2 familles : la famille du récepteur aux LDL, 

comprenant notamment le LDL-R, le VLDL-R et le LRP (LDL-receptor Related Protein) et 

les récepteurs « scavenger » dont le récepteur SR-B1. Bien que non spécifiques, les HSPG 

interviennent également dans l’entrée des lipoprotéines. Ici est effectué un bref résumé sur ces 

récepteurs déjà décrits au chapitre I.2.3. 

 

3.1. La famille des récepteurs aux LDL 

Le LDL-R, majoritairement exprimé par le foie, reconnait l’ApoB100, l’ApoE et la LPL. Son 

expression est régulée par la concentration de cholestérol dans le sang (Owen et al. 2009). Il 

permet l’entrée des LDL et VLDL dans la cellule par un mécanisme d’endocytose clathrine-

dépendant. L’endosome fusionne alors avec un lysosome et les lipides sont relargués dans le 

cytoplasme. Il existe un mécanisme de recyclage de ce récepteur, pH-dépendant, et s’il n’est 

pas dégradé, le LDL-R est donc réadressé à la surface cellulaire (Fernandez-Borja et al. 1996). 

Avec le LRP, le LDL-R est responsable de l’assimilation des lipoprotéines par le foie. En 

effet, l’endocytose des LDL dans les tissus périphériques et des IDL dans les hépatocytes est 

médiée par le LDL-R, et celle de la LPL, de la HL et des remnants de lipoprotéines dans les 

hépatocytes par le LRP (Verges et al. 2004). Il est intéressant de noter l’existence d’une 

protéine chaperonne, RAP (Receptor Associated Protein), qui a pour rôle d’inhiber le LRP 

(Page et al. 2006).  

 

3.2. Le récepteur scavenger SR-B1 

SR-B1 est produit dans de nombreux tissus (tissus stéroïdogènes, poumons, tissus adipeux) et 

notamment le foie. C’est un récepteur multi-ligand, se liant aux LDL, aux LDL oxydées, aux 

LDL acétylées, mais aussi aux HDL et VLDL (Trigatti et al. 2000). Il est impliqué dans  
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Tableau 3 : Liste des diverses lipases humaines 
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l’efflux de cholestérol vers les HDL et aussi dans le captage sélectif du cholestérol, menant à 

son entrée dans le foie (Rhainds 2004; Hu et al. 2008).  

 

3.3. Les HSPG 

Il a été montré que les HSPG peuvent directement internaliser les lipoprotéines, in vitro 

comme in vivo. Cette clearance rapide débute par la séquestration des remnants de 

lipoprotéines dans l’espace de Disse, lieu où les HSPG sont très abondants. La liaison des 

remnants aux HSPG via la LPL et la HL a lieu du fait de leur fonction de pontage. S’ensuit 

l’endocytose par les hépatocytes, qui peut également être médiée par le LDL-R, le LRP et SR-

B1 (Ji et al. 1997; Mahley 1999).   

 

II. Les enzymes lipolytiques 

 

La superfamille des lipases inclut la lipoprotéine lipase (LPL), la lipase hépatique (HL), la 

lipase pancréatique et la lipase endothéliale (Wong 2002). Ces différentes protéines sont 

codées par des gènes présentant d’importantes similarités. Elles exercent toutes une fonction 

enzymatique d’hydrolyse des TG mais diffèrent par leur site de synthèse et leur spécificité de 

substrat (Tableau 3).   

 

1. La lipoprotéine lipase (LPL) 

La LPL a été découverte en 1943 par Paul Hahn. Ce dernier a procédé à une injection 

d’héparine et observé que cela entrainait une diminution de la lipidémie habituellement 

associée à l’absorption d’un repas contenant des acides gras. Le facteur responsable de cette 

observation a été nommé « heparin-releasable clearing factor lipase » et par la suite 

lipoprotéine lipase.  

La LPL est une enzyme clé du métabolisme des lipoprotéines, qui a pour rôle d’une part 

d’hydrolyser les TG des lipoprotéines riches en TG et d’autre part de faire un pontage entre 

les HSPG présents à la surface cellulaire et les lipoprotéines. Elle est sécrétée par différents 

types de cellules (cellules musculaires, adipocytes, macrophages) mais ne l’est pas par le foie 

(excepté durant la période néonatale). Une fois sécrétée, elle circule majoritairement associée 

aux VLDL, sa concentration dans le plasma humain étant seulement d’environ 92 ng/ml, et  
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Figure 20 : Structure de la LPL. D�après Chang, Journal of Lipid Research (Chang et al. 

1998) 

Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la LPL humaine (hLPL), sous 

forme dimérique (en jaune), ainsi que de l’anticorps monoclonal anti-LPL 5D2 (en vert) 

dirigé contre le site actif de l’enzyme. Le site actif et le « couvercle » amovible sont 

représentés en mauve. Une molécule d’héparine est représentée (en bleu) proche des motifs 

connus de liaison à l’héparine (en blanc). 
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est rapidement transférée aux héparanes sulfates présents à la surface des cellules 

endothéliales de la paroi intraluminale de l’endothélium vasculaire, où elle se concentre 

(Mead et al. 2002; Merkel et al. 2002). 

 

1.1.  Structure 

Le gène de la LPL, situé sur le chromosome 8, fait environ 35kb et est formé de 10 exons. 

Son promoteur humain (hLPL) est activé lorsqu’il y a hétérodimérisation des PPARs 

(Peroxisome Profiferator-Activated Receptors) avec le RXR (Retinoic Acid Receptor) (Mead 

et al. 2002; Merkel et al. 2002). 

La LPL est une protéine de 448aa (55kDa) sous sa forme glycosylée. Elle possède un large 

domaine Nt contenant le site actif recouvert d’un « couvercle » amovible bloquant ou libérant 

l’accès du substrat, un site de liaison aux lipides, à l’héparine et au cofacteur ApoC2. Le 

domaine Ct contient également un site de liaison aux lipides, à ApoC2, à l’héparine et aux 

héparanes sulfates (Figure 20) (Mead et al. 2002; Merkel et al. 2002). 

La LPL est catalytiquement active sous forme d’un dimère « tête-queue ». Les 2 sites actifs 

sont accessibles mais ne sont capables d’hydrolyser un substrat qu’alternativement : la 

conformation d’un monomère semble en effet empêcher l’autre d’être actif au sein du dimère. 

La forme inactive est prédominante dans le sang (environ 4 ng/ml de LPL active dans le sang 

seulement), la fraction active, dimérique, de la LPL étant majoritairement liée à l’endothélium 

au niveau des HSPG ou GPIHBP1 (petite glycoprotéine ancrée à la membrane par un 

glycosylphosphatidylinositol ou GPI) (Peterson et al. 1992; Beigneux et al. 2009).  

 

1.2.  Fonctions 

- Fonction catalytique : 

La LPL est une enzyme lipolytique exerçant une activité estérase et phospholipase A1 sur les 

TG et les phospholipides des lipoprotéines. Elle hydrolyse les TG des lipoprotéines contenant 

des ApoB riches en TG (TRL pour Triglyceride Rich ApoB-containing Lipoprotein) que sont 

les chylomicrons et les VLDL et libère ainsi des acides gras (FFA : Free Fatty Acid) et du 

glycérol, ce qui génère de l’énergie pour les tissus périphériques. Les FFA sont internalisés 

via divers récepteurs tels que CD-36 (Goldberg et al. 2009). Elle cible également les 

lipoprotéines vers le foie et transforme celles-ci au cours de leur catabolisme en diminuant 

leur charge lipidique et en favorisant les échanges de cholestérol et d’Apo entre les différentes  
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Figure 21 : Fonctions de la lipoprotéine lipase (LPL). D�après Rumsey, Journal of 

Clinical Investigation (Rumsey et al. 1992) 
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classes de lipoprotéines. L’activité de la LPL participe aussi à la formation des HDL qui 

incorporent le cholestérol et certaines Apo ainsi libérées. Son activité enzymatique nécessite 

l’ApoC2 comme activateur alors que l’ApoC3 et l’ApoC1 exercent un rôle inhibiteur (Mead 

et al. 2002; Zheng et al. 2006; Chan et al. 2008). Les remnants résultant du catabolisme des 

chylomicrons et des VLDL sont rapidement captés par le foie, via le LDL-R ou le LRP et les 

HSPG, capture médiée par ApoE qui est un ligand du LDL-R, et inhibée par ApoC1 (Jong et 

al. 1999; Mahley 1999; Hu et al. 2008). 

 

- Fonction de pontage : 

La LPL permet également, par une fonction dite de « pontage », grâce à son affinité pour les 

héparanes sulfates, de faire le lien entre ces derniers fixés à la cellule et les lipoprotéines 

(Figure 21) (Fernandez-Borja et al. 1996; Merkel et al. 1998). Cette propriété, indépendante 

de son activité catalytique, néanmoins dépendante de sa forme dimérique, favorise la liaison 

et/ou l’internalisation des lipoprotéines liées à la LPL et leur transfert vers leurs récepteurs 

que sont le LDL-R ou la LRP au sein des hépatocytes. Lors de l’endocytose de la LPL, il a été 

démontré qu’à la fois les HSPG et le LRP peuvent participer à sa capture et sa dégradation. 

En effet, la LPL agit comme ligand de LRP. RAP est un inhibiteur des liaisons au LRP : il 

abolit quasi totalement la capture de la LPL par les hépatocytes chez le rat. La liaison des 

LDL et VLDL à la surface cellulaire est augmentée en présence de LPL, ce qui aboutit à leur 

internalisation et leur dégradation (Rumsey et al. 1992; Verges et al. 2004; Page et al. 2006). 

 

- HSPG : 

Les HSPG sont abondants dans la matrice extracellulaire, particulièrement dans l’espace de 

Disse dans le foie, ainsi qu’à la surface des cellules de l’endothélium vasculaire. La clearance 

initiale des lipoprotéines commence avec la séquestration des lipoprotéines dans l’espace de 

Disse où la LPL joue un rôle de ligand et permet la capture de remnants. L’internalisation des 

lipoprotéines par le biais des HSPG est lente comparée à celle ayant lieu via les LDL-R 

(Mahley 1999; Hu et al. 2008). 

 

- Héparine : 

Il est intéressant de noter le rôle de l’héparine. En effet, sa présence permet, de par son action 

sur les HSPG, de libérer la LPL présente à la surface des cellules endothéliales, dans le foie et 

les tissus périphériques. Cette dernière peut être captée par le foie et dégradée ou aller se 

refixer à l’endothélium sinusoïdal hépatique. L’héparine, en libérant la LPL présente dans les  
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tissus extrahépatiques et à la surface de l’endothélium, et en stabilisant les dimères de LPL, 

entraine une plus grande activité de la LPL et par conséquent une augmentation de la lipolyse. 

Elle augmente également la capture de la LPL par le foie et diminue son taux dans les tissus 

périphériques (Peterson et al. 1992; Neuger et al. 2004; Kobayashi et al. 2007).  

 

2. La lipase hépatique (HL) 

La HL est principalement trouvée dans le foie chez la plupart des espèces animales et est 

reliée à la LPL de par sa structure et sa fonction. Elle appartient à la superfamille de gène des 

lipases (Santamarina-Fojo et al. 2004) et présente un rôle majeur dans le métabolisme des 

lipides. 

 

2.1.  Structure 

La HL humaine est une glycoprotéine de 476aa (64kDa) synthétisée et sécrétée 

majoritairement par le foie. Elle est ancrée par les HSPG à la surface luminale des cellules 

endothéliales sinusoïdales du foie, sur la surface externe des microvillosités des hépatocytes 

localisés dans l’espace de Disse et dans l’espace interhépatocytaire (Verhoeven et al. 1999). 

La HL présente 4 sites putatifs de N-glycosylation et cette N-glycosylation est requise pour 

que la HL soit synthétisée et active catalytiquement. Cela a été étudié in vitro dans des 

cellules d’hépatome HepG2 et in vivo dans des hépatocytes (Verhoeven et al. 1999). 

 

2.2. Fonctions 

- Fonction catalytique : 

C’est une enzyme lipolytique, agissant comme ligand à la surface cellulaire pour capturer des 

lipoprotéines. La fonction catalytique de la HL implique l’hydrolyse des ponts acyl ester des 

phospholipides et des mono, di et TG trouvés dans toutes les classes de lipoprotéines, 

notamment dans les HDL et IDL. La HL est donc probablement impliquée dans le 

remodelage des HDL ayant lieu lors du transport reverse du cholestérol dans le foie et dans 

l’hydrolyse des IDL pour former les LDL qui pourront par la suite être internalisés (Ji et al. 

1997; Verhoeven et al. 1999). L’activité lipolytique de la HL est inhibée quand elle est liée 

aux HSPG. 
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Figure 22 : Voie des lipides exogènes. D�après Lopez-Miranda, British Journal of 

Nutrition et Alonzi, Expert Review of Proteomics (Lopez-Miranda et al. 2007; Alonzi et 

al. 2008) 
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- Fonction de pontage : 

Par sa fonction de ligand, la HL interagit avec les HSPG à la surface cellulaire et des 

récepteurs spécifiques incluant LDL-R et LRP, selon un processus indépendant de la lipolyse, 

et le complexe HL-lipoprotéine peut être internalisé, dans le but d’augmenter la clearance des 

lipoprotéines. Elle facilite donc la capture hépatique des remnants et du cholestérol portés 

dans les HDL et contribue ainsi activement au transport reverse du cholestérol. 

 

- Régulation : 

L’ApoA1 a la capacité de déplacer la HL des HSPG, entrainant ainsi son activation et la 

transformation des VLDL en LDL. De nombreuses études ont démontré une forte 

augmentation de l’hydrolyse de TG quand la HL est libérée des HSPG de la surface cellulaire 

après administration d’héparine. HDL et ApoA1 jouent un rôle important dans la régulation 

de la fonction et l’action lypolitique de la HL (Ramsamy et al. 2000; Ramsamy et al. 2003). 

 

III. Transport des lipoprotéines 

 

Il existe 3 principales voies de synthèse et transport des lipides dans le corps humain (voir 

revues générales (Alonzi et al. 2008; Williams 2008). 

 

1. Voie des lipides exogènes 

Cette voie correspond au transport des lipides de l’alimentation de l’intestin, où ils sont 

émulsifiés par action de la bile, vers le foie et les organes extra hépatiques. Des acides gras et 

du glycérol sont générés. Les acides gras sont dirigés vers les cellules épithéliales intestinales 

où a lieu la synthèse de TG. Des chylomicrons y sont alors formés par l’assemblage des TG et 

du cholestérol. Ceux-ci sont ensuite libérés dans la circulation et rapidement hydrolysés par la 

LPL pour donner les « remnants » de chylomicrons, par perte des acides gras. La perte des 

ApoA1 et A4 à la surface des « remnants » de chylomicrons sert à former, avec les 

phospholipides et l’ApoC, des HDL. Les « remnants » de chylomicrons récupèrent l’ApoE 

des HDL, favorisant ainsi leur pénétration dans les hépatocytes. Les lipides provenant de 

l’alimentation sont alors stockés et recyclés par le foie (Figure 22) (Alonzi et al. 2008; Chan 

et al. 2008). 
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Figure 23 : Voie des lipides endogènes. D�après Lopez-Miranda, British Journal of 

Nutrition et Alonzi, Expert Review of Proteomics (Lopez-Miranda et al. 2007; Alonzi et 

al. 2008) 
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2. Voie des lipides endogènes 

Les VLDL sont synthétisées par le foie à partir de TG et de cholestérol provenant de la 

circulation sanguine. La LPL hydrolyse par la suite ces VLDL pour former des « remnants » : 

des acides gras et à un stade ultérieur des IDL (Intermediar Density Lipoprotein) puis des 

LDL après perte des ApoC et E par l’action de la lipase hépatique (HL). L’ApoB100 est le 

constituant protéique essentiel des LDL et la liaison des LDL au LDL-R à la surface des 

hépatocytes et d’autres cellules en dépend directement. Les IDL et LDL sont donc captés de 

la circulation par les hépatocytes via le LDL-R, puis endocytés de façon clathrine-dépendante. 

S’ensuit la libération de cholestérol qui sera par la suite incorporé dans de nouvelles 

lipoprotéines (Figure 23) (Alonzi et al. 2008). 

 

3. Voie du transport reverse du cholestérol 

Les HDL permettent le retour du cholestérol en excès des tissus extra hépatiques vers le foie. 

Elles sont formées majoritairement à partir des constituants libérés lors du catabolisme des 

lipoprotéines de faible densité, mais aussi par l’association d’une ApoA1 avec du cholestérol 

libre et des phospholipides. Cette propriété des HDL leur confère un pouvoir 

hypocholestérolémiant. Les HDL fournissent le cholestérol au foie de façon directe au moyen 

du récepteur SR-B1. De façon indirecte, la protéine CETP (Cholesterol Ester Transfer 

Protein), ainsi que la HL, transfèrent le cholestérol des HDL aux LDL et VLDL et après 

endocytose de ces lipoprotéines, celui-ci est ensuite catabolisé dans les hépatocytes, d’où il 

sera excrété par la bile (Figure 24) (Lewis 2005; Alonzi et al. 2008). 

 

IV. Interaction VHC - lipoprotéines 

 

Les liens établis entre le VHC et les lipoprotéines sont nombreux. En effet, le VHC présent 

dans le sérum de patient infecté présente un profil de densité extrêmement hétérogène (1,03 à 

1,34g/ml), du fait de son association avec des lipoprotéines. Nous pouvons aussi noter 

l’utilisation de 2 récepteurs aux lipoprotéines par le VHC : LDL-R et SR-B1 (Agnello et al. 

1999; Molina et al. 2007). De plus, la protéine de capside est capable d’inhiber l’activité de la 

MTP (Perlemuter et al. 2002), entrainant ainsi l’inhibition de la formation de VLDL et par 

conséquent l’accumulation de lipides dans le foie ou stéatose (Roingeard 2008). Il a  
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Figure 24 : Voie du transport reverse du cholestérol. D�après Lopez-Miranda, British 

Journal of Nutrition et Alonzi, Expert Review of Proteomics (Lopez-Miranda et al. 2007; 

Alonzi et al. 2008) 
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également été montré que la protéine de capside recrute protéines non-structurales et 

complexes de réplication au niveau des membranes des LD, ce qui est critique non seulement 

dans la réplication, mais aussi dans toute la morphogénèse du VHC et pour la production de 

particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007; Ogawa et al. 2009). Enfin, il est 

intéressant d’observer que plus la densité des particules virales est faible, plus celles-ci sont 

infectieuses, in vitro et in vivo (Agnello et al. 1999). Aizaki a notamment montré le rôle 

essentiel du cholestérol et des sphingolipides associés au VHC dans l’internalisation, la 

morphogénèse et l’infectiosité du virus (Aizaki et al. 2008). De plus, des anticorps anti-ȕ 

lipoprotéines inhibent efficacement l’infection par HCVcc (Andreo et al. 2007). En outre, 

l’infectiosité du VHC est régulé par ApoC1, Apo prédominante dans les HDL (Meunier et al. 

2005) et également actrice importante de la fusion membrane cellulaire-VHC (Dreux et al. 

2007). Enfin, des siRNA dirigés contre l’ApoB (Huang et al. 2007) ou l’ApoE (Chang et al. 

2007) inhibent efficacement la sécrétion de VHC. En 2009, il a aussi été montré que l’ApoE 

associée au VHC facilite l’infection par interaction avec le LDL-R (Owen et al. 2009). 

Puisque toutes ces Apo (B, E et C1) sont des composants majeurs des VLDL, ces différentes 

études soulignent le rôle des lipoprotéines et de leurs composants dans l’infectiosité du VHC 

(Kapadia 2005; Ye 2007). 

 

Bien que le mécanisme soit inconnu, de nombreux arguments plaident en faveur d’une 

association du virus avec les lipoprotéines au cours de l’assemblage de celles-ci : l’étude des 

LVP a montré, qu’une fois délipidées, celles-ci présentent la capside en leur centre, que 

l’association ApoB-ARN viral résiste à l’action des détergents et enfin, les LVP proviennent 

du foie et de l’intestin, les deux seuls organes à synthétiser des lipoprotéines (Nielsen et al. 

2006).  

Un modèle de cosynthèse du virus avec les ApoB a été proposé (Andre et al. 2002 et 2005) : 

les lipides utilisés pour l’assemblage des ApoB sont présents dans les LD. La MTP, 

nécessaire à la sécrétion des ApoB, transfère les lipides provenant des LD aux membranes du 

RE. Les TG des membranes du RE sont transférés vers les ApoB naissantes. Les 

glycoprotéines E1 et E2 sont enchâssées dans la membrane du RE et la protéine de capside est 

localisée à la surface des LD. Les complexes de réplication étant liés à la membrane du RE, 

E1 et E2 pourraient favoriser la fusion des LD riches en TG avec les particules portant 

l’ApoB dans la lumière du RE. Ce rôle d’E1 et E2 pourrait être facilité par le rôle inhibiteur 

de la protéine de capside sur la MTP. Durant le processus de fusion, les protéines de capside 

liées aux LD pourraient s’assembler pour former la capside contenant l’ARN viral. 
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Figure 25 : Modèle de cosynthèse du VHC avec les ApoB. D�après Icard, Plos One 

(Icard et al. 2009) 

1. L’ApoB naissante est transférée dans la lumière du RE durant sa traduction au niveau du 

RE rugueux. 

2. Une petite cavité de lipides se forme à la membrane du RE, par l’action de la MTP qui 

permet le recrutement de TG et phospholipides. 

3. Il se forme alors un cœur de lipides neutres et l’apparition d’une particule sphérique qui est 

libérée dans la lumière du RE après la fin de la traduction de l’ApoB. 

4. Ceci correspond à la formation du précurseur 1 qui se meut dans la cellule vers un 

compartiment distal de la voie de sécrétion. 

5. Dans le RE lisse, un 2
ème

 précurseur se forme à partir de la membrane du RE et d’un 

enrichissement en TG médié par la MTP. A ce niveau, les glycoprotéines d’enveloppe sont 

retenues dans la membrane du RE après leur maturation et clivage par des peptidases du RE. 

L’hypothèse actuellement émise est que les dimères E1E2 diffusent de la membrane du RE au 

précurseur 2. Celui-ci se meut à son tour vers la voie de sécrétion. 

6. Les 2 précurseurs fusionnent pour former une TRL mature, ou dans le cas de l’infection de 

la cellule par le VHC, une TRL hybride. 
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 Dans ce modèle, E1 et E2 joueraient un rôle majeur dans le processus de fusion conduisant à 

la génération des LVP, dirigeant l’entrée de celles-ci dans la voie de sécrétion des 

lipoprotéines. Des données supplémentaires ont été apportées à ce modèle par Icard en 2009, 

suggérant que la synthèse du VHC pourrait faire appel à deux précurseurs, comme le montre 

la Figure 25 (Icard et al. 2009). 

 

Enfin, il faut rappeler que notre équipe a mis en évidence le rôle des lipoprotéines dans 

l’interaction du VHC avec le récepteur SR-B1/Cla1. Cette association du virus avec les 

lipoprotéines permet l’entrée virale et a un effet protecteur sur le virus face à la présence 

d’anticorps neutralisants (Maillard et al. 2006). Le rôle essentiel des lipoprotéines dans 

l’entrée virale et l’infection de la cellule nous a amenés à analyser le rôle de la LPL dans 

l’entrée du VHC dans la cellule et son influence sur l’infectiosité du virus.  

 

Outre cette particularité du VHC d�être associé aux lipoprotéines qui sont d�une 

importance capitale dans le cycle viral, notre intérêt pour la compréhension de l�entrée 

virale nous a conduits à nous intéresser au rôle des microtubules dans l�entrée du VHC 

dans la cellule et dans l�initiation d�une infection productive. 
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Figure 26 : Structure d�un microtubule (D�après le site internet Molecular 

Expressions
TM

) 

L’assemblage des hétérodimères de tubuline Į et ȕ constitue un protofilament (encadré en 

rouge). L’association de 13 protofilaments forme le microtubule. 
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Le VHC et le transport par les microtubules 

 

Une partie de mes travaux de thèse a abouti à la mise en évidence de l’importance majeure 

des microtubules dans les mécanismes d’entrée et d’infection de la cellule par le VHC. Ce 

chapitre s’attache donc à décrire l’organisation et les diverses fonctions des microtubules. 

 

I. Les microtubules 

 

1. Structure 

L’assemblage de dimères de tubuline Į et ȕ s’effectue de façon organisée pour former un 

protofilament. L’association de 13 protofilaments va former une structure cylindrique 

hautement dynamique et polarisée : le microtubule. La polarité structurale des microtubules 

est conférée par l’association en « tête-queue » des hétérodimères de tubuline (Figure 26). 

Ces hétérodimères s’assemblent et se désassemblent en permanence, ce qui correspond à deux 

phénomènes précis : le phénomène d’instabilité dynamique des microtubules et le phénomène 

dit du « treadmilling », décrit par Wegner en 1976 (Wegner 1976; Rodionov 1997). Le 

premier correspond au gain et à la perte concomitante de sous-unités au niveau de la même 

extrémité du microtubule alors que le second implique l’addition de sous-unités à l’extrémité 

positive et la perte de sous-unités à l’extrémité négative (Figure 27). 

On distingue l’extrémité positive du filament, plus favorable à l’assemblage des dimères de 

tubuline (polymérisation 3 fois plus rapide), et l’extrémité négative pour laquelle les dimères 

ont moins d’affinité (se dépolymérise si elle n’est pas stabilisée par d’autres protéines). 

L’extrémité négative des microtubules provient en majorité du centrosome ou centre 

organisateur des microtubules (MTOC : microtubules-organizing center), localisé à proximité 

du noyau. Le MTOC contient une matrice de tubuline Ȗ. L’extrémité positive est quant à elle 

orientée vers la périphérie cellulaire (Figure 28). 

L’assemblage des microtubules nécessite de l’énergie, sous forme de guanosine triphosphate 

(GTP) : c’est le cycle GTPase de la tubuline. 
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Figure 27 : Modèles de polymérisation dynamique. D�après Kueh, Science (Kueh 2009) 

Les hétérodimères s’assemblent et se désassemblent en permanence.  

A. Le phénomène d’instabilité dynamique correspond au gain et à la perte concomitante de 

sous-unités au niveau de la même extrémité du microtubule.  

B. Le phénomène de « treadmilling » implique l’addition de sous-unités à l’extrémité positive 

et la perte de sous-unités à l’extrémité négative. 

T : sous-unité liée à NTP (orange) ; D : sous-unité liée à NDP (vert). 
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2. Protéines moteurs 

Deux protéines associées aux microtubules assurent les déplacements des divers éléments, 

nommés « cargos », le long de ces derniers (Figures 29 et 30) : la dynéine et la kinésine. La 

vélocité est d’environ 2µm/s pour la kinésine et la dynéine pour de nombreux cargos. 

Des petites GTPases de la famille Rab sont impliquées dans la régulation du recrutement de 

ces protéines motrices (Radtke et al. 2006). 

Les mouvements bidirectionnels sont également d’une grande importance. Dans ce cas, les 

cargos changent constamment de direction : ils se meuvent le long des microtubules polarisés 

en utilisant des moteurs opposés. Les LD notamment se meuvent de façon bidirectionnelle 

(Welte 2004). 

 

2.1. La kinésine 

La kinésine se déplace sur les microtubules, vers leur extrémité positive. Elle fait partie d’une 

super famille protéique comprenant 14 familles. Les membres de la famille des kinésines 

partagent un domaine moteur conservé d’environ 40kDa, associé à d’autres domaines se liant 

aux cargos. La kinésine 1 est la plus abondante. Elle comporte 2 chaines lourdes (KHC, 

120kDa) et 2 chaines légères (KLC, 64kDa). Cette protéine multi-domaine contient dans sa 

partie Nt 2 domaines moteurs catalytiques, responsables de la motilité et de la génération de la 

force motrice. Ceux ci sont connectés par une tige à une queue globulaire qui se lie 

directement ou indirectement au cargo. Les domaines moteurs lient les microtubules et 

entrainent un changement conformationnel, dirigé par hydrolyse de l’ATP, ce qui propulse la 

molécule de kinésine et le cargo qui y est attaché vers l’extrémité positive des microtubules. 

La partie Ct de KLC et la queue de KHC médient la liaison au cargo. La kinésine 1 peut 

interagir avec une autre molécule, la dynéine cytoplasmique, par le biais de KLC, au niveau 

de la chaine intermédiaire de la dynéine. Concernant la régulation, le transport peut être 

contrôlé au niveau des domaines moteurs, en altérant la façon dont ces derniers se lient à la 

tige, ou bien il peut y avoir régulation par la façon dont les cargos s’amarrent aux moteurs 

(Dohner et al. 2005; Henry et al. 2006). 
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Figure 28 : Organisation des microtubules dans une cellule épithéliale hépatique 

polarisée. D�après Döhner, TRENDS in Microbiology (Dohner et al. 2005) 

L’extrémité négative des microtubules pointe vers les canaux biliaires à la surface apicale de 

la cellule. L’extrémité positive pointe vers la membrane basale. Seule une petite partie des 

microtubules est associée au MTOC.  
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2.2. La dynéine 

La dynéine se déplace vers l’extrémité négative des microtubules. La dynéine cytoplasmique 

de type 1 est le moteur prédominant pour le transport en direction de cette extrémité négative. 

C’est un grand complexe protéique multimérique, comportant 2 chaines lourdes (DHC, 

520kDa), 2 chaines intermédiaires (DIC, 74kDa), plusieurs chaines intermédiaires légères 

(DLIC, 53-57kDa) et une série de chaines légères (DLC). La partie Ct de DHC comporte une 

tête globulaire hydrolysant l’ATP et une tige se terminant en domaine de liaison aux 

microtubules. La partie Nt permet la dimérisation de DHC et sa liaison à DLIC et DIC, qui se 

lie aussi à DLC. DIC, DLIC et DLC sont impliqués dans la liaison au cargo ainsi que dans la 

régulation de l’activité moteur. La dynéine s’associe aussi à un autre complexe protéique, la 

dynactine, qui augmente l’activité de la dynéine et est essentiel à l’attachement de la dynéine 

au cargo (Dohner et al. 2005; Henry et al. 2006). 

 

3. Fonctions dans une cellule normale 

Les microtubules sont des composants ubiquitaires majeurs du cytosquelette, jouant un rôle 

fondamental au sein de la cellule. Ils participent notamment à l’organisation cytoplasmique, la 

différenciation cellulaire, la division cellulaire de par leur rôle dans la migration des 

chromosomes, à la motilité cellulaire et permettent le transport de vésicules et protéines 

diverses dans le cytoplasme jusqu’à des régions cellulaires spécifiques. 

Du fait de ces nombreux rôles, leur dynamique est hautement régulée par une machinerie de 

protéines complexe s’associant à leur extrémité et ayant une action soit stabilisatrice, soit 

déstabilisatrice des microtubules polymérisés. Ces protéines jouent également un rôle 

important dans l’ancrage et la nucléation des microtubules au niveau du centrosome, ainsi que 

dans leur interaction avec d’autres structures cellulaires (Dohner et al. 2005). 

 

4. Fonctions dans une cellule infectée 

Les cellules normales présentent des inclusions stockant des agrégats de protéines : les 

aggresomes. Ceux-ci immobilisent les agrégats de protéines et les rend ainsi susceptibles à 

une protéolyse par les protéasomes ou par autophagie. Ces aggresomes ont pour 

caractéristique d’être transportés par les microtubules. Des inclusions similaires sont  

observées dans les cellules infectées par des virus. 
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Figure 29 : Représentation schématique des protéines motrices et protéines associées. 

D�après Radtke, Cellular Microbiology (Radtke, Dohner et al. 2006) 

Les microtubules forment des cylindres de 25 nm de diamètre. Deux protéines associées aux 

microtubules assurent les déplacements des cargos le long de ces derniers. La kinésine se 

déplace vers l’extrémité positive des microtubules et la dynéine vers l’extrémité négative. La 

dynéine s’associe aussi à un autre complexe protéique, la dynactine, qui augmente l’activité 

de la dynéine et est essentiel à l’attachement de la dynéine au cargo. La dynéine consiste en 2 

chaines lourdes DHC (en jaune) avec une activité motrice, ainsi que 2 chaines intermédiaires 

DIC, 2 chaines intermédiaires légères DLIC et 6 chaines légères DLC (en orange). Son 

cofacteur, la dynactine (en orange fonçé) consiste en une courte tige formée principalement de 

Arp1 et d’un bras flexible p150
Glued

. La kinésine 1 contient 2 domaines moteurs (en jaune), 

correspondant aux chaines lourdes KHC, et 2 chaines légères KLC (en orange) attachées aux 

KHC. 
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Cela montre notamment l’utilisation de la machinerie de transport cellulaire par ces derniers 

(Wileman 2007). 

Des interactions fonctionnelles entre virus et microtubules ont été montrées pour la première 

fois par des études ultrastructurales, en microscopie électronique, puis l’apparition de 

techniques de vidéomicroscopie a permis l’observation, par marquage direct de la capside 

virale, de mouvements des virus sur les microtubules (Greber 2006). 

Les virus ont une large variété de voie de trafic dans la cellule. Ils peuvent être trouvés 

attachés à la surface de la membrane plasmique, dans les endosomes précoces ou tardifs, dans 

les lysosomes, libres dans le cytosol, le long des microtubules, accumulés au MTOC, adhérant 

à l’enveloppe nucléaire, ou dans certains cas dans le noyau (Dohner et al. 2005). Ils peuvent 

utiliser le système de transport constitué par les microtubules pour différentes étapes du cycle, 

car la présence de nombreuses organelles et du cytosquelette restreint la diffusion libre des 

molécules plus grandes que 500kDa dans le cytoplasme, ce qui nécessite par conséquent un 

moyen de transport actif. 

De nombreuses interactions ont ainsi été observées entre des protéines virales et les protéines 

associées aux microtubules, notamment la chaine légère de la dynéine et un grand nombre de 

virus utilisent donc les microtubules, et par conséquent ses moteurs que sont la dynéine et la 

kinésine : HSV1, CMV, HIV1, rage, adénovirus, parvovirus, SV40, influenza, VHB, vaccine, 

etc… (Leopold 2006). 

De plus, il a été montré que les mouvements bidirectionnels sont courants pour les virus, 

confortant ainsi le rôle fondamental du réseau de microtubules dans le cycle viral. 

 

II. Cytosquelette et VHC 

 

Les LD ont longtemps été considérées comme de simples sites de stockage, utilisées comme 

source de lipides neutres pour le métabolisme, la synthèse de membrane et la synthèse de 

stéroïdes. Cependant, plus récemment il a été montré que ce sont des organelles dynamiques, 

impliquées dans de nombreuses voies cellulaires incluant un engagement avec les 

microtubules pour le transport actif. Des analyses protéomiques ont montré que de 

nombreuses protéines sont associées aux LD mais leur rôle reste peu connu (Boulant et al. 

2008).  

La formation des complexes de réplication est fortement liée à l’organisation dynamique du 

RE, aux filaments d’actine et au réseau de microtubules (Wolk et al. 2008). Leur transport se  
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Figure 30 : Transport dans la cellule. D�après Henry, Cellular Microbiology (Henry et al. 

2006) 

La kinésine se déplace vers l’extrémité positive des microtubules et la dynéine vers 

l’extrémité négative, assurant le déplacement des cargos le long de ces derniers. 
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fait via le réseau de microtubules. Ces observations permettent de montrer un lien direct entre 

le réseau de microtubules et le cycle viral du VHC. 

Du point de vue du cycle viral, après maturation par la signal peptide peptidase, la protéine de 

capside du VHC est envoyée vers les LD. La protéine de capside est une protéine composée 

de deux domaines D1 et D2, D2 étant responsable de l’association de la capside avec les LD. 

Des études ont révélé que certaines étapes de la voie d’assemblage des particules virales ont 

lieu près de ces organelles. L’association des LD à la protéine de capside est donc liée à la 

production du virus dans les cellules infectées (Miyanari et al. 2007; Roingeard 2008). 

La capside est impliquée dans la redistribution des LD autour du noyau dans les cellules 

infectées (Boulant et al. 2008). Cette redistribution a lieu le long du réseau de microtubules, 

de façon dynéine-dépendante. Ce mécanisme implique la dissociation de l’ADRP (Adipocyte 

Differentiation-Related Protein) des LD. Cette protéine, associée aux LD et exprimée de 

façon ubiquitaire, est nécessaire pour maintenir leur distribution intracellulaire. Dans les 

cellules infectées, la quantité d’ADRP diminue à la surface des LD pour être progressivement 

remplacée par la protéine de capside (Boulant et al. 2008). De plus, la destruction du réseau 

de microtubules diminue la libération de particules virales. Il existe donc un lien entre la 

dynamique des LD et le cycle viral du VHC (Ogawa et al. 2009). 

Un modèle a été proposé : les sites contenant l’ARN viral répliqué sont souvent localisés 

proches des LD associées à la protéine de capside. Ces sites forment un lieu possiblement 

impliqué dans l’assemblage de virions, ou l’ARN répliqué est empaqueté dans la capside. 

Cela génèrerait ainsi des nucléocapsides qui vont acquérir une enveloppe lipidique contenant 

les glycoprotéines virales, entrainant la production de particules virales matures (Miyanari et 

al. 2007). En outre, le rôle essentiel des LD et des microtubules dans la production de 

particules virales infectieuses est lié à l’agrégation de complexe de réplication au niveau de 

ces LD (Figure 31) (Ogawa et al. 2009).  
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Figure 31 : Modèle décrivant le rôle putatif de l�association protéine de capside/LD dans 

le cycle viral du VHC. D�après Boulant, Traffic (Boulant et al. 2008) 

 

En présence d’ADRP, les LD peuvent interagir avec les microtubules par l’intermédiaire des 

protéines moteurs (dynéine ou kinésine). Il en résulte une distribution uniforme des LD. 

Lorsque la protéine de capside se lie aux LD, l’ADRP se dissocie de la surface des LD. La 

perte de l’ADRP induit un déséquilibre entre les protéines motrices, ce qui conduit au 

déplacement des LD vers la périphérie nucléaire, près du MTOC. La redistribution des LD 

autour du MTOC résulte en une forte promiscuité de la protéine de capside avec le lieu de 

réplication de l’ARN viral, au niveau des invaginations de la membrane du RE ou 

« membranous web » (complexes de réplication). Cette promiscuité facilite le transfert de la 

protéine de capside au RE et son interaction avec l’ARN viral, pour former la nucléocapside. 
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OBJECTIFS DE THESE 
 

Le mécanisme d’entrée du VHC dans les hépatocytes reste encore mal connu. Cependant, de 

nombreux arguments permettent de faire un lien entre le cycle du VHC et le métabolisme des 

lipoprotéines. En effet, la faible densité du VHC est due à une association du virus aux 

lipoprotéines (Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999). En outre, parmi 

ses récepteurs putatifs, 2 sont des récepteurs aux lipoprotéines : LDL-R et SR-B1. Des 

résultats obtenus dans notre laboratoire, antérieurs à mon arrivée, ont démontré que le VHC 

naturel issu du sérum de patients infectés reconnaît SR-B1 via les lipoprotéines associées aux 

particules virales. Les lipoprotéines permettraient donc l’entrée virale et également la 

protection du virus face aux anticorps neutralisants (Maillard et al. 2006). La mise en 

évidence que l’association ApoE-VHC facilite l’infection par interaction avec le LDL-R a été 

cruciale (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2005; Owen et al. 2009). De plus, il a également été 

montré que la protéine de capside recrute des complexes de réplication au niveau des 

membranes des LD, ce qui est critique pour la production de particules virales infectieuses 

(Miyanari et al. 2007). 

Le fait que les lipoprotéines jouent un rôle crucial dans l’entrée virale et l’infection des 

cellules a permis d’émettre l’hypothèse que la LPL, enzyme clé du métabolisme des 

lipoprotéines, pourrait médier l’entrée du VHC dans la cellule et donc jouer un rôle dans 

l’infection. La LPL possède 2 fonctions : elle hydrolyse par sa fonction lipolytique les TG des 

TRL, et par une fonction de pontage, permet l’ancrage et l’endocytose de lipoprotéines, et sert 

comme ligand pour la famille des récepteurs de LDL. Notre groupe au sein de l’Unité 

Hépacivirus et Immunité Innée a donc proposé un nouveau mécanisme d’entrée du VHC dans 

la cellule par l’intermédiaire de la LPL, pouvant représenter une nouvelle voie d’entrée virale 

indépendante des autres récepteurs hépatiques du VHC ou une étape préliminaire d’entrée du 

virus associé aux lipoprotéines, précédant son interaction avec les récepteurs du virus.  

Dans un premier temps, le rôle de la LPL dans l’attachement et l’internalisation du VHC 

naturel dans les hépatocytes a été étudié. Ces études ont permis de montrer que le mécanisme 

d’entrée virale médiée par la LPL est très similaire au mécanisme d’entrée dans les 

hépatocytes des lipoprotéines circulantes (Figure 32) (Andreo et al. 2007).  

Lors de mon arrivée dans le laboratoire, une avancée majeure dans la recherche sur le VHC 

avait été réalisée : le groupe de Wakita venait de mettre en place le modèle de culture 

cellulaire HCVcc (JFH-1) permettant une infection productive avec sécrétion de particules 
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Figure 32 : Mécanisme d�entrée virale médiée par la LPL 
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infectieuses à partir de cellules infectées (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach 

et al. 2006). Dans ce contexte, nous avons établi comme objectifs pour mon projet de thèse :  

1. d’analyser sur le modèle d’infection HCVcc l’effet de la LPL sur l’entrée virale, 

2. d’étudier l’influence de la LPL sur l’infection de la cellule par le modèle HCVcc. 

Les premiers résultats obtenus durant ma thèse ont cependant été totalement inattendus. Nos 

études n’ont corroboré que partiellement les résultats précédemment obtenus avec le modèle 

non réplicatif utilisant le virus sérique. Nous obtenons bien une augmentation de l’adsorption 

du HCVcc médié par la LPL, mais de façon surprenante,  nous observons une inhibition de 

l’infection par le HCVcc en présence de LPL. Face à ces données ayant fait l’objet d’une 

publication à laquelle j’ai participé (Andreo et al. 2007), il nous a paru important d’examiner : 

1. l’effet de la LPL sur l’infection de cellules avec différentes souches virales qui se 

répliquent de façon efficace in vitro : JFH-1 et J6/JFH-1, la nature des souches virales 

pouvant être importante en termes d’infectiosité, 

2. l’effet de la LPL sur l’infection de cellules avec les mêmes souches virales produites 

in vivo chez des souris chimériques uPA-SCID transplantées avec des hépatocytes 

humains primaires, les propriétés des particules virales produites in vitro et in vivo, et 

l’effet de la LPL sur ces deux types de virus. Le virus produit chez les souris a 

probablement une composition en lipoprotéines associées plus conforme à celle du 

virus naturel, par rapport au virus produit en cellules Huh7.5.  

Cette ouverture sur de nouveaux aspects inattendus  de l’entrée virale a constitué une 

expérience extrêmement enrichissante pour mon travail de thèse. 

 

Le laboratoire est également impliqué dans l’étude d’un lien entre le cytosquelette et 

l’infection par le VHC. Notre équipe analysant les mécanismes d’entrée du VHC dans la 

cellule, s’est intéressée au rôle des microtubules dans les phases précoces de l’infection et a 

montré l’existence d’une interaction entre la protéine de capside et la tubuline. Cela a posé les 

bases de ma participation à un deuxième article (Roohvand et al. 2009), faisant la seconde 

partie de ma thèse. Dans la continuité de ce travail, nous nous sommes posés la question du 

rôle du réseau de microtubules dans l’initiation de l’infection par le VHC, de l’attachement du 

virus à la surface de la cellule cible jusqu’à son transport intracellulaire après son 

internalisation, jusqu’à la fusion.  

 

Les connaissances acquises par notre travail pourraient aboutir au développement de 

nouvelles approches antivirales.
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PARTIE I : ROLE DE LA LIPOPROTEINE LIPASE ET DES 

LIPOPROTEINES ASSOCIEES AU VIRUS DANS L�ENTREE ET 

L�INFECTION DE LA CELLULE PAR LE VHC 
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ROLE DE LA LIPOPROTEINE LIPASE DANS L�ENTREE ET 

L�INFECTION DE LA CELLULE PAR LE VHC 

 

 

Les interactions VHC-hôte conduisant à l’infection de la cellule par le VHC ne sont pas 

encore totalement élucidées. Les récepteurs putatifs du VHC à la surface de l’hépatocyte sont 

variés : CD81 (Pileri et al. 1998), SR-B1/Cla1 (Scarselli et al. 2002), LDL-R (Agnello et al. 

1999; Andre et al. 2002), HSPG (Barth et al. 2003), et protéines de jonctions serrées 

Claudines (Evans et al. 2007; Zheng et al. 2007) et occludine (Ploss et al. 2009). De plus, le 

VHC interagit avec DC-SIGN (exprimé sur les cellules de Kuppfer, les cellules dendritiques 

et les lymphocytes) et L-SIGN (exprimé sur les cellules endothéliales sinusoïdales du foie). 

Les molécules non-spécifiques des hépatocytes peuvent avoir une fonction de récepteurs de 

capture, capables de concentrer et transmettre le virus aux cellules permissives et ainsi jouer 

un rôle dans l’infection (Cormier et al. 2004). Après attachement à différentes molécules de 

surface sur la cellule (HSPG, LDL-R, SR-B1/Cla1), le VHC interagit avec CD81, entrainant 

la formation d’un complexe CD81/SR-B1 qui est dirigé vers les jonctions serrées où il 

interagit avec Claudine et occludine (Evans et al. 2007; Ploss et al. 2009). Il a été démontré 

(modèles HCVpp et HCVcc) que l’internalisation des particules virales dans la cellule est 

clathrine-dépendante (Meertens et al. 2006; Blanchard et al. 2006). La fusion des 

glycoprotéines d’enveloppe  virale avec la membrane endosomale se fait au sein des 

endosomes après acidification (pH optimal : 5,5) (Meertens et al. 2006; Perrault 2009). Le 

mécanisme d’entrée du VHC semble dépendre de la composition en lipides de la MP, de 

l’enveloppe virale et des lipoprotéines associées aux particules virales. Mais si ces récepteurs 

semblent jouer un rôle majeur dans l’entrée du VHC dans la cellule, la séquence 

d’événements conduisant à l’infection des hépatocytes humains reste encore mal connu. La 

majeure partie du VHC infectieux est associé à des lipoprotéines, principalement des LDL et 

des VLDL (Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 

2005). Les lipoprotéines ont un rôle clé dans l’infection par le VHC : en effet, seules les 

fractions de faible densité contenues dans le sérum de patients infectés sont capables de 

transmettre l’infection aux chimpanzés (Bradley et al. 1991) et sont plus infectieuses in vitro 

(Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005; Lindenbach, Meuleman et al. 2006). De plus, 

l’infection chronique induit des changements dans le métabolisme lipidique du patient, tels 

qu’une diminution du taux de lipoprotéines sériques ou l’accumulation de lipides dans les 
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cellules du parenchyme hépatique (stéatose) (Roingeard 2008). Le fait que le cycle viral du 

VHC soit associé au métabolisme des lipoprotéines pourrait avoir des implications cruciales 

dans l’entrée virale, la morphogénèse et de développement de la persistance virale.  

Du point de vue de l’entrée virale, CD81 et SR-B1/Cla1 se lient à la glycoprotéine 

d’enveloppe E2 et médie l’entrée de pseudotypes viraux exprimant les glycoprotéines 

d’enveloppe E1E2 à leur surface. Néanmoins, notre équipe a mis en évidence le rôle des 

lipoprotéines dans l’interaction du VHC avec le récepteur SR-B1/Cla1. Cette association du 

virus avec les lipoprotéines permet l’entrée virale et pourrait jouer un rôle protecteur pour le 

virus face à la présence d’anticorps neutralisants (Maillard et al. 2006). De plus, d’autres 

récepteurs aux lipoprotéines comme le LDL-R (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 

2005; Molina et al. 2007) ainsi que des molécules non-spécifiques impliquées dans l’entrée 

des lipoprotéines dans la cellule, les HSPG, sont également impliqués dans l’entrée du VHC 

dans la cellule. Nous avons aussi montré que les anticorps anti-ȕ lipoprotéines inhibent 

efficacement l’infection par HCVcc (Andreo et al. 2007). Aizaki a également mis en évidence 

le rôle essentiel du cholestérol et des sphingolipides associés au VHC dans l’internalisation du 

virus (Aizaki et al. 2008). En outre, l’infectiosité du VHC est régulé par ApoC1, Apo 

prédominante dans les HDL (Meunier et al. 2005) et également actrice importante de la fusion 

membrane cellulaire-VHC (Dreux et al. 2007). En 2009, il a aussi été montré que l’ApoE 

associée au VHC facilite l’entrée du virus par interaction avec le LDL-R (Owen et al. 2009). 

Puisque toutes ces Apo (B, E et C1) sont des composants majeurs des VLDL, ces différentes 

études soulignent le rôle des lipoprotéines et de leurs composants dans l’entrée du VHC (Ye 

2007; Gastaminza et al. 2008).  

 

La LPL appartient à la famille des triglycérides-lipases (Tableau 3). Elle est synthétisée par 

les cellules musculaires, les adipocytes et les macrophages et devient active à la surface de 

l’endothélium vasculaire. La LPL agit principalement comme une triacylglycérol hydrolase, 

hydrolysant les TG des lipoprotéines riches en ApoB comme les chylomicrons ou les VLDL. 

La LPL dimérique médie la clearance des TRL de la circulation par une fonction de pontage 

entre les lipoprotéines et les HSPG présents à la surface cellulaire. Elle cible les TRL dans le 

foie, où elles sont internalisées puis dégradées par les hépatocytes. Cette fonction ne requiert 

pas l’activité lipolytique de la LPL (cf Figure 21) (Mead et al. 2002; Merkel et al. 2002). 

 

Les études menées dans l’Unité Hépacivirus et Immunité Innée ont montré que la LPL médie 

la liaison et l’internalisation du VHC naturel (Andreo et al. 2007). Le mécanisme d’entrée  
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cellulaire du virus associé aux lipoprotéines est similaire au mécanisme conduisant à la 

clearance hépatique des lipoprotéines de la circulation médiée par la LPL (cf Figure 32). En 

effet, nos études ont montré que la LPL, ajoutée comme ligand exogène à divers types de 

cellules dont des cellules CHO ou des cellules d’hépatome humain, permet l’entrée et 

l’internalisation du virus dans ces cellules. Ce processus dépend de la LPL car il est inhibé de 

façon spécifique par des anticorps anti-LPL. L’interaction de la LPL avec le VHC naturel est 

dépendante de la présence des lipoprotéines associées aux particules virales et peut être 

bloquée par des anticorps anti-ȕ lipoprotéines. En accord avec l’équipe de Zheng qui a montré 

que les HSPG présents à la surface cellulaire jouent un rôle essentiel dans la stabilité et 

l’activité de pontage de la LPL (Zheng et al. 2006; Williams 2008), nos études ont montré que 

les HSPG sont requis dans l’interaction VHC-cellule médiée par la LPL. En effet, la LPL 

n’augmente pas l’attachement du virus aux cellules CHO déficientes en HSPG ou traitées par 

de l’héparinase, enzyme digérant les HSPG. Les HSPG ont été proposés comme récepteur 

« primaire » du VHC naturel (récepteur peu spécifique mais abondant à la surface des 

cellules). En effet, les pseudoparticules virales portant les glycoprotéines d’enveloppe E1E2 à 

leur surface interagissent avec les HSPG de la surface cellulaire, par la protéine E2, et les 

HSPG sont probablement impliqués dans l’interaction du HCVcc avec la cellule 

(Koutsoudakis et al. 2006; Morikawa et al. 2007). Nos données suggèrent que le VHC peut 

également se lier indirectement aux HSPG présents à la surface cellulaire, via la LPL et les 

lipoprotéines associées aux particules virales.  

Nous avons également démontré que la LPL humaine endogène surexprimée par la lignée 

monocytaire THP1 différenciée en macrophages après induction par dexaméthasone, 

permettent l’association du VHC à la cellule, alors que la LPL provenant de Pseudomonas sp. 

n’a aucun effet, ni sur l’interaction du virus avec la cellule, ni sur l’infection. Le mécanisme 

d’action de la LPL sur le VHC est donc spécifique de l’enzyme humaine ou bovine, qui sont 

hautement homologues. 

La LPL existe sous une forme dimérique enzymatiquement active et monomérique 

catalytiquement inactive et incapable de médier le pontage (Merkel et al. 1998). La forme 

monomérique est dominante dans le sang où la LPL circule majoritairement associée aux 

VLDL. In vivo, il semble y avoir un équilibre régulant la formation de dimères et monomères, 

équilibre probablement maintenu grâce au pouvoir stabilisateur des HSPG à la surface des 

cellules (Lookene et al. 2004). In vitro, la forme dimérique est instable, les modifications de 

température et de pH entrainant sa dissociation en monomères. Nous avons montré l’effet de  
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la température sur la structure de la LPL par des tests ELISA, spécialement conçus pour 

détecter la forme dimérique ou monomérique de la LPL, impliquant l’anticorps monoclonal 

anti-LPL 5D2. Notre étude a confirmé que la structure dimérique de la LPL donc est 

indispensable à sa fonction enzymatique et sa fonction de pontage entre les lipoprotéines et 

les HSPG présents à la surface cellulaire, fonction conduisant à la clearance hépatique des 

lipoprotéines (Merkel et al. 2002). 

Dans nos études du virus sérique, nous avons également montré que la THL, inhibiteur 

spécifique de la LPL se liant de façon covalente au site actif de l’enzyme sans affecter sa 

structure dimérique (Lookene et al. 1994), inhibe l’interaction du virus naturel médié par la 

LPL avec les cellules CHO, les cellules d’hépatome et les macrophages dérivés de THP1. Ces 

résultats suggèrent que la structure dimérique et l’activité catalytique de la LPL sont toutes 

deux requises pour l’interaction LPL-dépendante entre le virus naturel d’origine sérique et la 

cellule.  

Nous avons aussi montré que la majeure partie du VHC est internalisé dans les cellules Huh7 

en présence de LPL, par l’utilisation de chloroquine, agent lysomotrope bloquant les voies 

d’endocytose. Ces études ont montré que la LPL est un médiateur d’entrée du VHC dans la 

cellule par des mécanismes qui impliquent la formation d’un pont entre les lipoprotéines 

associées aux particules virales et les HSPG à la surface de la cellule. Ce mécanisme, 

similaire à la fixation et l’internalisation des lipoprotéines dans les cellules hépatiques, 

conduit à l’internalisation du virus dans la cellule. 

 

Dans le contexte du développement d’un système de culture du VHC in vitro, en 2005 (noté 

HCVcc ou JFH-1), nous nous sommes donc intéressés au rôle de la LPL et des lipoprotéines 

associées au virus dans l’infection de la cellule par le VHC. De façon étonnante, nos données 

montrent que la LPL induit une inhibition significative de l’infection par le HCVcc in vitro. 

La LPL affecte les stades précoces de l’infection, car lorsque celle-ci est ajoutée aux cellules 

2h après infection, elle n’induit aucun effet inhibiteur. Nous avons considéré la possibilité que 

l’inhibition de l’infection par le HCVcc pouvait résulter de l’action lipolytique de la LPL, 

comme cela avait été précédemment décrit pour le VHC d’origine sérique avec la LPL de 

Pseudomonas sp. (Thomssen 2002). Cependant, nous n’avons pas observé d’effet significatif 

de la LPL sur l’infectiosité du HCVcc lorsque le virus est pré-incubé avec la LPL jusqu’à 4h à 

37°C avant infection des cellules. L’ensemble de ces données suggère que la LPL médie 

l’entrée virale par un mécanisme similaire à celui de la clearance hépatique des TRL de la 

circulation, entrainant le virus dans une voie non productive.  
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Ces résultats constituent une ouverture dans l’étude des mécanismes de l’entrée du VHC et 

suggèrent ainsi que la LPL pourrait moduler l’infectiosité du VHC in vivo, entraînant le virus 

dans une voie abortive de l’infection. Ceci fait partie de nos études suivantes (Article 2). 

 

Ces données ont fait l’objet de la première publication à laquelle j’ai participé « Lipoprotein 

lipase mediates hepatitis C virus (HCV) cell entry and inhibits HCV infection » publiée 

dans Cellular Microbiology en 2007 (Andreo et al. 2007). 
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Figure 33 : Approche expérimentale pour l�étude du rôle de la LPL sur l�infection par le 

VHC, in vitro et in vivo 
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Face aux résultats obtenus pour le virus sérique et aux observations préliminaires concernant 

l’action de la LPL sur l’infection par le HCVcc, il nous a paru important d’examiner les effets 

de la LPL sur l’infection des cellules hépatiques dans des conditions plus proches des 

conditions physiologiques.  

 

La lignée hépatocytaire Huh7 et ses dérivés ont en effet des caractéristiques très éloignées de 

celles des hépatocytes humains, cellules quiescentes hautement différenciées. Elles ont perdu 

une grande partie de leur phénotype hépatocytaire. Leur prolifération est anormale, leur 

expression génique dérégulée, elles présentent des dysfonctions mitochondriales, une 

endocytose et des voies de signalisation aberrantes, de profondes modifications de la sécrétion 

de VLDL et une faible production d’IFNȕ (Buck 2008). Les souris humanisées représentent 

par conséquent le seul modèle in vivo d’infection par le VHC mimant l’infection naturelle 

d’hépatocytes humains primaires différenciés avec un métabolisme lipidique normal. Les 

souris uPA-SCID sont transgéniques pour un gène provoquant la surexpression dans le foie 

d’un activateur du plasminogène. Ces souris sont croisées avec des souris immuno-déficientes 

SCID, permettant la greffe d’hépatocytes humains et conférant un avantage réplicatif aux 

hépatocytes transplantés. Ces souris, dites « humanisées », peuvent être facilement infectées 

par le VHC (Figure 33). 

 

Dans cette étude, nous avons donc recherché dans des modèles de réplication du VHC in vitro 

et in vivo si la LPL peut effectivement agir comme un inhibiteur de l’infection par le VHC. 

Nous avons ainsi utilisé deux souches virales, JFH-1 et J6/JFH-1, pour analyser l’effet de la 

LPL sur deux types de virus se répliquant facilement in vitro. Les résultats obtenus ont montré 

que la LPL inhibe de façon significative (jusqu’à 90%) l’infection des cellules Huh7.5 par les 

souches virales JFH-1 et J6/JFH-1 produites en culture cellulaire. Pour répondre à la question 

de l’influence de la LPL sur l’infection par ces mêmes virus produits dans les hépatocytes 

primaires, dans des conditions plus physiologiques, les mêmes souches de HCVcc ont été 

injectées aux souris uPA-SCID humanisées. Nos résultats montrent que la LPL exerce le 

même effet inhibiteur sur les souches virales produites dans des hépatocytes humains 

primaires greffés chez les souris uPA-SCID humanisées.  

L’analyse des virus produits in vitro et in vivo devrait répondre à la question quelle population 

du virus est inhibée par la LPL et si les virus produits in vitro et in vivo ont les mêmes 

propriétés physicochimiques. L’ultracentrifugation des échantillons viraux en gradient 

d’iodixanol révèle que les deux souches JFH-1 et J6/JFH-1 peuvent être séparées en deux  
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populations, comme le montre la détection de la protéine de capside dans les différentes 

fractions du gradient. La population « légère » est retrouvée à une densité moyenne de 

1,03g/ml alors que la seconde, plus abondante, a une densité moyenne de 1,086g/ml. Ces 

deux populations colocalisent avec ApoB et le cholestérol et leur densité confirme leur 

association avec les lipoprotéines. Ces densités sont similaires à celles rapportées pour le 

virus naturel provenant de sérum de patient infecté (Nielsen et al. 2006) même si les 

proportions de virus dans ces fractions sont différentes selon les patients. Une distribution 

similaire d’ApoB et de cholestérol a été retrouvée dans le surnageant de culture de cellules 

non infectées. Ces données suggèrent que la densité d’une population virale pourrait être liée 

à la composition en lipoprotéines sécrétées par les cellules produisant le virus. La population 

de plus faible densité est plus infectieuse que celle de densité plus forte (100 fois pour JFH-1 

et 1000 fois pour J6/JFH-1). Néanmoins, ces deux populations virales sont inhibées de la 

même façon par la LPL, suggérant que la composition lipidique de ces populations virales 

n’influence pas l’action de la LPL sur l’infectiosité du VHC.  

Le pic majeur de virus détecté dans le sérum fractionné provenant des souris uPA-SCID 

inoculées avec JFH-1 présente une densité plus faible que celle du pic correspondant pour 

cette même souche virale produite in vitro (1,053 vs 1,086g/ml). Ces observations suggèrent 

que le virus produit in vivo pourrait avoir  une densité différente de celle du virus produit in 

vivo, en accord avec les observations précédentes (Lindenbach et al. 2006). Néanmoins la 

densité de la deuxième souche virale, J6/JFH-1, produite chez les souris a la même densité 

que le virus initial produit dans les cellules Huh7.5, suggérant que la densité du virus dépend 

également de la composition des glycoprotéines d’enveloppe qui sont différentes pour ces 

deux virus. 

Cette série d’expériences a montré que l’effet délétère de la LPL sur l’infectiosité du virus 

produit in vitro ou in vivo ne dépend pas de son activité catalytique, puisque la THL, 

inhibiteur de l’activité catalytique de l’enzyme, ne modifie pas l’effet de la LPL, aussi bien 

sur le virus produit in vitro qu’in vivo. Les différences obtenues dans cette étude 

comparativement à l’étude précédente pourrait être dues à l’utilisation de la préparation 

commerciale de THL (le solvant agissait sur l’infection dans l’étude précédente). Des études 

complémentaires pour expliquer ces observations sont en cours. 

 

Les données des deux articles suggèrent que l’effet de la LPL sur l’infection par le VHC est 

donc dû à sa fonction de pontage médiant la clearance hépatique des lipoprotéines, et donc  
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aussi du virus associé aux lipoprotéines. Ces données suggèrent par conséquent que la LPL, 

indépendamment de son activité enzymatique, pourrait agir comme un inhibiteur naturel de 

l’infectiosité du VHC selon un mécanisme similaire à celui de la clearance hépatique des 

lipoprotéines de la circulation. La LPL mène probablement le VHC vers une voie alternative 

d’entrée dans la cellule, vraisemblablement la voie de dégradation des lipoprotéines, 

conduisant ainsi à une infection abortive.  

Ces résultats font l’objet d’un article actuellement soumis : « Lipoprotein lipase inhibits cell 

infection by Hepatitis C Virus produced in cell culture and in uPA-SCID mice engrafted 

with human primary hepatocytes » (Walic et al, soumis).  
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ROLE DU RESEAU DE MICROTUBULES DANS L�ENTREE DU VHC 

ET LES ETAPES PRECOCES DE L�INFECTION 

 

 

Après traduction de la polyprotéine virale, la protéine de capside est dirigée vers le RE par 

une séquence peptide signal située entre la protéine de capside et la glycoprotéine 

d’enveloppe E1. La protéine de capside du VHC est une phosphoprotéine basique. Sa 

maturation requiert l’intervention de deux protéases cellulaires. Une signal peptidase clive 

tout d’abord au niveau de la jonction peptide signal/E1, libérant la partie Nt de E1 et donnant 

la forme immature de la protéine de capside. Sa forme mature est générée après clivage du 

peptide signal situé en Ct par une signal peptide peptidase du RE. La protéine de capside est 

libérée de la membrane du RE et va aller se lier aux LD. Elle est constituée d’un domaine D1 

hydrophile qui comprend les aa 1 à 120, impliqué dans la liaison à l’ARN et l’homo-

oligomérisation, d’un domaine D2 qui se termine par l’aa 179 et cible la protéine aux LD et 

sous sa forme immature d’un domaine III (ancrage, peptide signal). Les résidus 112 à 152 

permettent son association aux membranes du RE ou des mitochondries (McLauchlan 2009). 

La protéine de capside est à la fois un constituant structural du virus et un facteur 

pathogénique. Elle interagit avec de multiples protéines cellulaires, conduisant à 

d’importantes altérations de la signalisation de la cellule hôte : affecte le métabolisme 

lipidique tel qu’en atteste la présence de stéatose, entraine une résistance à l’insuline et le 

développement de HCC (Mori et al. 2008). Cet effet peut être dû à son association aux LD 

entrainant leur accumulation dans le cytoplasme. L’interaction de la protéine de capside avec 

les LD a été prouvée dans le modèle de culture cellulaire HCVcc. Cette association pourrait 

jouer un rôle de « plateforme » concentrant les éléments viraux et cellulaires essentiels à 

l’assemblage des particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007; McLauchlan 2009). 

 

Les microtubules sont des constituants dynamiques essentiels du cytosquelette.  Ce sont des 

polymères polarisés composés d’hétérodimères de tubuline Į/ȕ. Ils alternent des phases de 

polymérisation et dépolymérisation dépendantes du phénomène d’instabilité dynamique. Le 

transport actif par les microtubules est bidirectionnel et implique la présence de protéines 

moteurs dirigées vers les extrémités positive ou négative : la kinésine et la dynéine. Un autre 

phénomène du transport cytosolique faisant intervenir les microtubules, nommé 

« treadmilling », implique une polymérisation à l’extrémité positive et une dépolymérisation 
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 à l’extrémité négative, après coupure des microtubules par la katénine cellulaire (Figure 27).  

 

Les microtubules ont d’importantes fonctions dans le cycle viral de nombreux virus. Le 

transport cytoplasmique sur les microtubules donne en effet les moyens aux virus d’atteindre 

les sites de réplication ou leur permet, une fois assemblés, d’être libérés de la cellule. De plus, 

l’intégrité des microtubules est essentielle à la morphogénèse virale et à la sécrétion des 

particules virales par les cellules infectées (Dohner et al. 2005). Des techniques de 

vidéomicroscopie ont ainsi permis l’observation de mouvements des virus sur les 

microtubules (Greber 2006). De nombreuses interactions ont également été observées entre 

les protéines virales de divers virus tels que HSV1, CMV, HIV-1, rage, adénovirus, 

parvovirus, SV40, influenza, VHB, vaccine et les protéines associées aux microtubules 

(Dohner et al. 2005). Durant l’infection, certains virus sont transportés sur les microtubules à 

l’intérieur de vésicules membranaires alors que d’autres utilisent la machinerie des 

microtubules pour leur transport via l’interaction de protéines virales avec les protéines 

moteurs ou d’autres protéines associées aux microtubules.   

 

Des études antérieures ont démontré que le cytosquelette est impliqué dans la réplication du 

VHC du fait que la formation des complexes de réplication du virus soit étroitement liée à 

l’organisation dynamique du RE, des filaments d’actine et du réseau de microtubules (Lai et 

al. 2008; Wolk et al. 2008). L’équipe de McLauchlan a proposé un modèle décrivant le rôle 

putatif de l’association protéine de capside/LD dans le cycle viral du VHC : la perte de 

l’ADRP induit un déséquilibre entre les protéines motrices, ce qui conduit au déplacement des 

LD vers la périphérie nucléaire, près du MTOC. En présence d’ADRP, les LD peuvent 

interagir avec les microtubules par l’intermédiaire des protéines motrices (dynéine). Il en 

résulte une distribution uniforme des LD. Lorsque la protéine de capside se lie aux LD, 

l’ADRP se dissocie de la surface des LD. La redistribution des LD autour du MTOC résulte 

en une forte promiscuité de la protéine de capside avec le lieu de réplication de l’ARN viral, 

au niveau des invaginations de la membrane du RE ou « membranous web » (complexes de 

réplication). Cette promiscuité facilite le transfert de la protéine de capside au RE et son 

interaction avec l’ARN viral, pour former la nucléocapside (Boulant et al. 2008). En outre, le 

rôle essentiel des LD et par conséquent des microtubules dans la production de particules 

virales infectieuses est lié à l’agrégation de complexe de réplication au niveau de ces LD et du 

« membranous web » (Miyanari et al. 2003; Boulant et al. 2008; Roingeard 2008; Ogawa et 

al. 2009). 
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Le VHC induit un rapprochement des membranes de LD et du « membranous web ». La 

protéine de capside associée aux LD recrute les protéines non-structurales au niveau du 

complexe de réplication, de façon à synthétiser le virus (Miyanari et al. 2007). De plus, les 

glycoprotéines d’enveloppe y sont localisées. L’assemblage du virion peut alors débuter. Ce 

dernier utilise ensuite le réseau de microtubules pour aboutir à sa sécrétion. Le rôle exact des 

microtubules dans l’entrée du VHC dans la cellule et dans l’initiation d’une infection 

productive n’a pas encore été abordé. Nous avons donc investigué ce sujet sur le système 

d’infection en culture cellulaire HCVcc.  

 

Nous avons mis en évidence que les étapes initiales du cycle viral du VHC sont sensibles à 

des réactifs affectant les microtubules, tels que la vinblastine qui en inhibe la polymérisation, 

le nocodazole qui les dépolymérisent ou encore le paclitaxel qui les stabilisent. L’inhibition 

de l’infection observée suite à l’action de ces substances suggère que le phénomène 

d’instabilité dynamique des microtubules est impliqué dans l’internalisation du VHC et les 

étapes précoces de transport du virus (étapes post-fusion). 

 

Premièrement, nous présentons la preuve que le réseau de microtubules joue un rôle capital 

dans l’entrée du VHC dans la cellule et dans les étapes précédant la fusion, en utilisant le 

modèle HCVpp, en collaboration avec l’équipe de Dubuisson. Nous démontrons que les 

étapes précoces d’internalisation du virus, depuis son attachement à la surface de la cellule 

jusqu’à la fusion des glycoprotéines d’enveloppe virales dans un compartiment endosomal, 

dépendent de l’intégrité du réseau de microtubules. En effet, la vinblastine, qui bloque 

l’infection par HCVpp, diminue également l’entrée virale d’autres pseudoparticules virales 

telles que VSV-Gpp qui requiert un transport endosomal dépendant des microtubules.  

Deuxièmement, nous avons posé la question si des étapes post-fusion du cycle viral, 

conduisant à une infection productive, dépendent également du transport sur les microtubules. 

Nous avons montré que l’étape post-entrée du cycle viral, après fusion de l’enveloppe virale, 

dont la fin est estimée à 2h après l’initiation de l’infection, requiert des microtubules 

fonctionnels. Une diminution significative de la production de virus a été observée lorsque de 

la vinblastine était ajoutée à différents temps, ceci jusqu’à 4h post-infection.  

Ces données montrent qu’un réseau de microtubules intact est requis lors des évènements 

précoces du cycle viral du VHC, et probablement après la libération de la nucléocapside virale 

et son transport précoce. L’effet de ces réactifs affectant les microtubules est concentration- 
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dépendante et pourrait donc refléter les mécanismes impliqués dans l’interaction du virus avec 

les microtubules. Nous avons observé un effet significatif de la vinblastine et du nocodazole 

sur l’initiation de l’infection, même lorsque leur concentration était très faible. En effet, à des 

concentrations micromolaires, le nocodazole induit une dépolymérisation des microtubules et 

la formation d’agrégats de tubuline. A de faibles concentrations, il supprime l’association et la 

dissociation de la tubuline, stabilisant les microtubules, mais n’altère pas l’équilibre entre les 

polymères de microtubules et la tubuline soluble. De même, des concentrations nanomolaires 

de vinblastine n’entrainent pas de changements majeurs dans la structure des microtubules. 

Cependant, à ces concentrations, la vinblastine est connue pour supprimer l’instabilité 

dynamique et le mécanisme de treadmilling des microtubules. Le paclitaxel a également un 

effet inhibiteur significatif sur l’établissement d’une infection productive. L’ensemble de ces 

données suggère donc que le transport précoce du virus dépend de l’instabilité dynamique 

et/ou du treadmilling des microtubules.  

 

Notre groupe a démontré une propriété unique de la protéine de capside du VHC : sa capacité 

d’interagir avec la tubuline Į et ȕ. Au moyen d’analyses par protein chips (SELDI-TOF) et 

d’expériences de coprécipitation suivies de spectrométrie de masse (MALDI-TOF), la 

tubuline Į et ȕ ont été identifiées comme partenaire cellulaire de la protéine de capside. Des 

analyses par résonance magnétique de surface (SPR, BIAcore) ont confirmé la liaison directe 

de la partie Nt de la protéine de capside, avec une très forte affinité (constante de dissociation 

K=75nM), aux hétérodimères de tubuline Į/ȕ, via le domaine D1 (aa 2 à 117). Plus important, 

la protéine de capside, et précisément son domaine I, augmente la polymérisation des 

microtubules in vitro. Nous avons montré par microscopie électronique la protéine de capside 

associée, au moins temporairement, aux microtubules polymérisés in vitro en sa présence.  

En analysant des cellules transfectées, des études en microscopie confocale ont permis 

d’observer la juxtaposition de celle-ci avec les microtubules dans les cellules infectées par le 

VHC, même si la colocalisation parfaite n’a pas pu être observée par ces techniques.  

Nos études suggèrent que l’établissement d’une infection productive par le VHC requiert un 

processus dynamique dirigé par la polymérisation des microtubules. Un tel mécanisme a été 

rapporté pour le VHB du canard (Funk et al. 2004) ou le HHP-8 (Naranatt et al. 2005). En 

effet, pour ces virus, les étapes précoces de l’infection, succédant l’entrée virale, dépendent de 

la présence d’un réseau intact de microtubules dynamiques.  
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Nos résultats montrent le rôle essentiel des microtubules dans les étapes précoces de 

l’infection. Ils suggèrent que le VHC pourrait exploiter le réseau de microtubules et en 

particulier les mécanismes de polymérisation de façon à optimiser le transport viral et / ou 

l’assemblage du virus, pour obtenir une infection productive de la cellule. La protéine de 

capside pourrait jouer un rôle capital dans ces mécanismes. 

Par conséquent, les microtubules pourraient fournir une nouvelle cible thérapeutique contre 

l’infection par le VHC. 

 

Ces résultats ont fait l’objet d’une publication, « Initiation of Hepatitis C Virus Infection 

Requires the Dynamic Microtubule Network - ROLE OF THE VIRAL 

NUCLEOCAPSID PROTEIN », dans Journal of Biological Chemistry, en 2009 (Roohvand 

et al. 2009).  
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Des avancées significatives ont été faites au cours des dernières années pour comprendre les 

étapes précoces de l’infection de la cellule par le VHC. Le développement du système de 

culture du VHC in vitro a permis de mettre en évidence le rôle de candidats récepteurs dans 

l’infection. Néanmoins, les étapes clés du cycle viral restent à élucider concernant 

l’attachement, les interactions moléculaires entre le virus et ses récepteurs, le processus 

d’internalisation menant à la fusion, ainsi que le transport de la nucléocapside virale vers le 

site de réplication.  

Le VHC représente un nouveau modèle d’interaction virus-cellule dû au rôle essentiel des 

lipoprotéines dans l’infection et le cycle viral. L’entrée virale, la réplication, l’assemblage et 

la sécrétion du virus sont directement liés au métabolisme des lipides et des lipoprotéines. 

L’association des éléments viraux avec les gouttelettes lipidiques conditionne la 

morphogenèse des particules virales infectieuses et l’association avec les VLDL représente un 

événement essentiel pour la sécrétion du virus à partir de cellules infectées. 

 

Dans notre but d’étudier les interactions du VHC avec la cellule hôte et les étapes précoces de 

l’infection, nous avons cherché à répondre aux questions suivantes : 

- l’étroite relation entre le VHC et le métabolisme lipidique implique-t-il un rôle de la 

lipoprotéine lipase, une enzyme clé dans le métabolisme des lipoprotéines, dans 

l’entrée du VHC dans sa cellule cible et dans l’infection ? 

- quel est le rôle du réseau de microtubules dans l’entrée du virus dans la cellule et dans  

le transport de ses composants, à des phases précoces de l’infection ? 

- est-il possible de viser ces étapes clés du cycle viral pour prévenir ou atténuer 

l’infection ? 

 

Si nous n’avons pas fourni des réponses définitives à toutes ces questions, l’ensemble de nos 

travaux apporte des éléments nouveaux sur la compréhension des étapes précoces du cycle 

viral du VHC, en particulier sur l’importance des lipoprotéines associées au virus et la 

nécessité pour le virus d’un réseau de microtubules fonctionnel et dynamique dans l’initiation 

d’une infection productive.  

 

Il est connu depuis des années que le VHC circulant dans le sérum de patients présente un 

profil de densité très hétérogène. La majeure partie des particules virales est associée aux 

lipoprotéines : VLDL et LDL (Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999; 

André et al. 2002). Les lipoprotéines ne sont pas simplement associées au VHC, mais elles  
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Figure 34 : Rôle de SR-B1 dans l�entrée du VHC naturel. D�après Maillard, FASEB 

(Maillard et al. 2006) 
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font partie intégrante des particules virales (Nielsen et al. 2006). En effet, en accord avec ces 

observations, il a été démontré plus récemment que l’assemblage et la sécrétion des particules 

virales suit la voie d’assemblage et de sécrétion des VLDL : la sécrétion du VHC est inhibée 

par des siRNA dirigés contre l’ApoB ou l’ApoE (Chang et al. 2007; Huang et al. 2007). La 

fraction virale provenant de sérum de patients et associée aux lipoprotéines est la plus 

infectieuse chez le chimpanzé (Bradley et al. 1991) et dans les systèmes de culture cellulaire 

in vitro (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005). Notre équipe a montré que le VHC 

présent dans le sérum de patients interagit avec le récepteur SR-B1, conduisant à 

l’internalisation du virus, et que cette interaction fait intervenir les VLDL et LDL associées 

aux particules virales (Maillard et al. 2006). Ainsi, les lipoprotéines associées au virus 

favorisent l’entrée du VHC dans la cellule. Elles peuvent également masquer les épitopes 

essentiels en protégeant le virus contre des anticorps neutralisants et par conséquent participer 

aux mécanismes d’échappements du virus au contrôle immunologique de l’hôte (Figure 34). 

Ces observations sont en accord avec la coexistence d’anticorps anti-enveloppe avec le virus 

dans le sérum de patients infectés, rendant inefficace l’action neutralisante des anticorps et 

constituant un argument majeur pour expliquer le phénomène de persistance virale (von Hahn 

et al. 2007).  

 

L’infection par le HCVcc produit in vitro, même si ce système ne correspond pas exactement 

à l’infection naturelle, dépend également des lipoprotéines. En effet, nous avons montré que 

les anticorps anti-ȕ lipoprotéines inhibent l’infection par le HCVcc (Andreo et al. 2007). De 

plus, l’infectiosité du VHC est régulée par ApoC1 (Dreux et al. 2007). Le cholestérol ainsi 

que les sphingolipides associés au HCVcc sont critiques pour la maturation et le potentiel 

infectieux du virus (Aizaki et al. 2008). Toutes ces études soulignent le rôle crucial des 

lipoprotéines dans l’infection par le VHC.  

 

Le rôle essentiel des lipoprotéines et de leurs récepteurs dans l’entrée du VHC dans la cellule 

nous a amenés à nous interroger sur le rôle possible de la LPL dans l’entrée du VHC dans la 

cellule. La LPL joue un rôle central dans le métabolisme des lipoprotéines. Cette enzyme 

exerce deux fonctions essentielles (Mead et al. 2002). Premièrement, la LPL hydrolyse les 

triglycérides dans les lipoprotéines riches en TG comme les chylomicrons et les VLDL, 

fournissant des acides gras libres pour les tissus périphériques, en particulier le tissu adipeux 

et les muscles. La lipolyse par la LPL est activée par ApoC2, alors qu’ApoC3 agit comme  
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Figure 35 : mécanisme d�action de la LPL sur l�entrée du VHC 
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inhibiteur de ce processus (Mead et al. 2002). La LPL est synthétisée par le tissu adipeux ou 

les muscles et est majoritairement transférée à la surface luminale de l’endothélium 

vasculaire, où elle se lie aux TRL et les hydrolyse. Elle est fonctionnelle uniquement sous 

forme dimérique. Les dimères de LPL sont attachés aux HSPG ou à GPIHBP1 (Beigneux et 

al. 2009) localisés à la surface de l’endothélium vasculaire, un lieu clé de la lipolyse des TRL 

par la LPL.  

 

Deuxièmement, la LPL cible les TRL vers le foie et médie leur clairance de la circulation en 

facilitant leur entrée via les récepteurs hépatiques (Mead et al. 2002; Zheng et al. 2006). 

Après lipolyse, les lipoprotéines diminuées en taille et enrichies en ApoE (« remnants » de 

VLDL) sont internalisées par les hépatocytes via les HSPG ou une autre voie dépendant des 

HSPG et du LDL-R ou du LRP, ou en l’absence de ces récepteurs par SR-B1 (Hu et al. 2008). 

En particulier, les chaînes de HSPG exprimées sur les hépatocytes présentent une plus grande 

affinité pour la LPL que les HSPG des autres tissus, ce qui explique que l’injection de la LPL 

chez la souris résulte en une clairance hépatique rapide des lipoprotéines (Zheng et al. 2006). 

En dehors de son activité enzymatique, la LPL augmente la clairance hépatique des 

chylomicrons et des VLDL par un mécanisme impliquant la formation d’un pont par la LPL 

dimérique entre les lipoprotéines et les HSPG présents à la surface cellulaire, ce qui 

correspond à une voie rapide de clairance hépatique.  

 

Nos recherches ont apporté de nouvelles preuves du rôle indispensable des lipoprotéines 

associées aux particules virales dans la régulation de l’infectiosité du VHC. Tout d’abord, 

nous avons mis en évidence le rôle de la LPL comme médiateur de l’attachement et 

l’internalisation du virus naturel dans différents types cellulaires, dont la cellule hépatique 

(Andreo et al. 2007). Dans cette étude, nous avons démontré que le mécanisme d’action de la 

LPL sur le VHC naturel provenant du sérum de patient était analogue à la clairance hépatique 

des lipoprotéines sériques. La LPL se lie aux lipoprotéines associées au virus (son action est 

inhibée par des anticorps anti-ȕ lipoprotéines) et aux HSPG présents à la surface cellulaire. 

Seule la LPL dimérique est apte à interagir avec le virus (des tests ELISA ont permis de 

différencier les formes monomériques et dimériques de la LPL). L’action de la LPL induit 

l’internalisation du virus dans la cellule, de façon analogue à l’internalisation des 

lipoprotéines, ceci grâce à la fonction de pontage de la LPL (Figure 35). 

De façon surprenante, la LPL augmente l’association du virus avec la cellule (aussi bien le 

virus sérique que le HCVcc, même si cette augmentation pour ce dernier est beaucoup moins  
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importante) mais induit une inhibition de l’infection par le HCVcc in vitro (Andreo et al. 

2007). La LPL affecte apparemment uniquement les stades très précoces de l’infection, car 

aucun effet inhibiteur n’est induit lorsqu’elle est ajoutée aux cellules 2h après infection. 

 

L’ensemble de ces données suggérait un rôle inhibiteur de la LPL sur l’infection par le VHC 

(Andreo et al. 2007). Néanmoins, des différences peuvent exister entre le virus produit lors 

d’une infection naturelle in vivo et le HCVcc in vitro, en termes de composition des particules 

virales et de leur association aux lipoprotéines (Bukh 2006; Lindenbach et al. 2006). En effet, 

la cellule Huh7.5, capable de produire des particules virales en culture cellulaire, a un 

métabolisme lipidique défectif, ce qui pourrait influencer les propriétés des particules virales 

produites dans ces cellules. Dans les études suivantes nous avons donc posé la question de 

savoir si la LPL pouvait également inhiber l’infection par le virus produit dans des 

hépatocytes humains primaires ? Nous nous sommes intéressés au rôle de la LPL sur 

l’infection par le virus produit dans des hépatocytes humains primaires, transplantés chez des 

souris uPA-SCID, un des deux modèles in vivo le plus proche de l’infection naturelle 

actuellement disponible (cf chimpanzé). Dans cette deuxième étude (Walic et al. soumis), 

nous confirmons que la LPL agit comme un inhibiteur de l’infectiosité du VHC. Elle inhibe 

de façon significative l’infection des cellules Huh7.5 par les deux souches virales JFH-1 et 

J6/JFH-1 produites en culture cellulaire, et les mêmes souches du virus produites dans des 

hépatocytes humains primaires greffés chez les souris uPA-SCID. 

 

La question suivante que nous nous sommes posés était de savoir quelle population du virus 

était sensible à l’action de la LPL. La composition des populations virales de densité 

différente reste à déterminer. Néanmoins, des techniques de centrifugation dans un gradient 

d’iodixanol ont été élaborées (Nielsen et al. 2007), permettant de séparer des populations 

virales de différentes densités, donc probablement associées aux différents types de 

lipoprotéines. L’ultracentrifugation des échantillons viraux en gradient d’iodixanol a révélé 

que les deux souches virales JFH-1 et J6/JFH-1 produites in vitro peuvent être séparées en 

deux populations : une de faible densité (en moyenne 1,02g/ml) et l’autre de plus forte densité 

(en moyenne 1,07g/ml). Ces deux populations virales colocalisent avec ApoB et le cholestérol 

dans les fractions d’intérêt et leur densité relativement faible confirme leur association avec 

les lipoprotéines. Ces observations sont en accord avec la nécessité pour le virus d’utiliser ces 

composants pour sa structure et sa sécrétion.  
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En accord avec les observations précédentes in vivo (Bradley et al. 1991) et in vitro (Agnello 

et al. 1999; André et al. 2002), nous avons constaté que la population de plus faible densité du 

virus produit in vitro est également plus infectieuse que la population plus dense. Des 

résultats similaires ont été obtenus pour les mêmes souches de HCVcc produit dans le modèle 

de souris uPA-SCID. Les virus produits in vitro ont été également séparés en deux 

populations : la population légère étant toujours beaucoup plus infectieuse (100-1000 fois) 

que la population de densité plus élevée. De plus, une différence a été observée, uniquement 

pour la souche JFH-1, concernant la densité de la fraction majeure du virus produit in vitro et 

in vivo : 1,086 versus 1,045. La souche J6/JFH-1 est différente de la souche JFH-1 du point de 

vue des protéines structurales (bien que les deux souches soient de génotype 2a). En effet, des 

différences de densités sont observées entre deux souches pour la population plus lourde. Les 

différences dans les séquences d’aa des glycoprotéines d’enveloppe pourraient influencer leur 

interaction avec les lipoprotéines, et par conséquent les propriétés physicochimiques du 

HCVcc. 

 

Nous avons constaté que la LPL inhibe l’infection des cellules par ces deux populations 

virales obtenues à partir des virus produits aussi bien in vitro qu’in vivo. Ces observations 

suggèrent que la composition en lipides associés aux particules virales n’influence pas 

significativement l’effet de l’enzyme sur l’infectiosité du VHC. En effet, in vivo  la LPL est 

capable d’augmenter l’entrée cellulaire des différentes lipoprotéines contenant l’ApoB telles 

que les LDL, les VLDL, les chylomicrons et leur « remnants » (Zheng et al. 2006).  

 

Du fait que la LPL présente deux fonctions biologiques, son effet sur l’infection par le VHC 

pourrait être dû soit à son activité enzymatique (et donc à l’induction d’un changement dans 

la composition des lipoprotéines associées au virus), soit à la capacité d’introduire le virus 

dans la cellule sur la voie abortive de l’infection. Effectivement, il a été montré que la LPL de 

Pseudomonas spp. exerçait une activité virolytique sur le VHC provenant du sérum de patient, 

provoquant sa dégradation (Thomssen 2002). Dans notre étude précédente, nous avons 

confirmé cette observation concernant la LPL de Pseudomonas spp. (Andreo et al.  2007), 

mais avons également montré que cet effet virolytique n’était pas retrouvé avec la LPL 

bovine, homologue à la LPL humaine et souvent utilisée pour étudier les propriétés et 

fonctions de la LPL humaine. L’hypothèse d’une dégradation des particules virales par la LPL 

a été également exclue dans notre deuxième étude (Walic et al. soumis) : le traitement du 

virus avec la LPL soluble (non fixée sur les cellules) aux mêmes concentrations et sur une 
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Figure 36 : Modèle d�entrée du VHC dans la cellule médiée par la LPL 
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durée identique aux conditions utilisées pour notre approche cellulaire n’a pas induit de 

changement significatif, à la fois dans la densité et dans la quantité d’ARN viral contenu dans 

les différentes fractions virales. Dans cette dernière étude, nous avons également démontré 

que l’effet inhibiteur de la LPL sur l’infectiosité du VHC, produit aussi bien in vitro qu’in 

vivo, n’était pas sensible à l’action de la THL, inhibiteur de l’activité enzymatique de la LPL. 

Le dosage d’activité enzymatique de la LPL est en cours et il permettra de confirmer cette 

observation. Les différences observées dans cette étude comparativement à notre étude 

précédente pourrait être dûes à l’utilisation des différentes préparations commerciales 

d’inhibiteur enzymatique (THL), ou à une action différente de la LPL sur l’internalisation du 

virus sérique et du HCVcc. Les travaux en cours devraient nous aider à expliquer ces 

différences.  

 

 Nos observations vont donc dans le sens d’un possible effet modulateur de la LPL sur 

l’infectiosité du VHC in vivo. En nous basant sur nos données actuelles, nous pensons que la 

LPL pourrait stimuler une voie non- productive d’entrée du virus dans la cellule, conduisant 

le VHC à la dégradation (Figure 36). Dans ce mécanisme (infection abortive), les complexes 

virus-LPL pourraient être internalisés par une voie de dégradation des lipoprotéines, 

indépendante des récepteurs hépatiques pour le VHC. En suivant la voie LPL-dépendante, les 

« remnants » des lipoprotéines internalisées fusionneraient avec les lysosomes, activant la 

protéolyse et la lipolyse, ce qui produirait du cholestérol utilisé ensuite par les VLDL 

nouvellement synthétisées ou sécrété par la bile. Notre équipe étudie actuellement cette 

hypothèse par des techniques de microscopie électronique. L’étude du rôle de la LPL dans 

l’infection d’hépatocytes humains en culture primaire par le virus naturel provenant du sérum 

de patients infectés ou par HCVcc pourrait également se révéler intéressante. L’étude de 

l’impact de la réduction d’expression des différents récepteurs potentiellement impliqués 

(LDL-R, LRP, etc) à l’aide de siRNA spécifiques nous semble aussi une voie d’intérêt. 

 

Récemment, en collaboration avec d’autres groupes, notre équipe a montré que la LPL 

pouvait jouer un rôle dans les étapes précoces d’infection des cellules par d’autres virus 

hépatotropes tels que le VHB (Deng et al. 2007). De plus, du fait de sa capacité d’interagir 

avec différents types cellulaires, la LPL pourrait jouer un rôle dans le mécanisme d’évasion 

virale, en facilitant l’entrée du virus dans des cellules non sensibles à l’infection, conférant 

ainsi au VHC une protection face à la réponse immune de l’hôte et assurant au virus sa survie  
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et son transport aux cellules permissives. Ces mécanismes pourraient favoriser l’évolution 

vers une infection persistante.  

 

Les travaux effectués dans notre laboratoire permettent par conséquent de mieux définir les 

mécanismes d’entrée du VHC dans la cellule et les étapes précoces de l’infection, et 

soulignent le rôle essentiel des lipoprotéines dans ces mécanismes. Ces observations, liées à 

celles à d’autres équipes, permettent de proposer un mécanisme d’entrée du VHC. La liaison 

du virus à la surface de l’hépatocyte impliquerait en effet les lipoprotéines associées au VHC. 

Celles-ci vont se lier au LDL-R et/ou aux HSPG, ou encore directement à SR-B1. A ce stade 

de l’infection, la LPL pourrait intervenir comme régulateur de l’infection (Budkowska 2009). 

L’interaction du virus avec le complexe SR-B1/CD81 va déclencher une cascade de 

signalisation nécessaire à l’entrée virale (Brazzoli et al. 2008) et à l’initiation de l’infection : 

après transfert au niveau des jonctions serrées et son interaction avec les récepteurs comme 

CLDN-1 et occludine, le VHC est internalisé par voie clathrine-dépendante. Ensuite, les 

glycoprotéines d’enveloppe virale participent à la fusion dans le compartiment endosomal 

(l’ApoB serait également impliquée). La nucléocapside virale est alors libérée dans le 

cytoplasme. 

 

Dans le contexte de l’entrée virale, nos résultats suggèrent également que le VHC exploite le 

réseau de microtubules dans les étapes précoces de l’infection : premièrement avant la fusion, 

et ensuite dans le transport des nucléocapsides dans les étapes post-fusion (Roohvand et al. 

2009). En effet, en utilisant le modèle JFH-1 ainsi que des molécules affectant la dynamique 

des principaux composants du cytosquelette, nous apportons la preuve qu’un réseau de 

microtubules intact et dynamique joue un rôle clé dans ces étapes du cycle viral. La 

vinblastine, qui inhibe la polymérisation de la tubuline, le nocodazole inhibant la 

polymérisation des microtubules, et le paclitaxel qui les stabilise, inhibent les étapes précoces 

de l’infection. La cytochalasine D, un inhibiteur de la polymérisation de l’actine, visant donc 

le transport cellulaire actine-dépendant, n’a quant à elle aucun effet sur l’initiation de 

l’infection dans notre système. 

 

En utilisant des pseudoparticules HCVpp comme modèles des étapes précoces de l’entrée 

virale, nous avons montré que les étapes d’internalisation du virus, depuis son attachement à 

la surface de la cellule jusqu’à la fusion des glycoprotéines d’enveloppe dans un 

compartiment endosomal, dépendent de l’intégrité du réseau de microtubules. 
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Nos études sur le modèle HCVcc ont également montré qu’un réseau de microtubules intact et 

dynamique est requis lors des évènements plus tardifs du cycle viral du VHC, après libération 

de la nucléocapside virale et lors de son transport. L’effet de ces réactifs, pour les 

concentrations utilisées, suggère que le transport précoce du virus dépend de l’instabilité 

dynamique et/ou du « treadmilling » des microtubules. De plus, nos résultats suggèrent que 

ces étapes précoces de l’infection pourraient impliquer une interaction de la protéine de 

capside du VHC avec les microtubules. En effet, nos observations ont prouvé l’existence 

d’une interaction directe entre la tubuline Į/ȕ avec le domaine D1 de la protéine de capside du 

VHC. Ces observations ont été confirmées par des études in vitro, qui ont permis de mettre en 

évidence l’interaction directe de la protéine de capside avec la tubuline par les techniques de 

BIA-core et sa capacité d’augmenter de façon significative la polymérisation des microtubules 

in vitro (Roohvand et al. 2009).  

 

Plusieurs virus utilisent le réseau de microtubules pour le transport de leurs composants, 

l’établissement de l’infection et/ou la sécrétion de particules virales à partir de cellules 

infectées. Néanmoins, le transport de molécules le long des microtubules fait en général 

intervenir des protéines motrices, comme la kinésine ou la dynéine. Ces protéines utilisent de 

l’énergie provenant de l’hydrolyse de l’ATP pour qu’il y ait mouvement du cargo, mais ce 

processus est indépendant des cinétiques de polymérisation et dépolymérisation des 

microtubules. Un autre mécanisme de transport sur les microtubules est le « treadmilling » et 

implique la polymérisation des microtubules à leur extrémité positive et leur dépolymérisation 

à l’extrémité négative, après action de la katénine cellulaire (cf Figure 28). Comme la protéine 

de capside augmente de façon significative la polymérisation des microtubules in vitro, le 

transport intracellulaire de la protéine de capside virale pourrait donc être médié par des 

mécanismes liés à la polymérisation de la tubuline. Cette propriété de la protéine de capside 

constituerait un nouveau paradigme d’interaction virus-cellule en plus de la dépendance du 

cycle viral du VHC au métabolisme des lipides et lipoprotéines de l’hôte.   

  

A l’heure actuelle, seulement trois protéines virales ont été identifiées comme interagissant 

directement avec la tubuline : la protéine Tat du VIH (de Mareuil et al. 2005), une protéine du 

virus de la Mosaïque du Tabac (Boyko et al. 2000) et la protéine de matrice VP40 du virus 

Ebola (Ruthel et al. 2005). Cependant, les mécanismes exacts et le rôle de ces interactions 

dans le transport de ces trois composants viraux restent à élucider.  
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Il a été déjà démontré que les autres étapes du cycle du VHC dépendent des éléments du 

cytosquelette cellulaire. La réplication de l’ARN du VHC a lieu dans le cytoplasme au niveau 

de complexes de réplication associés à des membranes cellulaires, appelées « membranous 

web ». Les composants du cytosquelette permettent le mouvement de ces complexes de 

réplication (Wolk, et al. 2008).  La morphogénèse et la sécrétion du VHC exigent également 

la présence d’un réseau de microtubules fonctionnel (Boulant et al. 2008). Dans le processus 

de morphogenèse, la protéine de capside joue un rôle essentiel car elle recrute probablement 

des protéines non-structurales et les complexes de réplication au niveau des membranes 

associées aux LD. La protéine de capside se lie à la LD jusqu’à l’entourer progressivement, ce 

qui permet leur transport via les microtubules selon un mécanisme dynéine-dépendant 

(Boulant et al. 2008), jusqu’au niveau périnucléaire, où la morphogénèse du virus a lieu 

(Miyanari et al. 2007).  

 

Nos études ont apporté un élément nouveau, en montrant que le réseau de microtubules intact 

et dynamique joue un rôle clé dans l’internalisation du virus conduisant à une infection 

productive. Bien que ce point requiert de plus amples travaux, nous pensons que la protéine 

de capside pourrait exploiter le réseau de microtubules et utiliser les mécanismes d’instabilité 

dynamique et/ou de treadmilling, de façon à faciliter le transport de la nucléocapside virale 

dans les cellules infectées. Une autre fonction possible de la protéine de capside pourrait être, 

par son rôle de cargo, de réguler les mouvements kinésine ou dynéine-dépendants. En effet, 

l’un des mécanismes proposés dans le transport bidirectionnel évoque le cargo comme 

responsable du changement de direction sur les microtubules (Welte 2004). La liaison de cette 

protéine cargo à la tubuline et l’augmentation de la polymérisation des microtubules 

pourraient altérer les mouvements basés sur la kinésine ou la dynéine. Cependant, ce 

mécanisme de régulation reste à élucider.  

 

Notre équipe tente actuellement de caractériser le site de liaison de la tubuline et celui de la 

capside. Dans l’étude du site de liaison de la protéine de capside, l’analyse de différents 

fragments peptidiques de la capside est en cours par les techniques de BIA-core (SPR) et le 

test de polymérisation in vitro. Le fragment de la protéine de capside interagissant avec la 

tubuline pourrait être utilisé dans des essais d’inhibition de l’infection in vitro. 
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Mes collègues étudient également l’interaction de la protéine de capside avec la tubuline dans 

des cellules en culture, pour rechercher une colocalisation éventuelle de ces deux composants 

lors des différentes phases de l’infection. Ils étudient ainsi les éventuelles modifications post-

traductionnelles de la tubuline et/ou la stabilisation des microtubules que pourrait induire 

l’infection par le VHC. La cristallisation du complexe protéine de capside/tubuline est 

envisageable afin de déterminer la structure de la protéine de capside.
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CONCLUSION GENERALE 

 

 

Nos études montrent que la lipoprotéine lipase, une enzyme clé du métabolisme des 

lipoprotéines, apportée comme ligand exogène, agit comme un inhibiteur naturel de 

l’infection de la cellule par le VHC. La LPL est capable d’inhiber de façon efficace l’infection 

par les virus produits in vitro dans les cellules en culture et par les mêmes souches virales 

produites dans les hépatocytes primaires greffés chez les souris humanisées.  

 

Nos études suggèrent que l’action de la LPL est indépendante de son activité enzymatique, 

mais implique un mécanisme de pontage, similaire à celui de la clearance hépatique des 

lipoprotéines de la circulation. La LPL médie donc probablement une voie alternative d’entrée 

du VHC dans la cellule, conduisant à une infection abortive.  

 

Nos résultats constituent une ouverture dans l’étude des mécanismes de l’entrée du VHC et 

suggèrent ainsi que la LPL pourrait moduler l’infectiosité du VHC in vivo.   

 

L’augmentation de l’expression de la LPL peut être effectuée au moyen de vecteurs 

adénoviraux, et cette stratégie a déjà été évoquée pour le traitement des déficiences en LPL 

(Stroes et al. 2008). Elle pourrait donc être potentiellement appliquée pour le traitement de 

l’infection par le VHC. Des études plus approfondies sur le modèle de souris humanisées 

pourraient apporter les informations nécessaires pour appuyer cette hypothèse.    

 

Le message le plus important de cette étude est que les composants lipoprotéiques associés 

aux particules virales pourraient constituer de nouvelles cibles pour les stratégies antivirales.  

 

Nos études des mécanismes d’entrée virale montrent également le rôle essentiel des 

microtubules dans l’initiation de l’infection par le VHC, ainsi que dans les étapes précèdant et 

suivant la fusion.  

 

De plus, nos résultats montrent une nouvelle propriété de la protéine de capside : sa capacité 

d’interagir avec les chaînes Į et ȕ de la tubuline, induisant et augmentant ainsi la  
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polymérisation des microtubules d’une façon plus efficace que les autres protéines virales 

connues, telle que la protéine Tat de VIH.  

 

Nos observations suggèrent que le VHC pourrait exploiter le réseau de microtubules pour le 

transport de la protéine de la nucléocapside virale, par des mécanismes polymérisation-

dépendants, à certaines étapes du cycle viral. Une telle interaction pourrait jouer un rôle dans 

les étapes précoces de l’infection (ce que suggèrent nos études), mais également à des étapes 

tardives du cycle viral, lors de la morphogenèse et la sécrétion du VHC.  

 

Améliorer nos connaissances des conséquences de l’interaction protéine de 

capside/microtubules pourrait faciliter le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques ciblant l’inhibition de l’infection. Des molécules modifiant la dynamique des 

microtubules sont en effet déjà utilisées lors des traitements contre le cancer. 
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