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PREAMBULE 

PREAMBULE 

 L’infection par le virus de l’hépatite C (VHC) est l’une des causes majeures 

d’infections chroniques du foie dans le monde. Conformément aux estimations de 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 130 à 170 millions de personnes 

seraient infectées de façon persistante par le VHC et seraient par conséquent 

exposées à un risque accru de développer des complications hépatiques, comme la 

cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. L’existence d’un aussi grand réservoir de 

sujets porteurs du virus s’explique par une évolution asymptomatique de la maladie, 

avec 50 à 80% des personnes infectées qui évoluent vers la chronicité, car 

incapables d’éliminer le virus. 
Malgré les efforts de la communauté scientifique, aucun vaccin n’est 

disponible à ce jour. De plus, le traitement de base de l’hépatite C chronique, 

largement prescrit depuis la fin des années 1990, est limité par sa toxicité, son coût 

très élevé et par son inefficacité chez un grand nombre de patients.  

Ces dernières années, des thérapies antivirales nouvelles, telles que les antiviraux à 

action directe, ont vu le jour. Ce sont des molécules qui ciblent les protéines virales 

et, de ce fait, interfèrent avec des étapes clés de la réplication du VHC. Cependant, 

en raison du taux élevé de la variabilité génétique de ce virus, des cas de résistance 

ont déjà été rapportés suscitant des efforts supplémentaires pour la découverte de 

nouvelles pistes thérapeutiques. 

L’une des stratégies adoptées au sein de notre laboratoire consiste à étudier 

de manière approfondie le réseau d’interactions virus-hôte, afin d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques cellulaires et développer des antiviraux plus 

efficaces pour vaincre la résistance virale. En effet, le VHC comme d’autres virus, 

dépend de facteurs cellulaires pour accomplir son cycle viral et persister chez l’hôte. 

Certains de ces facteurs, indispensables pour le virus, pourraient constituer des 

cibles thérapeutiques de choix, à condition que leur inhibition n’altère pas les 

fonctions normales ou, du moins, vitales de la cellule hôte. 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à l’étude de deux protéines 

cellulaires qui interagissent avec le VHC durant deux étapes différentes de son cycle 

viral. La première protéine est  requise pendant l’étape de la traduction alors que la 
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deuxième est nécessaire à l’étape de l’assemblage. Dans ce manuscrit, est 

présentée une introduction faisant le point sur les connaissances actuelles se 

rapportant à l’hépatite C et aux protéines cellulaires nécessaires à la biologie du 

virus. Ensuite sont exposés les résultats de mes travaux. La dernière partie, 

comprend la conclusion et les perspectives liées à mes travaux. 
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INTRODUCTION 

 

I. L’hépatite C 

1. Découverte du virus de l’hépatite C 

Durant les années 1970, suite au développement de tests sérologiques pour 

le diagnostic des virus de l’hépatite A (VHA) et de l’hépatite B (VHB), on s’est rendu 

compte qu’un grand nombre de cas d’hépatites résultant d’une transfusion sanguine 

n’était pas causé par ces virus. On a alors conclu qu’il y avait un troisième agent qui 

était responsable de ces hépatites, dites non-A non-B (NANBH pour non-A, non-B 

hepatitis) (Feinstone et al., 1975). Malgré les efforts de la communauté scientifique, 

l’agent étiologique de cette infection n’a pas pu être identifié par les méthodes de 

biologie et d’immunologie conventionnelles.  

Le développement du modèle chimpanzé a constitué une phase de progrès 

importante ; en effet, l’injection de sérum de malades atteints d’hépatite NANBH à 

ces animaux a permis de reproduire les formes aigüe et chronique de cette hépatite 

(Alter et al., 1978). Dix années plus tard Choo et al, grâce à une approche de 

biologie moléculaire, ont établi, à partir de sérum de chimpanzés infectés, une 

banque d’expression d’ADNc. L’immunocriblage de cette banque par les sérums de 

patients atteints d’une hépatite NANBH a permis d’identifier un clone qui code pour 

un antigène associé à cette infection (Choo et al., 1989). Cette découverte a servi 

d’une part à identifier la séquence complète du génome à ARN du virus responsable 

de cette hépatite, aujourd’hui appelée hépatite C et d’autre part, à mettre au point, 

dès 1990, la première génération de tests sanguins ; ce qui a considérablement 

limité la propagation du VHC, transmis essentiellement par transfusion (Houghton, 

2009). 
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2. Épidémiologie 

L’hépatite C est une pandémie. Selon les dernières estimations de 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 185 millions de personnes 

possèdent des anticorps anti-VHC ce qui représente environ 2,8 % de la population 

mondiale (Mohd Hanafiah et al., 2013). 

On estime à 170 millions le nombre de personnes chroniquement infectées 

par le VHC. Cependant, il y a des différences marquées dans la prévalence selon les 

régions (Figure 1), mais également selon l’âge et les groupes à risques dans une 

même région. La prévalence estimée est de 400000 sujets chroniquement infectés 

en Australie et en Océanie, 14 millions dans les Amériques, 16 millions au Moyen-

Orient, 17,5 millions en Europe, 28 millions en Afrique, et 83 millions en Asie. Les 

données publiées suggèrent que la plupart des populations en Amérique, en Europe 

occidentale et en Asie du Sud-Est ont des taux de prévalence inférieurs à 2,5%. Pour 

l’Europe de l’Est le taux de prévalence varie de 1,5% à 5%, celui de la région du 

Pacifique occidental de 2,5% à 4,9%, et celui du Moyen-Orient et l’Asie centrale de 

1% à plus de 12%. En termes de chiffres absolus, la majorité des personnes 

infectées vivent en Asie centrale/ Asie du Sud-Est et les régions du Pacifique 

occidental. En France, environ 815 000 personnes sont porteuses du VHC, soit 1,3% 

de la population (Lavanchy, 2011). 

 

 
Figure 1. Prévalence de l’hépatite C dans le monde en 2010 d’après (Lavanchy, 2011). 
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3. Modes de transmission 

La transmission du virus de l’hépatite C s’effectue le plus souvent par 

exposition à du sang contaminé dans les situations suivantes : 

• La réception d’une transfusion sanguine, de produits sanguins ou d’un greffon 

contaminés étaient autrefois les voies majeures de transmission du VHC. 

Cependant, ce mode de transmission a été pratiquement éradiqué dans les 

régions du monde où les dons de sang sont testés pour les anticorps 

spécifiques et l’ARN du VHC (Thomas, 2013). 

• Les injections réalisées avec des seringues contaminées ou blessures par 

piqûre d’aiguille en milieu médical. L’OMS a estimé que chaque année, dans 

les régions en voie de développement, il y a 3,4 piqûres accidentelles par 

personne. 39% de ces injections sont réalisées avec des équipements 

médicaux réutilisés, causant environ 330000 nouvelles infections par le VHC 

chaque année (Schreiber et al., 1996).  

De même, d’autres pratiques percutanées comme le tatouage, les rites de 

scarification, circoncision et l’acupuncture ont transmis l’infection par le VHC 

dans le passé, et ils continuent à être d’importants modes de transmission 

lorsque les techniques de stérilisation appropriées ne sont pas respectées. 

L’utilisation de drogues injectables est le mode de transmission dominant dans 

les régions économiquement développées. Par exemple, dans la dernière 

décennie aux États-Unis, l’injection de drogues représente plus des deux tiers 

des infections par le VHC (Williams et al., 2011).  

Dans des situations beaucoup plus rares, l’hépatite C peut également se 

transmettre : 

• De la mère à l’enfant pendant l’accouchement chez une mère infectée par 

l’hépatite C (Floreani, 2013). 

• Lors de rapports sexuels avec une personne infectée, mais de manière 

beaucoup moins efficace que d’autres virus sexuellement transmissibles, tels 

que le VHB et le VIH (Virus de l’immunodéficience humaine). La transmission 

sexuelle du VHC peut être augmentée par d’autres infections sexuellement 

transmissibles concomitantes avec des lésions génitales érosives ou par des 
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rapports sexuels traumatiques avec abrasion de la muqueuse génitale (Ghosn 

et al., 2005).  

Bien que l’ARN du VHC ait été amplifié à partir de sperme, de salive, de 

larmes ou d’urines, il y a peu de preuves que ces fluides soient une source de 

transmission du virus. Sans doute parce qu’ils contiennent peu de virus intacts et/ ou 

une exposition percutanée à ces fluides est peu fréquente (Thomas, 2013). 

L’hépatite C n’est pas propagée par le lait maternel, les aliments ou l’eau ou encore 

par un simple contact tel qu’une étreinte, un baiser ou le partage de nourriture ou de 

boissons avec une personne infectée (OMS 2013). 
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4. Le foie, un organe cible 

4.1. Physiopathologie du foie 

Le foie est le plus grand organe du corps humain, il représente à lui seul 2 à 

5% de la masse corporelle. Il a, à la fois, des propriétés endocrines et exocrines. Les 

fonctions endocrines comprennent la sécrétion d’angiotensinogène, de 

thrombopoïétine et de plusieurs hormones comme les facteurs de croissance. Tandis 

que la plus grande sécrétion exocrine est la bile. Le foie est également essentiel pour 

le stockage de glycogène, la détoxification, le contrôle du métabolisme, la régulation 

de la synthèse et le transport du cholestérol, le métabolisme de l’urée, et la sécrétion 

d’une vaste gamme de protéines plasmatiques, y compris l’albumine et les 

apolipoprotéines. Comme le foie est un tel régulateur important de processus 

physiologiques, les maladies hépatiques, comme la fibrose, la cirrhose ou encore le 

carcinome hépatocellulaire, entraînent des taux élevés de morbidité et de mortalité 

(Si-Tayeb et al., 2010). 

Le foie possède une architecture tissulaire extrêmement complexe qui est 

essentielle pour une fonction hépatique normale. L’unité de base de l’architecture du 

foie est le lobule hépatique (Figure 2A et 2B). Le lobule est constitué de plaques 

d’hépatocytes bordés par des capillaires sinusoïdaux qui rayonnent vers une veine 

centrale. Les lobules du foie ont une forme hexagonale. A chacun des six coins on 

retrouve l’espace porte qui contient une triade de vaisseaux constitués d’une veine 

porte, d’un canal biliaire et d’une artère hépatique (Figure 2C). La veine porte et 

l’artère hépatique permettent l’approvisionnement du lobule en sang qui s’écoule à 

travers un réseau de capillaires sinusoïdaux avant de quitter le lobule à travers la 

veine centrale.  

Bien que les hépatocytes représentent environ 70% du volume du foie, 

d’autres types cellulaires sont également présents tels que les cholangiocytes 

(cellules épithéliales biliaires), les cellules endothéliales, les cellules endothéliales 

sinusoïdales, les cellules de Kupffer (macrophages résidents du foie), les cellules de 

Pit (cellules tueuses naturelles), et les cellules stellaires hépatiques (voir le tableau 

1). 
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Figure 2. Architecture et organisation du foie.  
A) Les cellules parenchymateuses du foie, les hépatocytes, se groupent en lobules. B) Les 
lobules sont limités par de fins septa de tissu collagénique de soutien. Ils sont grossièrement 
de forme hexagonale et renferment à chaque angle un espace porte. C) Les espaces portes 
renferment trois structures principales ; celle de plus grand calibre est une branche de la 
veine porte, les branches de l’artère hépatique et les canaux biliaires collecteurs. Le sang 
venant des espaces portes converge, par les sinusoïdes situés entre les travées 
hépatocytaires, vers la veine centrale dans chaque lobule. La bile est sécrétée à travers un 
réseau de minuscules canalicules biliaires situés entre les membranes cytoplasmiques 
d’hépatocytes adjacents. Le réseau canaliculaire se draine ensuite dans un système de 
canaux biliaires collecteurs situés dans les espaces portes. 
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Tableau 1. Différents types de cellules hépatiques et leurs fonctions dans le foie 
adulte d’après (Si-Tayeb et al., 2010). 

 
Type Cellulaire Position dans le 

foie  
Fonction 

Hépatocytes 
! 70% des cellules 
hépatiques 
 

Parenchyme 
 

Sécrétion de protéines 
Sécrétion de la bile 
Métabolisme du cholestérol 
Détoxification 
Métabolisme de l’urée 
Métabolisme du glucose/ glycogène 
Coagulation sanguine 

Cholangiocytes/cellules des 
canaux biliaires 
 ! 3% des cellules 
hépatiques 

Epithélium du 
canal biliaire  
 

Formation des canaux biliaires pour 
Transport de la bile  
Contrôle du débit d’écoulement de la 
bile  
Sécrétion d’eau et de bicarbonate  
Contrôle du pH de la bile 

Cellules endothéliales 
 

Système vasculaire 
 

Formation des veines, des artères, des 
veinules et des artérioles 
Contrôle du débit sanguin 
Contribution à la zonation 
parenchymateuse  

Cellules endothéliales 
sinusoïdales   
! 2,5% du parenchyme 
lobulaire  
 

Sinusoïdes 
hépatique 
 

Formation le plexus sinusoïdal 
Facilitation de la circulation sanguine  
Transfert de molécules et de protéines 
entre le sérum et les hépatocytes  
Fixation des déchets 
macromoléculaires  
Sécrétion de cytokines  
Présentation de l’antigène  
Coagulation sanguine 

Cellules de Pit 
Rares  

Cellules tueuses 
naturelles du foie  

Activité cytotoxique 

Cellules de Kupffer  
! 2% des cellules hépatiques 
 

Sinusoïdes  
 

Capturer les matières étrangères  
Sécrétion de cytokines, de proteases, 
etc. 

Cellules stellaires hépatiques 
! 1,4% des cellules 
hépatiques 

Périsinusoïdales Maintien de la matrice extracellulaire, 
de la vitamine A, et le stockage des 
rétinoïdes  
Contrôle du tonus microvasculaire  
Sont activées pour devenir des 
myofibroblastes  
Contribuer à la réponse régénérative 
aux blessures  
La sécrétion de cytokines 



UMR1110 - Interactions virus hôte et maladies hépatiques ML HAFIRASSOU 

 

INTRODUCTION 8 

 
Le sinusoïde est l’unité microvasculaire hépatique. Il a un revêtement 

endothélial qui se distingue par une fenestration de pores. Il est séparé des 

hépatocytes par l’espace de Disse, où se trouvent les cellules hépatiques stellaires 

(Figure 3A). Cet espace est une zone d’échange importante entre le sang circulant et 

les hépatocytes (Hernandez-Gea and Friedman, 2011). 

Les jonctions serrées formées entre les hépatocytes voisins génèrent un 

canalicule qui entoure chacun des hépatocytes et est responsable de la collecte des 

acides biliaires et des sels biliaires qui sont transportés à travers la surface apicale 

de l’hépatocyte. La bile recueillie par les canalicules est conduite à des voies biliaires 

au niveau de l’espace porte et ensuite transportée pour le stockage dans la vésicule 

biliaire (Figure 2C) (Si-Tayeb et al., 2010).  

Distorsion de l’architecture hépatique normale : cirrhose 

La fibrose hépatique est une réponse de cicatrisation réversible caractérisée 

par l’accumulation de matrice extracellulaire suite à une lésion du foie. Si la lésion 

est spontanée et limitée dans le temps, ces changements sont temporaires, et 

l’architecture du foie est restaurée. Toutefois, si la lésion est continue, l’inflammation 

chronique et l’accumulation de la matrice extracellulaire persistent, conduisant au 

remplacement progressif du parenchyme du foie par du tissu cicatriciel (Hernandez-

Gea and Friedman, 2011). La fibrose est principalement causée par l’hépatite B et C, 

les lésions hépatiques dues à la consommation excessive d’alcool, les maladies 

auto-immunes et la stéatose hépatique (Ishibashi et al., 2009). 

Le dépôt de la matrice extracellulaire dans l’espace de Disse conduit à la perte des 

fenestrations normales qui sont caractéristiques de la paroi endothéliale (Figure 3B), 

ce qui provoque la dégradation de l’échange métabolique bidirectionnel entre le sang 

circulant et les hépatocytes. Ce processus est appelé capillarisation des sinusoïdes 

(Hernandez-Gea and Friedman, 2011).  

La progression de la fibrose conduit à une cirrhose qui est caractérisée par le 

remplacement des tissus du foie par du tissu cicatriciel fibreux dense ainsi que la 

formation de nodules de régénération qui conduisent à une distorsion généralisée de 

l’architecture hépatique normale (Ishibashi et al., 2009). Le carcinome 

hépatocellulaire complique souvent la cirrhose (Ishibashi et al., 2009). 
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Figure 3. Altération matricielle et cellulaire dans la fibrose hépatique.  
Un parenchyme normal du foie contient des cellules épithéliales (hépatocytes) et des cellules 
non parenchymateuses : Les cellules endothéliales sinusoïdales, les cellules stellaires 
hépatiques et les cellules de Kupffer. A) Les sinusoïdes sont séparées des hépatocytes par 
une membrane basale de faible densité qui permet un échange métabolique. Suite à une 
blessure, les cellules stellaires hépatiques sont activées et secrètent de grandes quantités 
de matrice extracellulaire (MEC), ce qui entraîne un épaississement progressif des septa. B) 
Le dépôt de la matrice extracellulaire dans l’espace de Disse conduit à la perte des 
fenestrations endothéliales et à la perte des microvillosités des hépatocytes, ce qui se traduit 
à la fois par la perte de l’échange métabolique bidirectionnel normal entre le débit de la veine 
porte et les hépatocytes et le développement de l’hypertension portale (Adapté de 
Hernandez-Gea and Friedman, 2011) 
 



UMR1110 - Interactions virus hôte et maladies hépatiques ML HAFIRASSOU 

 

INTRODUCTION 10 

4.2. Histoire naturelle de l’hépatite C 

Chez certains patients infectés par le VHC, la maladie est spontanément 

résolutive et l’ARN du VHC devient indétectable dans la plupart des cas dans les 

trois à quatre mois après le début de l’infection aigüe. Malheureusement, la clairance 

spontanée du VHC ne se produit que dans une minorité de cas, puisque 54 à 86% 

des patients adultes vont développer une infection chronique (Maasoumy and 

Wedemeyer, 2012). 

 

 
Figure 4. Cinétique des marqueurs virologiques durant l’infection par le VHC.  
A) Infection aigüe. B) Infection chronique (Adapté de Chevaliez, 2011). 
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4.2.1. Hépatite aigüe 

La phase aigüe est définie par une virémie positive, (détection d’ARN VHC 

dans le sang du patient) et par une sérologie négative (absence d’anticorps anti-VHC 

dans le sérum du patient). L’ARN viral devient détectable dans le sérum dès 1 à 3 

semaines après l’infection (Mosley et al., 2005). Les niveaux d’ARN du VHC 

augmentent rapidement après l’infection, suivis d’une augmentation retardée du taux 

d’alanine aminotransférase (ALAT) dans le sérum, 4 à 12 semaines après l’infection, 

indiquant une atteinte hépatique (Figure 4). Les taux d’ALAT atteignent souvent des 

valeurs dix fois supérieures à la normale, avec des hausses concomitantes de la 

bilirubine sérique.  

Bien que la phase aigüe soit le plus souvent asymptomatique, certains patients 

développent des symptômes cliniques 2 à 12 semaines après la transmission virale. 

Les symptômes fréquemment rapportés sont la fatigue, des nausées, des douleurs 

abdominales, la perte d’appétit, une fièvre légère, des démangeaisons ou des 

myalgies. La jaunisse du foie, symptôme le plus spécifique, n’est pas observée chez 

50 à 84% des patients atteints d’une infection aigüe. Des cas d’hépatite C aigüe 

fulminante ont été rapportés mais sont rares comparés à des infections par d’autres 

virus hépatotropes (Maasoumy and Wedemeyer, 2012). 

4.2.2. Hépatite chronique  

L’infection chronique est établie lorsque la réponse immunitaire de l’hôte n’est 

pas assez forte pour éliminer le virus. L’hépatite C chronique peut causer des 

dommages hépatiques conduisant à une cirrhose du foie et à un carcinome 

hépatocellulaire (CHC). L’évolution de la maladie hépatique est très variable. Les 

patients peuvent signaler des symptômes tels que l’inconfort abdominal du coté droit, 

des nausées, de la fatigue, des myalgies, des arthralgies ou une perte de poids. 

Cependant, tous ces signes cliniques sont peu caractéristiques et ne sont pas 

associés à la gravité des lésions du foie (Maasoumy and Wedemeyer, 2012). Seule 

la biopsie permet d’établir la gravité de l’atteinte du tissu hépatique. Chez les patients 

atteints d’une hépatite C chronique, l’histoire naturelle de la maladie évoluera dans 

25% des cas vers une cirrhose, sur une période de 20 ans en moyenne, dont une 

proportion significative (environ 4% des cas) va développer un CHC (Lavanchy, 

2009).  
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La cirrhose peut provoquer une ascite, une encéphalopathie et/ ou hémorragie 

variqueuse, une constellation d’événements appelée maladie hépatique en phase 

terminale se traduisant par une insuffisance hépatique. Le CHC peut provoquer les 

mêmes symptômes, plus la perte de poids, la jaunisse, ou la fièvre et il se produit 

généralement chez les personnes déjà atteintes d’une cirrhose. Sans traitement, la 

cirrhose et le CHC sont mortelles et expliquent la mortalité qui est directement 

attribuée à l’infection par le VHC (Thomas, 2013).  

Les risques de cirrhose et CHC augmentent avec un certain nombre de facteurs de 

risque tels que l’âge, la durée de l’infection, le sexe (plus fréquents chez les 

hommes), la consommation excessive d’alcool et sont plus élevés chez les 

personnes co-infectées par le VHB ou le VIH (Maasoumy and Wedemeyer, 2012).  

4.2.3. Manifestations extra-hépatiques 

L’infection chronique par le VHC peut également causer des manifestations 

extra-hépatiques. 40 à 74% des patients infectés par le VHC développent au moins 

une manifestation extra-hépatique (MEH) au cours de leur vie. Pour certaines MEHs 

une relation de cause à effet est bien établie alors que d’autres associations sont 

beaucoup plus faibles. Les MEHs pourraient être la principale manifestation clinique 

de l’infection par le VHC et peuvent déterminer le pronostic global de la maladie.  

La maladie qui est fortement liée à l’infection par le VHC est la 

cryoglobulinémie mixte (CM). La CM est définie par la présence de cryoglobulines 

dans le sang, qui sont des immunoglobulines qui précipitent à des températures 

inférieures à 37°C. Le dépôt de complexes immuns contenant la cryoglobuline dans 

les petits et moyens vaisseaux sanguins provoque une inflammation de la peau, des 

reins et / ou d’autres tissus (Thomas, 2013).  

Le VHC semble également influencer le système métabolique. La prévalence 

globale de la résistance à l’insuline et le diabète de type 2 est augmentée chez les 

patients atteints d’une infection chronique par le VHC. La résistance à l’insuline a un 

impact considérable sur l’évolution naturelle de cette infection et conduit à une 

progression plus rapide de la fibrose hépatique et une prévalence plus élevée du 

carcinome hépatocellulaire (Maasoumy and Wedemeyer, 2012). 

Il existe également des associations complexes entre le VHC et le système 

nerveux central (SNC). Environ 20 à 80% des patients atteints d’une infection 
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chronique par le VHC se plaignent de fatigue qui est souvent prédominante et réduit 

considérablement leur qualité de vie. Les patients peuvent également développer 

une dépression ou une déficience cognitive générale, quel que soit le stade de la 

maladie du foie (Maasoumy and Wedemeyer, 2012). D’autres MEHs ont également 

été rapportées telles que les néphropathies, thyréopathies, le syndrome de Sjögren, 

la fibrose pulmonaire idiopathique, la porphyrie cutanée tardive, le lichen plan, la 

polyarthrite chronique, des cardiopathies et l’athérosclérose (Zignego et al., 2007). 
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5. Réponse Immunitaire de l’hôte 

5.1. Réponse immunitaire innée 

La première ligne de défense immunitaire contre le VHC repose sur l’immunité 

innée dans les hépatocytes. Cette réponse immunitaire sert à reconnaître le VHC 

comme « non-soi » et induit des défenses antivirales locales dans la cellule et dans 

le  tissu infecté en recrutant et modulant l’action des cellules du système immunitaire 

pour mettre en place la réponse immunitaire adaptative. L’immunité innée est donc 

essentielle pour contrôler l’issue de l’infection par le VHC (Horner and Gale, 2013).  

Lors de la réplication virale des éléments viraux appelés PAMPs (Pathogen-

associated molecular patterns) sont reconnus par des récepteurs spécifiques, 

conduisant les hépatocytes infectés à induire rapidement une réponse interféron de 

type I et III (IFN I et III). Ces récepteurs peuvent être membranaires ou 

cytoplasmiques et comprennent des membres de la famille des récepteurs TLRs 

(Toll-like receptors) et les récepteurs RLRs (RIG-I-like receptors) (Schoggins and 

Rice, 2013). 

L’accumulation de preuves suggère que les RLRs, en particulier RIG-I 

(Retinoic acid–inducible gene I), dominent la réponse cellulaire lors de l’infection par 

le VHC. Les RLRs sont constitués de RIG-I, MDA5 (Melanoma differentiation antigen 

5), et LGP2. Tandis que RIG-I et MDA5 reconnaissent les PAMPs des virus à ARN, 

LGP2 est impliquée dans la régulation de leur fonction (Schoggins and Rice, 2013). 

Les PAMPs qui sont reconnus par RIG-I lors d’une infection par le VHC sont 

typiquement le triphosphate exposé à l’extrémité du 5’UTR et les séquences riches 

en poly U/UC (Uracile et pyrimidines) en 3’UTR de l’ARN génomique du VHC 

(Horner and Gale, 2013).  

Les TLRs sont également impliqués dans la reconnaissance des PAMPs. Le TLR3 

qui est exprimé dans différents types cellulaires du foie (hépatocytes, les cellules de 

Kupffer et les macrophages résidents), est spécifiquement activé par l’ARN double 

brin (ARNdb) du VHC dans les endosomes (Horner and Gale, 2013).  

La liaison de RIG-I ou du TLR3 aux PAMPs déclenche une cascade de 

signalisation en aval. Alors que RIG-I activé, recrute la molécule adaptatrice MAVS 

(Mitochondrial antiviral signaling protein), TLR3 quant à lui, recrute la molécule 
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adaptatrice TRIF (Toll-IL-1 receptor domain-containing adaptor inducing IFN-"). Les 

deux processus conduisent à la phosphorylation des molécules de signalisation IRF3 

(Interferon regulatory factor 3) et l’IRF7, ce qui va déclencher leur translocation dans 

le noyau et la transcription d’IFN I et III (Figure 5).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Le VHC attenue la réponse immunitaire innée.  
A) Les hépatocytes détectent l’ARNdb du VHC via la PKR et les récepteurs RIG-I et TLR3. 
Les récepteurs RIG-I et TLR3 activent les molécules adaptatrices MAVS et TRIF, 
respectivement, NF-!B et les kinases IKK" et TBK1 qui phosphorylent le facteur de 
transcription IRF3, induisant sa dimérisation et sa translocation dans le noyau pour activer la 
transcription de l’INF-# en synergie avec NF-!B. La protéase virale NS3/4A coupe la 
molécules adaptatrices MAVS et TRIF et bloque, par conséquent, les voies de signalisation 
RIG-I et TLR-3. B) La liaison de l’INF-# au récepteur hétérodimérique IFNAR-1 et 2 
(Récepteur d’INF de type I), de même que la liaison de l’INF-" au récepteur hétérodimérique 
IL10RB et IL28RA (Récepteur d’INF de type III) active la voie JAK/STAT. L’activation des 
kinases TYK2 et JAK1 induit la phosphorylation et l’assemblage du complexe de 
transcription trimérique ISGF3, constitué de l’hétérodimère STAT1-STAT2 et d’IRF9. Ce 
complexe se déplace dans le noyau et se lie au niveau de séquences spécifiques appelées 
ISREs (IFN-stimulated response elements) dans régions promotrices des ISGs et induit la 
production de la 2’-5’ OAS, PKR, IRF7, et autres ISGs. La protéine Core du VHC interfère 
avec la voie JAK/STAT en induisant SOCS1/3 et en inhibant la phosphorylation de STAT1. 
La polyprotéine du VHC induit la protéine phosphatase 2A (PP2A), qui interfère avec la 
méthylation de STAT1, augmentant ainsi la liaison de STAT1 à son inhibiteur PIAS (Protein 
inhibitor of activated STAT1). L’interaction STAT1/PIAS altère la liaison du complexe ISGF3 
aux ISREs et bloque la transcription des ISGs. Les protéines E2 et NS5A inhibent la fonction 
de plusieurs ISGs (Adapté de Horner and Gale, 2013; Rehermann, 2009). 
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Le génome humain code pour 14 gènes d’interféron de type I ; un pour l’IFN-# 

et 13 pour les différents sous-types de l’IFN-#. Pour l’interféron de type III, ou IFN-", 

les humains ont trois gènes ; IL29 , IL28A, et IL28B, qui codent pour les protéines 

IFN-"1 , IFN-"2 , et  IFN-"3, respectivement. En plus des IFNs, d’autres cytokines 

pro-inflammatoires peuvent être activées en fonction du virus entrant et de la voie 

d’activation. Une fois les IFNs produits, ils sont sécrétés par la cellule et agissent 

d’une manière autocrine ou paracrine pour promouvoir la signalisation antivirale 

(Schoggins and Rice, 2013). 

Les IFNs de type I se lient à un récepteur hétérodimérique composé de 

IFNAR1 et IFNAR2, tandis que les IFNs de type III se lient à un récepteur 

hétérodimérique constitué de IL10RB et IL28RA. La liaison de l’IFN sur 

l’ectodomaine du récepteur induit le recrutement, au niveau de sa queue 

cytoplasmique, des kinases JAK1 et TYK2. L’activation des kinases et la 

phosphorylation conduit à la dimérisation de STAT1 et STAT2. Les hétérodimères 

STAT1/ STAT2 s’associent à IRF9 pour former le complexe transcriptionnellement 

actif ISGF3, entrainant ainsi la transcription de nombreux gènes spécifiques appelés 

ISGs (Interferon stimulated genes) (Figure 5). Collectivement, ces gènes facilitent à 

la fois l’élimination du virus par les cellules infectées et la protection des cellules 

voisines, non infectées, contre les virions nouvellement formés. Ils jouent un rôle 

également dans le recrutement de cellules immunitaires vers le site de l’infection et 

de favoriser la réponse immunitaire adaptative (Schoggins and Rice, 2013).  

Parmi les ISGs ont peut citer le système OAS1/ RNAse L qui dégrade les ARNs 

viraux et cellulaires, et le système ADAR1 qui convertit les résidus d’adénosine en 

résidus inosine dans les ARNs double brins, déstabilisant ainsi les structures 

secondaires de l’ARN viral. Les ISGs comprennent également la protéine P56 et la 

PKR, qui inhibent la traduction des ARN viraux et cellulaires (Rehermann, 2009). 

Un autre senseur de l’infection par le VHC, qui n’appartient ni à la famille des 

RLRs ni à celle des TLRs, est la protéine kinase PKR. Des études récentes ont 

permis de reconsidérer le rôle de cette protéine dans la réponse immunitaire innée. 

La PKR est initialement connue pour son activité kinase qui est activée lorsqu’elle se 

lie à un ARNdb, dont celui du VHC, et par conséquent inhibe la traduction coiffe-

dépendante des ARNm cellulaires à travers la phosphorylation du facteur d’initiation 

de la traduction eIF2. Il a été montré récemment que la liaison de la PKR à l’ARNdb 

du VHC déclenche également une transduction de signal en cascade 
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indépendamment de son activité kinase et entraîne l’induction des ISGs et la 

production d’IFN-# à travers la signalisation par les molécules MAVS, TRAF3 et 

NF$B, avant même l’activation de RIG-I (Horner and Gale, 2013).  

Malgré la détection du VHC par RIG-I, TLR3 et PKR et le déclenchement 

d’une réponse immunitaire innée, environ 80% des personnes atteintes d’une 

infection aigüe par le VHC ne contrôle pas efficacement le virus et développent une 

infection chronique. Cette fréquence élevée de l’infection chronique reflète le fait que 

le VHC a développé plusieurs mécanismes pour échapper à l’immunité innée.  

La protéase virale NS3/4A est un élément central de la stratégie d’échappement viral 

au système immunitaire. En effet NS3/4A clive les molécules adaptatrices TRIF (Li et 

al., 2005a) et MAVS (Li et al., 2005b) et par conséquent bloque les voies de 

signalisation TLR3 et RIG-I (Figure 5).  

Un second acteur clé est la protéine Core du VHC qui interfère avec la voie de 

signalisation JAK/ STAT et l’expression des ISGs à plusieurs niveaux par : (i) 

l’inhibition de l’activation de STAT1 et induisant sa dégradation (Lin et al., 2006), (ii) 

l’induction de SOCS3, un inhibiteur de la voie JAK/ STAT (Bode et al., 2003), et de la 

protéine phosphatase 2A (PP2A) qui, par l’intermédiaire de l’induction d’autres 

molécules inhibitrices, réduit l’activité transcriptionnelle de ISGF3, et (iii) l’inhibition 

de la liaison de ISGF3 aux ISREs (Interferon-stimulated  response elements).  

D’autres protéines du VHC interfèrent galement avec la fonction des ISGs. Par 

exemple, la protéine virale NS5A inhibe l’oligoadénylate synthétase (2’-5’, OAS) et 

induit l’expression de l’IL-8, qui inhibe l’expression globale de tous les ISGs (Polyak 

et al., 2001). D’autre part, elle forme des hétérodimères avec la PKR et inhibe sa 

fonction (Gale et al., 1997). La glycoprotéine d’enveloppe E2 du VHC interagit 

également avec la PKR pour l’inhiber (Taylor et al., 1999).  

Rôle des cellules NK  

Les cellules NK (Natural killer) jouent un rôle important dans la réponse 

immunitaire innée, et peuvent contribuer à une immunité contre l’infection par le 

VHC. Elles sont connues pour leur cytotoxicité non spécifique contre les cellules qui 

sont reconnues comme non-soi, et sont recrutées au foie par l’IFN I sécrété peu de 

temps après l’infection. Les hépatocytes infectés par le VHC sont donc des cibles 

potentielles pour les cellules NK. Les cellules NK activées sont capables de tuer les 
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cellules cibles par l’intermédiaire de molécules cytotoxiques, tels que la perforine ou 

les granzymes, ou par l’intermédiaire des cytokines, telles que l’IFN-% ou le TNF, 

conduisant à la suppression de la réplication virale et l’activation des réponses 

immunitaires adaptatives ultérieures (Spaan et al., 2012). 

La fonction des cellules NK peut être directement affectée par la liaison de la 

protéine d’enveloppe E2 du VHC au récepteur CD81 présent à leur surface (Crotta et 

al., 2002). Néanmoins, des expériences in vitro ont montré que l’exposition des 

cellules NK de donneurs en bonne santé à des virions infectieux de VHC n’inhibait 

pas l’activation de ces cellules, ni la production d’IFN-% (Yoon et al., 2009). 

Rôle des cellules dendritiques  

Outre les cellules NK, les cellules dendritiques (DCs pour Dendritic Cells) sont 

également des acteurs clés dans le déclenchement des réponses immunitaires. Les 

DCs sont des cellules présentatrices d’antigènes du système immunitaire des 

mammifères. Elles agissent comme des messagers entre les systèmes immunitaires 

inné et adaptatif. 

Lorsqu’elles rencontrent un agent pathogène, les DCs sont activées, ce qui se 

caractérise par la régulation positive de molécules du CMH II, de molécules co-

stimulatrices et d’adhésion, ainsi que par la production de chimiokines et de 

cytokines. Les DCs activées vont alors migrer dans les ganglions lymphatiques, où 

elles établissent une interaction intime avec les cellules T auxiliaires appelées Th (T 

helper) et les cellules cytotoxiques CD8+, conduisant à l’activation du compartiment 

des cellules T (Spaan et al., 2012). La force de l’interaction entre les DCs et les 

cellules T, et la production de cytokines spécifiques telles que l’IFN-# ou d’IL-12 peut 

déterminer le développement des cellules T vers des cellules Th1 produisant l’IFN-% 

ou vers des populations de cellules T alternatives.  

Deux types de DCs humaines ont été identifiés ; Les DCs plasmacytoïdes et 

les DCs myéloïdes classiques. Elles diffèrent phénotypiquement et 

fonctionnellement. Tandis que les DCs myéloïdes sont considérées comme des 

cellules présentatrices d’antigènes classiques. Elles sont capables d’activer les 

lymphocytes T naïfs et faciliter leur développement en cellules Th1 via la sécrétion 

d’IL-12. Les DCs plasmacytoïdes sont, quant à elles, moins efficaces dans 
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l’activation des cellules T, mais sont spécialisées dans la production d’IFN I et III 

(Spaan et al., 2012).  

Il a été suggéré que la fonction des DCs myéloïdes dans l’infection par le VHC 

est entravée en raison d’une diminution de la présentation des antigènes aux cellules 

T CD4+ causée par les protéines du VHC. De plus, la production d’IL-12 dans ces 

cellules serait inhibée par la protéine virale Core (Waggoner et al., 2007).   

D’autre part, il a été observé chez les patients atteints d’une infection chronique par 

le VHC, que la fréquence des DCs plasmacytoïdes dans le sang, ainsi que leur 

capacité à produire de l’IFN-# est réduite (Rehermann, 2009). Deux mécanismes ont 

été proposés ; Le premier, implique les protéines virales NS3 et Core qui activent les 

monocytes via le TLR2 pour produire du TNF-#, qui a son tour inhibe la production 

d’IFN-# et induit l’apoptose des DCs (Dolganiuc et al., 2006). Le deuxième, implique 

que le VHC lui-même inhibe la production d’IFN-# dans les DCs. Ce mécanisme ne 

nécessite pas que ces cellules soient infectées, puisque le même effet est observé 

en présence de particules infectieuses ou inactivées et n’est pas abolit par des 

anticorps neutralisants (Shiina and Rehermann, 2008).   

5.2. Réponse immunitaire adaptative  

Les réponses immunitaires adaptatives comprennent les réponses 

immunitaires humorales et cellulaires.  

5.2.1. La réponse humorale 

Les patients immunocompétents développent des anticorps spécifiques du 

VHC à une phase précoce de l’infection, la plupart du temps autour du pic des 

enzymes hépatiques ou ALAT (Figure 4). Bien que les anticorps anti-VHC in vivo 

soient dirigés contre plusieurs protéines du virus (Chen et al., 1999), la plupart 

d’entre eux n’ont pas d’effet antiviral. En effet, seul un petit sous-ensemble 

d’anticorps spécifiques, appelés anticorps neutralisants, sont capables de prévenir 

l’infection et la propagation du virus en bloquant l’étape d’entrée et/ ou de post-

entrée virale (Neumann-Haefelin and Thimme, 2013). Ils sont spécifiquement dirigés 

contre les protéines d’enveloppe du virus, en particulier la glycoprotéine d’enveloppe 

E2 (Fafi-Kremer et al., 2012). 
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Le rôle de la réponse humorale dans le contrôle de l’infection par le VHC est 

très controversé. En effet, il a été rapporté que le VHC pouvait être éliminé sans 

réponse immunitaire humorale chez des patients immunodéprimés (par exemple, 

chez les hypogammaglobulinémiques) (Christie et al., 1997), suggérant que les 

anticorps ne sont pas indispensables. De plus, un certain nombre d’études a 

rapporté l’absence d’association entre les anticorps neutralisants et la clairance 

virale (Logvinoff et al., 2004). Néanmoins ces études étaient basées sur l’utilisation 

d’un inoculum viral mal défini et des populations hétérogènes de patients. En effet, 

chez les patients immunocompétents, des anticorps neutralisants apparaissent 

tardivement et sont isolâts spécifiques, ce qui nécessite la génération de particules 

virales avec des séquences spécifiques au patient pour détecter ces anticorps dans 

des essais de neutralisation in vitro (Rehermann, 2009).  

Une autre étude, menée sur des patients infectés par un inoculum viral connu issu 

d’une seule source d’infection (VHC génotype 1b souche AD78, transmis par une 

préparation d’immunoglobulines contaminées), a quant à elle apporté des preuves 

claires du rôle important des anticorps neutralisants dans la clairance virale. En effet, 

il a été observé dans cette étude que la résolution spontanée de l’infection par le 

VHC est associée à un développement précoce d’anticorps neutralisants, alors que 

l’infection persistante est associée à une induction retardée d’anticorps neutralisants 

(Pestka et al., 2007). 

Les anticorps neutralisants augmentent en titre et en ampleur, présentant 

généralement une réactivité croisée contre plusieurs génotypes du VHC une fois que 

l’infection chronique est établie. Bien qu’ils ne parviennent pas à se débarrasser du 

virus à ce stade, ils continuent à exercer une pression de sélection sur les variants 

viraux et contribuent donc à l’évolution des séquences d’enveloppe du VHC tout au 

long de l’infection. La concentration globale des immunoglobulines G (IgG) et la 

fréquence des cellules B sécrétant des IgG sont également augmentées dans 

l’hépatite C chronique (Rehermann, 2009). Cependant, le fait que les patients restent 

infectés de façon persistante, malgré la présence de titres élevés en anticorps 

neutralisants, indique que ces derniers ne sont pas efficaces. Probablement à cause 

de la grande variabilité génique du VHC et de la sélection de variants qui échappent 

sans cesse aux anticorps.  
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5.2.2. La réponse cellulaire 

L’infection aigüe, définie comme la période de six mois suivant l’infection 

réelle, est caractérisé par une forte réponse des lymphocytes T contre le virus chez 

les patients qui résolvent l’infection. En effet, il a été observé que la diminution du 

titre viral coïncidait précisément avec l’apparition de cellules T spécifiques du VHC et 

de l’expression de l’IFN-% dans le foie, suggérant clairement l’implication des 

lymphocytes T dans le contrôle de l’infection et la clairance virale (Spaan et al., 

2012).  

Les preuves les plus convaincantes sur l’importance des cellules T dans la réponse 

antivirale, proviennent d’études réalisées sur le chimpanzé et montrent un rôle 

important aussi bien des cellules T CD4+ que T CD8+ dans le contrôle de l’infection 

par le VHC. La séquestration de cellules T CD4+ par injection d’anticorps 

neutralisants chez des chimpanzés infectés s’est traduite par la persistance de 

l’infection et l’émergence de variants d’échappement aux cellules T CD8+ (Grakoui et 

al., 2003). De même que l’utilisation d’anticorps neutralisants dirigés contre les 

cellules T CD8+, pour inhiber leur fonction, a conduit à une persistance virale mais 

qui diminue avec le rétablissement de la réponse des cellules T CD8+ spécifiques du 

VHC suite à leur régénération dans le foie (Shoukry et al., 2003).  

Le phénomène d’épuisement des cellules T 

Bien que initialement importante au cours de la phase aigüe de l’infection, la 

réponse des lymphocytes T est beaucoup plus faible au cours de la phase 

chronique, à cause de l’épuisement des cellules T. En effet, l’exposition continue à 

des niveaux élevés d’antigènes viraux conduit à une perte des fonctions effectrices 

des cellules T spécifiques du virus. La perte de fonction est progressive ; le potentiel 

de prolifération et la production d’IL-2 sont perdus en premier, suivis par la perte de 

la production de TNF, et dans les phases les plus extrêmes de l’épuisement, la 

production d’IFN-% est également perdue (Wherry, 2011). L’état d’épuisement peut 

être déterminé par la présence d’un certain nombre de récepteurs d’inhibition à la 

surface des cellules T CD8+ tels que PD-1, CTLA-4, 2B4, BTLA, CD160 et TIM-3. Il 

a été montré que l’inhibition de ces récepteurs individuellement ou ensemble permet 

de restaurer la fonction de ces cellules in vitro (Barber et al., 2006).  
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De nombreuses études ont montré l’importance des cellules T régulatrices et 

des cytokines immunosuppressives dans la suppression de la réponse des cellules T 

spécifiques du VHC. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les cytokines IL-10 et 

TGF-& peuvent limiter la clairance virale dans les infections chroniques en inhibant la 

prolifération et la fonction des cellules T effectrices ou d’autres cellules immunitaires.  

Les Treg sont des cellules T CD4+ caractérisées par l’expression de la 

molécule de surface CD25 et du facteur de transcription FoxP3. Elles régulent 

l’activité des cellules T soit directement ou indirectement en modulant les cellules 

présentatrices d’antigène. L’augmentation du nombre de Treg aussi bien circulants 

qu’intra-hépatiques a été rapportée chez les patients atteints d’une hépatite C 

chronique par rapport aux individus sains. Dans le sang, ces cellules sont capables 

de supprimer à la fois la prolifération des cellules T CD4+ et T CD8+ spécifiques du 

VHC ainsi que la production d’IFN-% par ces cellules (Rushbrook et al., 2005). 

Outre les Treg, d’autres études ont montré que le blocage de l’IL-10 ou TGF-& 

peut améliorer la prolifération des cellules T spécifiques du VHC et la production 

d’IFN-%. De plus, des niveaux plus élevés de l’IL-10 et TGF-& ont été détectés dans 

le sérum de patients ayant une hépatite C chronique par rapport à des individus en 

bonne santé (Brady et al., 2003; Rowan et al., 2008). De nos jours, il est 

généralement admis que l’IL-10, TGF-& et Treg sont impliqués dans le contrôle et la 

régulation de l’immunité spécifique contre le VHC (Spaan et al., 2012).  
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6. Techniques de diagnostic 

Le diagnostic virologique et la surveillance de l’infection par le VHC repose sur 

l’utilisation d’une variété de marqueurs virologiques. Quatre marqueurs du VHC 

peuvent être utilisés dans la pratique clinique : Les anticorps anti-VHC, l’antigène de 

la protéine de capside Core, l’ARN du VHC et le génotype du VHC.  

Détection des anticorps anti-VHC 

Les anticorps anti-VHC apparaissent en moyenne 2 à 8 semaines après la 

phase aigüe de l’infection et persistent à vie chez les patients qui développent une 

infection chronique (Figure 4). La détection et la quantification d’anticorps 

spécifiques, dans les différents fluides, est basée sur l’utilisation de dosage 

immunologique en sandwich (EIAs pour Enzyme ImmunoAssays). Des antigènes 

recombinants sont utilisés pour capturer les anticorps circulants dans les puits de 

plaques de microtitration, de microbilles ou de portoirs spécifiques adaptés aux 

appareils automatiques. La présence des anticorps est révélée par des anti-anticorps 

marqués par une enzyme qui catalyse la transformation d’un substrat en un composé 

coloré (Chevaliez, 2011). 

Détection et quantification de l’antigène de la capside du VHC 

L’antigène de la protéine de capside Core est détecté dans le sang 

périphérique d’individus infectés et son niveau est proportionnel à celui de l’ARN 

viral. La quantification de l’antigène Core pourrait être utilisée comme alternative aux 

techniques de quantification de l’ARN car il est facile à réaliser dans un format de 

dosage immunologique, coûte moins cher, et est moins susceptible aux 

contaminations d’échantillons que les tests moléculaires basés sur l’amplification de 

l’ARN viral. Néanmoins, cette technique est moins sensible. De plus, le ratio de 

l’antigène Core sur l’ARN viral peut varier légèrement d’un patient infecté à un autre. 

Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’antigène de capside est présent à la fois 

dans les particules virales complètes et les particules vides (qui ne contiennent pas 

d’ARN) circulant dans le sang périphérique (Chevaliez, 2011). 
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Détection et quantification de l’ARN du VHC 

La présence d’ARN du VHC dans le sang périphérique est un marqueur fiable 

de la réplication virale. L’ARN du VHC peut être détecté 1 à 3 semaines après 

l’infection (approximativement un mois avant l’apparition des anticorps anti-VHC). La 

présence d’ARN au delà de 6 mois après l’infection initiale indique l’établissement de 

la chronicité.  

Les niveaux d’ARN du VHC sont exprimés en unité internationale (UI) qui est utilisée 

dans tous les tests de dosage quantitatifs commerciaux. Tous les tests disponibles 

ont une limite inférieure de détection de 10 à 15 UI/ ml et une spécificité satisfaisante 

(Chevaliez and Pawlotsky, 2012). La détection et la quantification de l’ARN du VHC 

est très utile en pratique clinique pour : (i) diagnostiquer une infection chronique ; (ii) 

identifier les patients qui ont besoin d’un thérapie antivirale ; (iii) surveiller la réponse 

virologique aux traitements antiviraux ; (iv) renseigner sur l’échec du traitement 

(Chevaliez, 2011).  

Détermination du génotype du VHC 

Le séquençage direct, également appelé séquençage de « population » fournit 

la séquence complète du fragment analysé et est considéré comme le « Gold 

standard » pour l’analyse de la séquence génomique. Le VHC étant classifié en 7 

génotypes différents et en un grand nombre de sous-types. La région virale 

séquencée doit être choisie avec soin, afin de permettre un typage et un sous-typage 

précis. Néanmoins, des alternatives aux techniques de séquençage ont été 

développées pour une utilisation clinique de routine. Les tests couramment utilisés 

sont basés sur l’hybridation inverse ou sur la PCR en temps réel.  

Alors que l’hybridation inverse consiste à hybrider l’amplicon PCR d’une région du 

génome du VHC à des séquences anti-sens de référence. La PCR en temps réel 

utilise des amorces et des sondes spécifiques des différents génotypes du VHC.  

La détermination du génome du VHC est nécessaire avant l’initiation du traitement, 

car elle permet de déterminer à la fois la dose et la durée de celui-ci (Chevaliez and 

Pawlotsky, 2012).  
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Des tests alternatifs aux tests de laboratoire  

Ces tests sont directement utilisés sur les sites de soins des patients, en 

dehors des laboratoires de biologie, et nécessitent des échantillons de sang entier. 

Ils contiennent des dispositifs pour la détection et la quantification de l’ARN du VHC 

à partir d’un échantillon de sang prélevé au bout du doigt du patient dans un tube 

capillaire. Ces essais peuvent être particulièrement utiles pour le dépistage à grande 

échelle et l’amélioration de l’accès aux soins dans les régions où il n y a pas de 

laboratoires de biologie moléculaire (Chevaliez and Pawlotsky, 2012).  
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7. Traitements actuels  

Depuis plus de 10 ans, le traitement de l’hépatite C chronique a été basé sur 

la combinaison d’interféron alfa (IFN-#) pégylé et la ribavirine, administrée pendant 

24 ou 48 semaines. Le point final de la réussite du traitement est la réponse 

virologique soutenue (SVR ; Sustained Virological Response), caractérisée par 

l’absence d’ARN viral dans le sérum (<10 à 15 UI / mL), 24 semaines après la fin du 

traitement, correspondant dans plus de 99% des cas à l’élimination du virus à long 

terme (Pawlotsky, 2013). Ce schéma thérapeutique a aboutit à des taux de SVR de 

70 à 80% chez les patients atteints du génotype 2 ou 3, des taux de 50% chez les 

patients atteints du génotypes 1 ou 4, et des taux intermédiaires pour les génotypes 

5 et 6 (Scheel and Rice, 2013). 

La recherche fondamentale qui a permis de comprendre les mécanismes 

moléculaires du cycle viral du VHC et la résolution des structures tridimensionnelles 

de plusieurs protéines virales ont entraîné le développement de nouvelles molécules  

antivirales pour le traitement de l’infection par le VHC qui peuvent être regroupées en 

deux grandes catégories en fonction de leur cible d’action. La première catégorie 

regroupe les DAAs (Direct-Acting Antivirals) dont les agents antiviraux agissent 

directement sur les cibles virales. La deuxième catégorie comprend les HTAs (Host-

Targeting Agents) qui ciblent les protéines de l’hôte qui sont essentielles à la 

réplication du VHC. Du fait que leur cible est une protéine de l’hôte, ces agents ont 

une activité antivirale plus large et une barrière de résistance plus élevée (Liang and 

Ghany, 2013). 

7.1. Les DAAs 

En ce qui concerne les DAAs, les premiers efforts se sont concentrés sur deux 

enzymes virales, la protéase à sérine NS3/4A, qui assure le clivage et la maturation 

de la polyprotéine du VHC, et l’ARN polymérase ARN-dépendante NS5B (Liang and 

Ghany, 2013).  
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7.1.1. Les inhibiteurs de la protéase NS3-4A  

Les inhibiteurs de la protéase NS3-4A sont des composés peptidomimétiques. 

Ils se lient au site catalytique de l’enzyme et bloquent la maturation post-

traductionnelle de la polyprotéine virale empêchant la libération de protéines non-

structurales fonctionnelles (Pawlotsky, 2014).  

Deux inhibiteurs de la protéase virale NS3-4A, le telaprevir (Vertex/Janssen) et le 

boceprevir (Merck), ont été approuvés en Europe et aux Etats-Unis en 2011, en 

association avec l’IFN-# et la ribavirine pour le traitement de l’hépatite C chronique 

liée au VHC du génotype 1, uniquement. Ces deux schémas de triple thérapie 

entraînent des réponses aux traitements similaires, ayant permis d’atteindre des taux 

de guérison de 70% (Sarrazin et al., 2012). En revanche, la combinaison d’IFN-# et 

de ribavirine reste la thérapie recommandée pour les infections dues aux autres 

génotypes (2 à 7) du VHC (Pawlotsky, 2013).  

Bien que les régimes de triple thérapie soient plus efficaces que le régime 

classique (INF-# et ribavirine sans inhibiteur de protéase), ils ont plus d’effets 

secondaires et sont plus compliqués à respecter ; les patients doivent prendre un 

plus grand nombre de pilules et nécessite une prise de pilules toutes les 8 heures 

(Liang and Ghany, 2013). Les effets secondaires les plus communs avec le 

boceprevir sont l’anémie (un niveau de <10 g d’hémoglobine par décilitre), la 

neutropénie et la dysgueusie (altération du goût), et les effets secondaires les plus 

communs avec le telaprevir sont l’anémie, l’éruption cutanée, et l’inconfort ano-rectal. 

L’anémie qui est présente dans 36 à 50% des cas, est la complication la plus difficile 

à gérer (Liang and Ghany, 2013). 

Le telaprevir aussi bien que le boceprevir ont une faible barrière de résistance. 

Ils font partie de ce qu’on appel la première vague de la première génération des 

inhibiteurs de protéase NS3-4A. Un certain nombre de molécules de la deuxième 

vague, de la première génération ont atteint la phase II ou III de développement 

clinique (Tableau 2), y compris le simeprevir (Janssen) qui a été approuvé en 

Novembre 2013 aux Etats-Unis, et en Mai 2014 dans l’Union européenne. Ces 

médicaments sont administrés une ou deux fois par jour. Ils sont actifs au moins 

contre les génotypes 1, 2, et 4, mais aucun d’eux n’est efficace contre le génotype 3. 

Ils ont une faible barrière de résistance et partagent une vaste résistance croisée 

avec le telaprevir et le boceprevir (Pawlotsky, 2014).  
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Les inhibiteurs de la deuxième génération, tels que le MK-5172 (Merck) ou ACH-

2684 (Achillion), sont censés avoir une activité antivirale pangénotypique, y compris 

sur le génotype 3. Toutefois, leur efficacité antivirale contre ce génotype est moindre 

comparé aux autres génotypes. Ils ont une barrière de résistance plus élevée que les 

médicaments de première génération (Pawlotsky, 2014). 

 
Tableau 2. Les DAAs et les HTAs en développement clinique à l’aube de 2014 
d’après (Pawlotsky, 2014). 

 

Classe Génération Composé Fabriquant Phase clinique 

Telaprevir 
Vertex, Janssen, 

Mitsubishi 
Approuvé Première vague, 

première génération 
 Boceprevir Merck Approuvé 

Simeprevir Janssen 
Approuvé 

 

Faldaprevir 
Boehringer-
Ingelheim 

III 

Asunaprevir 
Bristol-Myers 

Squibb 
III 

ABT-450/r Abbvie III 

Danoprevir/r Roche II 

Sovaprevir Achillion II 

Vedroprevir Gilead II 

IDX320 Idenix II 

Deuxième vague, 
première génération 

 

Vaniprevir Merck III (Japan) 

MK-5172 Merck III 

Les inhibiteurs de protéase 
NS3-4A  

Deuxième génération 
 

ACH-2684 Achillion II 

Sofosbuvir Gilead Approuvé Les analogues 
nucléotidiques 

 VX-135 Vertex II 
Les analogues 
nucléosidiques/ 
nucléotidiques Les analogues 

nucléosidiques 
Mericitabine Roche II 

BMS-
791325 

Bristol-Myers 
Squibb 

III Inhibiteurs du domaine I 
du pouce 

TMC647055 Janssen II 

Lomibuvir Vertex II Inhibiteurs du domaine II 
du pouce 

 GS-9669 Gilead II 

ABT-333 Abbvie III 

ABT-072 Abbvie II 

Les inhibiteurs non 
nucléosidiques de NS5B 

 

Inhibiteurs du domaine I 
de la paume 

Setrobuvir Roche II 
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Suite tableau 2. Les DAAs et les HTAs en développement clinique à l’aube de 2014 d’après 
(Pawlotsky, 2014). 
 

Classe Génération Composé Fabriquant Phase clinique 

Daclatasvir 
 

Bristol-Myers 
Squibb 

III 

Ledipasvir Gilead III 

ABT-267 Abbvie III 

PPI-668 Presidio 
II 
 

PPI-461 Presidio II 

GSK2336805 GlaxoSmithKline II 

BMS824393 
Bristol-Myers 

Squibb 
II 

Première génération 

Samatasvir Idenix II 

MK-8742 Merck II 

ACH-3102 Achillion II 

Les inhibiteurs de NS5A 
 

Deuxième génération 
 
 

GS-5816 Gilead II 

Alisporivir Novartis II  Les inhibiteurs de la 
cyclophiline A  

 
Première génération 

SCY-635 Scynexis II 

L’antagoniste du 
miR-122 

Première génération Miravirsen Santaris II 

 

7.1.2. Les inhibiteurs de NS5B 

Pour ce qui est de la polymérase NS5B, il y a deux sortes d’inhibiteurs ; les 

analogues nucléosidiques/ nucléotidiques et les inhibiteurs non nucléosidiques.  

Les analogues nucléosidiques/ nucléotidiques agissent comme de faux 

substrats pour l’ARN polymérase ARN-dépendante du VHC. Ils conduisent à une 

terminaison de chaîne après avoir été incorporés dans l’ARN viral nouvellement 

synthétisé (Haudecoeur et al., 2013). Les analogues nucléosidiques, comme 

mericitabine (Roche), ont besoin de trois phosphorylations pour être activés. En 

revanche, les analogues nucléotidiques, tels que sofosbuvir (Gilead) et VX-135 

(Vertex), n’ont besoin que de deux phosphorylations, les rendant plus rapidement 

actifs au niveau du site d’action (Tableau 2). En raison de leur mécanisme d’action, 

les analogues nucléosidiques/ nucléotidiques sont actifs contre tous les génotypes 

du VHC. Ils ont une forte barrière de résistance, parce que les variants viraux 
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sélectionnés n’arrivent pas à se répliquer à des niveaux élevés in vitro ou in vivo 

(Pawlotsky, 2014). 

Les inhibiteurs non nucléosidiques se lient à l’un des quatre sites allostériques 

sur la surface de l’ARN polymérase ARN dépendante du VHC. En modifiant la 

conformation de cette enzyme, ils bloquent sa fonction catalytique, inhibant ainsi 

indirectement la réplication de l’ARN. L’ARN polymérase du VHC a la forme d’une 

main droite, avec un pouce, une paume, et des doigts. Les inhibiteurs non 

nucléosidiques sont divisés en 4 groupes : les inhibiteurs de pouce domaine I, les 

inhibiteurs de pouce domaine  II,  de la paume domaine I, et la paume domaine II 

(Tableau 2) (Haudecoeur et al., 2013). Les inhibiteurs non nucléosidiques de 

première génération de NS5B sont généralement actifs contre le génotype 1 

seulement et ont une faible barrière de résistance. La deuxième génération des 

inhibiteurs non nucléosidiques sont en phase de développement préclinique. Ils ont 

une activité génotypique plus large et une barrière de résistance plus élevée 

(Pawlotsky, 2014). 

7.1.3. Les inhibiteurs de NS5A  

Les inhibiteurs de la protéine NS5A se lient au domaine I de cette protéine et 

bloquent sa capacité à réguler la réplication du VHC. De plus, ils inhibent 

l’assemblage et la libération de particules virales (Kohler et al., 2014). Ce double 

mécanisme permet un arrêt efficace et rapide de la production du virus dès les 

premiers jours de leur administration.  

Les inhibiteurs NS5A de première génération sont actifs contre les génotypes 1 et 4 ; 

tous ne sont pas actifs contre les génotypes 2 et/ ou 3. Ils ont une faible barrière de 

résistance. Les inhibiteurs de deuxième génération sont actifs contre tous les 

génotypes du VHC, mais certains d’entre eux sont moins actifs contre les génotypes 

2 et 3 comparé aux autres génotypes. Leur barrière de résistance est améliorée par 

rapport aux inhibiteurs NS5A de première génération (Pawlotsky, 2014). 

Des protéines virales supplémentaires, telles que la protéine de la capside 

core, p7 , et NS4B, sont à l’étude en tant que cibles thérapeutiques (Liang and 

Ghany, 2013). 
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7.2. Les HTAs 

Les cibles prometteuses pour les HTAs comprennent la cyclophiline A (CypA) 

et le micro-ARN 122 (miR-122).  

Les inhibiteurs de CypA inhibent la réplication du VHC en bloquant l’activité peptidyl-

prolyl cis-trans isomérase de cette enzyme, qui est nécessaire à la réplication 

efficace du VHC (Chatterji et al., 2009). Les médicaments en développement clinique 

comprennent alisporivir (Novartis) et SCY-635 (Scynexis) (Tableau 2).  

Le miR-122 est un micro-ARN qui est exprimé abondamment dans le foie et 

se lie à l’ARN viral pour en faciliter la traduction et la réplication (Jopling, 2012). Le 

Miravirsen (Santaris Pharma) est un antagoniste du miR-122 qui a une activité 

antivirale in vitro et in vivo (Lanford et al., 2010). Ce composé est injecté et donc peu 

susceptible d’être utilisé à l’ère des thérapies orales. De plus, l’épuisement du miR-

122 a été associé au développement de carcinomes hépatocellulaires chez la souris, 

ce qui soulève des questions quant à sa sécurité chez les humains (Pawlotsky, 

2014). 

Les facteurs d’entrée sont également des cibles potentielles de l’hôte ; les 

inhibiteurs de ces facteurs bloquent l’accès du VHC dans les cellules. Les inhibiteurs 

de l’entrée virale peuvent être particulièrement importants pour le traitement des 

patients ayant subi une transplantation du foie, puisque les patients infectés par le 

VHC sont invariablement réinfectés après une transplantation hépatique (Liang and 

Ghany, 2013). 

En 2014 et 2015, de nouveaux schémas thérapeutiques dépendant ou pas de 

l’IFN seront disponibles. À partir de 2015 et au-delà, les traitements à base d’IFN 

seront remplacés par des traitements sans INF, administrés par voie orale, au moins 

dans les régions du monde où ces traitements sont approuvés et leur coût est 

couvert (Pawlotsky, 2014). 
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II. Le virus de l’hépatite C 

1. Classification et variabilité génomique 

Le virus de l’hépatite C est classé dans la famille des Flaviviridae dans le 

genre des Hepacivirus (Figure 6) qui comprend également deux autres virus 

étroitement apparentés : le GBV-B et les tout récemment découverts NPHV (non-

primate hepacivirus). Alors que le GBV-B a été isolé chez le tamarin. Les NPHV ont 

quant à eux été identifiés chez les chevaux et chez les chiens (Simmonds, 2013).  

 

Figure 6. Arbre phylogénétique des membres de la famille des Flaviviridae.  
La famille des Flaviviridae comprend quatre genres : Les Flavivirus, les Pestivirus, les 
Hepacivirus et les Pegivirus. Le GBV-B et les NPHV (non-primate hepacivirus) sont classés 
avec le VHC dans le genre des Hepacivirus. L’arbre a été basé sur la comparaison de 
régions conservées des séquences de l’ARN polymérase (positions 7704-8550 numérotées 
comme dans le génome du HCV-1, AF011751) de variants représentatifs au sein de chaque 
genre et espèce. L’arbre phylogénétique déraciné a été construit par neighbor-joining. Une 
divergence de 0,1 (10% de divergence de séquence en acides aminés) est représentée sur 
la barre d’échelle (Simmonds, 2013). 
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Le VHC présente une hétérogénéité génétique importante à travers le monde. 

Les analyses phylogénétiques ont permis d’établir sept génotypes majeurs  

(génotypes 1 à 7). Leurs génomes diffèrent de 31 à 33% au niveau des séquences 

nucléotidiques (Scheel and Rice, 2013; Simmonds, 2013). De plus, de nombreux 

sous-types ont été décrits (a, b, c,…etc) présentant une différence de 20 à 25% dans 

leurs séquences nucléotidiques. Un seul sous-type peut regrouper différents isolats 

ou souches dérivées d’individus différents, comme par exemple les isolats HCV-1 et 

H77 qui appartiennent au même sous-type 1a, leurs génomes diffèrent de seulement  

2 à 4% au niveau de la séquence nucléotidique. Dans un individu infecté avec un 

même isolat, le VHC circule sous forme d’une population virale ayant des génomes 

étroitement apparentés, présentant 1 à 2% de variation de séquences. Il a été 

montré que la distribution de ces quasi-espèces pouvait influencer la progression de 

l’hépatite C vers la forme chronique, la progression de la fibrose du foie et la réponse 

à l’IFN (Gottwein and Bukh, 2008). 

Les différents génotypes du VHC ont une  prévalence et une répartition 

géographique variable (Figure 7). En occident, le génotype 1 est le plus fréquent, 

suivi par les génotypes 2 et 3 (Gottwein and Bukh, 2008).  

Le sous-type 1a est le plus souvent détecté aux États-Unis et en Europe alors que le 

sous-type 1b, qui est transmit principalement par transfusion, est retrouvé dans le 

monde entier avec une prévalence élevée aux États-Unis et en Europe ainsi qu’au 

Japon, où il est responsable de plus de 70% des cas d’infection par le VHC.  

Les sous-types 2a et 2b, représentant 10 à 30% des sous-types de VHC mondiaux, 

ils sont communs en Amérique du Nord, en Europe et au Japon, tandis que le 

génotype 2c se trouve dans le nord de l’Italie (Razavi et al., AASLD, 2013).  

Le génotype 3 est le plus important dans le sous-continent indien, en Asie du Sud-

Est et en Indonésie. Il est également répandu en Europe occidentale et aux Etats-

Unis, notamment le sous-type 3a qui est particulièrement répandu chez les usagers 

de drogues. En combinaison avec le génotype 1a, ils représentent 70% des 

nouveaux cas d’infection par le VHC (Razavi et al., AASLD, 2013).  

Le génotype 4 semble être répandu au Moyen-Orient et en Afrique du Nord, 

notamment en Egypte, où près de 20% de la population est infectée.  

Les génotypes 5 et 6 sont les plus fréquemment rapportés en Afrique du Sud et à 

Hong Kong, respectivement (Razavi et al., AASLD, 2013). Le génotype 7 quant à lui 
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est cantonnée dans certaines régions d’Afrique centrale et semble pour l’instant 

marginal (Scheel and Rice, 2013). 

 

 

 
Figure 7. Répartition mondiale des différents génotypes du VHC (OMS, 2009). 
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2. Propriétés biophysiques de la particule virale  

Le virus de l’hépatite C est un virus enveloppé de 60 à 75 nm de diamètre. La 

capside virale qui contient l’ARN génomique, est enveloppée dans une membrane 

lipidique, dérivée du réticulum endoplasmique (RE), sur laquelle on retrouve les 

glycoprotéines de surface E1 et E2 (Figure 8A) (Lindenbach, 2013). Cependant, la 

structure de l’unité infectieuse du VHC est probablement plus complexe. Plusieurs 

éléments de preuves suggèrent que le VHC ne circule pas isolé dans le sang, mais 

en association avec les lipoprotéines sériques sous forme d’une molécule hybride 

appelée LVP (lipo-viral particle). En effet, les particules de VHC dérivés de sérum de 

patients infectés sont toujours associées à des composants des lipoprotéines tels 

que l’apolipoprotéine (apo) AI, ApoB, ApoC1, et ApoE. De plus, l’analyse du profil 

lipidique des particules virales a montré que celles-ci avaient une composition en 

lipides et en cholestérol comparable à celle des LDLs (Low Density Lipoproteins) et 

des VLDLs (Very Low Density Lipoproteins) (Figure 8B) (Merz et al., 2011).  

En raison de leur association aux lipoprotéines de l’hôte, les particules du 

VHC présentent un large profil de densité, allant de 1,03 à 1,25 g/ml (André et al., 

2002; Catanese et al., 2013). Alors que les fractions de faibles densité (1,03 - 1,10 

g/ml) renferment des particules virales hautement infectieuses, les fractions de 

densité plus élevée sont moins infectieuses et peuvent souvent être 

immunoprécipitées par des IgG anti-humains, suggérant la présence de complexes 

immuns (Catanese et al., 2013).  

L’interaction des particules virales avec les lipoprotéines de l’hôte servirait à 

les protéger de l’action des anticorps neutralisants. Cependant, la nature précise de 

cette association reste encore à établir (Figure 8C-E) (Lindenbach, 2013). 
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Figure 8. Particules du VHC interagissent avec les lipoprotéines de faible densité.  
A) Modèle d’une particule du VHC ; La surface de la particule virale est enveloppée par une 
bicouche lipidique décorée avec les glycoprotéines virales E1-E2. A l’intérieur de l’enveloppe 
se trouve la nucléocapside formée par la protéine Core renfermant le génome viral qui est 
une molécule d’ARN simple brin de polarité positive. B) Représentation schématique d’une 
VLDL ; Le cœur hydrophobe de la VLDL est constitué de lipides entourés par une 
monocouche de phospholipides sur la quelle sont ancrées ou associées en périphérie les 
différentes apolipoprotéines. C) à E) Les illustrations montrent les interactions possibles 
entre des particules du VHC et les VLDLs (Adapté de Lindenbach, 2013). 
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3. Organisation génomique 

Le génome du VHC est une molécule d’ARN simple brin (ARNsb) de polarité 

positive qui fait environ 9600 nucléotides (nts) de long. Il peut être subdivisé en trois 

régions, les régions non traduites 5’ et 3’UTR (Untranslated region) et la région 

codante avec un seul ORF (Open Reading Frame) (Figure 9).  

 
 
Figure 9. Organisation génétique et maturation de la polyprotéine du VHC.  
Représentation schématique du génome viral (en haut). C’est un ARN simple brin de polarité 
positive de 9,6 kb. Les structures secondaires des régions 5’ et 3’UTR sont représentées 
schématiquement. La traduction IRES-dépendante de l’ARN viral donne naissance à une  
polyprotéine qui est clivée en protéines structurales et non-structurales par les protéases 
cellulaires : la signal peptide peptidase (flèche bleue) et la signal peptidase (flèches noires), 
et par les protéases virales : NS2 et NS3/4A (flèches rouges).  
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3.1. Les régions non-traduites  

Les régions 5’ et 3’UTR contiennent des structures secondaires et tertiaires 

essentielles à la traduction et la réplication du génome viral.  

3.1.1. La région 5’UTR 

La région 5’UTR d’une longueur de 341 nts est très structurée et très 

conservée chez les différents génotypes. Elle est composée de quatre domaines 

structuraux majeurs en forme de tige-boucles, numérotées de I à IV (Figure 9). Les 

domaines II à IV forment un IRES (Internal ribosomal entry site) permettant la 

traduction de l’ARN viral par un mécanisme d’initiation interne coiffe-indépendant 

(Fukushi et al., 1994). En plus de son rôle dans la traduction, la région 5’UTR est 

également importante pour la réplication, notamment l’extrémité 5’ en amont de 

l’IRES (Friebe et al., 2001).  

3.1.2. La région 3’UTR 

La région 3’UTR qui fait environ 220 nts de long, joue un rôle très important 

dans la réplication. Elle n’est pas polyadénylée et est composée de trois régions 

distinctes (Figure 9) : Une région très faiblement conservée qui se trouve 

immédiatement en aval du codon stop appelée région variable (RV) (30 - 50 nts), 

une région interne poly uracile/ pyrimidine (poly (U/UC)) de longueur variable selon 

les génotypes (20 - 200 nts), et une région de 98 nucléotides de long, très structurée 

et très conservée, appelée région X. Cette région comporte trois tiges boucles 

stables SL1, 2 et 3, et joue un rôle important dans l’initiation de la synthèse du brin 

ARN (-) au cours de la réplication (Kolykhalov et al., 1996).  

En plus de son rôle dans la réplication, la région 3’UTR contribue également à 

promouvoir la traduction de l’ARN viral (Bradrick et al., 2006; Song et al., 2006). 
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3.2. Les protéines virales  

Le génome du VHC contient un seul ORF qui code pour une polyprotéine 

d’environ 3000 aminoacides (aa) de long. Cette polyprotéine est co- et post-

traductionnellement clivée par des protéases cellulaires et virales donnant naissance 

à dix protéines différentes; les protéines structurales Core, E1 et E2 qui forment la 

particule virale, la protéine P7 et les protéines non-structurales (NS) 2, NS3, NS4A, 

NS4B, NS5A et NS5B, qui sont impliquées dans la maturation, la réplication et 

l’assemblage des virions. Toutes les protéines virales sont directement ou 

indirectement (NS3) associées à des membranes dérivées du RE où elles exercent 

leurs fonctions (Figure 9) (Bartenschlager et al., 2010). 

3.2.1. La protéine Core  

Core est la première protéine structurale codée par l’ORF du VHC. Les 

monomères de cette protéine constituent la nucléocapside qui renferme le génome 

viral. La maturation de Core implique le clivage de la séquence signal située entre 

Core et E1 et la translocation du polypeptide naissant vers la membrane du RE 

(Santolini et al., 1994). Un premier clivage de la séquence signal est médié par une 

« signal peptidase » (SP) et donne naissance à une protéine immature de 191 aa de 

long. Celle-ci subie un deuxième clivage en C-terminale par une « signal peptide 

peptidase » (SPP) libérant la protéine Core mature de 177 aa de long (McLauchlan 

et al., 2002). 

La protéine Core mature est constituée de deux domaines (Figure 10). Le 

domaine 1 (D1) hydrophile en N-terminal (aa 1 à 117), contient une forte proportion 

de résidus basiques et est impliqué dans la liaison à l’ARN et dans l’homo-

oligomerization de Core, et par conséquent dans l’assemblage de la nucléocapside 

virale. Le D1 présente également une activité chaperonne, une caractéristique 

générale des protéines de capside, probablement nécessaire au remodelage 

structurel et l’encapsidation du génome ARN dans la particule virale (Kim et al., 

2006). L’oligomérisation de Core peut être déclenchée par des changements 

conformationnels qui interviennent lorsque celle-ci se lie à l’ARN, permettant ainsi 

une plus grande stabilité d’interaction entre monomères. Le domaine D1 se comporte 
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comme une protéine intrinsèquement désordonnée mais se replie lorsqu’il interagit 

avec le domaine D2 de Core (Boulant et al., 2005).  

 

 
Figure 10. Représentation schématique de la protéine Core du VHC. 
La protéine Core est libérée de la polyprotéine par la signal peptidase (SP). Ensuite le 
précurseur de Core de 191 aa est clivé par la signal peptide peptidase (SSP), donnant 
naissance à une protéine mature de 177 aa composée de deux domaines D1 et D2. Le D1 
est hydrophile et contient une forte proportion de résidus basiques, il est impliqué dans la 
liaison à l’ARN, dans l’oligomérisation de Core et par conséquent dans l’assemblage de la 
nucléocapside virale. Le D2 contient deux hélices amphipatiques (119-136 et 148-165) qui 
sont séparées par une boucle hydrophobe (Adapté de Gawlik and Gallay, 2014). 
 

Le domaine C-terminal D2 (aa 118 à 177) est un domaine hydrophobe qui assure 

l’association de Core avec les gouttelettes lipidiques (LDs ; Lipid Droplets). D2 

consiste en une boucle hydrophobe centrale reliant deux hélices # amphipathiques 

(aa 119 à 136 et 148 à 165) interagissant avec l’interface phospholipidique des LDs 

(Boulant et al., 2007). Ainsi, certaines délétions et plusieurs mutations ponctuelles 

dans le D2 abolissent l’association de Core avec les gouttelettes lipidiques, réduisant 

ainsi sa stabilité et conduisant à la perte de la production de particules virales 

infectieuses (Boulant et al., 2006; Miyanari et al., 2007). 

Outre les protéines virales E1, P7 et NS2, il a été rapporté que Core interagit 

également avec une variété de protéines cellulaires, influençant de nombreuses 

fonctions des cellules hôtes infectées, telles que la transcription de gènes, le 

métabolisme des lipides, l’apoptose et la signalisation cellulaire (De Chassey et al., 

2008). In vivo, Core est impliquée dans le développement de la stéatose et du 

carcinome hépatocellulaire (Gottwein and Bukh, 2008). 
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Des produits de traduction supplémentaires sont issus d’un cadre de lecture 

alternatif chevauchant la région codante de Core (ARFP, la protéine F ou Core +1) 

ainsi qu’une famille de « mini-Cores » dont la taille varie entre 8 et 14 kDa, ont été 

détectés. Cependant, le rôle de ces protéines dans le cycle viral et la pathogenèse 

du VHC reste à élucider (Moradpour and Penin, 2013).  

3.2.3. Les protéines E1 et E2 

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 jouent un rôle important à différentes 

étapes du cycle viral telles que l’assemblage de particules infectieuses, l’entrée du 

virus, et la fusion avec la membrane de l’endosome. Pour remplir ces fonctions, E1 

et E2 adopteraient différentes conformations qui seraient étroitement contrôlées pour 

se produire au moment approprié au cours du cycle viral (Moradpour and Penin, 

2013).  

E1 et E2 sont des protéines transmembranaires de type I avec un 

ectodomaine en N-terminal (~ 160 et ~ 360 aa pour E1 et E2, respectivement) et un 

court domaine transmembranaire C-terminal (DTM) de ~ 30 aa. Au cours de leur 

synthèse, les ectodomaines de E1 et E2 sont exposés vers la lumière du RE alors 

que leurs DTM sont insérés dans la membrane du RE (Cocquerel et al., 2002).  

Les deux DTMs sont composés de deux régions riches en aa hydrophobes séparées 

par une courte région polaire contenant des résidus chargés très conservés. Les 

DTMs contribuent de manière importante aux fonctions de E1 et E2 en permettant 

leur ancrage à la membrane, leur rétention au niveau du RE, et la formation 

d’hétérodimères E1-E2 non covalents constitutifs de l’enveloppe virale (Voisset and 

Dubuisson, 2004). Cependant, il a été montré récemment que les hétérodimères E1-

E2 associés aux virions forment des complexes covalents qui sont stabilisés par des 

liaisons disulfure (Vieyres et al., 2010). Ces interactions latérales entre les 

glycoprotéines d’enveloppe joueraient un rôle actif dans le bourgeonnement du VHC.  

Outre la formation de ponts disulfures, la glycosylation est également une 

modification pot-traductionelle très importante pour la fonction des glycoprotéines 

d’enveloppe. Elle est nécessaire pour un repliement correct des glycoprotéines et à 

l’évasion immunitaire (Khan et al., 2014). E1 et E2 possèdent 11 et 4 sites de N-

glycosylation, respectivement. Les glycanes, constituant près de 50% du poids 

moléculaire de l’ectodomaine de ces protéines, sont essentiellement présents dans 
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des boucles indiquant que ces sites sont exposés au solvant et qu’ils sont flexibles 

(Kong et al., 2013).  

Alors que la structure tridimensionnelle de E1 n’est toujours pas connue, celle 

de E2 en revanche a été récemment résolue par cristallographie (Khan et al., 2014; 

Kong et al., 2013) révélant une structure compacte avec une architecture bien définie 

qui consiste en un domaine central replié en &-sandwich flanqué à l’avant et à 

l’arrière par des boucles, des hélices #, et des feuillets & (Figure 11A). 

Contrairement, à ce qui a été prédit au paravent, E2 a une structure globulaire qui 

diffère nettement du repliement à trois domaines caractéristique des protéines de 

fusion de classe II, retrouvées chez d’autres membres de la famille des Flaviviridae. 

En effet, alors que E2 s’étend seulement sur ~ 50 Angstrom (Å), les protéines de 

fusion de classe II adoptent une conformation beaucoup plus étendue d’environ 120 

Å (Figure 11B) (Kong et al., 2013). De plus, des analyses de SAXS (Smal Angle X-

ray Scattering) indiquent que E2 ne subit aucun réarrangement structural à pH acide. 

Ainsi, il semble peu probable que E2 ait un rôle direct dans la fusion membranaire, 

contrairement aux protéines de fusion de classe II. Cependant,il est tout à fait 

possible que E1 seule ou l’hétérodimère E1-E2 aient un rôle dans ce processus 

(Khan et al., 2014). 

Les gènes codant pour E1 et E2 sont particulièrement variables. Dans E2 par 

exemple, plusieurs régions hyper variables (HVRs ; Hypervariable regions) ont été 

identifiées. Elles peuvent présenter jusqu’à 80% de variation de séquences entre les 

différents génotypes du VHC. La région HVR1 comprend les 27 premiers aa de E2. 

C’est une région immunodominante qui induit un type spécifique d’anticorps 

neutralisants (Farci et al., 1996; McCaffrey et al., 2011). Malgré la grande variabilité 

de sa séquence, HVR1 est une région globalement basique avec des résidus 

chargés positivement situés à des positions spécifiques sur la séquence. Les 

propriétés de cette région intrinsèquement non structurée sont très conservées 

(Penin et al., 2001). HVR2 (aa 91 à 97) montre un maximum de 100% de variabilité 

de séquences et forme une structure en boucle. A l’inverse de HVR1, HVR2 n’est 

pas une cible de la réponse immunitaire humorale, mais est essentielle pour 

l’intégrité et la fonction de l’hétérodimère E1-E2 et peut moduler la liaison de E2 aux 

différents récepteurs (McCaffrey et al., 2011). 
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Figure 11. Structure de la glycoprotéine E2 du VHC. 
A) Structure cristallographique de la protéine E2 du VHC est représentée en mode 
« cartoon » et colorée selon les éléments structurels : la couche avant est formée par les 
résidus de la région N-terminale de 421 à 453 (cyan) ; les feuillets externes (rouge) et 
internes (violet) forment le beta sandwich des immunoglobulines (Ig) (492-566) ; la boucle de 
liaison au récepteur CD81 est une structure bilobée (bleu) (519-535) ; une région flexible 
(blanc) englobe la région variable 3 (VR3) (567-596) ; et la couche arrière (597 à 645) est 
formée par deux courtes hélices, des boucles, et un feuillet-& à quatre brins (vert clair). 
Annotations des brins beta sandwich selon les conventions des repliements des Ig. Les 
ponts disulfures sont présentés comme des bâtons jaunes et numérotés à partir de 
l’extrémité N-terminale. Les glycanes N-liés sont indiquées par des cercles verts et sont 
également numérotés à partir de l’extrémité N-terminale. Les astérisques indiquent les 
glycanes N-liés supprimés dans la construction. Les régions désordonnées de la structure 
sont représentées par des lignes en pointillés. B) Comparaison de la protéine E2 du VHC 
(en haut) et la protéine E du Virus de la méningo-encéphalite à tiques (VMET), un membre 
des Flaviviridae dont la protéine E appartient aux protéines de fusion de classe II (PDB ID 
1SVB). DI à DIII indique les domaines I à III (Adapté de Kong et al., 2013). 
 

3.2.4. La protéine p7 

p7 est un polypeptide membranaire de 63 aa de long. Il comporte deux hélices 

# transmembranaires connectées par une boucle cytosolique chargée positivement, 

alors que les extrémités N et C-terminales sont orientées vers la lumière du RE 

(Carrère-Kremer et al., 2002). p7 appartient à la famille des viroporines. En effet, 

cette protéine forme des hexamères ou des heptamères ayant une activité de canal 

ionique qui facilite la production de virions (Chandler et al., 2012). La structure 

tridimensionnelle d’un hexamère de p7 dans une double couche de phospholipides 

(DHPC à queue courte) a été résolue par microscopie électronique, révélant une 

architecture des protéines en forme de fleur à six pétales protubérantes orientées 

vers la lumière du RE (Figure 12) (Luik et al., 2009).  
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Figure 12. Structure 3D d’un héxamère de p7 du VHC formant un canal ionique.  
Vues des volumes 3D du canal p7 du VHC filtrés à 16 Å. La structure en forme de cône est 
de 8,1 nm de diamètre au point le plus large et de 4,8 nm de hauteur. Six protubérances ou 
pétales se ramifient à partir de base résultant en un large pore au sommet du canal (Luik et 
al., 2009). 
 

p7 n’est pas nécessaire à la réplication de l’ARN, mais semble être essentielle pour 

les étapes d’assemblage et de sécrétion de particules virales infectieuses 

(Steinmann and Pietschmann, 2010). Au niveau de l’assemblage p7 semble agir de 

concert avec Core, les glycoprotéines E1-E2 et NS2, indépendamment de son 

activité de canal ionique (Jones et al., 2007; Popescu et al., 2011; Stapleford and 

Lindenbach, 2011). En revanche, pour ce qui est de la sécrétion, p7 agirait en 

supprimant l’acidification de certains compartiments cellulaires acides, et protégerait 

ainsi les virions naissants de changements conformationnels induits par une 

acidification prématurée (Wozniak et al., 2010).  

3.2.5. La protéine NS2  

Le clivage de la polyprotéine virale à la jonction NS2/NS3 est réalisé par une 

protéase à cystéine codée par NS2 et dont la fonction est fortement augmentée par 

la partie N-terminal de NS3 (Grakoui et al., 1993; Schregel et al., 2009). NS2 est une 

protéine de 217 aa de long qui renferme dans sa partie N-terminale un domaine de 

liaison membranaire hautement hydrophobe et dans sa partie C-terminale le sous-

domaine protéase. Tandis que le domaine membranaire est composé de trois 

segments transmembranaires putatifs (Figure 13) (Jirasko et al., 2010), la protéase 

en C-terminale est capable de former des dimères créant un site actif composite, tel 

qu’il a été révélé par la structure cristallographique (Figure 13) (Lorenz et al., 2006). 

L’activité protéase de NS2 n’est pas indispensable pour la réplication de l’ARN, mais 

le clivage à la jonction NS2/NS3 est essentiel pour la libération de la protéine NS3 

entièrement fonctionnelle et, par conséquent, la libération des protéines non-

structurales du VHC favorisant la réplication de l’ARN viral (Jirasko et al., 2010).  
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NS2 joue un rôle central dans l’assemblage de particules virales infectieuses 

indépendamment de son activité protéase. Elle permet de coordonner le processus 

d’assemblage à travers un réseau complexe d’interactions impliquant à la fois les 

protéines structurales (E1-E2) et non structurales (P7, NS3/4A et NS5A) (Jones et 

al., 2007; Popescu et al., 2011; Stapleford and Lindenbach, 2011). 

 

 
Figure 13. Structure et topologie de la protéine NS2. 
A) Modèle de la topologie de NS2 au niveau de la membrane du RE. Dans le panneau à 
gauche les hélices transmembranaires TMS1, 2 et 3 sont représentées en ruban et colorées 
en bronze, en vert ou en cuivre, respectivement. Les TMS sont positionnées dans la 
membrane et les extrémités des hélices transmembranaires sont précisées (TMS1, 4-23 ; 
TMS2, 27-49 ; TMS3, 72-94). Les trois TMS sont représentés comme des entités séparées, 
puisque leurs interactions intramoléculaires et/ ou intermoléculaires ne sont pas connues. Le 
domaine protéase de NS2 est représenté à la surface (vue latérale) sous forme d’un dimère 
(PDB : 2HD0) coloré en bleu clair et rose. Pour plus de simplicité, le domaine de liaison à la 
membrane d’une seule sous-unité est représenté (Adapté de Jirasko et al., 2010). B) 
Structure cristallographique d’un dimère de NS2. Les régions encadrées montrent 
l’emplacement des deux sites actifs dans le dimère NS2. La distance entre les deux sites 
actifs est indiquée. C) Le site actif de NS2. Les résidus His 143, Glu 163, Pro 164, Cys 184 
et Leu 217 sont représentés en bâtonnets. Le site actif est composé de l’His 143 et Glu 163 
à partir d’une molécule du dimère (chaîne A, dessinée en bleu), et Cys 184 à partir de l’autre 
molécule (chaîne B, dessinée en rouge). Le résidu C-terminal, Leu 217, provient de la même 
chaîne que la Cys 184. Les pointillés indiquent les contacts entre les résidus sélectionnés 
(Lorenz et al., 2006).   
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3.2.6. Le complexe NS3-4A 

NS3-4A est un complexe non covalent composé de NS3 et de son cofacteur 

NS4A. NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70 kDa, avec une activité sérine-

protéase située à l’extrémité N-terminale (aa 1 à 180) et une activité hélicase à ARN/ 

NTPase située dans les deux tiers de la partie C-terminale (aa 181 à 631). Les deux 

activités enzymatiques ont été bien caractérisées, et les structures tridimensionnelles 

ont été résolues (Figure 14) (Yao et al., 1999). Le domaine protéase à sérine de NS3 

adopte un repliement de type chymotrypsine avec deux sous-domaines en tonneau-

&. La structure est stabilisée par un ion Zn2+ qui est coordonné par les Cys 97, 99, 

145 et l’His 149. Le site de liaison du Zn2+ joue également un rôle important dans le 

clivage du site NS2/NS3 par la protéase NS2 (Schregel et al., 2009). La triade 

catalytique de la protéase NS3-4A est formée par l’His 57, Asp 81 et Ser 139 (Figure 

14).  

        
Figure 14. Structure tridimensionnelle et topologie du complexe NS3/4A. 
A) Représentation schématique de la région NS3-4A de la polyprotéine du VHC. Les 
domaines protéase à sérine et hélicase de NS3 sont représentés en cyan et en gris, 
respectivement. Les résidus du site actif de la protéase à sérine (His 57, Asp 81 et Ser 139) 
sont mis en évidence en violet et l’hélice # amphipatique N-terminale en vert. Un atome de 
zinc (Zn2+), qui est coordonné par trois résidus cystéines et une histidine, stabilise la 
structure de la protéase. NS4A est représentée en orange. La flèche blanche indique le 
clivage par la protéase NS2, tandis que les flèches noires montrent les clivages en cis (site 
NS3/NS4A) et en trans (site NS4A/NS4B) par la protéase NS3-4A. B) Structure 
cristallographique du complexe NS3-4A comprenant NS3 et la partie centrale de NS4A. Les 
couleurs identiques à celles dans le panneau (A) sont utilisées pour mettre en évidence les 
différents éléments. C) Modèle d’association à la membrane et organisation structurale du 
complexeNS3-4A (Adapté de Morikawa et al., 2011).  
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L’hélicase NS3 est un membre de la famille des DExH/ D-box hélicases 

(Belon and Frick, 2009). Elle hydrolyse l’ATP pour le déroulement de l’ARNdb ou des 

régions d’ARNsb avec des structures secondaires importantes. L’activité ARN 

hélicase/ NTPase est essentielle pour la réplication de l’ARN du VHC et joue 

également un rôle dans l’assemblage des particules virales. Cependant, sa fonction 

précise dans le cycle viral reste inconnue. De même qu’on ignore pourquoi les deux 

domaines, protéase à sérine et ARN hélicase, sont liés physiquement (Morikawa et 

al., 2011).  

Le polypeptide NS4A de 54 aa de long agit comme cofacteur pour la protéase 

NS3. La partie centrale de NS4A (aa 21 à 32) est nécessaire pour un repliement 

correct de NS3 par la formation d’un brin-& incorporé dans le tonneau-& en N-

terminale de NS3. La partie hydrophobe N-terminale de NS4A (aa 1 à 21) forme une 

hélice # transmembranaire requise pour la liaison du complexe NS3-4A à la 

membrane du RE (Figure 14C), tandis que la partie C-terminale (aa 40 à 54) interagit 

avec d’autres composants de la réplicase pour promouvoir la réplication de l’ARN du 

VHC et l’assemblage de particules virales (Beran et al., 2009). 

Il est intéressant de noter que NS3-4A est située non seulement sur les 

membranes du RE et dans les complexes de réplication, mais aussi, dans une 

moindre mesure, sur des mitochondries ou des membranes associées. Cela pourrait 

expliquer comment la protéase NS3-4A peut cliver et inactiver la protéine 

mitochondriale MAVS qui sert d’adaptateur pour la voie de signalisation de RIG-I (Li 

et al., 2005b). La protéase NS3-4A clive également TRIF (Li et al., 2005a), une autre 

protéine adaptatrice de la voie TLR3, ainsi que la tyrosine phosphatase (TC-PTP), un 

modulateur du récepteur du facteur épidermique de croissance (EGFR) (Brenndörfer 

et al., 2009). Ainsi, la protéase NS3-4A joue un rôle essentiel non seulement dans la 

réplication, mais également dans la persistance et la pathogenèse du VHC. 
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3.2.7. La protéine NS4B 

NS4B est une protéine hydrophobe de 261 aa de long (27 kDa). Il s’agit d’une 

protéine membranaire intégrale contenant une partie N-terminale (~ aa 1 à 69), une 

partie centrale abritant quatre passages transmembranaires (~ aa 70 à 190), et une 

partie C-terminale (~ aa 191 à 261) (Figure 15). La portion N-terminale comprend 

deux hélices # amphipathiques, AH1 (aa 3 à 35) et AH2 (aa 42 à 66). L’hélice AH2 

peut adopter deux topologies différentes, car elle a le potentiel de transloquer depuis 

la face cytosolique vers la lumière du RE, probablement  suite à l’oligomérisation de 

NS4B (Gouttenoire et al., 2010). Elle joue également un rôle important dans 

l’assemblage de complexes de réplication fonctionnels (Gouttenoire et al., 2009a). La 

partie C-terminale comprend deux hélices # amphipathiques H1 (aa 201 à 213) et H2 

(aa 229 à 253) (Gouttenoire et al., 2009b), ainsi que deux sites de palmitoylation à 

l’extrémité C-terminale (Yu et al., 2006). Ainsi, l’association de la protéine NS4B à la 

membrane est médiée non seulement par les domaines transmembranaires dans sa 

partie centrale, mais également par ces parties N- et C-terminales. 

NS4B induit la formation d’un compartiment, riche en structures membranaires 

et vésicules dérivées du RE, appelé « Membranous Web » (MW) (Figure 15), qui sert 

d’échafaudage pour la formation de complexes de réplication du VHC. 

L’oligomérisation de la protéine NS4B est requise pour la formation de complexes de 

réplication fonctionnels, probablement par l’induction d’une courbure de la membrane 

et la formation de vésicules. L’hélice AH2 en N-terminal ainsi que des éléments 

conservés en C-terminal seraient des déterminants majeurs pour l’oligomérisation de 

NS4B (Gouttenoire et al., 2010). Il semblerait également que la palmitoylation en C-

terminal joue un rôle important dans ce processus (Yu et al., 2006).  

Outre son rôle dans la réplication, NS4B participerait également dans 

l’assemblage de particules virales infectieuses (Han et al., 2013; Jones et al., 2009). 
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Figure 15. Topologie membranaire de NS4B et formation du MW. 
A) Représentation schématique de la protéine NS4B sur la membrane du RE représentant 
les hélices amphipathiques en N-terminal (AH1 et AH2), les segments transmembranaires 
(TM1-4) et les hélices en C-terminal (H1 et H2). L’extrémité N-terminale de la protéine NS4B 
peut transloquer dans le RE, probablement lors de l’oligomérisation de AH2 (flèche), en 
créant ainsi un cinquième passage transmembranaire. Un motif P-loop NTPase putatif est 
encadré. Les sites de palmitoylation décrites à l’extrémité C-terminale de la protéine NS4B 
sont représentés schématiquement (voir le texte pour plus de détails). B) Une image de 
microscopie électronique d’une cellule Huh-7 hébergeant un réplicon subgénomique du 
VHC. Une altération de la membrane distincte composée de petites vésicules enrobées dans 
une matrice de membrane, désignée comme le Membranous Web (MW) (têtes de flèches), 
qui se trouve dans la région juxtanucléaire. Barre d’échelle = 1 nm. M : Mitochondrie, N : 
Noyau, ER : Réticulum endoplasmique (Adapté de Gouttenoire et al., 2010). 
 

3.2.8. La protéine NS5A 

NS5A est une phosphoprotéine associée à la membrane. Elle est composée 

de 447 aa et joue un rôle important dans la régulation de la réplication de l’ARN du 

VHC et la formation de particules virales. En plus de son domaine d’ancrage à la 

membrane en N-terminale, NS5A est constituée de trois domaines séparés par deux 

séquences de faible complexité appelée LCS (Low Complexity Sequence) (Figure 

16) (Tellinghuisen et al., 2004). Les domaines I et II (DI et DII) sont principalement 

impliqués dans la réplication de l’ARN, alors que le domaine III (DIII) est essentiel 

pour l’assemblage des virions (Appel et al., 2008; Kim et al., 2011b).  
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NS5A peut être retrouvée sous deux formes; soit sous une forme peu phosphorylée, 

à un niveau basal, de 56 kDa, soit sous une forme hyperphosphorylée de 58 kDa. La 

phosphorylation basale se produit dans la partie centrale et la partie C-terminale, 

tandis que l’hyperphosphorylation de NS5A a lieu au niveau des résidus sérine 225, 

229, et 232 dans le LCS 1. L’état de phosphorylation de NS5A a un impact direct sur 

la réplication du VHC. Tandis que la forme hypophosphorylée permet une réplication 

optimale de l’ARN, la forme hyperphosphorylée réduit son efficacité (Neddermann et 

al., 2004). De plus, il a été montré que la phosphorylation de certains résidus dans le 

DIII, par des kinases cellulaires, favorise l’assemblage de particules virales (Kim et 

al., 2011b; Masaki et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008). Cela suggère que NS5A 

pourrait fonctionner comme un interrupteur moléculaire entre les étapes de 

réplication et d’assemblage. 

 

 
Figure 16. Structure et topologie membranaire de NS5A.  
A) Représentation schématique des différents domaines de la protéine NS5A. La portion du 
domaine I dont la structure est représentée en (B) est indiquée par la barre rouge. B)  
Structure du domaine I de NS5A. La chaîne polypeptidique est colorée à partir de l’extrémité 
N-terminale (bleu) à l’extrémité C-terminale (rouge). L’atome de zinc coordonné est 
représenté en jaune. Le pont disulfure en C-terminal est représenté en bleu. C) Modèle 
représentant la position d’un dimère de NS5A par rapport à la membrane du RE (Adapté de 
Tellinghuisen et al., 2005). 
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NS5A est liée à la membrane du RE via une hélice #-amphipathique en N-

terminale qui s’incorpore en plan dans le feuillet cytosolique de la membrane (Figure 

16) (Penin et al., 2004). Cette particularité permet à NS5A de s’associer à la 

monocouche de phospholipides des LDs et donc d’interagir avec Core, via son 

domaine DIII, sur ses organites ou à l’interface RE-LDs (Masaki et al., 2008).  

La structure cristallographique du DI a révélé un dimère en forme de « pince » avec 

une rainure, exposée au cytosol, qui peut accueillir de l’ARNsb ou db  (Tellinghuisen 

et al., 2005). Chaque molécule du dimère coordonne un atome de zinc par 

l’intermédiaire de quatre résidus cystéines conservés (39, 57, 59, et 80) (Figure 16). 

De manière intéressante, une seconde structure cristallographique du dimère de DI a 

révélé une conformation différente (Love et al., 2009). Ces deux formes structurelles 

alternatives, peuvent être représentatives des rôles multiples de NS5A dans la 

réplication de l’ARN et dans l’assemblage des particules virales. 

NS5A contribue à la physiopathologie et à l’évolution de la maladie en  

interagissant avec un grand nombre de protéines cellulaires, probablement grâce à 

la nature dépliée de ces domaines DII et DIII. Par exemple, NS5A interagit avec la 

phosphatidylinositol kinase 4 III# (PI4KIII#) et stimule son activité afin de promouvoir 

la formation du MW (Berger et al., 2011a). Elle interagit également avec la CypA qui 

est un facteur essentiel à la réplication de l’ARN et à l’assemblage des particules 

virales infectieuses (Yang et al., 2008). D’autre part, NS5A peut interférer avec la 

réponse immunitaire de l’hôte. Elle est impliquée dans l’inhibition de la protéine 

kinase PKR qui est un acteur clé de la réponse immunitaire innée (Gale et al., 1997). 

Elle bloque également la voie de signalisation de l’IFN en inhibant la phosphorylation 

de STAT1, impliquée dans l’activation des ISGs (Lan et al., 2007).  

3.2.9. La protéine NS5B  

NS5B constitue la composante clé du complexe de réplication de l’ARN viral. 

Cette protéine de 68 KDa (591 aa) est une ARN-polymérase ARN-dépendante 

(RdRp) qui utilise l’ARN génomique simple brin positif du VHC comme matrice pour 

synthétiser un ARN simple brin négatif complémentaire qui servira à son tour pour la 

synthèse ultérieure de l’ARN génomique. Une particularité de cette polymérase c’est 

qu’elle est capable de faire une initiation de novo ; c’est à dire  d’initier la réplication à 

partir d’une matrice d’ARNsb sans qu’il y ait besoin d’une amorce (Luo et al., 2000). 
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Le domaine catalytique de NS5B, est formé par les 530 aa de la partie N-

terminale, qui contient des motifs qui sont partagées par toutes les RdRp, à savoir ; 

une séquence Gly-Asp-Asp (GDD) dans le motif C, et la configuration classique 

d’une main droite avec les sous-domaines pouce, paume et doigts (Figure 17A). Les 

domaines pouce et doigts créent un canal qui abrite la matrice ARNsb et les rNTPs 

(ribo-nucléotides tri-phosphates) dans le site catalytique, dans le domaine de la 

paume (Bressanelli et al., 2002). Il est communément admis que la liaison de l’ARN 

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

flexible localisée dans le sous-domaine pouce et pointant vers le site actif (Hong et 

al., 2001). NS5B a une vitesse de polymérisation de 100-400 nts/ min in vitro et fait, 

en moyenne, une erreur tout les 1000 nts incorporés. Ce taux élevé d’erreurs est dû 

à l’absence d’une activité correctrice chez cette polymérase et explique en grande 

partie la variabilité génétique des isolats du VHC (Lohmann et al., 1998; Powdrill et 

al., 2011; Simister et al., 2009).  

NS5B est associée à la membrane du RE via les 21 résidus d’aa en C-

terminale, ce qui entraîne une orientation cytosolique du domaine catalytique. 

L’ancrage membranaire de NS5B n’est pas requis pour son activité polymérase in 

vitro, en revanche il est indispensable pour la réplication de l’ARN viral dans les 

cellules (Moradpour et al., 2004).  

La modélisation moléculaire de NS5B associée à la membrane indique que la 

rainure de liaison à l’ARN est empilée sur l’interface de la membrane, la rendant ainsi 

inaccessible à la matrice ARN (Figure 17B). Cette forme inactive de la RdRp peut 

être activée par un changement de conformation du segment de liaison, un segment 

de 40 aa qui sépare le domaine catalytique en N-terminal du segment 

transmembranaire en C-terminal de NS5B. Un tel changement conformationnel 

permet de déplacer le domaine catalytique de NS5B loin de la membrane le rendant 

accessible à la matrice ARN (Figure 17C), alors que le segment de liaison peut 

établir des interactions avec des facteurs cellulaires ou viraux nécessaires pour la 

formation du complexe de réplication (Moradpour and Penin, 2013). 
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Figure 17. Structure de la protéine NS5B du VHC.  
A) Structure du domaine catalytique de NS5B complexée à une molécule d’UTP, rappelant 
la forme d’une main droite avec les sous-domaines pouce (vert), paume (violet) et doigts 
(bleu). La tige-boucle beta est encerclée par des pointillés. B) Représentation de la protéine 
NS5B complète (PDB 1GX6) associée à la membrane du RE via une queue 
transmembranaire C-terminale. Le segment de liaison (gris) connecte le corps catalytique de 
NS5B à la séquence d’insertion dans la membrane (magenta). La structure indique la 
topologie membranaire de NS5A dans une conformation dite fermée, censée représenter 
l’état d’initiation de la polymérase. Le site actif est mis en évidence par deux nucléotides 
d’amorçage (jaune). Dans cette conformation, le sillon de liaison à l’ARN est masqué par 
l’ectodomaine de NS5B qui vient s’empiler à la membrane. B) Un modèle hypothétique 
représentant NS5B en mode d’élongation, ce qui libère le sillon de liaison à l’ARN. Un 
intermédiaire de réplication ARN double brin est représenté dans le site actif. La dislocation 
du corps catalytique de la membrane, induite par l’étirement du segment de liaison lors du 
« switch » de l’état d’initiation vers l’état d’élongation (Adapté de Bartenschlager et al., 2013). 
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III. Les modèles d’études 

1. Les modèles animaux  

1.1. Le chimpanzé 

Le chimpanzé est le plus proche parent vivant de l’homme présentant une 

identité génétique de plus de 98%. C’est la seule espèce en dehors de l’homme qui 

peut être infectée par le VHC (Billerbeck et al., 2013).  

Le chimpanzé a joué un rôle crucial dans la découverte du VHC comme agent 

étiologique de l’hépatite virale NANBH (Choo et al., 1989; Houghton, 2009) et c’est 

sans doute l’animal qui a contribué le plus à nos connaissances sur cette maladie.  

L’évolution clinique de l’infection par le VHC chez les chimpanzés est comparable à 

celle observée chez l’homme. Généralement, une semaine après l’infection la 

virémie devient détectable dans la circulation sanguine atteignant des titres au 

maximum de 105-107 copies/ ml. L’infection induit des réponses immunitaires innées 

et adaptatives significatives mesurables dans le sang périphérique et le foie 

entraînant fréquemment une hépatite, comme en témoignent les concentrations 

élevées d’enzymes hépatiques dans le sérum et des infiltrats inflammatoires dans le 

foie (Billerbeck et al., 2013). Cependant, des différences subsistent. Par exemple, 

l’hépatite aigüe est moins prononcée chez les chimpanzés que chez les humains. 

Les animaux infectés expérimentalement progressent moins souvent vers la 

chronicité avec un taux variant de 39 à 60 %, tandis que chez l’homme ce taux est 

plus important, variant de 70 et 85 % (Meuleman and Leroux-Roels, 2009). De plus, 

les chimpanzés développent rarement des maladies graves, telles que la fibrose, la 

cirrhose et le carcinome hépatocellulaire, qui sont les complications cliniques 

majeures de l’hépatite C chez les humains (Billerbeck et al., 2013). 

Dans l’ensemble, le chimpanzé a été un modèle animal crucial pour la recherche sur 

le VHC et reste le « gold standard » comparé à tous les autres modèles animaux. 

Cependant, les coûts élevés et les préoccupations éthiques limitent de plus en plus 

l’accès à ce modèle, c’est pourquoi des efforts ont été faits pour essayer de  

développer des solutions alternatives, notamment des modèles animaux de petite 

taille. 
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1.2. Les souris 

Les seuls modèles animaux de petite taille qui permettent une infection 

efficace par le VHC sont les souris immunodéficientes qui contiennent des 

xénogreffes de foie humain. Bien que ces souris ne peuvent pas être utilisées dans 

des études de l’immunité adaptative, elles ont néanmoins fourni de nouvelles 

informations sur les anticorps neutralisants, les interactions du VHC avec les 

récepteurs, la réponse innée de l’hôte, et sur certaines approches thérapeutiques 

(Bukh, 2012). 

1.2.1. Le modèle uPA-SCID 

Les souris déficientes de cellules T et B sont appelées souris SCID (Severe 

combined immunodeficiency). La première étude a avoir décrit une infection par le 

VHC dans un modèle murin a utilisé les souris SCID avec une modification génétique 

qui conduit à la surexpression du transgène uPA (urokinase-type plasminogen 

activator transgene) (Mercer et al., 2001). La surexpression spécifique de ce 

transgène au niveau du foie, provoque une dégénérescence des hépatocytes de la 

souris créant ainsi un environnement favorable pour la repopulation du foie de la 

souris par des hépatocytes primaires humains. Ces souris peuvent ensuite être 

infectées par le VHC (Mercer et al., 2001).  

Pour que ces souris soient infectées, 70% à 80% de leur foie doit être repeuplé par 

des hépatocytes humains fonctionnels qui vont secréter des protéines hépatiques 

humaines. On parle de greffe réussie si le niveau d’albumine humaine est d’au moins 

1 mg/ ml (Vanwolleghem et al., 2010). Le taux d’infection par le VHC dans ces souris 

est en corrélation directe avec le profil d’apparition de lipoprotéines humaines 

(Steenbergen et al., 2010). Cependant, l’inconvénient du modèle de souris uPA-

SCID, est le taux très élevé de mortalité à cause de la transplantation intrasplénique 

d’hépatocytes primaires qui se fait dans les deux premières semaines de vie des 

souris (Mercer et al., 2001).  

1.2.2. Les souris FRG 

Il s’agit d’un modèle différent de lésion du foie de la souris basé sur la carence 

de fumaryle acétoacétate hydrolase (FAH), une enzyme dans la voie catabolique de 
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la tyrosine. Le manque de FAH conduit à l’accumulation de métabolites qui sont 

hépatotoxiques et les souris FAH -/- meurent d’insuffisance hépatique (Grompe et 

al., 1993). Le croisement des souris FAH avec les souris immunodéficientes RAG2-/- 

IL-2R% -/- a permis de générer le modèle de souris FRG. Ce modèle a permis de 

greffer des hépatocytes humains à des taux très élevés (jusqu’à 95%) rendant ces 

souris susceptibles d’être infectées par le VHC (Bissig et al., 2010). L’avantage de ce 

modèle est que l’effet de la modification génétique qui entraîne une dégénérescence 

des hépatocytes peut être bloqué par l’administration orale d’un médicament. Les 

souris restent alors en bonne santé jusqu’au moment de la greffe où le médicament 

est retiré, et les souris sont injectées avec des hépatocytes humains.  

1.2.3. Autres modèles de souris 

Deux autres modèles de souris humanisées ont été décrits en 2011. Ces 

modèles ont été conçus pour pallier à l’absence de l’immunité adaptative dans les 

deux modèles précédents. Toutefois, leur utilisation est limitée par la faible 

réplication virale. 

Le premier modèle de souris est un modèle transgénique (AFC8-huHSC/hep) 

qui supporte la prise de greffe de cellules progénitrices hépatocytaires et de cellules 

souches hématopoïétiques humaines, ce qui entraîne la repopulation du foie avec 

des hépatocytes humains et la reconstitution immunitaire avec des leucocytes 

humains (Washburn et al., 2011). L’inoculation de ces souris par du sérum de 

patients infectés par le VHC a montré que les foies des souris qui contenaient l’ARN 

viral ont été infiltrés par des cellules immunitaires humaines et présentent des signes 

d’hépatite et des taux d’enzymes hépatiques élevés ; des réponses de cellules T 

spécifiques du VHC ont été détectées, et environ la moitié de ces souris ont 

développé une fibrose du foie (Washburn et al., 2011).  

Ce modèle aurait pu être le premier modèle animal de petite taille qui pourrait être 

utilisé pour étudier l’immunité adaptative et la pathogenèse lors de l’infection par le 

VHC. Cependant, il n’est pas clair si des particules virales infectieuses sont 

produites. De plus, ces souris n’ont pas les cellules B humaines entièrement 

fonctionnelles, ainsi le développement d’anticorps spécifiques du VHC est altéré. Il 

s’agit d’une limitation importante, étant donné l’importance probable des anticorps 
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neutralisants dans le contrôle de la progression de l’infection par le VHC et pour le 

développement de vaccins (Bukh, 2012). 

Dans le second modèle de souris génétiquement humanisées (Rosa26-Fluc), 

une sous-population de cellules hépatiques de souris immunocompétentes exprime 

des récepteurs de surface cellulaire humains nécessaires pour l’entrée du VHC 

(Dorner et al., 2011). L’utilisation d’un virus génétiquement modifié exprimant le gène 

de la luciférase a permis de suivre l’entrée du VHC dans les hépatocytes de souris. 

Toutefois, il n’y a pas de preuves de réplication du VHC dans le foie et le virus n’a 

pas pu être détecté dans le sang, probablement en raison de mécanismes de 

restriction de l’hôte.  

1.3. Autres petits modèles animaux 

Des infections expérimentales par le VHC ont été obtenues chez le tupaïa, un 

petit mammifère génétiquement proche des primates qui est facile à maintenir et à 

reproduire (Xie et al., 1998). De plus, une étude a montré que des hépatocytes 

primaires de tupaïa peuvent être infectés, in vitro, par des sérums humains 

contaminés par le VHC et qu’ils produisent des particules virales infectieuses (Zhao 

et al., 2002). Cependant, même si ces animaux peuvent être infectés par le VHC ils 

n’ont pas trouvé une large utilisation. Probablement à cause des taux faibles et 

variables de l’infection et des titres viraux. Néanmoins, le développement d’une 

infection persistante et l’apparition de maladies chroniques du foie sont des 

caractéristiques intéressantes de ce modèle (Bukh, 2012). 

Le rat a également été proposé comme modèle d’étude de l’infection par le 

VHC (Wu et al., 2005). Wu et al ont rapporté un modèle de rats immunocompétents, 

rendus tolérants, qu’ils ont ensuite transplantés avec des cellules hépatiques 

humaines. Après une inoculation de ces rats avec des sérums contaminés par le 

VHC, ils ont pu détecter les antigènes de VHC et la réplication d’ARN viral dans les 

cellules hépatiques humaines. Ils ont également enregistré une augmentation des 

niveaux de virémie, avec des pics des titres viraux aux semaines 8 et 12 après 

l’inoculation. De plus, les rats infectés présentaient des signes d’hépatite. 

Cependant, ce modèle animal n’a pas été largement utilisé et son utilité reste à 

prouver (Bukh, 2012). 
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2. Les modèles in vitro 

2.1. Les pseudo-particules du VHC   

Les pseudo-particules du VHC ou HCVpp (Hepatitis C virus pseudoparticles) 

sont la méthode de choix pour étudier les étapes précoces de l’infection par le VHC, 

comme l’attachement ou l’entrée, indépendamment des autres étapes du cycle viral. 

Il s’agit de pseudoparticules rétrovirales portant à leur surface les glycoprotéines 

d’enveloppe E1 et E2 du VHC (Bartosch et al., 2003a). Ce système est basé sur la 

co-transfection de cellules HEK-293T avec trois vecteurs d’expression codant pour 

les protéines Gag-Pol du virus de la leucémie murine (MLV) ou celles du VIH, pour 

les glycoprotéines E1 et E2 du VHC, et pour un gène rapporteur (GFP ou luciférase), 

respectivement. L’entrée de ces particules rétrovirales dans le cytoplasme de la 

cellule cible conduit à la transcription inverse et à l’intégration du génome viral dans 

le génome cellulaire. Le gène rapporteur est alors exprimé par les provirus intégrés 

permettant de détecter les événements productifs de l’entrée virale d’une manière 

rapide (Figure 18).  

L’attachement et l’interaction des HCVpp avec les récepteurs cellulaires sont 

régis par le complexe fonctionnel E1-E2 intégré dans l’enveloppe de ces 

pseudoparticules. Par conséquent, les HCVpp peuvent être neutralisées par des 

anticorps ciblant les glycoprotéines virales E1 et E2 ou avec des sérums de patients 

infectés (Hsu et al., 2003). L’incorporation de glycoprotéines dérivées de patients a 

également été décrite pour les HCVpp qui peuvent être utilisées pour étudier les 

anticorps neutralisants (Bartosch et al., 2003b; Fafi-Kremer et al., 2012; Fofana et 

al., 2012). Néanmoins, une limitation majeure à ce système, est que les 

pseudoparticules sont produites dans une lignée cellulaire non-hépatique (HEK-

293T) et qu’ils suivent une voie d’assemblage et d’export qui est celle des rétrovirus. 

Par conséquent, l’association étroite des particules de VHC avec les lipoprotéines ne 

peut être reproduite dans ce système, ce qui peut limiter un certain nombre d’études 

telles que les tests d’anticorps neutralisants ou l’étude d’interaction avec certains 

récepteurs lipidiques impliquée dans l’entrée virale (Steinmann and Pietschmann, 

2013). 
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Figure 18. Production de pseudo-particules du VHC.   
Pour la production de pseudo-particules, des cellules HEK-293T sont transfectées avec trois 
vecteurs : le premier code pour les protéines rétrovirales Gag et Pol. Les protéines Gag sont 
responsables de l’encapsidation de l’ARN via la reconnaissance des séquences spécifiques 
d’encapsidation rétrovirale (') et du bourgeonnement des particules au niveau de la 
membrane plasmique. Le second vecteur contient les séquences d’encapsidation (') et 
code pour le gène rapporteur de la luciférase. Ce vecteur contient également des séquences 
rétrovirales qui sont nécessaires pour la transcription inverse (rétrotranscription) de l’ARN en 
ADN et son intégration dans l’ADN génomique de l’hôte par les protéines rétrovirales Pol 
codées par le premiers vecteur. Le troisième vecteur code pour les glycoprotéines virales E1 
et E2, qui sont responsables du tropisme cellulaire et de la fusion des pseudo-particules 
avec la membrane des cellules cibles. Les pseudo-particules du VHC secrétées par les 
cellules HEK-293T sont utilisées pour infecter les cellules de la lignée hépatique cancéreuse 
Huh7. L’infectivité des pseudo-particules est évaluée par la quantification de l’activité de la 
luciférase dans les cellules Huh7. LTR, long terminal repeat ; PBS, primer binding site ; PPT, 
polypurine tract ; CMV, promoteur précoce du cytomégalovirus (Adapté de Voisset and 
Dubuisson, 2004).  
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2.2. Les réplicons subgénomiques et génomiques 

Le systèmes réplicons subgénomiques permettent d’étudier exclusivement 

l’étape de la réplication virale (Lohmann et al., 1999). Dans ce système, les gènes 

codants pour les protéines structurales (Core, E1 et E2), ainsi que les protéines p7 et 

NS2 ont été supprimés générant des molécules d’ARN beaucoup plus petites que le 

génome viral authentique. Ceci a donné la possibilité d’insérer un marqueur de 

sélection tel que la néomycine phosphotransférase (Neo), sans dépasser la longueur 

naturelle du génome du VHC.  

Le réplicon « prototype » était un ARN bicistronique de génotype 1b (isolat 

Con1) dans lequel le gène de résistance à la néomycine est sous le contrôle de 

l’IRES du VHC, suivi d’un deuxième IRES du virus de l’encéphalomyocardite (EMCV) 

qui contrôle l’expression des gènes codant pour les protéines non-structurales (NS3 

à NS5B) du VHC (Figure 19) (Lohmann et al., 1999). Les transcrits d’ARNs issus de 

cette construction ont été obtenus in vitro et utilisés pour transfecter des cellules de 

la lignée hépatocytaire humaine Huh7. Les cellules sont ensuite maintenues en 

culture dans du milieu de sélection avec antibiotique (G418), ce qui a permis d’isoler 

des clones cellulaires capables de répliquer, de manière autonome, le génome viral 

(Lohmann et al., 1999). Néanmoins, il a été observé que certains clones cellulaires 

permettaient une meilleure réplication virale que d’autres et seraient donc plus 

permissifs. En se basant sur cette observation des cellules Huh7 répliquant 

fortement le virus ont été isolées puis traitées à l’INF-# afin d’éliminer les réplicons 

viraux. Lorsque ces cellules ont été de nouveau transfectées par les ARNs 

subgénomiques, elles ont montré une meilleure capacité à répliquer le virus (Blight et 

al., 2002). C’est de cette manière que les cellules hautement permissives Huh7.5 

(Blight et al., 2002) et Huh7.5.1 (Zhong et al., 2005) ont été obtenues à partir de la 

lignée cellulaire Huh7. Dans le cas des cellules Huh7.5, l’augmentation de la 

permissivité semble être le résultat d’une mutation qui inactive le facteur RIG-I 

conduisant à un déficit dans la voie de signalisation de l’INF, importante pour  

l’immunité cellulaire innée (Sumpter et al., 2005).  

Des réplicons génomiques ont également été mis au point (Pietschmann et 

al., 2002). Ils codent pour l’ensemble des protéines virales. Comme pour les 

réplicons subgénomiques, ils ont la faculté de se répliquer en culture cellulaire, sous 
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pression de sélection antibiotique, et expriment l’ensemble des protéines virales. 

Néanmoins, ils ne permettent pas la production de particules virales infectieuses 

(Pietschmann et al., 2002). 

Dans l’ensemble, les systèmes réplicons sont des outils précieux pour l’étude 

de la réplication du VHC. Ils ont permis de déterminer le rôle des différentes régions 

génomiques et des protéines virales, leurs interactions avec l’hôte et leur localisation 

intracellulaire. Ils ont également permis de tester différents composés thérapeutiques 

qui interfèrent avec la réplication virale (Bukh, 2012).

 

 

 
 

 
 
 
Figure 19. Représentation schématique du système réplicon du VHC. 
La réplication de l’ARN du VHC peut être quantifiée en utilisant les systèmes réplicons 
subgénomiques ou génomiques. Ces ARNs du VHC auto réplicatifs contiennent un 
marqueur de sélection, en général un gène de résistance à un antibiotique, qui permet de 
faire une sélection positive des clones réplicatifs. Le marqueur de sélection est contrôlé par 
l’IRES du VHC alors que les protéines virales sont sous le contrôle de l’IRES de l’EMCV.    
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2.3. Les particules VHC produites en culture cellulaire  

En 2001, Kato et ses collègues ont publié la séquence d’un clone du VHC 

appelé JFH1 (Japanese fulminant hepatitis 1), appartenant au génotype 2a, qu’ils ont 

isolé chez un patient japonais souffrant d’une hépatite fulminante (Kato et al., 2001). 

Le réplicon subgénomique construit à partir de ce clone, avait la particularité de se 

répliquer à des taux très élevés dans les cellules Huh7 atteignant des titres d’ARN 20 

fois supérieurs à ceux obtenus avec le réplicon Con1 (génotype 1b). De plus, le 

réplicon JFH1 pouvait se répliquer efficacement sans pression de sélection 

antibiotique (Kato et al., 2003).  

Quelques années plus tard, trois groupes ont rapporté que la transfection du génome 

entier du JFH1 dans des cellules Huh7 en culture, permettait non seulement la 

réplication de l’ARN et l’expression de protéines virales, mais surtout la production 

efficace de particules virales infectieuses (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 

2005; Zhong et al., 2005). Ces particules virales sont capables d’infecter des cellules 

Huh7 naïves. Mais leur authenticité a surtout été confirmée par leur capacité à 

infecter les chimpanzés et les souris contenant des xénogreffes de foie humain 

(Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005). Ces particules produites ont été 

appelées  HCVcc (Cell culture-derived HCV) et sont actuellement utilisées en routine 

dans de nombreux laboratoires.  

Le système des HCVcc permet d’étudier le cycle entier du VHC en culture 

cellulaire. Cependant, il se limite à un seul isolat, qui est le clone JFH1, et ne permet 

pas de faire des études comparables avec d’autres génotypes. Pour surmonter cette 

contrainte, un ensemble de génomes chimériques a été construit en combinant le 

JFH1 avec des souches hétérologues de tous les principaux génotypes du VHC. 

Dans la plupart des cas, les gènes codant pour NS3 à NS5B sont issus du 

JFH1 alors que les gènes codant pour Core à NS2 proviennent d’autre souches 

intra- ou intergénotypiques (Figure 19) (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al., 

2006). Cette stratégie a permis de mettre à jour un chimère intragénotypique 

(J6/JFH1) beaucoup plus infectieux que JFH1, permettant des rendements 

supérieurs en HCVcc, le clone Jc1 (Lindenbach et al., 2005). De plus, des génomes 

contenant des gènes rapporteurs (luciférase) ont été développés pour faciliter l’étude 

et l’évaluation rapide de la réplication virale (Figure 19) (Koutsoudakis et al., 2006). 
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Ainsi grâce au système HCVcc, chaque étape du cycle viral peut être étudiée ; 

pas seulement l’entrée virale et la réplication mais aussi les événements tardifs tels 

que l’assemblage et l’export des des virions.  

 

 

 
 
Figure 20. Représentation schématique du système HCVcc. 
La production de particules virales issues de culture cellulaire est basée sur l’utilisation de 
l’isolat JFH1 (génotype 2a) et ses dérivés. La transfection d’hépatocytes humains permissifs 
par des ARNs viraux permet la production de particules virales capables d’infecter de 
nouvelles cellules, permettant ainsi d’accomplir le cycle viral du VHC en entier. Il existe des 
variants qui portent le gène rapporteur de la luciférase permettant une évaluation rapide de 
l’infection. La traduction de la luciférase est contrôlée par l’IRES du VHC, alors que la 
traduction des protéines virales est contrôlée par l’IRES de l’EMCV.  
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IV. Le cycle viral 

Grace à l’élaboration et à la mise en place des différents modèles d’études, 

notre compréhension du cycle de développement du VHC a beaucoup évolué ces 

dernières années et a permis d’établir un schéma globale représentant les étapes 

majeures du le cycle viral du VHC (Figure 21).  

 

 

 

 
 
 
Figure 21. Schéma présentant les étapes majeures du cycle viral du VHC.  
(1) Les virions se lient à la surface des cellules via des récepteurs spécifiques. (2) Les 
particules sont endocytées par une voie clathrine-dépendante (3) puis, décapsidées, 
permettant la libération de l’ARN viral dans le cytoplasme. (4) La traduction du génome 
permet de synthétiser les protéines virales qui vont former le complexe de réplication au 
niveau du RE. (5) La réplication de l’ARN du VHC conduit à la synthèse de nouvelles 
molécules d’ARN (+) (6) Les virions sont ensuite assemblés et (7) secrétés. LVP : Lipo-viro-
particule, RE : Réticulum Endoplasmique, LD : Lipid Droplet, MW : Membranous Web. 
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1. L’entrée virale  

L’entrée virale est la première étape d’interaction du virus avec la cellule hôte 

conduisant à une infection productive. L’entrée du VHC est considérée comme un 

processus hautement orchestré impliquant plusieurs facteurs viraux et cellulaires de 

l’hôte (Zeisel et al., 2011). Comme pour d’autres virus enveloppés, les glycoprotéines 

de l’enveloppe définissent dans une large mesure les interactions entre le VHC et la 

cellule hôte. Néanmoins, en raison de l’association du VHC avec les lipoprotéines, 

dans le sang d’individus infectés, certains composants des lipoprotéines contribuent 

également aux interactions du virus avec la cellule hôte pour une revue voir (Zeisel 

et al., 2013). 

Grace à l’utilisation des différents modèles d’études, plusieurs molécules de 

surface cellulaires ont été identifiées comme jouant un rôle dans l’entrée du VHC. Il 

s’agit notamment de la tétraspanine CD81 (Cluster of Differentiation 81) (Pileri et al., 

1998), le récepteur des LDLs (LDLR) (Agnello et al., 1999), les héparanes sulfates 

protéoglycanes (HSPGs) (Barth et al., 2003), le récepteur SR-BI (Scavenger receptor 

class B member 1) (Scarselli et al., 2002), DC-SIGN (Dendritic cell-specific 

intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) et L-SIGN (Liver/lymph node-

specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing integrin) (Lozach et al., 2004; 

Pöhlmann et al., 2003), les protéines de jonctions serrées claudin-1 (CLDN1) (Evans 

et al., 2007) et occludin (OCLN) (Ploss et al., 2009), EGFR (Endothelial growth factor 

receptor) (Lupberger et al., 2011) et NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1) (Sainz et al., 

2012). Certains de ces facteurs sont directement impliqués dans l’interaction avec le 

virus et/ ou dans l’entrée virale et sont donc considérés comme des récepteurs ou 

corécepteurs. Alors que d’autres facteurs, bien qu’essentiels, ont un effet indirect sur 

l’entrée du virus (Zeisel et al., 2013). 

Bien que L-SIGN et DC-SIGN ne soient pas localisés à la surface des 

hépatocytes, ils sont considérés comme récepteurs d’entrée du VHC ; in vivo, le 

VHC pénètre dans le foie par le sang sinusoïdal et la capture des particules 

circulantes par les cellules sinusoïdales peut faciliter l’infection des hépatocytes 

voisins qui ne sont pas en contact direct avec le sang circulant. Ce rôle est justement 

joué par les récepteurs DC-SIGN et L-SIGN, qui sont exprimés dans les cellules de 

Kupffer et les cellules endothéliales sinusoïdales, respectivement, qui se trouvent à 



UMR1110 - Interactions virus hôte et maladies hépatiques ML HAFIRASSOU 

 

INTRODUCTION 66 

proximité des hépatocytes. L’interaction de la particule virale avec ces récepteurs se 

ferait via la glycoprotéine virale E2 (Gardner et al., 2003; Pöhlmann et al., 2003). 

Sur les hépatocytes, les HSPGs et le LDLR représentent les premiers sites 

d’attachement et peuvent aider à concentrer le virus sur la surface basolatérale de la 

cellule cible. Le virus peut alors établir de nouvelles interactions avec d’autres 

récepteurs cellulaires tels que SR-BI, CD81, CLDN1 et OCLN, déclenchant des 

réarrangements moléculaires au niveau de la membrane plasmique conduisant à 

l’internalisation de la particule virale par voie clathrine-dépendate (Figure 22) 

(Blanchard et al., 2006). D’autres facteurs comme EGFR et NPC1L1 jouent un rôle 

indirect dans l’entrée. Tandis que EGFR, à travers la transduction de signaux, induit 

la formation de complexes CD81-CLDN1 requis pour l’entrée du VHC (Lupberger et 

al., 2011). Le rôle exact de NPC1L1 dans l’entrée virale n’est pas encore bien connu. 

Néanmoins, on pense qu’il agirait indirectement via la régulation du cholestérol 

(Felmlee et al., 2013; Lupberger et al., 2012). Après internalisation de la particule 

virale la fusion à lieu dans les endosomes précoces (Coller et al., 2009). Ce 

processus a lieu à pH très bas et implique à la fois des protéines virales et cellulaires 

(Blanchard et al., 2006). 

En plus du mode d’entrée classique (tel qu’il a été décrit ci-dessus) qui permet 

l’initiation de l’infection des hépatocytes par les virions circulant dans le sang, la 

diffusion du VHC dans le foie et l’établissement d’une infection chronique peut être 

possible grâce la transmission directe du virus de cellule à cellule entre hépatocytes 

adjacents (Timpe et al., 2008). La transmission du VHC de cellule à cellule a été 

décrite pour tous les génotypes majeurs et semble être plus efficace que l’entrée de 

particules par le milieu extracellulaire in vitro (Brimacombe et al., 2011). De plus, 

contrairement au mode de transmission par le milieu extracellulaire, ce processus 

semble être résistant à la plupart des anticorps neutralisants et peut potentiellement 

contribuer à l’évasion à la réponse immunitaire humorale de l’hôte et l’établissement 

de l’infection chronique in vivo (Brimacombe et al., 2011; Timpe et al., 2008).  

Par ailleurs, il existe des similitudes frappantes entre les mécanismes moléculaires 

de l’entrée par le milieu extracellulaire et la transmission de cellule à cellule du VHC. 

En effet, la transmission de cellule à cellule semble exiger de nombreux facteurs de 

l’hôte également importants lors de l’entrée par le milieu extracellulaire : CD81, SR-

BI, CLDN1, OCLN, EGFR et potentiellement NPC1L1. Alors que CD81 ne semble 
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pas impliqué dans ce processus, le rôle du LDLR n’a pas été étudié jusqu’à présent 

(Zeisel et al., 2013). 

 

 

 

 
 
Figure 22. L’entrée du VHC dans les hépatocytes.   
L’entrée du VHC dans les hépatocytes est un processus complexe dans lequel plusieurs 
facteurs de l’hôte sont impliqués, à savoir : la tétraspanine CD81, le récepteur des LDLs 
(LDLR), les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPGs), le récepteur SR-BI, les protéines 
de jonctions serrées claudine-1 (CLDN1) et occludine (OCLN), les récepteurs tyrosine kinase 
(RTKs) et NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1). La LVP se lie initialement aux HSPGs et au 
LDLR via apoE. L’interaction ultérieure avec SR-BI, CD81, CLDN1, et OCLN conduit à 
l’internalisation virale au niveau de microdomaines riches en cholestérol par endocytose 
clathrine-dépendante. D’autres facteurs d’entrée tels que les RTKs et NPC1L1 sont des 
cofacteurs de régulation ; Les RTKs comme l’EGFR (Endothelial growth factor receptor) 
promeuvent l’entrée par la transduction de signaux induisant l’association de CD81-CLDN1 
et la fusion membranaire. NPC1L1, quant à lui agit probablement sur la régulation du 
cholestérol (Adapté de Felmlee et al., 2013).    
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2. La traduction 

Une fois libéré dans le cytoplasme, l’ARN viral est pris en charge par la 

machinerie traductionnelle de la cellule, au voisinage du RE. Contrairement, à la 

plupart des ARNm cellulaires qui nécessitent une multitude de facteurs d’initiation 

(eIFs) pour assurer leur traduction selon un mécanisme classique, dit « coiffe-

dépendant », l’ARN du VHC nécessite seulement un sous-ensemble de facteurs 

d’initiation grâce à un mécanisme IRES-dépendant. 

2.1. Initiation de la traduction des ARNm chez les eucaryotes  

La traduction classique coiffe-dépendante employée par la plupart des ARNm 

cellulaires nécessite la présence d’éléments en Cis propres à ces ARNm qui vont 

permettre de recruter de nombreux facteurs cellulaires (Figure 23) agissant en Trans 

afin d’orchestrer le bon positionnement du ribosome au niveau du codon initiateur et 

d’amorcer l’initiation de la traduction  (Jackson et al., 2010; Myasnikov et al., 2009).  
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Figure 23. Modèle de l’initiation de la traduction canonique chez les eucaryotes.  
La voie canonique de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes peut être divisée en huit 
étapes (2-9). Ces étapes font suite au recyclage des complexes de post-terminaison 
conduisant aux sous-unités ribosomales 40S et 60S, et à la formation d’un complexe 
d’initiation 80S, dans lequel le Met-tRNAi

Met est apparié au codon initiateur dans le site P du 
ribosome, qui devient alors compétent pour l’étape d’élongation (Adapté de Jackson et al., 
2010).  
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2.1.1. Initiation de la traduction coiffe-dépendante 

La vaste majorité des ARNm cellulaires ont deux modifications majeures à 

leurs extrémités, importantes pour le recrutement de la machinerie traductionnelle 

cellulaire. A l’extrémité 5’ se trouve la « coiffe », il s’agit d’une guanosine méthylée 

en position N7 (m7G), liée au nucléotide suivant par une liaison 5’-5’ triphosphate 

(m7G(5’)-PPP-(5’)N) (Figure 23). Cette coiffe sert, de protection contre les 

exonucléases, de signal d’export nucléo-cytoplasmique et de site de reconnaissance 

par la sous-unité eIF4E du complexe eIF4F.  

A l’extrémité 3’, ces ARNm possèdent une queue poly(A) d’environ 200 nts de long 

qui est tapissée par une protéine appelée PABP (Poly(A) Binding Protein). En plus 

de protéger l’ARNm contre les exonucléases, la queue poly(A) stimule, via la PABP, 

la traduction des ARNm coiffés. En effet, en interagissant avec la sous-unité eIF4G 

du complexe eIF4F qui se trouve en 5’, la PABP permet la circularisation de l’ARNm 

et par conséquent facilite le recyclage des ribosomes de l’extrémité 3’ vers 

l’extrémité 5’. Cette interaction pourrait également induire un changement 

conformationnel de eIF4G rendant le recrutement des ribosomes plus efficace. En 

tous les cas, il est admis que la PABP joue un rôle sélectif dans l’initiation de la 

traduction en permettant, uniquement, aux ARNm non dégradés, possédant une 

région 3’ intacte, d’être traduits de manière efficace (Niepmann, 2009).  

L’initiation de la traduction des ARNm chez les eucaryotes peut être décrite 

selon le modèle du « scanning », et implique la formation de trois complexes 

intermédiaires majeurs : Le premier est le complexe de pré-initiation 43S. Le 

deuxième est le complexe d’initiation 48S qui se forme lorsque le complexe 43S 

atteint le codon d’initiation AUG et que les interactions codon-anticodon sont 

établies. Le troisième est le complexe d’initiation 80S qui se forme suite à 

l’assemblage des deux sous-unités ribosomiques et la libération des facteurs 

d’initiation (Myasnikov et al., 2009 ; Jackson et al., 2010).  

La traduction étant un processus cyclique, les sous-unités ribosomiques qui 

participent à l’initiation de la traduction proviennent de la dissociation des complexes 

ribosomiques des cycles de traduction précédents. eIF3, eIF1 et eIF1A jouent un rôle 

important dans ce processus en libérant la sous-unité (SU) 60S, l’ARNt et l’ARNm. 

En revanche, ces eIFs restent associés à la SU 40S empêchant ainsi sa 

réassociation avec la SU 60S (Pisarev et al., 2007). Par ailleurs, la SU 60S est 
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reconnue par eIF6, un autre facteur qui aurait également un rôle à jouer dans le 

maintien des deux sous-unités ribosomiques séparées (Ceci et al., 2003).  

Le complexe de pré-initiation 43S est formé lorsque eIF2-GTP-Met-tRNAi
Met 

vient rejoindre la SU 40S en se liant simultanément à eIF3, eIF1 et eIF1A. 

L’attachement du complexe 43S sur la région proximale de la coiffe de l’ARNm est 

médié par le complexe hétéro-trimérique eIF4F, constitué de eIF4E, eIF4A et eIF4G. 

Tandis que eIF4E reconnaît la coiffe en 5’, eIF4A déroule l’ARN dans la région 

proximale de la coiffe grâce à son activité hélicase ATP-dépendante en coordination 

avec son cofacteur eIF4B. eIF4G, quant à lui, sert d’intermédiaire et lie à la fois 

eIF4E, eIF4A et eIF3. eIF4G interagit également avec la PABP permettant la 

circularisation de l’ARNm et renforce d’avantage la liaison du complexe 43S à ce 

dernier (Jackson et al., 2010). Les facteurs eIF1 et eIF1A agissent de concert pour 

promouvoir la reconnaissance du bon codon initiateur à travers le balayage de la 

région 5’UTR, appelé « scanning »  (Pestova et al., 1998a); cette activité est 

améliorée par la présence d’une protéine appelée DHX29, notamment, pour dérouler 

les régions très structurées de l’ARN (Pisareva et al., 2008).  

La formation du complexe d’initiation 48S a lieu lorsque le complexe 43S 

s’arrête au niveau du codon initiateur, correspondant au premier AUG se trouvant 

dans un contexte nucléotidique favorable, permettant un appariement des bases 

entre le codon initiateur et l’anticodon du Met-ARNti
Met. Les codons d’initiation qui 

s’écartent du contexte optimal AccAUGG, particulièrement au positions - 3 et + 4 (En 

gras) peuvent être évités par les complexes de scanning, ayant pour conséquence 

une initiation plus en aval (Kozak, 1991). eIF5 induit l’hydrolyse du GTP associé à 

eIF2 et la dissociation du eIF2-GDP de la SU 40S (Figure 23).  

Finalement, la formation du complexe d’initiation 80S a lieu lorsque la grande 

SU 60S vient rejoindre le complexe 48S avec l’aide de eIF5B-GTP. En effet, grâce à 

son activité GTPasique eIF5B hydrolyse le GTP associé, conduisant à la libération 

de eIF5B-GDP et des autres facteurs d’initiation, permettant au ribosome d’entrer 

dans la phase d’élongation (Figure 23) (Pestova et al., 2000). 
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2.1.2. Initiation de la traduction IRES-dépendante   

Sous l’effet de divers stress cellulaires ou lors d’infections virales, la traduction 

cap-dépendante est globalement réprimée, et seuls les ARNs qui possèdent un IRES 

peuvent être traduits en utilisant un mécanisme cap-indépendant pour l’initiation de 

la traduction (Sonenberg and Hinnebusch, 2009).  

Les IRES sont fonctionnellement définis comme étant des éléments d’ARN qui, 

lorsqu’ils sont introduits dans une région inter-cistronique d’un ARNm bicistronique, 

assurent la traduction du deuxième cistron (en aval de l’IRES) indépendamment de 

la traduction du premier cistron (en amont de l’IRES). Les premiers IRES à avoir été 

identifiés sont ceux du poliovirus et du virus de l’encéphalomyocardite (EMCV), deux 

virus appartenant à la famille des Picornaviridae (Jang et al., 1988; Pelletier and 

Sonenberg, 1988). La présence d’un IRES a été considérée pendant longtemps 

comme une marque des picornavirus, mais par la suite, des IRES ont été également 

caractérisés chez les Flaviviridae et chez les Retroviridae de même que chez 

certains ARNs messagers cellulaires. En effet, on estime qu’environ 10% des ARNm 

cellulaires seraient traduits selon un mécanisme cap-indépendant (Landry et al., 

2009). 

Les IRES viraux sont généralement classés en quatre groupes. Cette 

classification est basée sur le nombre de facteurs d’initiation canoniques (les eIFs) et 

non-canoniques, appelés ITAFs (IRES Trans Acting Factors), dont ils ont besoin. Elle 

dépend également de l’emplacement et de l’utilisation du site d’initiation de la 

traduction (Figure 24).  

Les IRES du poliovirus et de l’EMCV font approximativement 450 nts de long 

et représentent les deux classes majeurs d’IRES de type I et type II, respectivement. 

Les deux ont besoin d’ITAFs, de plusieurs eIFs et du Met-ARNti
Met. Tandis que les 

IRES de type I ont recours à un mécanisme de scanning pour atteindre le codon 

initiateur qui se trouve plus en aval, les IRES de type II recrutent directement la sous-

unité 40S au niveau de l’AUG initiateur (sans scanning). 
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Figure 24. Représentation schématique des éléments IRES des différentes classes.   
Les IRES de type I et de type II sont représentés par l’IRES du Poliovirus et de l’EMCV, 
respectivement. Ces IRES ont des similarités. Les domaines centraux et les domaines de 
liaison des facteurs d’initiation (indiqués en pointillés) sont alignés. La jonction à quatre voies 
de type ARNt dans le domaine central est marquée par un astérisque. Les IRES de type III 
sont représentés par l’IRES du VHC, alors que les IRES de type IV sont représentés par 
l’IRES intergénique du CrPV. Les IRES de type III et type IV sont structurellement distincts 
des IRES de type I et type II. Les sites de liaison du micro-ARN 122 (miR-122) sur l’IRES du 
VHC sont indiqués par des cadres (Adapté de Niepmann, 2009).
  
Les IRES de type I et II ont des caractéristiques structurelles et fonctionnelles 

communes (Figure 24). A savoir : Un large domaine central avec une jonction à 

quatre voies de type ARNt très caractéristique qui constitue une sorte de noyau de 

l’IRES. La similitude de cette structure avec celle des ARNt est illustrée 

expérimentalement par le fait qu’elle soit coupée par l’ARNase P, une enzyme de 

maturation qui coupe les précurseurs des ARNt (Lyons and Robertson, 2003). 

L’initiation de la traduction chez ces deux types d’IRES nécessite le même jeu d’eIFs 

que pour une initiation classique (Coiffe-dépendante), à l’exception d’eIF4E. Cela 

permet aux picornavirus de promouvoir la traduction de leurs ARNs au détriment des 
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ARNm cellulaires. EMCV par exemple adopte deux stratégies pour contrecarrer la 

traduction coiffe-dépendante des ARNm cellulaires. D’une part, il va induire la 

déphosphorylation de eIF4E-BP1 (eIF4E binding protein 1) qui va se lier aussitôt à 

eIF4E empêchant ainsi son recrutement au niveau de la coiffe (Gingras et al., 1996). 

D’autre part, la protéine 2A de l’EMCV s’associe à la sous-unité 40S du ribosome et 

empêche son interaction avec les ARNm coiffés (Groppo and Palmenberg, 2007). Le 

poliovirus quant à lui utilise une protéase virale pour couper la partie N-terminale de 

eIF4G responsable de son interaction avec eIF4E interrompant ainsi le pont entre la 

coiffe des ARNm cellulaires et les ribosomes. La même stratégie est également 

utilisée par le virus de la fièvre aphteuse FMDV, un picornavirus qui possède un 

IRES de type II (Etchison et al., 1982). La forme clivée d’eIF4G est aussi bien utilisée 

par les IRES de type I que par les IRES de type II : Le même domaine d’eIF4G se lie 

directement  et spécifiquement à l’IRES de EMCV et à celui du poliovirus au niveau 

d’une région adjacente au codon d’initiation, recrute eIF4A et promeut la liaison du 

complexe 43S à l’IRES, suggérant que les aspects sous-jacents du mécanisme 

d’initiation de ces deux classes d’IRES sont similaires.  

Les IRES de type III et type IV sont différents les uns par rapport aux autres, 

par leurs séquences et leurs structures, et se distinguent des IRES de type I et de 

type II (Figure 24). L’initiation sur ces IRES a lieu par des mécanismes différents, 

mais implique dans les deux cas une interaction directe de l’IRES avec la SU 40S 

indépendamment des facteurs d’initiation (Hellen, 2009). Les IRES de type III, 

représentés par l’IRES du VHC, recrutent la SU 40S directement au niveau de l’AUG 

initiateur et utilisent un nombre très limité de facteurs d’initiation, à savoir eIF3, eIF2 

et son cofacteur eIF5 (Pestova et al., 1998b).  

Les IRES de type IV regroupent l’ensemble des IRES de la région 

intergénique (IGR) des Dicistroviridae. Ils sont représentés par l’IRES du virus de la 

paralysie du criquet (CrPV). Cet IRES est l’exemple le plus extrême connu à ce jour, 

car il peut se lier directement au ribosome en l’absence de tout facteur d’initiation y 

compris le Met-ARNti
Met et initier la traduction de manière méthionine indépendante 

en positionnant un codon non-AUG dans le site P du ribosome (Kieft and Martinez-

Salas, 2009; Niepmann, 2009). 
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2.1.3. La traduction IRES-dépendante du VHC 

Dans la région 5’UTR du génome viral, l’IRES du VHC comprend la tige-

boucle II, les tiges boucles III et IV, et quelques nucléotides de la phase codante du 

génome (Figure 25). Les extrémités 5’ et 3’ de cet IRES ont été soigneusement 

déterminés en utilisant les systèmes de rapporteurs bicistroniques. L’IRES s’étend 

du résidu 40 de la partie 5’UTR au résidu 372 dans l’ORF du génome viral, sachant 

que l’AUG initiateur se trouve en position 342. L’organisation globale des domaines 

(II-IV) et plusieurs motifs ARNs structuraux dans ces domaines sont conservés parmi 

les virus apparentés de la famille des Flaviviridae, tels que le virus de la peste 

porcine classique (CSFV), le virus la diarrhée virale bovine (BVDV), et le virus GB-B 

(GBV-B). Cette organisation de domaines distincts est également retrouvée chez 

plusieurs membres de la famille des Picornaviridae, comme le teschovirus porcin 

(PTV), le virus de l’encéphalite aviaire (AEV), ou le picornavirus simien (SPV), 

suggérant un mécanisme d’initiation de la traduction semblable à celui du VHC 

(Lukavsky, 2009). 

 
Figure 25. Voie d’initiation de la traduction du VHC.   
A) La structure secondaire de l’IRES du VHC avec les différents domaines individuels (II-IV) 
indiqués. Les sites d’interaction de la SU 40S sont représentés en rose, alors que le site de 
liaison d’eIF3 est représenté en bleu. B) Modèle d’initiation de la traduction IRES-
dépendante du VHC. L’IRES du VHC se lie en premier à la SU 40S du ribosome, ensuite 
recrute eIF3 et le complexe ternaire eIF2-GTP-Met-tRNAi

Met pour former le complexe 
d’initiation 48S*. La formation ultérieure du complexe 80S dépend de l’hydrolyse du GTP,  de 
eIF5 et eIF5B (Adapté de Lukavsky, 2009). 



UMR1110 - Interactions virus hôte et maladies hépatiques ML HAFIRASSOU 

 

INTRODUCTION 76 

 Le noyau de l’IRES est constitué par la jonction à quatre voies à la base du 

domaine III, avec les tige-boucles IIId, IIIe, IIIf et IV formant un double pseudonœud 

(Fukushi et al., 1994; Niepmann, 2009). Cette région de l’IRES du VHC peut se lier 

fortement aux SU 40S purifiées en l’absence de tout facteur d’initiation ou autres 

protéines (Pestova et al., 1998b). L’IRES du VHC s’adapte à la surface de la sous-

unité 40S dans une conformation étirée qui s’étend de la tige-boucle II à travers le 

noyau central jusqu’aux régions les plus apicales de la tige-boucle III (Boehringer et 

al., 2005; Hashem et al., 2013; Siridechadilok et al., 2005; Spahn et al., 2001).  

Le domaine central de l’IRES peut être clivé par l’ARNase P, suggérant une structure 

en forme d’ARNt (Lyons and Robertson, 2003; Nadal et al., 2002). Lorsque  la SU 

40S se lie à l’IRES du VHC, ce dernier change de conformation permettant le 

déroulement de la tige-boucle IV et le positionnement de l’AUG initiateur dans le 

sillon de liaison de l’ARNm sur la petite SU 40S (Kieft et al., 2001; Spahn et al., 

2001). En plus du cœur d’IRES, d’autres structures secondaires d’ARN dans la 

région codante de la protéine Core pourraient contribuer à l’efficacité de la traduction 

(Vassilaki et al., 2008).  

Fonction des différents domaines de l’IRES du VHC 

L’IRES du VHC se lie à la sous-unité 40S du ribosome avec une affinité de 

l’ordre du nanomolaire (kd = 2 nM). Il établit des interactions directes avec la sous-

unité 40S via la partie apicale du domaine II (IIb), la majeure partie du domaine III 

(excepté IIIa et IIIb), et le domaine IV (Figure 25). Cependant, ni la délétion du 

domaine II, ni celle du domaine IV ne semble affecter l’affinité de l’IRES pour la SU 

40S (Kieft et al., 2001). Ceci définit les domaines IIIc, IIId, IIIe et IIIf comme étant le 

corps basal de recrutement de la SU 40S. D’autre part, l’IRES interagit avec eIF3. 

Cette interaction est importante car elle permet de stabiliser le complexe et de 

recruter le complexe ternaire eIF2-GTP-Met-tRNAi
Met nécessaire à la formation du 

complexe de pré-initiation 48S* (différent du complexe de pré-initiation 48S 

canonique) et l’appariement des bases codon-anticodon dans le site P du ribosome 

(Otto and Puglisi, 2004). La liaison de eIF3 à l’IRES est médiée par le domaine IIIabc 

qui forme une jonction à quatre voies au niveau du domaine III. Le domaine isolé 

IIIabc a la même affinité que l’ensemble de l’IRES pour eIF3 (kd = 35 nM). En 
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revanche, cette interaction est environ 15 fois plus faible, par rapport à la SU 40S  

(Kieft et al., 2001).  

Bien que l’assemblage des ribosomes actifs 80S ne soit pas différent de la 

voie canonique (coiffe-dépendante) et nécessite les mêmes facteurs (eIF5, eIF5B, le 

GTP et la SU 60S), il implique néanmoins des interactions fonctionnelles de l’IRES 

avec la SU 40S (Pestova et al., 1998b). Le domaine II qui est ni important pour 

l’affinité de l’IRES pour la SU 40S, ni au recrutement de eIF3, semble jouer un rôle 

dans ce processus. En effet, la délétion du domaine II décroit l’activité traductionnelle 

de l’IRES de cinq fois en bloquant la formation des complexes 80S. La partie apicale 

du domaine IIb interagirait avec la SU 40S près du site E et promeut l’hydrolyse du 

eIF2-GTP, la libération d’eIF2 et l’assemblage des deux SU ribosomiques (Fraser et 

al., 2009; Locker et al., 2007). 

2.1.4. Contribution de la région 3’UTR dans la traduction IRES-dépendante  

Bien que longtemps controversé (Fang and Moyer, 2000; Imbert et al., 2003; 

Kong and Sarnow, 2002; Yi and Lemon, 2003), le rôle de la région 3’UTR dans la 

traduction de l’ARN génomique du VHC est actuellement bien établi (Bai et al., 2013; 

Bradrick et al., 2006; Bung et al., 2010; Ito et al., 1998; Song et al., 2006). De même 

que la queue poly(A) stimule la traduction chez les ARNm cellulaires, la région 

3’UTR de l’ARN génomique du VHC promeut également la traduction de ce dernier. 

La région variable, la région poly (U/UC) ainsi que la tige boucle SL1 de la région X 

contribuent de manière significative à la stimulation de la traduction, en revanche les 

tiges boucles SL2 et SL3 de la région X semblent être moins importantes (Song et 

al., 2006). En plus de stimuler la traduction, la tige boucle SL1 est également 

indispensable à la réplication de l’ARN viral (Friebe and Bartenschlager, 2002; Yi and 

Lemon, 2003). Ce chevauchement partiel des signaux de stimulation de la traduction 

et d’initiation de la synthèse du brin négatif, supporte l’idée que des séquences 

comme la SL1, en association avec des facteurs viraux et/ ou cellulaires pourraient 

réguler le basculement de la traduction vers la réplication de l’ARN viral (Song et al., 

2006).  

La région 3’UTR de l’ARN du VHC est une structure unique qui est absente 

chez d’autres virus à ARN, y compris ceux qui possèdent un IRES du même type 

que celui du VHC. Elle stimulerait la traduction au niveau de l’étape de la terminaison 
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en favorisant le recyclage des ribosomes pour des cycles supplémentaires, via une 

ré-initiation rapide sur le même ARNm (Bradrick et al., 2006). Cela impliquerait une 

circularisation de l’ARNm via des interactions entre ses deux extrémités 5’ et 3’UTR. 

Cette interaction pourrait être médiée par des protéines telles que le complexe 

hétérotrimérique NFAR (Isken et al., 2007) ou IMP-1 (Weinlich et al., 2009) qui se 

lient à la fois aux deux extrémités 5’ et 3’ UTR du VHC.  

Curieusement, il a été rapporté que la région 3’UTR du VHC est capable de stimuler 

la traduction de divers ARNm indépendamment de l’identité de leur région 5’UTR. 

Ainsi, il a été montré que le 3’UTR du VHC était capable de stimuler la traduction 

IRES-dépendante d’autres virus comme le PTV (possédant un IRES de type III) ou le 

EMCV (possédant un IRES type II) ou encore de stimuler la traduction cap-

dépendante d’ARNm cellulaires à des niveaux comparables à la traduction IRES-

dépendante du VHC (Bung et al., 2010). De plus, il a été montré qu’une queue 

poly(A) d’une longueur suffisante (50 résidus) pouvait remplacer totalement l’effet 

stimulateur de la région 3’UTR sur la traduction IRES-dépendante du VHC (Bradrick 

et al., 2006; Bung et al., 2010). L’ensemble de ces données indique que l’effet 

stimulateur de la région 3’UTR de l’ARN du VHC n’est pas spécifique de la traduction 

IRES-dépendante et que des interactions structurales spécifiques entre les 

extrémités 3’ et 5’UTR ne sont pas forcement nécessaires.  

Une étude plus récente a montré que le 3’UTR du VHC se lie directement à la 

SU 40S à une région très voisine du site de liaison de l’IRES, formant une boucle 

fermée. Ainsi, le 3’UTR retiendrait les complexes ribosomiques pendant la 

terminaison de la traduction pour permettre une initiation rapide et efficace des 

cycles de traduction suivants (Bai et al., 2013). Cette synergie de bout-à-bout 

permettrait de garantir que seuls les ARNs génomiques complets, non dégradés 

seront traduits de manière efficace.   

2.1.5. Utilisation de facteurs d’initiation alternatifs 

Chez les eucaryotes, le facteur d’initiation de la traduction eIF2, qui est 

composé de trois sous-unités #, & et %, apporte le Met-tRNAi
Met au ribosome, sous la 

forme d’un complexe ternaire eIF2-GTP-Met-tRNAi
Met. Lors de conditions de stress 

cellulaire ou d’une infection virale, l’initiation de la traduction est globalement 

réprimée par le biais de la phosphorylation de eIF2#. Cependant, certains ARNm, en 
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particulier ceux qui doivent supporter des conditions de stress et/ ou sont 

nécessaires pour surmonter les états de stress, sont traduits de façon continue dans 

ces conditions. Ceci suggère que la livraison du Met-tRNAi
Met au ribosome n’est pas 

la seule responsabilité de eIF2 (Kim et al., 2011a). Parmi ces ARNs on retrouve celui 

du VHC. En effet, plusieurs études ont montré que la traduction de l’ARN du VHC 

n’est pas affectée par la phosphorylation de eIF2 (Dmitriev et al., 2010; Kim et al., 

2011a; Robert et al., 2006; Terenin et al., 2008). Trois modèles ont été proposés : i) 

Le premier suggère que le facteur d’initiation eIF5B pourrait se substituer à eIF2 pour 

promouvoir la liaison du Met-tRNAi
Met dans le site P du ribosome, sans qu’il y ait 

hydrolyse du GTP. Cette voie alternative requiert uniquement eIF3 et eIF5B comme 

facteurs d’initiation conduisant à la formation de complexes 80S compétents pour la 

traduction (Terenin et al., 2008). Une voie similaire a également été signalée pour 

l’IRES du CSFV (Pestova et al., 2008). Cependant, on ne sait pas comment eIF5B, 

qui ne forme pas de complexe stable avec Met-tRNAi
Met, pourrait délivrer ce dernier 

au niveau du site P du ribosome. ii) Le deuxième modèle fait référence à eIF2D, une 

protéine de 65 kDa qui est capable de lier aussi bien le Met-tRNAi
Met que les ARNt 

élongateurs. Elle serait également capable de remplacer eIF2 pour délivrer l’ARNt 

initiateur dans le site P du ribosome de manière GTP-indépendante (Dmitriev et al., 

2010). iii) Le troisième modèle décrit eIF2A, une protéine de 65 kDa, comme étant 

capable de se lier au domaine IIId de l’IRES du VHC et de promouvoir sa traduction 

en conditions de stress cellulaire. Contrairement, aux deux rapports précédents, 

cette étude est la seule qui montre un effet physiologique de eIF2A sur la traduction 

de l’ARN du VHC en utilisant un système d’infection en culture cellulaire (HCVcc). De 

plus, les auteurs n’excluent pas totalement le rôle de eIF5B dans ce mécanisme et 

proposent un modèle selon lequel eIF2A et eIF5B agiraient de concert pour 

promouvoir la traduction du VHC en conditions de stress (Kim et al., 2011a).   

2.1.6. Contribution des facteurs non-canoniques (ITAFs) dans la traduction 

IRES-dépendante 

Bien que l’IRES du VHC soit capable de se lier à la sous-unité ribosomique 

40S indépendamment de tout facteurs d’initiation ou autre protéine in vitro (Pestova 

et al., 1998b), il a néanmoins besoin un certains nombre de facteurs non-

canoniques, appelées ITAFs, pour améliorer son activité traductionnelle au delà du 
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niveau basal. Parmi ces ITAFs ont retrouve les protéines La, NSAP1, hnRNP L et D, 

IMP-1, Gemin5, LSm1-7 et PCBP2 (Figure 26). 

 
Figure 26. Facteurs non-canoniques modulant la traduction du VHC.  
A) Représentation schématique des différents ITAFs avec leurs motifs ou domaines de 
liaison à l’ARN qui sont représentés en gris foncé : Le domaine La motif, RRM (RNA 
recognition motif), SBM (short basic motif), KH (hnRNP K homology domain). La participation 
de chaque protéine dans la modulation de l’efficacité de la traduction IRES du VHC est 
indiquée sur la droite (+ stimulation ou - inhibition). Les interactions indirectes ou nécessitant 
une validation supplémentaire sont indiquées entre parenthèses. B) Les régions impliquées 
dans la liaison de la SU 40S sont indiquées en jaune. La région apicale de la tige-boucle III 
qui lie eIF3 est représentée en rouge. Les régions de l’IRES impliquées dans la liaison à 
d’autres protéines sont indiquées. Les interactions possibles entre les boucles apicales de la 
tige-boucle II et IV sont indiquées. Les deux séquences consensus ciblées par le miR-122 
dans la région 5’UTR sont encadrées. Le miR-122 est affiché en rouge (Adapté de 
Niepmann, 2013). 
 

Ces ITAFs ont pour caractéristique commune de posséder plusieurs domaines ou 

motifs de liaison à l’ARN. Certaines d’entre elles, tels que la protéine La ou PCBP2 

oligomérisent (Bedard et al., 2004; Craig et al., 1997) et sont donc susceptibles 

d’interagir avec différents sites de l’ARN viral et d’agir comme « chaperones » pour 

stabiliser la structure tertiaire de l’IRES. Le domaine le plus fréquemment retrouvé 

dans les ITAFs est le RRM (RNA recognition motif), un domaine globulaire qui fournit 

une plateforme pour la liaison de l’ARN sur un plateau de feuillets & bordés par des 

hélices # (Kenan et al., 1991; Nagai et al., 1995). Ce dernier est retrouvé chez la 

protéine La, NSAP1, hnRNP L, hnRNP D, PTB et IMP-1. Un autre type de domaine 
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également important est le « KH domain » (Makeyev and Liebhaber, 2002) qui est 

présent chez les protéines IMP-1 et PCBP2. Cependant d’autres protéines 

possèdent des domaines particuliers de liaison à l’ARN, comme par exemple la 

protéine La avec son domaine « La motif » (Figure 26A) (Martino et al., 2012).  

Beaucoup de ces ITAFs peuvent interagir les uns avec les autres. LSm1-7 

interagit avec la protéine La (Maraia and Lamichhane, 2011). Le complexe SMN qui 

renferme Gemin5 interagit avec NSAP1 (Mourelatos et al., 2001). hnRNP D interagit 

avec hnRNP L (Park et al., 2007), NSAP1 et IMP-1 (Moraes et al., 2003). hnRNP L 

interagit avec PTB (Hahm et al., 1998a). Alors que NSAP1 interagit directement avec 

la SU 40S purifiée (Park et al., 2011). De plus, PCBP2 et PTB semblent interagir 

avec la protéine La (Fontanes et al., 2009). A travers ces interactions, les ITAFs 

pourraient créer des pontages entre différentes régions du 5’UTR et par conséquent 

favoriser un repliement de l’ARN qui faciliterait sa traduction.  

a. La protéine La 

La protéine La, également connue sous le nom de SSB, a initialement été 

identifiée comme cible antigénique reconnue par des anticorps de patients atteints 

de maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux et le syndrome de 

Sjögren (Chan and Tan, 1989). Cette protéine de 52 kDa est essentiellement 

impliquée dans divers aspects du métabolisme des ARNs ; elle joue un rôle dans la 

maturation des précurseurs d’ARNt eucaryotes en se liant aux extrémités poly(U) 

des transcrits ARN de la Polymérase III et par conséquent les protège contre la 

dégradation par les exonucléases (Maraia and Lamichhane, 2011). Son rôle dans la 

traduction IRES-dépendante a été décrit pour la première fois chez le poliovirus 

(Meerovitch et al., 1989), puis chez le VHC (Ali and Siddiqui, 1997) et maintenant 

chez un certains nombre d’IRES cellulaires (Buchkovich et al., 2010; Petz et al., 

2012; Zhang et al., 2012b). La protéine La stimule la traduction du VHC en se liant à 

une région proche de l’AUG initiateur comprenant le pseudo-noeud et la tige-boucle 

IV de l’IRES (Figure 26B) (Costa-Mattioli et al., 2004). Cette liaison nécessite l’action 

combinée du La domain, du RRM 1 et du RRM 2, alors que la liaison de la protéine 

La à l’extrémité 3’ du précurseur des ARNts requiert le La domain et le RRM 1 

uniquement (Martino et al., 2012). Cependant, les détails moléculaires permettant la 

stimulation de la traduction du VHC par cette protéine restent à déterminer.  
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b. NSAP1 

NSAP1 (mice minute virus NS1-associated protein 1), également connue sous 

le nom de SYNCRIP ou hnRNP Q, a plusieurs fonctions dans le métabolisme de 

l’ARN, y compris dans la régulation de l’épissage (Chen et al., 2008) et de la 

traduction (Lee et al., 2012). NSAP1 stimule la traduction du VHC en se liant à l’IRES 

près du codon AUG initiateur (Figure 26B) (Kim et al., 2004). De plus NSAP1 

interagit directement avec la SU 40S du ribosome et promeut son positionnement 

correct sur le codon AUG initiateur et faciliterait la formation du complexe 80S (Park 

et al., 2011).  

c. hnRNP L et hnRNP D 

hnRNP L est une protéine qui joue un rôle dans la régulation de l’épissage 

alternatif des ARNm. Elle se lie à des séquences riches en C/A au niveau des introns 

ou des exons et fonctionne comme activateur ou répresseur de l’usage des exons 

(Hung et al., 2008). hnRNP L interagit avec des séquences riches en ACA(C/U) à 

l’extrémité 3’ de l’IRES du VHC à environ 30 nucléotides en aval de l’AUG initiateur 

et stimule sa traduction (Figure 26B) (Hahm et al., 1998b; Hwang et al., 2009). 

hnRNP D, également connue sous le nom de AUF1, est une protéine qui est 

impliquée dans la dégradation de plusieurs ARNm qui possèdent des séquences 

riches en AU dans leur partie 3’UTR. L’association de hnRNP D avec ces ARNm 

permet de recruter d’autres facteurs et promeut une dégradation rapide de l’ARNm 

(Gratacós and Brewer, 2010). hnRNP D stimule la traduction du VHC en se liant à la 

tige boucle II de l’IRES (Figure 26B) (Paek et al., 2008). 

d. IMP-1 

IMP-1 ou IGF2BP1 (Insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 1) fait 

partie d’une grande famille de protéines qui se lient aux ARNm et influence leur 

localisation, leur recyclage et leur traduction (Wächter et al., 2013). Il a été rapporté 

que cette protéine améliore spécifiquement la traduction IRES-dépendante du VHC. 

Elle se lie à la fois à la partie 5’UTR (tige-boucle IV de l’IRES et environ 30 nts de la 

partie codante) (Figure 26B) et à la partie 3’UTR (Région variable et poly U/C tract) 

du génome viral. Une fois liée à l’ARN cette protéine est capable de dimériser, ce qui 
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permettrait la circularisation de l’ARN et un recyclage plus facile des ribosomes 

(Weinlich et al., 2009).  

e. Gemin5 et LSm1-7 

L’IRES du VHC interagit également avec Gemin5 et LSm1-7. Gemin5 joue un 

rôle critique dans la biogenèse des complexes ribonucléoprotéiques de l’épissage 

(snRNP pour Small nuclear ribonucleoprotein). Elle fait partie du complexe protéique 

SMN (Survival of Motor Neurons) qui se lie à des séquences spécifiques dans les 

snRNAs (Small nuclear ribonucleic acids) et contrôle le recrutement des protéines 

« Sm » pendant l’assemblage des snRNP (Battle et al., 2006). Les protéines 

apparentées LSm (Like Sm) forment aussi des anneaux heptamériques qui se lient à 

l’ARN. Le complexe cytoplasmique LSm1-7 se lie à l’extrémité 3’ des ARNms et est 

impliqué dans leur dégradation (Khusial et al., 2005). 

De manière intéressante, LSm1-7 et Gemin5 ont un effet inverse sur la régulation de 

la traduction du VHC. Alors que LSm1-7 est requise pour une traduction efficace en 

se liant à la tige-boucle III de l’IRES (Figure 26B) et à la partie poly U/C de la région 

3’UTR de l’ARN viral (Scheller et al., 2009). Gemin5, quant à elle, régule 

négativement la traduction du VHC en se liant à la tige boucle III de l’IRES (Pacheco 

et al., 2009). Etant donné que le complexe SMN (qui contient Gemin5) interagit avec 

les protéines Sm et les protéines LSm, il se pourrait que Gemin5 exerce son effet 

négatif sur la traduction du VHC en contrôlant l’accès du complexe LSm1-7 à l’ARN 

viral.  

f. PTB 

PTB (Polypyrimidine tract-binding protein), également appelée hnRNP I, est 

une protéine impliquée dans la régulation du métabolisme des ARNs cellulaires 

notamment dans  l’épissage alternatif (Kafasla et al., 2012). La contribution de PTB 

dans la stimulation de la traduction IRES-dépendante d’ARN viraux et cellulaires a 

largement été documentée (Romanelli et al., 2013). Etant donné que PTB se lie à 

l’IRES en 5’UTR (Ali and Siddiqui, 1995) et à la région X dans le 3’UTR de l’ARN du 

VHC (Ito and Lai, 1999), et que cette protéine soit capable de multimériser, on a émit 

l’hypothèse qu’elle pouvait stimuler la traduction du VHC en permettant la 

circularisation de l’ARN viral. Cependant, son rôle dans la traduction du VHC est 
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controversé. Alors que certaines études ont montré un effet positif (Anwar et al., 

2000; Fontanes et al., 2009; Gosert et al., 2000), ou au contraire un effet négatif 

(Tischendorf et al., 2004). D’autres études n’ont observé aucun effet de cette 

protéine sur la traduction IRES-dépendante du VHC (Brocard et al., 2007; Nishimura 

et al., 2008; Rosenfeld and Racaniello, 2005).  

2.1.7. Rôle du miR-122 

Contrairement aux ITAFs, qui sont exprimés de manière ubiquitaire dans les 

cellules de l’hôte, le miR-122 est exclusivement exprimé dans les hépatocytes où il 

représente environ 70% des micro-ARNs (miRs) totaux (Jopling, 2012). Le miR-122 

joue un rôle important dans la propagation du VHC et pourrait donc contribuer, en 

plus des récepteurs cellulaires de surface, à son hépatotropisme (Conrad and 

Niepmann, 2013; Jopling et al., 2005).   

Les miRs constituent une grande famille d’ARNs non-codants qui régulent 

l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel chez les animaux, les plantes 

et les protozoaires. Chez les mammifères, les miRs contrôleraient l’activité de plus 

de 60% des gènes codants pour des protéines. La maturation des précurseurs de 

miRs donne naissance à un duplexe d’ARN d’environ 22 paires de bases (pb) avec 

des extrémités 3’ sortantes. Ce duplexe est alors déroulé, et l’un des brins, appelé 

« brin passager » est dégradé, alors que le second brin, appelé « brin guide » est 

incorporé dans un complexe ribonucléoprotéique, appelé miRISC (miRNA-induced 

silencing complex), et le dirige vers l’ARNm cible. La spécificité de l’interaction entre 

le miRISC et son ARNm cible est conférée par le miR mature (brin guide). En effet, la 

région « seed » qui correspond aux nucléotides 2 à 8 de la partie 5’UTR du miR, 

s’hybride parfaitement avec la séquence cible en 3’UTR de l’ARNm. Cependant, 

d’autres régions du miR peuvent également s’hybrider, mais cette hybridation est 

habituellement interrompue par des mésappariements.  

Généralement, les miRs inhibent la synthèse protéique en bloquant la 

traduction et/ ou en induisant la dégradation de l’ARNm cible. Cependant, il 

semblerait que certains miRs aient un rôle inverse et stimulent la traduction (Fabian 

et al., 2010). C’est le cas par exemple du miR-122 qui promeut la propagation du 

VHC.  
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L’étude initiale qui a rapporté le rôle du miR-122 dans l’accumulation de l’ARN 

génomique du VHC a suggéré un rôle au niveau de l’étape de la réplication virale 

(Jopling et al., 2005). Cependant, des études plus récentes ont montré que le miR-

122 intervient au niveau de l’étape de la traduction, sans pour autant exclure un rôle 

potentiel dans la réplication (Henke et al., 2008; Jangra et al., 2010; Roberts et al., 

2011). La stimulation de la traduction est conférée par la liaison du miR-122 sur deux 

séquences cibles complémentaires à sa région seed qui se trouvent entre les tiges 

boucles I et II dans la région 5’UTR de l’ARN génomique du VHC (Figure 26B) 

(Henke et al., 2008). Le miR-122 se lie également à deux sites supplémentaires de 

l’ARN viral localisés au niveau de la région codante de NS5B (Nasheri et al., 2011), 

et de la région variable dans la partie 3’UTR, respectivement. Cependant, aucun de 

ces sites ne semble être important pour la traduction du VHC (Henke et al., 2008).  

La fonction du miR-122 est indissociable du complexe miRISC, y compris pour 

promouvoir la traduction de l’ARN du VHC. Par exemple l’inhibition d’Ago2, qui est 

un composant essentiel du complexe miRISC diminue l’efficacité de la traduction du 

VHC dans les cellules exprimant le miR-122 (Roberts et al., 2011; Wilson et al., 

2011). De plus, il a été montré que Ago2 fait partie du complexe ribonucléoprotéique 

qui se lie physiquement au 5’UTR de l’ARN du VHC par l’intermédiaire du miR-122. 

En effet, l’immunoprécipitation d’Ago2 à l’aide d’un anticorps spécifique permet 

d’isoler l’ARN génomique du VHC dans des cellules qui expriment le miR-122, mais 

pas dans les cellules qui expriment un mutant du miR-122, supportant l’idée qu’Ago2 

contribue à la stimulation de la traduction du VHC en se liant au 5’UTR de l’ARN viral 

via le miR-122 (Shimakami et al., 2012). En plus d’Ago2, d’autres composants du 

complexe miRISC tels que TRBP ou GW182 seraient également importants pour la 

stimulation de la traduction du VHC induite par le miR-122 (Roberts et al., 2011; 

Zhang et al., 2012a).  

Bien que le rôle du miR-122 dans la traduction du VHC soit bien établi, les 

détails moléculaires de son mécanisme d’action ne sont pas encore bien compris. Il 

a été proposé que le miR-122 stimule la traduction du VHC à un stade précoce de 

l’initiation de la traduction, en améliorant l’association des ribosomes à l’ARN viral 

(Henke et al., 2008). La liaison du miR-122 pourrait provoquer des changements 

tertiaires de la structure de l’IRES qui pourraient moduler l’initiation de la traduction 

d’une manière encore inconnue, peut-être en induisant des changements dans la 

conformation de la SU 40S (Conrad and Niepmann, 2013). Selon une étude de 
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traduction in vitro, effectuée avec des lysats de réticulocytes de lapin, le miR-122 

stimulerait la traduction de l’ARN viral en déplaçant tout simplement une interaction 

ARN-ARN de longue portée, inhibitrice pour la traduction. L’interaction en question a 

lieu entre une séquence d’ARN située dans la région codante de la protéine Core 

(nts 428-442) et une séquence qui chevauche partiellement les sites de liaison du 

miR-122 en 5’UTR (nts 24-38). Il a été montré dans cette étude que le miR-122 

mature sous forme simple brin, induit un changement de conformation de l’ARN en 

5’UTR de la forme « fermée » vers la forme « ouverte », favorisant ainsi la traduction 

de l’ARN viral (Díaz-Toledano et al., 2009). En revanche, dans les cellules, cette 

interaction joue un rôle négligeable et le miR-122 sous forme simple brin est 

incapable de stimuler la traduction du VHC (Goergen and Niepmann, 2012).  

La stimulation de la traduction ne peut pas expliquer à elle seule, l’effet du 

miR-122 sur l’ensemble du cycle viral du VHC. En effet, des mutations dans les sites 

de liaison du miR-122 dans la région 5’UTR ont un effet, beaucoup plus prononcé 

sur le rendement global de l’infection par le VHC, en comparaison à des mutations 

dans la tige-boucle IIId de l’IRES qui affectent uniquement la tarduction. Cela 

suggère qu’en plus de son impact sur la traduction, le miR-122 intervient à d’autres 

étapes du cycle viral tel que la réplication (Jangra et al., 2010).  

Il semblerait que la liaison du miR-122 à l’ARN du VHC permet tout 

simplement de le stabiliser. En effet, la formation de complexes ribonucléoprotéiques 

à l’extrémité 5’ de l’ARN viral, le protègerait contre la dégradation (Machlin et al., 

2011; Shimakami et al., 2012). En accord avec cette hypothèse, une autre étude a 

montré que l’ARN viral dans les cellules infectées est principalement dégradé à partir 

de l’extrémité 5’ par l’exonucléase 5’-3’ Xrn1 et que cette dégradation est diminuée 

en présence du miR-122 (Li et al., 2013). Ainsi l’effet positif du miR-122 observé sur 

la traduction est indirect et serait dû à la stabilisation de l’ARN viral et son maintien 

pour servir de matrice à la traduction, mais aussi pour la réplication. De plus, le miR-

122 pourrait indirectement stimuler la propagation du VHC en régulant le 

métabolisme des lipides. En effet, ce micro-ARN promeut la synthèse du cholestérol 

et des acides gras dans les hépatocytes (Esau et al., 2006; Krützfeldt et al., 2005),  

permettant de créer un environnement lipidique riche, favorable aux étapes de la 

réplication et/ ou de l’assemblage du virus.  
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3. La maturation de la polyprotéine 

La traduction IRES-dépendante de l’ORF du génome du VHC, donne 

naissance à une polyprotéine qui est co- et post-traductionnellement clivée par des 

protéases cellulaires et virales en protéines structurales et non structurales matures 

(Figure 9). Alors que les protéines structurales Core, E1, E2 et le polypeptide p7 sont 

clivées par la signal peptidase (SP) et la peptide signal peptidase (PSP) cellulaires, 

les protéines non structurales sont coupées par les protéases virales NS2 et NS3/4A 

(Figure 9).  

Les protéines non structurales sont clivées dans un ordre préférentiel 

(Pietschmann et al., 2001). Le premier clivage est un événement auto-catalytique 

assuré par la protéase NS2/3 qui coupe au niveau de la jonction NS2/NS3. Le 

clivage à la jonction NS3/NS4A permet de libérer NS3 du reste de la polyprotéine. 

NS3 en association avec son cofacteur NS4A (NS3-4A) va assurer les événements 

de maturation ultérieurs en coupant en trans au niveau du site NS5A/NS5B pour 

produire un intermédiaire NS4A-5A, suivi d’un clivage entre NS4A et NS4B, pour 

produire un précurseur de la protéine NS4B-5A relativement stable, et par la suite 

entre NS4B et NS5A. Cette cinétique semble être importante, et certains précurseurs 

pourraient avoir des fonctions temporaires (Herod et al., 2012). 
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4. La réplication de l’ARN viral  

Après la maturation de la polyprotéine, les protéines virales se trouvent plus 

ou moins associées à la surface de la membrane du RE où elles peuvent exercer 

leurs fonctions. Ainsi les protéines non-structurales (de NS3 à NS5B, et plus 

particulièrement NS4B) vont induire des altérations membranaires, qui vont accueillir 

les sites de réplication de l’ARN viral (Gosert et al., 2003; Miller and Krijnse-Locker, 

2008). L’unité génétique minimale nécessaire et suffisante pour la réplication de 

l’ARN englobe le 3’UTR et une partie de la région codante allant de NS3 à NS5B 

(Lohmann et al., 1999). La première étape de la synthèse d’ARN génère un ARN 

simple brin de polarité négative (ARN (-)), qui sert de matrice pour la synthèse d’ARN 

simple brin positif (ARN (+)) qui est produit en excès. Il est généralement admis que 

la synthèse de l’ARN (-) est initiée à l’extrémité 3’ du brin matrice par une initiation de 

novo de la synthèse de l’ARN et que la réplication de l’ARN implique la formation 

d’une forme intermédiaire, un ARN double brin. L’ARN (+) nouvellement synthétisé 

est soit ré-engagé dans un nouveau cycle de traduction/ réplication ou est encapsidé 

dans les nouveaux virions (Lohmann, 2013). 

En culture cellulaire, la dynamique de la synthèse de l’ARN du JFH-1 

(génotype 2a) a été caractérisée. L’ARN (-) n’apparaît que 4 à 6h après l’infection ou 

la transfection de l’ARN viral dans les cellules. Cette phase de latence pourrait 

représenter le temps nécessaire à la traduction, la maturation de la polyprotéine et 

l’établissement des compartiments membranaires spécifiques pour la réplication. 

Quelques heures plus tard, la synthèse asymétrique de l’ARN est établie, atteignant 

rapidement les proportions de 10:1 avec l’ARN (+) en excès. Le plateau de synthèse 

de l’ARN est atteint à 24-48h, en raison de facteurs limitants de l’hôte impliqués dans 

la synthèse de l’ARN (Lohmann, 2013).  

La réplication du VHC se produit dans des vésicules présentes au niveau du 

MW. Les complexes de réplication seraient initialement formés dans des 

invaginations de la membrane du RE, reliées au cytoplasme par un pore étroit 

permettant l’échange de petites molécules tels que les nucléotides pour la synthèse 

de l’ARN (Figure 27A). Ces invaginations donneraient naissance à des vésicules 

plus complexes constituées de deux voir plusieurs membranes superposées (Figure 

27B) (Ferraris et al., 2010; Reiss et al., 2011), qui serviraient de compartiment de 
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stockage afin de masquer les intermédiaires de réplication de la réponse immunitaire 

innée. Il a été observé que l’abondance de ces vésicules est en corrélation directe 

avec la réplication de l’ARN viral (Romero-Brey et al., 2012).  

 

 
 
Figure 27. Représentation schématique de la réplication du VHC.  
Deux structures vésiculaires différentes hébergeant les complexes de réplication ont été 
observées au niveau du MW. A) Les protéines non structurales induisent la formation 
d’invaginations au niveau de la membrane du RE reliées au milieu extérieur par un pore 
étroit permettant l’échange de petites molécules telles que les nucléotides pour la synthèse 
de l’ARN. B) Ces invaginations donnent naissance à des vésicules plus complexes 
constituées de deux, voir plusieurs, membranes superposées qui serviraient de 
compartiment de stockage. Gouttelette lipidique (LD, lipid droplet), MW (Membranous web), 
Réticulum endoplasmique (RE) (Adapté de Lohmann, 2013).  
 

NS4B a été identifiée comme le principal moteur de la biogenèse du MW, car 

l’expression de cette protéine seule suffit à induire des altérations membranaires et 

la formation de vésicules (Egger et al., 2002). L’oligomérisation de NS4B est 

essentielle pour sa fonction, et lui permettrait de structurer les vésicules 

membranaires formées (Gouttenoire et al., 2010; Yu et al., 2006). Cependant, il a été 

montré que d’autres protéines non-structurales telles que NS3-4A, NS5A et NS5B 
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peuvent également induire des réarrangements membranaires (Romero-Brey et al., 

2012), indiquant que la morphogenèse du MW est complexe et requiert une action 

concertée de plusieurs protéines non structurales. De plus, certaines protéines de 

l’hôte peuvent également participer à la formation du MW. Comme, par exemple, la 

protéine Kinase PI4KIII#, qui est activée suite à son interaction avec NS5A et induit 

la formation de phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P) qui rentre dans la 

composition des membranes du MW (Berger et al., 2011b; Reiss et al., 2011). 

Les éléments génomiques régulant la réplication virale en Cis sont 

majoritairement, mais pas exclusivement, localisés dans les régions 3’UTR et 5’UTR. 

Alors que les séquences présentes en 3’UTR contrôlent la synthèse du brin négatif, 

les séquences en 5’UTR sont impliquées dans la production du brin d’ARN positif 

(Binder et al., 2007). La structure du 5’UTR du brin d’ARN (+) diffère largement de 

celle de l’extrémité 3’ du brin d’ARN (-) complémentaire traduisant leurs différentes 

fonctions dans la traduction et la réplication de l’ARN viral, respectivement (Honda et 

al., 1996; Schuster et al., 2002). Une autre séquence agissant en cis est retrouvée 

dans la région codante de NS5B. Il s’agit de la tige boucle SL3.2 qui fait partie d’une 

structure secondaire plus complexe de type cruciforme (You et al., 2004). 

L’interaction de SL3.2 avec la tige boucle SL2 de la région X du 3’UTR semble être 

essentielle pour la réplication de l’ARN viral (Friebe et al., 2005).     

Bien que la polymérase virale NS5B soit capable, à elle seule, d’initier et de 

copier un ARN viral entier in vitro (Oh et al., 1999). In vivo, elle a besoin de 

s’associer à d’autres protéines virales, notamment les protéines non-structurales, 

pour former un complexe de réplication fonctionnel (Binder et al., 2007).  

Grace à son activité NTPase/ hélicase, la protéine NS3 pourrait être impliquée dans 

l’initiation de la synthèse d’ARN en déroulant les structures secondaires présentes à 

l’extrémité 3’UTR. De plus, elle pourrait soutenir NS5B dans la phase d’élongation en 

déroulant les intermédiaires de réplication double-brins (Lohmann, 2013).  

NS4A peut également influencer la réplication en régulant à la fois la fonction 

hélicase de NS3 et l’état de phosphorylation de NS5A, en favorisant son interaction 

avec la caséine kinase I#, ce qui détermine dans une large mesure l’issue de la 

réplication (Lindenbach et al., 2007).  

En plus de son rôle précédemment discuté dans l’organisation du MW, NS4B 

pourrait aussi avoir un rôle plus distinct dans la synthèse de l’ARN grâce à son 

activité NTPase et à sa capacité à lier l’ARN viral (Einav et al., 2004). De plus, via 
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son interaction avec NS3 (Paredes and Blight, 2008), NS4B pourrait réguler la 

réplication de l’ARN au-delà de la morphogenèse des sites de réplication.  

La participation de NS5A dans la réplication virale est bien connue et son 

appartenance au complexe de réplication ne fait pas de doute. En effet, NS5A 

interagit avec NS5B et régule sa fonction in vitro (Shirota et al., 2002) et in vivo 

(Shimakami et al., 2004). De plus, cette protéine peut lier directement l’ARN via son 

domaine DI (Huang et al., 2005).  

NS5A interagit également avec une pléthore de protéines cellulaires de l’hôte, 

qui peuvent être directement ou indirectement impliquées dans la synthèse de l’ARN. 

Parmi ces protéines, on retrouve la PI4KIII#, citée précédemment. Même si cette 

protéine stimule indirectement la réplication en participant à la formation du MW 

(Berger et al., 2011b; Reiss et al., 2011).  

La protéine hVAP-A (human VAMP-associated protein A) et son isoforme 

hVAP-B ont été identifiées comme interagissant avec NS5A et NS5B et semblent 

jouer un rôle important dans la réplication génomique du VHC (Gao et al., 2004; 

Hamamoto et al., 2005). hVAP-A aurait un rôle direct dans la régulation de la 

synthèse de l’ARN viral en interagissant avec la forme hypophosphorylée, mais pas 

avec la forme hyperphosphorylée, de NS5A (Evans et al., 2004). 

Les cyclophilines sont des peptidyl-prolyl cis/ trans isomérases qui jouent un 

rôle essentiel dans la réplication du VHC. Bien que, la cyclophiline B (CypB) ait été 

initialement identifiée comme interagissant et régulant la fonction de NS5B (Watashi 

et al., 2005). Des résultats plus récents indiquent un rôle plus important pour la CypA 

(Kaul et al., 2009; Liu et al., 2009). En effet il a été montré que CypA convertit des 

résidus proline des domaines II et III de NS5A, induisant des changements 

conformationnels, probablement importants pour sa fonction (Coelmont et al., 2010; 

Verdegem et al., 2011). 

Un autre facteur cellulaire également important pour la réplication du VHC, 

c’est le miR-122. En effet, ce micro-ARN spécifiquement exprimé dans le foie régule 

l’abondance de l’ARN viral en culture cellulaire (Jopling et al., 2005) et in vivo 

(Lanford et al., 2010) et pourrait contribuer de manière significative au tropisme 

hépatique du VHC. En plus de stimuler la traduction de l’ARN viral, le miR-122 

jouerait également un rôle important dans la réplication. Le miR-122 se lie à deux 

séquences cibles dans la partie 5’UTR, formant un complexe non conventionnel, 
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englobant l’extrémité 5’ du génome viral, empêchant ainsi sa dégradation par les 

RNases et/ ou l’induction de réponses immunitaires innées (Machlin et al., 2011).   
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5. L’assemblage et la sécrétion des particules virales 

L’assemblage de particules du VHC est un processus complexe dont on ne 

connait pas encore tous les détails. Néanmoins, il est généralement admis que les 

particules du VHC se forment autour des LDs et bourgeonnent dans le RE où elles 

vont coopter la voie d’export des VLDLs pour être exportées.  

5.1. L’assemblage des particules virales 

L’assemblage a lieu dans des sites particuliers à l’interface entre la membrane 

du RE et des LDs et doit impliquer l’action coordonnée de plusieurs protéines virales 

et cellulaires.  

Les LDs sont des organelles de stockage des lipides cellulaires. Ils 

contiennent un noyau hydrophobe constitué de lipides neutres et d’esters de 

cholestérol, entourés par une monocouche de phospholipides dérivée du feuillet 

externe de la membrane du RE. Grâce à son domaine DII, la protéine virale Core est 

capable de s’associer aux LDs (Boulant et al., 2006). Cette localisation est 

importante, puisqu’il a été montré que des mutations dans le DII, qui abolissent 

l’interaction de Core avec les LDs, bloquent la production de particules virales 

(Boulant et al., 2007; Miyanari et al., 2007). L’adressage de Core au niveau des LDs 

nécessite l’action de deux enzymes cellulaires ; la phospholipase cytosolique A2 

(PLA2G4A) (Menzel et al., 2012) et la diacylglycerol acetyltransférase 1 (DGAT1) 

(Herker et al., 2010). Cette localisation au niveau des LDs pourrait servir à 

séquestrer Core loin des sites de réplication pour éviter une encapsidation précoce 

de l’ARN viral (Lindenbach, 2013). L’assemblage de particules virales nécessite 

également le recrutement de NS5A au niveau des LDs où elle interagit avec la 

protéine Core (Appel et al., 2008; Miyanari et al., 2007). Cette interaction est 

essentielle pour l’assemblage des particules virales, et se fait grâce à des 

déterminants présents dans le domaine III de NS5A (Appel et al., 2008; Tellinghuisen 

et al., 2008). Plus précisément, l’assemblage du virus nécessite une phosphorylation 

d’un résidu serine à l’intérieur de domaine III par la caséine kinase II # (Tellinghuisen 

et al., 2008). Ainsi grâce à son domaine de liaison à l’ARN, le domaine DI, NS5A 

pourrait tout simplement acheminer l’ARN (+) depuis les sites de réplication vers les 
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LDs où il sera transféré sur la protéine Core et, par conséquent, enclencher le 

processus d’assemblage (Figure 28). De plus, NS5A serait impliquée dans des 

interactions avec le complexe p7-NS2 qui joue un rôle central dans les premières 

étapes de l’assemblage (Jirasko et al., 2010; Popescu et al., 2011). En effet, il a été 

rapporté que p7-NS2 pouvait orchestrer la formation de particules virales en 

participant à de multiples interactions protéine-protéine notamment avec le complexe 

enzymatique NS3-4A et l’hétérodimère E1-E2 retenu au niveau de la membrane du 

RE (Ma et al., 2011; Phan et al., 2009). L’interaction de NS2 avec NS3-4 semble

nécessaire pour recruter la protéine Core depuis les LDs vers les sites d’assemblage 

du virus au niveau du RE (Boson et al., 2011; Counihan et al., 2011). La formation de 

la nucléocapside et son bourgeonnement dans la lumière du RE seraient associés à 

la voie de synthèse des VLDLs (Lindenbach, 2013). 

 

 
 
 

 
 
Figure 28. Modèle d’assemblage des particules virales du VHC (Adapté de Felmlee et 
al., 2013). 
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5.2. Maturation et export des particules virales  

Plusieurs études ont montré que la maturation et la libération de particules de 

VHC, qui est la dernière étape de l’assemblage, est étroitement liée à la voie d’export 

des VLDLs. En effet la plupart des composants impliqués dans l’assemblage des 

VLDLs sont également requis pour la morphogenèse et la sécrétion du virus, ce qui 

suggère que le VHC emprunterait la voie de sécrétion des VLDLs pour son export, 

soutenant ainsi le concept de la LVP (Coller et al., 2012; Syed et al., 2010).  

La biogenèse des VLDLs est un processus qui peut être présenté en deux 

étapes, qui nécessite au moins l’apolipoprotéine B (apoB) et la protéine MTP 

(Microsomal triglyceride transfer protein). Au cours de la première étape, la synthèse 

et la translocation d’apoB dans la lumière du RE forme une cavité dans laquelle sont 

transférés des phospholipides et des triglycérides par la protéine MTP. Le transfert 

des lipides qui est concomitant à la traduction d’apoB conduit à la formation d’une 

particule sphérique avec un noyau de lipides neutres, appelée VLDL2 (Figure 28). 

Cette VLDL naissante se déplace vers un compartiment distal de la voie de sécrétion 

et peut être libérée en tant que telle, ou bien fusionner avec des LDs dans la lumière 

du RE appelées luLDs (Luminal lipid droplets) formés par MTP dans le RE lisse. 

Cette fusion pourrait être facilitée par apoE qui se trouve sur les LuLDs et donne 

naissance à des lipoprotéines riches en lipides appelés VLDL1 (Bartenschlager et 

al., 2011). 

Plusieurs éléments de preuve montrent que l’assemblage des particules 

virales et des VLDLs sont étroitement liés. Premièrement, les petites molécules 

inhibitrices de MTP bloquent également la production de particules virales 

(Gastaminza et al., 2008; Huang et al., 2007). Deuxièmement, l’association étroite 

des particules virales infectieuses avec des composants des VLDLs tels que les 

apolipoprotéines (Gastaminza et al., 2010; Merz et al., 2011; Nielsen et al., 2006).  

Alors que le rôle d’apoE dans l’assemblage et la production de particules virales 

infectieuses du VHC ne fait plus de doute (Benga et al., 2010; Chang et al., 2007; 

Jiang and Luo, 2009) le rôle d’apoB quant à lui, reste très controversé (Gastaminza 

et al., 2008; Huang et al., 2007; Jiang and Luo, 2009). ApoE est un élément 

constitutif des particules virales infectieuses (Merz et al., 2011). Cette protéine 

intervient au cours des étapes précoces de l’assemblage en interagissant avec 
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NS5A (Benga et al., 2010; Chang et al., 2007). De plus, une étude récente a montré 

que les particules virales naissantes migrent à travers la voie sécrétoire en liaison 

avec apoE, mais pas avec apoB (Coller et al., 2012), suggérant que l’assemblage du 

VHC dépendrait plus des LuLDs contenant apoE, que des VLDLs dont la sécrétion 

est indissociable d’apoB.  

Les glycoprotéines d’enveloppe E1-E2 présentes sur les particules virales 

subissent des modifications complexes en particulier de nombreuses glycosylations 

indiquant que ces particules transitent par l’appareil de Golgi (Vieyres et al., 2010). 

Conformément à cette observation, Coller et ses collègues ont marqué la protéine 

Core d’une étiquette tétra-cystéine afin de pouvoir suivre le trafic intracellulaire des 

virions nouvellement formés. Leurs résultats confortent un modèle dans lequel les 

particules virales bourgeonnent dans le RE, puis  empruntent la voie sécrétoire pour 

sortir de la cellule en passant par l’appareil de Golgi et l’endosome de recyclage 

(Coller et al., 2012).  

La protéine p7 semble jouer un rôle très important au cours de l’export. En 

effet, grâce à son activité pompe à protons, cette viroporine neutralise les 

compartiments acides à l’intérieur de la voie sécrétoire et protégerait les particules 

virales d’une exposition précoce à un pH trop bas au cours de la maturation et de 

l’export des virions (Wozniak et al., 2010). 
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OBJECTIFS 

Le VHC comme d’autres virus, dépend de facteurs cellulaires pour accomplir 

son cycle viral et persister dans l’hôte. Certains de ces facteurs, indispensables au  

virus, pourraient constituer des cibles thérapeutiques de choix, à condition que leur 

inhibition n’altère pas les fonctions normales de la cellule hôte. L’objectif de mon 

travail de thèse a été de déterminer le rôle des protéines cellulaires RACK1 et TIP47 

au cours de deux étapes clés du cycle viral : respectivement, l’étape de traduction et 

l’étape de l’assemblage/ sécrétion. 

 

Dans la première partie de ce travail, je présenterai les résultats concernant le 

rôle de la protéine ribosomale RACK1 (The Receptor for Activated C Kinase 1) dans 

la traduction IRES-dépendante du VHC. Cette protéine a été identifiée, par nos 

collaborateurs dans l’équipe du Prof. Jean-Luc Imler (UPR 9022 à l’IBMC, 

Strasbourg), comme étant importante pour la réplication de virus d’insectes dont les 

génomes à ARN (+) sont traduits par l’intermédiaire d’un élément structural IRES 

(site d’entrée interne du ribosome). Le VHC étant un virus à ARN (+) possédant 

également un IRES à son extrémité 5’ (Fukushi et al., 1994) et que la protéine 

ribosomale RACK1 est très conservée au cours de l’évolution (Adams et al., 2011), 

nous avons étudié le rôle de cette protéine dans l’infection par le VHC. Les résultats 

obtenus sont décrits dans la partie I des résultats. Une publication est en cours de 

révision (Annexe I). 

 

Dans la deuxième partie, je présenterai les résultats relatifs au rôle de la 

protéine TIP47 dans l’étape de l’assemblage/ sécrétion du VHC. TIP47 est une 

protéine présente à la surface des gouttelettes lipidiques (Lipid droplets, LDs) 

(Bulankina et al., 2009). Nos collaborateurs, de l’équipe du Prof. Eberhard Hildt 

(Paul-Ehrlich-Institut, Allemagne), ont observé que les variations dans l’expression 

de cette protéine avaient un impact direct sur la production de virions. Cette 

découverte est tout à fait intéressante, compte tenu du rôle central des LDs dans la 

production de particules virales infectieuses (Boulant et al., 2007; Miyanari et al., 

2007). TIP47 est également impliquée dans le recyclage du récepteur du Mannose-

6-phosphate (MPR), en interagissant directement avec la GTPase Rab9 (Díaz and 
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Pfeffer, 1998). Ce travail de collaboration a permis de mettre en évidence le rôle de 

TIP47 et de Rab9 dans l’assemblage et la sécrétion des particules virales du VHC et 

a abouti à la publication de deux articles originaux qui sont présentés en annexe 

(Annexe II et III). Ma contribution à ces travaux est détaillée dans la deuxième partie 

des résultats. 
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PARTIE I 

 

La protéine ribosomale RACK1 est un facteur de 

l’hôte requis pour la traduction IRES-dépendante 

du VHC 
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1. La protéine ribosomale RACK1 est un facteur de 

l’hôte requis pour la traduction IRES-dépendante 

du VHC 

1.1. Introduction 

 

RACK1 (The Receptor for Activated C Kinase 1) est un membre de la famille 

des protéines WD, protéines contenant des séquences répétées de type WD. Il s’agit 

d’une famille de protéines très conservée dont les nombreux membres sont 

retrouvés à la fois chez certains procaryotes et chez tous les eucaryotes. Les 

répétitions WD, elles-mêmes, sont typiquement des séquences de 44 à 60 aa de 

long qui se terminent à l’extrémité C-terminale par une signature dipeptide WD 

(Tryptophan-Aspartate) ou son équivalent. Le critère de base pour l’inclusion d’une 

protéine dans cette famille est la présence d’au moins quatre de ces séquences 

répétées afin de générer un domaine WD (Adams et al., 2011). RACK1 possède 7 

répétitions WD dont chacune forme un feuillet-& constitué de quatre brins & 

antiparallèles (A à D). Les sept feuillets-& sont reliés par des tiges boucles et sont 

disposés de manière radiale autour d’un axe central ; ils forment ainsi, une structure 

en hélice-&, représentative des domaines WD (Figure 29A). Comme pour les autres 

membres de la famille des protéines WD, RACK1 semble jouer un rôle important 

dans différentes voies de signalisation. C’est une protéine d’échafaudage (scaffold) 

qui interagit avec un nombre important de protéines et leur sert de point d’ancrage en 

différents endroits de la cellule (Adams et al., 2011). En plus de ce rôle structurant, 

un aspect clé de la fonction de RACK1 est sa capacité à moduler l’activité 

enzymatique de ses partenaires. En effet, RACK1 peut promouvoir ou supprimer 

l’activité des enzymes auxquelles elle se lie. Par exemple, RACK1 stabilise l’activité 

de la protéine phosphatase 2A (PP2A) (Kiely et al., 2006, 2008) et maintient la 

conformation active de la protéine kinase C bII (PKCbII) (Ron et al., 1994, 1999). 

RACK1 se lie également aux tyrosine kinases Src et Fyn pour maintenir ces kinases 

dans un état inactif jusqu’à ce que le signal approprié se produise et déclenche la 

dissociation du complexe (Mamidipudi et al., 2004a, 2004b; Yaka et al., 2002).  
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Figure 29. Structure de RACK1 associée à la sous-unité 40S du ribosome eucaryote.  
Structure cristallographique de RACK1 seule (A) ou associée à la SU 40S du ribosome (B)  
de Saccharomyces cerevisiae à 3 Å de résolution (PDB 3U5B et 3U5C) (Ben-Shem et al., 
2010). RACK1 possède 7 répétitions WD dont chacune forme un feuillet-& constitué de 
quatre brins & antiparallèles, les sept feuillets-& sont reliés par des tiges boucles et sont 
disposés de manière radiale autour d’un axe central. Une des répétitions WD est 
représentée en vert. Les protéines et l’ARN de la sous-unité 40S sont représentés en 
couleur bleue et cuivre, respectivement. 
  

RACK1 est une protéine constitutive de la sous-unité 40S du ribosome (Ben-

Shem et al., 2010; Link et al., 1999; Sengupta et al., 2004) (Figure 29B) et semble 

jouer un rôle important dans la régulation de la traduction par le recrutement d’un 

certain nombre de protéines régulatrices (Nilsson et al., 2004). C’est par exemple le 

cas de la PKCbII qui lorsqu’elle est activée, se lie à RACK1 et induit la 

phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF6 déclenchant ainsi sa 

dissociation de la sous-unité 60S du ribosome, permettant ainsi l’assemblage des 

sous-unités 60S et 40S et la formation de ribosomes 80S actifs (Ceci et al., 2003). 

Contrairement à son rôle de promotion de la traduction, d’autres études suggèrent 

que RACK1 pourrait agir au niveau du ribosome pour réprimer l’expression des 

gènes (Gerbasi et al., 2004; Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 2011). En effet, il a été 

montré récemment que RACK1 interagit avec des composants du complexe miRISC, 

et contribue ainsi au recrutement de ces complexes sur les sites de traduction 
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suggérant sa participation dans la répression traductionnelle via la voie des miRs 

(Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 2011). 

 

Dans le but d’identifier de nouveaux facteurs cellulaires impliqués dans le 

contrôle des infections virales chez la Drosophile (Drosophila melanogaster), nos 

collaborateurs de l’équipe du Prof J.L. Imler (UPR 9022 à l’IBMC, Strasbourg), ont 

réalisé une étude protéomique fonctionnelle approfondie, suite à laquelle, ils ont 

identifié la protéine RACK1 comme étant un facteur cellulaire important pour la 

réplication des virus à ARN (+) d’insecte contenant un IRES dans leur génome. En 

effet, ils ont observé que, l’inhibition de RACK1 diminue la réplication du DCV (virus 

C de la drosophile) et du CrPV (Virus de la Paralysie du Criquet), mais pas celle du 

VSV (Virus de la Stomatite Vésiculeuse) ni celle du FHV (Flock House Virus) 

(Annexe I). Tandis que le VSV et le FHV dépendent d’un mécanisme de traduction 

classique coiffe-dépendant pour l’initiation de la traduction de leur génome, le DCV et 

le CrPV renferment, dans leurs génomes, des éléments IRES nécessaires à leur 

traduction. Les IRES permettent le positionnement exact du ribosome au site 

d’initiation de la traduction de manière coiffe-indépendante.  

Au vu de ces observations et du fait que RACK1 soit très conservée au cours 

de l’évolution, nous avons étudié son rôle dans l’infection par le VHC, virus humain 

dont la traduction dépend également d’un élément IRES présent à l’extrémité 5’ de 

son génome (Fukushi et al., 1994). 
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1.2. Outils biologiques   

Afin d’évaluer le rôle de RACK1 dans l’infection par le VHC, nous avons utilisé 

différents modèles d’études :  

Tout d’abord le modèle HCVcc qui permet la production de particules virales 

infectieuses issues de culture cellulaire. Pour ce faire nous avons électroporé des 

des cellules de la lignée permissive Huh7.5.1 avec de l’ARN génomique viral Jc1 (un 

chimère intra-génotypique J6/JFH1) (Figure 30). Après 72h, le surnageant des 

cellules électroporées, contenant les particules virales infectieuses est récupéré et 

utilisé pour infecter des cellules Huh7.5.1 naïves. Ce modèle est utilisé pour étudier 

l’infection virale par immunodétection des protéines virales dans les lysats des 

cellules infectées ou par quantification de l’ARN viral par PCR quantitative en temps 

réel (qRT-PCR). 

On peut également évaluer les titres d’infectivité des particules virales produites dans 

le surnageant en réalisant un test TCID50 (Tissue culture infectious dose 50). La 

valeur de la TCID50/ ml indique la dilution du surnageant pour laquelle 50% des 

cellules sont infectées. Le marquage des cellules infectées se fait par 

immunodétection de la protéine virale Core. Un autre test qui est basé sur le même 

principe peut également être utilisé pour évaluer l’infectivité des particules produites 

c’est le test FFU (Focus forming unit assay) et qui consiste à compter les foci formés. 

Un foci est considéré comme tel, lorsqu’il y a aumoins 5 cellules adjacentes qui sont 

positives à l’immunomarquage. 

L’infection peut également être évaluée rapidement en utilisant le virus Luc-

Jc1. C’est un virus dérivé du Jc1 qui code pour le gène rapporteur de la luciférase 

(Luc). La traduction du gène de la Luc est contrôlée par l’IRES du VHC alors que 

celle des protéines virales est contrôlée par l’IRES de l’EMCV (Figure 30).   

En plus des systèmes réplicons génomiques et subgénomiques, la réplication 

virale peut être évaluée en utilisant un virus défectif pour l’assemblage et l’export de 

particules virales. Dans notre cas, nous avons utilisé le Luc-JFH1(E1-E2, qui comme 

le Luc-Jc1, code pour le gène de la Luc et des protéines virales, excepté les 

glycoprotéines virales E1 et E2 (Figure 30). 

Finalement, afin d’évaluer la traduction du VHC nous disposons de plasmides 

qui codent pour l’IRES du VHC en amont du gène de la Luc. Ces plasmides 
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contiennent en plus un gène de résistance à la néomycine (Néomycine 

phosphotransférase) permettant d’établir des lignées cellulaires stables (Wolf et al., 

2008).  

 

 
 
Figure 30. Représentation schématique des différents virus recombinants utilisés 
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1.3. Résultats 

A. RACK1 est requise pour l’infection par le VHC 

Dans un premier temps nous avons suivi l’effet d’une inhibition de l’expression 

de RACK1 par ARN interférence sur l’infection de cellules Huh7.5.1 par le VHC. La 

transfection de siRNA ciblant RACK1 réduit significativement l’expression de cette 

protéine dans les cellules Huh7.5.1, une lignée cellulaire hépatique hautement 

permissive à l’infection par le VHC (Figure 31A) (Zhong et al., 2005). L’infection des 

cellules Huh7.5.1 avec le virus recombinant VHC Luc-Jc1, exprimant en plus de son 

génome le gène rapporteur de la luciférase (Koutsoudakis et al., 2006) (Figure 30), 

montre que dans les cellules où l’expression de RACK1 a été inhibée, on observe 

une diminution significative de l’infection, comparable à celle obtenue lors de 

l’inhibition de facteurs-clés tels que CD81, un récepteur majeur de l’entrée virale 

(Pileri et al., 1998), ou de la cyclophiline A (CypA), une protéine impliquée dans la 

réplication du VHC (Kaul et al., 2009) (Figure 31B). Comme cela avait été observé 

pour les virus infectant les cellules d’insectes, cet effet semble lié à la présence de 

l’IRES dans le génome viral, car aucune inhibition n’a été observée, dans les cellules 

Huh7.5.1 infectées par l’adénovirus-5, un virus dont la traduction n’est pas IRES-

dépendante, mais coiffe-dépendante (Figure 31C). 

 

Schéma expérimental 
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Figure 31. RACK1 est nécessaire à l’infection du VHC recombinant Luc-Jc1. 
A) Western blot montrant l’inhibition de l’expression de la protéine RACK1 dans les cellules 
Huh7.5.1 transfectées par deux siRNA (siRACK1-1 et siRACK1-2) ciblant spécifiquement 
RACK1. B) L’inhibition de l’expression de RACK1, de CD81 ou de la CypA dans les cellules 
Huh7.5.1 diminue fortement l’infection par le virus recombinant Luc-Jc1. C) L’inhibition de 
l’expression de RACK1 n’affecte pas l’infection par l’adénovirus recombinant (Adeno-Luc). 
L’infection virale est mesurée par dosage de l’activité de la luciférase. Pour les panneaux (B) 
et (C), les cellules ont été transfectées par les siRNA, comme indiqué, 48h avant d’être 
infectées par les virus. L’activité luciférase est quantifiée 72h après l’infection. Les cellules 
transfectées par le siCTRL représentent le 100%. *p<0,005. RLU : Relative Light Unit. 
 
 

 

Etant donné que le virus recombinant Luc-Jc1 contient deux éléments IRES 

(l’IRES VHC en 5’ en amont de la luciférase et l’IRES EMCV en amont des protéines 

virales) (Figure 30), nous avons voulu confirmer ces résultats avec le virus 

recombinant Jc1 qui ne contient que l’IRES du VHC (Figure 30). Dans les cellules où 

l’expression de RACK1 est inhibée, on observe une diminution très significative de 

l’infection virale, révélée par immunodétection de la protéine virale Core dans les 

lysats de cellules infectées (Figure 32A). Cette observation est corrélée à la forte 

diminution de la production de particules virales infectieuses produites, quantifiée par 

un test FFU (Focus Forming Unit Assay) réalisé par immunodétection de la protéine 

de capside Core, après infection de cellules Huh7.5.1 naïves par les surnageants 

des cellules infectées (Figure 32B).  
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Schéma expérimental 

 

 
Figure 32. RACK1 est nécessaire à l’infection par le virus recombnant Jc1. 
A) Western blot montrant que, dans les cellules Huh7.5.1 où l’expression de RACK1 a été 
inhibée par ARN interfèrence, l’expression  de la protéine core reflétant l’infection par le virus 
VHC de type Jc1 est significativement diminuée. Les cellules ont été infectées 48h après 
avoir été transfectées par les différents siRNA. B) L’inhibition de l’expression de RACK1 ou 
de CD81, un facteur essentiel de l’entrée du VHC, dans les cellules Huh7.5.1 diminue 
fortement la production de particules virales infectieuses. L’infection virale a été mesurée par 
le test FFU (Focus Forming Unit Assay) par immunodétection de la protéine Core dans des 
cellules Huh7.5.1 infectées avec les surnageants des cellules transfectées par les siRNA. 
Les cellules transfectées par le siCTRL représentent le 100%.*p<0,005. 
  

B. RACK1 est nécessaire aux étapes postérieures à l’entrée virale  

Afin d’exclure un mécanisme impliquant l’étape de l’entrée virale, nous avons 

testé l’effet de l’inhibition de RACK1 dans des cellules Huh7.5.1 répliquant le virus 

recombinant Luc-Jc1 (Figure 33A). Ces cellules « réplicantes » sont obtenues par 

électroporation de l’ARN génomique Luc-Jc1. Le gène rapporteur permet de suivre 

aisément la réplication virale dans les cellules électroporées. L’inhibition de 

l’expression de RACK1 dans ces cellules conduit à une forte diminution de la 

réplication virale, diminution supérieure à celle observée suite à l’inhibition de 
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l’expression de la CypA (Figure 33A). Ces résultats indiquent que RACK1 intervient 

dans les étapes postérieures à l’entrée virale, à savoir : les étapes de réplication, de 

traduction, d’assemblage et/ou de sécrétion. La même expérience réalisée avec des 

cellules répliquant un virus recombinant délété des protéines d’enveloppe E1-E2 

(Luc-JFH1(E1-E2), a donné des résultats comparables (Figure 33B). Dans ce cas le 

siRNA contrôle de l’inhibition de la réplication a été le siHCV qui est un siRNA ciblant 

la région IRES du génome viral (Yokota et al., 2003). L’ensemble de ces expériences 

montre que RACK1 est impliquée dans les étapes de traduction et/ ou de réplication 

du VHC.  

 

Schéma expérimental

 

 
Figure 33. RACK1 est requise pour les étapes de réplication et/ou de traduction virale.  
Cinétique de réplication virale après inhibition de l’expression de RACK1 dans des cellules 
Huh7.5.1 répliquant le virus. A) L’inhibition, par ARN interférence, de l’expression de RACK1 
ou de CypA, un facteur important pour la réplication du VHC, baisse fortement la réplication 
du virus recombinant Luc-Jc1. B) La transfection des cellules Huh7.5.1 répliquant le virus 
recombinant Luc-JFH1(E1-E2, par des siRNA ciblant RACK1 ou ciblant directement le 
génome du VHC (siHCV) inhibe la réplication virale. Les cellules Huh7.5.1 sont 
électroporées par de l’ARN Luc-Jc1 ou Luc-JFH1(E1-E2, transcrits in vitro. 72h après 
électroporation, les cellules sont transfectées par les différents siRNA et la réplication est 
mesurée par quantification de l’activité luciférase au temps indiqués post-transfection. Les 
cellules transfectées par le siCTRL représentent le 100%. RLU : Relative Light Unit. *p<0,05. 
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C. RACK1 est impliquée dans la traduction IRES-dépendante du VHC  

Finalement, afin de discriminer les étapes de réplication et de traduction, nous 

avons établi deux lignées cellulaires stables ; l’une exprimant le gène rapporteur de 

la luciférase en aval de la séquence IRES du VHC (IRESVHC-Luc), l’autre exprimant 

le gène luciférase dont le mRNA est coiffé d’une « cap » en 5’ (Cap-Luc) et sera 

donc traduit selon un mécanisme cap-dépendant. Le codon AUG du gène de la 

luciférase a été supprimé dans la construction IRESVHC-Luc (Wolf et al., 2008), car 

l’IRES du VHC contient l’AUG initiateur du génome viral dans la tige boucle IV de 

l’IRES. La délétion de l’AUG de la luciférase permet ainsi d’éviter l’expression de 

luciférase issue de transcrits « parasites » coiffés, générés par des promoteurs 

cryptiques et traduits suite à un scanning classique du ribosome (Landry et al., 

2009). L’inhibition de l’expression de RACK1 diminue de plus de 50% la traduction 

IRES-dépendante alors que la traduction coiffe-dépendante reste inchangée. Ce 

résultat est également observé lorsque l’on utilise un siRNA dirigé spécifiquement 

contre l’IRES du VHC (siHCV, un contrôle spécifique de l’inhibition de la traduction 

du virus). En revanche, comme attendu, le siRibo, dirigé contre le mRNA de la 

protéine ribosomale RPS3, inhibe, aussi bien, la traduction IRES-dépendante que la 

traduction coiffe-dépendante (Figure 34A). Des résultats comparables ont été 

obtenus avec la lignée cellulaire exprimant le gène rapporteur de la luciférase en 

aval de la séquence IRES EMCV (IRESEMCV-Luc) indiquant que RACK1 est 

également requise pour la traduction IRES de l’EMCV (Figure 34B). Ceci explique 

pourquoi l’inhibition de RACK1 a plus d’impact sur l’infection du Luc-Jc1 (qui contient 

en plus de l’IRES du VHC, l’IRES de l’EMCV), que sur l’infection par le virus 

recombinant Jc1. 

Afin de s’assurer que l’inhibition de l’expression de RACK1 n’influe pas sur la 

stabilité des transcrits ou leur expression nous avons quantifié en parallèle les ARNs 

transcrits par qRT-PCR. Les résultats montrent que le taux des transcrits d’ARNs 

reste inchangé dans les lignées cellulaires où l’expression de RACK1 a été inhibée, 

indiquant que la diminution observée du signal luciférase n’est pas due à l’instabilité 

des ARNm (Figure 34C).  

Afin de confirmer ces résultats, nous avons également vérifié l’impact de 

l’inhibition de l’expression de RACK1 sur la traduction en utilisant des ARNs 

transcrits in vitro. L’utilisation de ces ARNs permet d’obtenir des transcrits avec des 



UMR1110 - Interactions virus hôte et maladies hépatiques ML HAFIRASSOU 

 

PARTIE I - RESULTATS 110 

extrémités 5’ et 3’ bien définies, contrairement aux ARNs transcrits à partir d’ADN 

plasmidique qui pourraient subir des modifications telles que le « capping », 

l’épissage et la polyadénylation (Song et al., 2006). Nous avons donc transcrits in 

vitro deux ARNs différents : le premier ARN contient l’IRES du VHC suivi du gène 

rapporteur de la luciférase firefly, alors que le deuxième ARN est coiffé in vitro en 5’ 

et code pour le gène rapporteur de la luciférase renilla. Ces deux enzymes sont 

phylogénétiquement très éloignées et ont des substrats différents, ce qui permet de 

mesurer leur activité de manière concomitante dans un même puits. Les deux ARNs 

sont co-transfectés dans les cellules Huh7.5.1 et l’activité traductionnelle est 

exprimée par le rapport entre l’activité luciférase firefly sur l’activité luciférase renilla. 

La luciférase renilla permet de normaliser le signal pour corriger les variations entre 

les différents puits. Dans les cellules où l’expression de RACK1 a été inhibée on 

observe une forte diminution de la traduction IRES-dépendante en accord avec les 

résultats obtenus précédemment avec les lignées cellulaires stables (Figure 34D), 

confirmant un effet de RACK1 sur la traduction IRES-dépendante du VHC. 

L’ensemble de ces résultats indique que la protéine RACK1 est spécifiquement 

requise pour la traduction IRES-dépendante de l’ARN du VHC. 

 

Schéma expérimental 
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Figure 34. RACK1 est requise pour la traduction IRES du VHC et de l’EMCV. 
A) La transfection des cellules par siRACK1 ou siHCV réprime spécifiquement la traduction 
des transcrits IRESVHC-Luc, mais pas celle des transcrits Cap-Luc. En revanche, la 
transfection des cellules par un siRNA ciblant la protéine ribosomale RPS3 (siRibo) ou un 
siRNA ciblant le gène de la luciférase (siLuc) réprime la traduction des deux types de 
transcrits IRESVHC-Luc et Cap-Luc. L’activité luciférase est quantifiée 72h après transfection 
des siRNA. Les cellules transfectées par le siCTRL représentent le 100%. *p<0,005. B) La 
transfection des cellules par siRACK1 réprime spécifiquement la traduction des transcrits 
IRESVHC-Luc, et IRESEMCV-Luc mais pas celle des transcrits Cap-Luc. En revanche, la 
transfection des cellules par un siRNA ciblant la protéine ribosomale RPS3 (siRibo) réprime 
la traduction des deux types de transcrits IRES-Luc et Cap-Luc. Les cellules transfectées par 
le siCTRL représentent le 100%. *p<0,005. C) Quantification relative, par qRT-PCR, des 
transcrits des gènes rapporteurs IRESVHC-Luc ou Cap-Luc par rapport au gène endogène de 
la GAPDH dans les cellules transfectées par les différents siRNA. La moyenne et l’écart-type 
de trois expériences indépendantes sont représentés. Les cellules transfectées par le 
siCTRL représentent le 100%. D) La traduction du gène rapporteur IRESVHC-Luc, transcrit in 
vitro, est fortement diminuée dans les cellules où l’expression de RACK1 a été inhibée. Les 
cellules Huh7.5.1 sont électroporées avec les siRACK1 ou siCTRL puis co-transfectées 72h 
après avec les transcrits des gènes rapporteurs IRESHCV-Luc (firefly) ou Cap-Luc (renilla). Le 
gène rapporteur Cap-Luc sert comme contrôle interne pour corriger les variations du signal 
entre les différents puits. L’activité traductionnelle est exprimée par le rapport entre le signal 
de la luciférase firefly et celui de la Luciférase renilla. RLU : Relative Light Unit.  

D. RACK1 affecte la traduction du VHC indépendamment du miR-122 

Un autre facteur, connu dans la littérature comme étant important pour la 

traduction IRES-dépendante du VHC, est le miR-122. En effet, ce micro-ARN 

cellulaire exprimé exclusivement dans les hépatocytes s’hybride sur deux sites 

complémentaires dans la région 5’UTR de l’ARN viral et promeut sa traduction 
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(Henke et al., 2008; Roberts et al., 2011). D’autre part, il a été récemment rapporté 

que, RACK1 est nécessaire à la fonction des micro-ARNs chez l’Homme, y compris 

le miR-122 (Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 2011). Nous avons donc voulu savoir 

si miR-122 intervenait dans le mécanisme d’action moléculaire de RACK1 au niveau 

de la traduction du VHC.   

Pour répondre à cette question, nous avons comparé l’effet de l’inhibition de RACK1 

sur la traduction IRES-dépendante du VHC en présence ou en absence du miR-122. 

Pour cela, nous avons fait appel à la lignée cellulaire HEK-293T qui n’exprime pas le 

miR-122 (Da Costa et al., 2012). A partir de cette lignée, nous avons établi une 

lignée stable, appelée HEK-293T-miR122, qui surexprime ce micro-ARN. La 

quantification par qRT-PCR du miR-122 dans cette lignée montre que son niveau 

d’expression est comparable à celui des cellules Huh7.5.1 qui expriment 

naturellement ce micro-ARN (Figure 35A). Comme attendu, la traduction IRES-

dépendante du VHC est augmentée d’environ 2,5 fois dans la lignée HEK-293T-

miR122 par rapport aux cellules HEK-293T (qui n’expriment pas de miR-122), 

indiquant que le miR-122 exprimé de manière ectopique dans ces cellules est 

fonctionnel (Figure 35B). 

Figure 35. Le miR-122 exprimé de manière ectopique dans les cellules HEK-293T 
stimule la traduction IRES du VHC.  
A) Quantification relative, par qRT-PCR, des niveaux d’expression du miR-122 mature par 
rapport au petit ARN endogène RNU6B dans les différentes lignées cellulaires établies. B) 
La traduction IRESVHC est augmentée dans les cellules HEK-293T-miR122 par rapport aux 
cellules HEK-293T normales. La moyenne et l’écart type de trois expériences indépendantes 
sont représentés. RLU : Relative Light Unit. 
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Comme effectué précédemment avec les cellules Huh7.5.1, pour chaque type 

cellulaire (HEK-293T ou HEK-293T-miR122), nous avons établi deux lignées 

cellulaires stables ; l’une exprimant le gène rapporteur de la luciférase en aval de la 

séquence IRES du VHC (IRESVHC-Luc), l’autre exprimant le gène luciférase coiffé en 

5’ (Cap-Luc). L’inhibition de RACK1 diminue la traduction IRES-dépendante du VHC 

à la fois dans les cellules HEK-293T et HEK-293T-miR122, à des niveaux 

comparables indépendamment de l’expression du miR-122 (Figure 36A et 36B).  

 

Schéma expérimental 

 

 
Figure 36. L’inhibition de RACK1 diminue la traduction IRES du VHC indépendamment 
de l’expression du miR-122.  
A) La transfection des cellules HEK-293T, n’exprimant pas le miR-122, par siRACK1 ou 
siHCV réprime spécifiquement la traduction des transcrits IRESVHC-Luc, mais pas celle des 
transcrits Cap-Luc. En revanche, la transfection des cellules par un siRNA ciblant la protéine 
ribosomale RPS3 (siRibo) réprime la traduction des deux types de transcrits IRESVHC-Luc et 
Cap-Luc. B) La transfection des cellules HEK-293T-miR-122 (cellules surexprimant le miR-
122) par siRACK1 ou siHCV réprime spécifiquement la traduction IRESVHC-Luc à un niveau 
comparable à l’inhibition observée dans les cellules HEK-293T classiques. L’activité 
luciférase est quantifiée 72h après transfection des siRNA. Les cellules transfectées par le 
siCTRL représentent le 100%. *p<0,005. RLU : Relative Light Unit.  
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Afin de confirmer que l’effet de RACK1 est indépendant de miR-122 

également au cours de la réplication virale, nous avons co-transfecté des cellules 

Huh7.5.1 répliquant le virus Luc-Jc1, avec siRACK1 ou siCTRL et un analogue ou un 

inhibiteur du miR-122. Comme précédemment observé, l’inhibition de RACK1 

diminue significativement la réplication virale comparé aux cellules transfectées par 

le siCTRL (Figure 37A). La transfection de l’analogue du miR-122 augmente la 

réplication du VHC, alors que la transfection de l’inhibiteur du miR-122 la diminue. 

Cet effet est aussi bien observé dans les cellules contrôles que dans les cellules 

siRACK1 (Figure 37A) suggérant une indépendance de RACK1 vis-à-vis du miR-

122.  

Lorsqu’on compare les résultats obtenus avec les cellules siCTRL par rapport aux 

cellules siRACK1, on observe que l’impact de l’analogue ou de l’inhibiteur du miR-

122 sur la réplication virale se produit à des taux comparables indépendamment de 

l’expression de RACK1 (Figures 37B et 37C).  

L’ensemble de ces résultats (Figures 36 et 37) indique que la protéine RACK1 et le 

miR-122 affectent la traduction IRES-dépendante du VHC par des mécanismes 

différents. 

 

Schéma expérimental 
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Figure 37. RACK1 et miR-122 affectent l’étape de la traduction du VHC par des 
mécanismes différents.  
A) Les cellules répliquant le virus recombinant Luc-Jc1 sont co-transfectées avec siCTRL ou 
siRACK1 et un analogue du miR-122 (miR-122 mimic) ou un inhibiteur du miR-122 (miR-122 
inhibitor). La transfection des cellules avec le siRACK1 diminue considérablement la 
réplication du VHC.  Alors que la transfection du miR-122 mimic augmente la réplication du 
VHC, la transfection du miR-122 inhibitor la diminue. B) et C) L’impact du miR-122 mimic ou 
miR-122 inhibitor sur la réplication du VHC se produit à des niveaux comparables 
indépendamment de l’expression de RACK1. Les cellules co-transfectées par le siCTRL et le 
miR-CTRL représentent le 100%. *p<0,005. RLU : Relative Light Unit.   
 

E. L’inhibition de RACK1 n’affecte pas la viabilité et la prolifération cellulaire  

Afin d’évaluer l’impact de l’inhibition de RACK1 sur la viabilité cellulaire, un 

test de type MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) a 

été réalisé sur une durée de 6 jours après la transfection des différents siRNAs 

permettant d’obtenir une cinétique de la viabilité cellulaire. Alors que les siRACK1 ne 

sont pas cytotoxiques pour les cellules Huh7.5.1, le siRibo, qui cible la protéine 

ribosomale RPS3, montre une toxicité sévère induite par l’inhibition de cette protéine 

dans ces cellules (Figure 38A). Afin de vérifier que l’inhibition de l’expression de 

RACK1 n’a pas d’effet sur la prolifération cellulaire nous avons également réalisé un 

test basé sur l’utilisation du marqueur fluorescent CFSE (carboxyfluorescein 

diacetate succinimidyl ester). Ce test a permis de montrer que les cellules 

transfectées par siRACK1 prolifèrent normalement comparées aux cellules 

transfectées avec le siCTRL, contrairement aux cellules cultivées dans du milieu 

appauvri en sérum (2% au lieu de 10% SVF) qui elles prolifèrent plus lentement 

(Figure 38B). L’ensemble de ces résultats indique que l’inhibition de RACK1 n’affecte 

ni la viabilité ni la prolifération des cellules Huh7.5.1. 
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Figure 38. L’inhibition de RACK1 n’affecte ni la viabilité, ni la prolifération des cellules 
Huh7.5.1.  
A) Test de viabilité de type MTT révélant que la transfection des cellules par des siRACK1 
n’est pas cytotoxique contrairement aux siRibo qui cible la protéine ribosomale RPS3. Les 
cellules sont transfectées par les siRNAs et le test de viabilité est réalisé aux temps indiqués. 
B) Test de prolifération cellulaire de type CFSE révélant que les cellules transfectées par des 
siRACK1 ne sont pas affectées, contrairement aux cellules cultivées dans du milieu appauvri 
en sérum (2% SVF). Les cellules Huh7.5.1 électroporées par les siRACK1 (siRACK1-1 ou -
2) ou siCTRL sont marquées au CFSE à J0. Le signal CFSE est mesuré par FACS 5 jours 
plus tard. L’intensité du signal CFSE est inversement proportionnelle à la prolifération 
cellulaire. 

 

Afin de mesurer l’impact de l’inhibition de RACK1 sur la traduction cellulaire de 

manière globale, nous avons comparé les profiles de traduction des ARNm dans les 

cellules Huh7.5.1 où l’expression de RACK1 a été inactivée, par rapport à des 

cellules normales. Les ARNm associés aux polysomes ont été isolés puis analysés 

sur des puces à ADN de type Agilent (Plateforme de biopuces et de séquençage 

haut débit, IGBMC, Strasbourg).  

Les puces sont sous la forme de lames de microscope compartimentées, avec 8 

puces identiques par lame. Nous avons tester 4 échantillons par condition (siCTRL 

ou siRACK1). Ainsi, chaque échantillon a été hybridé sur une puce distincte.  

Chaque transcrit est interrogé par au moins 1 oligonucléotide de 60-mer, dirigé 

contre l’extrémité 3’. Les puces utilisent des ARNc fluorescents comme cibles dans 

une hybridation à une couleur (marquage Cy3).  

Sur les 60.000 sondes interrogées, que contient la puce, 313 seulement, ont été 

affectées par l’inhibition de RACK1 ce qui représente moins de 0,1% des ARNm 

totaux. Dans nos analyses de données nous avons considéré uniquement les 

variations (augmentation ou diminution) de plus de deux fois. Les gènes affectés ont 
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été annotés et regroupés en utilisant l’outil d’annotation fonctionnelle DAVID (Huang 

et al., 2009a, 2009b). Les groupes résultants sont présentés dans le camembert 

(Figure 39). 

 

Schéma expérimental 
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Figure 39. Répartition des ARNm dont la traduction est modifiée par l’absence de 
RACK1  
Les résultats statistiques ont été classés en fonction des variations (Fold-change) pour 
identifier les gènes différentiellement exprimés dans les cellules transfectées par le siRACK1 
et le siCTRL (Dembélé and Kastner, 2014). Les résultats ont été regroupés sur la base de 
l’expression différentielle avec un seuil d’erreur de 3%. Les gènes augmentés de 2 fois ont 
été identifiés par 186 sondes individuelles. Les gènes diminués de 2 fois ont été identifiés 
par 127 sondes individuelles. (A) Classement des 40 gènes les plus affectés par l’inhibition 
de RACK1 dans les cellules Huh7.5.1. La fraction des ARNm correspondant à ces gènes 
dans les polysomes est soit augmentée (panneau du haut) soit diminuée (panneau du bas) 
en l’absence de RACK1. Comme attendu, la diminution la plus significative correspond au 
gène de RACK1 (GNB2L1: FC = 23,71). (B) L’ensemble des gènes affectés ont été annotés 
et regroupés en utilisant l’outil d’annotation fonctionnelle DAVID (Huang et al., 2009a, 
2009b). Toutes les catégories d'annotation représentant moins de 4% ont été regroupées 
dans «Other». 
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1.4. Discussion - perspectives  

 

Nos résultats démontrent un rôle de RACK1 dans la traduction IRES-

dépendante. Plus précisément, nous avons montré que la protéine ribosomale 

RACK1 est essentielle à l’activité IRES de virus à ARN (+) d’insecte ou humain. En 

effet, cette protéine a d’abord été identifiée par nos collaborateurs comme importante 

pour la traduction de virus d’insectes contenant des éléments IRES dans leurs 

génomes, tels que le virus C de la drosophile (DCV) ou le virus de la paralysie du 

criquet (CrPV) (Annexe I). Nous avons ensuite étendu nos investigations et démontré 

que cette protéine était également nécessaire pour la traduction d’un virus IRES-

dépendant humain, le VHC. Nos résultats suggèrent donc qu’au delà de leur 

diversité, les différents IRES testés sont probablement traduits selon un mécanisme 

commun impliquant la protéine ribosomale RACK1. 

Nouvelle fonction de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante 

RACK1 a été largement étudiée ces deux dernières décennies, et semble être 

impliquée dans différents aspects de la régulation cellulaire. Elle a initialement été 

caractérisée comme étant un récepteur intracellulaire pour la protéine kinase C 

activée (Ron et al., 1994). En effet, RACK1 se lie avec une affinité nanomolaire à la 

forme activée de la PKCbII, conduisant à sa stabilisation et à sa translocation vers 

des substrats spécifiques. D’autres formes de la PKC peuvent également se lier à 

RACK1, mais à une plus faible affinité (Besson et al., 2002). Cependant, des 

interactions avec de nombreux autres partenaires ont été signalées (plus de 100) 

soulevant la question de leur signification (Gibson, 2012).  

Au départ, des études biochimiques et structurales indépendantes, chez la 

levure, avaient démontré que RACK1 était une composante de la petite sous-unité 

ribosomique 40S, où elle se trouve localisée dans la partie exposée au solvant, à 

proximité du canal de sortie de l’ARNm (Link et al., 1999; Sengupta et al., 2004). 

Néanmoins, il avait été conclu que cette protéine ribosomale était non essentielle 

chez la levure, puisque l’inhibition de son expression n’était pas létale et que les 

cellules conservaient une vitalité et un fonctionnement optimals, tant qu’elles 
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n’étaient pas confrontées à divers stress, principalement liés au manque de 

nutriments (Baum et al., 2004; Zeller et al., 2007).  

L’association de RACK1 au ribosome est très conservée au cours de 

l’évolution, puisque cette protéine est également associée aux ribosomes chez les 

mammifères (Ceci et al., 2003; Gerbasi et al., 2004). La première étude à avoir fait le 

lien entre la fonction de RACK1 dans les voies de signalisation et sa localisation au 

niveau du ribosome, chez les mammifères, a suggéré que RACK1 agissait comme 

une plate-forme de signalisation de la PKC sur le ribosome et contribue ainsi à la 

régulation de la traduction chez les eucaryotes (Ceci et al., 2003). En effet, cette 

étude a montré que RACK1 interagit avec le facteur d’initiation eIF6 et permet sa 

phosphorylation par la PKCbII activée, ce qui déclenche sa dissociation de la sous-

unité 60S, favorisant ainsi la formation de ribosomes 80S actifs (Ceci et al., 2003).  

Nos données indiquent que la formation de ribosomes actifs n’est pas 

strictement dépendante de RACK1. En effet, l’inhibition de l’expression de RACK1 

n’affecte pas la viabilité des cellules Huh7.5.1 humaines ou celle des cellules S2 de 

drosophile en culture. En accord avec ces observations, la traduction coiffe-

dépendante du gène rapporteur luciférase n’est pas affectée par l’absence de 

RACK1 à la fois dans les cellules de drosophile et dans les cellules humaines.  

In vivo, les mutants RACK1-/- de drosophile ou de souris ne sont pas viables, 

indiquant que cette protéine joue un rôle majeur au cours du développement 

(Kadrmas et al., 2007; Volta et al., 2013). En revanche, les mouches adultes, 

mutantes conditionnelles, sont parfaitement viables et ne sont pas affectées par 

l’absence de RACK1 dans des conditions de vie normales. Chez les souris RACK1-/-

, la létalité a lieu au stade de la gastrulation, ce point est en faveur d’un rôle 

régulateur de RACK1 plutôt que d’un rôle constitutif (Volta et al., 2013). En effet,  des 

mutants (-/-) ciblant d’autres protéines ribosomales, comme RPS19 par exemple, 

sont létales avant même le stade de l’implantation du blastocyste dans l’utérus 

(Matsson et al., 2004).  

L’ensemble de ces données suggère, qu’en plus d’être requise pour la 

traduction IRES-dépendante de certains virus à ARN, la protéine ribosomale RACK1 

est probablement nécessaire à la traduction d’un sous-ensemble d’ARNm cellulaires 

à certains stades du développement embryonnaire.  
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RACK1 et la théorie du code du ribosome 

L’expression des gènes est régulée à plusieurs niveaux, y compris au niveau 

traductionnel. Cette régulation est largement attribuée à la modulation de l’activité 

des facteurs d’initiation (eIFs) qui influent sur la traduction d’un sous-ensemble 

d’ARNm présentant des caractéristiques spécifiques à leurs extrémités 5’UTR. 

Contrairement aux eIFs, les protéines ribosomales sont généralement considérées 

comme ayant un rôle constitutif plutôt qu’un rôle régulateur dans la traduction des 

ARNm. Néanmoins, une idée évolutive du ribosome commence à voir le jour 

(Filipovska and Rackham, 2013; Mauro and Edelman, 2002; Topisirovic and 

Sonenberg, 2011). Elle stipule que malgré leur rôle commun dans la synthèse des 

protéines, les protéines ribosomales pourraient jouer un rôle dans la régulation de la 

traduction, se traduisant par des différences dans la composition des ribosomes 

individuels au sein de la cellule et déterminant ainsi le choix des ARNm qui vont être 

traduits. Cependant, une question centrale concerne la nature des éléments en cis 

qui définissent ce code du ribosome (Filipovska and Rackham, 2013; Mauro and 

Edelman, 2002; Topisirovic and Sonenberg, 2011). Dans le cas de RACK1 ces 

éléments cis seraient les IRES viraux. 

De manière intéressante, une étude antérieure a mis en évidence le rôle d’une 

autre protéine de la sous-unité 40S du ribosome, la protéine RPS25, dans la 

traduction IRES-dépendante (Landry et al., 2009). Basée sur l’utilisation de gènes 

rapporteurs dans la levure et dans les cellules de mammifères, cette étude a montré 

que RPS25 joue un rôle essentiel dans l’activité de l’IRES du VHC et celui du CrPV-

IGR, mais pas dans la traduction cap-dépendante. Cependant, le mécanisme 

moléculaire utilisé par RPS25 pour promouvoir la traduction est probablement 

différent de celui de RACK1 pour plusieurs raisons : (i) contrairement à RACK1, 

RPS25 est essentielle à la traduction de l’IRES du CrPV-IGR, (ii) en plus de 

promouvoir la traduction IRES-dépendante, RPS25 est responsable du « shunt 

ribosomique » chez l’adénovirus, alors qu’on a montré que l’inhibition de RACK1 n’a 

aucun effet sur la réplication de l’adénovirus, (iii) les données structurales placent 

RPS25 à distance de RACK1 sur la sous-unité 40S du ribosome (Ben-Shem et al., 

2010). Ce positionnement expliquerait l’importance de RPS25 pour l’activité de 

l’IRES du CrPV-IGR, mais de ce fait différencie clairement les deux protéines.  
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Il est, par ailleurs, à noter que plusieurs autres protéines ribosomales sont 

impliquées dans la traduction spécifique de certains ARNm coiffés en 5’. C’est le cas 

par exemple de RPL38 et RPL40 qui sont requises pour la traduction d’ARNm 

cellulaires des protéines à homéodomaine et de l’ARNm du VSV, respectivement 

(Kondrashov et al., 2011; Lee et al., 2013), indiquant qu’une régulation spécifique 

des transcrits n’est pas nécessairement associée à la présence d’éléments IRES. 

Nos données corroborent la vision évolutive du ribosome eucaryote, qui comprend 

des éléments périphériques, tels que RACK1, qui sont impliqués dans la modulation 

de la traduction de certains ARNm en particulier.  

Mécanisme d’action de RACK1 dans la traduction du VHC 

En plus de promouvoir la traduction via son interaction avec la PKC activée, 

des publications récentes ont, suggéré un rôle inverse de RACK1 dans le contrôle de 

l’expression des gènes via la voie des miRs (Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 2011). 

RACK1 interagirait avec certains composants du complexe miRISC et serait 

importante pour la fonction des miRs chez l’Homme, y compris le miR-122 (Jannot et 

al., 2011; Otsuka et al., 2011). Etant donné que le miR-122 joue un rôle essentiel 

dans la traduction du VHC, nous avons suggéré que l’effet de RACK1 sur la 

traduction soit lié à la fonction du miR-122.  

En utilisant différentes approches complémentaires nous avons démontré que 

l’impact de RACK1 sur la traduction du VHC était indépendant de l’expression du 

miR-122. De plus, contrairement à RACK1, le miR-122 semble avoir un effet plus 

global sur le cycle biologique du VHC. En effet, ce micro-ARN augmente la stabilité 

de l’ARN viral en permettant la formation de complexes ribonucléoprotéiques à son 

extrémité 5’, le protégeant ainsi contre la dégradation nucléolytique (Li et al., 2013; 

Machlin et al., 2011; Shimakami et al., 2012). Ainsi l’effet positif du miR-122 sur la 

traduction virale serait dû à la stabilisation de l’ARN viral afin de servir de matrice à la 

traduction, mécanisme différent de la voie classique des microARNs.   

  En s’appuyant sur des données structurales du ribosome associé à l’IRES du 

VHC obtenues par cryo-microscopie électronique (Boehringer et al., 2005; Sengupta 

et al., 2004; Spahn et al., 2001, 2004) et sur des structures cristallographiques du 

ribosome seul (Ben-Shem et al., 2010; Rabl et al., 2011), nos collaborateurs ont 

obtenu un modèle tridimensionnel qui permet d’analyser la position de RACK1 dans 
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la sous-unité 40S, en l’absence ou en présence de l’IRES du VHC, avec des détails 

pseudo-atomiques (Annexe I). Ces données ont révélé des changements 

conformationnels dans la sous-unité 40S, affectant la région où RACK1 est localisée 

confirmant un lien fonctionnel entre cette protéine et l’IRES du VHC. En revanche, 

même si RACK1 se trouve à proximité de l’IRES, elle ne semble pas établir de 

contact direct avec celui-ci, indiquant qu’il y a probablement un intermédiaire 

d’interaction. Une telle interaction pourrait être médiée par un ou plusieurs des ITAFs 

décrits dans la partie introduction. En effet, ces protéines stimulent l’activité 

traductionnelle des IRES et ont la faculté de se lier à l’ARN. Elles peuvent, par 

conséquent, potentiellement interagir à la fois avec l’IRES du VHC et avec la 

protéine RACK1, dont la structure est très favorable aux interactions protéine-

protéine.  

Un autre candidat potentiel pouvant jouer le rôle d’intermédiare d’interaction 

entre RACK1 et l’IRES du VHC, est le facteur d’initiation de la traduction eIF3. En 

effet, il a été montré que ce complexe protéique était requis pour la traduction IRES-

dépendante du VHC, en se liant simultanément à l’IRES et à la sous-unité 40S du 

ribosome (Kieft, 2008). De plus, une étude récente a montré que RACK1 interagit 

directement avec l’une des sous-unités périphériques de eIF3 (Kouba et al., 2012), 

supportant l’idée que ce facteur d’initiation pourrait être l’intermédiaire fonctionnel 

entre la protéine RACK1 et l’IRES du VHC.  

eIF3 est un complexe protéique formé de 13 sous-unités. Afin de déterminer 

lesquelles d’entre elles sont potentiellement associées à la fonction de RACK1, nous 

envisageons de cibler les différentes protéines de ce complexe par des siRNA 

spécifiques et de suivre l’impact de leur inhibition sur la traduction IRES du VHC. 

Une approche similaire pourra également être envisagée pour tester le rôle de 

certains ITAFs qui pourraient contribuer à ce mécanisme.  

L’étude comparative de complexes ribonucléoprotéiques de l’IRES du VHC en 

présence et en absence de RACK1 serait également un moyen efficace pour 

identifier le ou les facteurs servant d’intermédiaires entre RACK1 et l’IRES du VHC. 

Pour cela nous avons d’une part cloné l’IRES viral dans un vecteur qui permet 

d’avoir un ARN marqué par quatre tiges boucles MS2 à son extrémité 3’UTR (Tsai et 

al., 2011). D’autre part nous avons établi une lignée cellulaire qui exprime de 

manière stable la protéine MS2 du phage " fusionnée à un tag biotine. Lorsque 

l’IRES du VHC, qui est associé aux tiges boucles MS2 sur le même transcrit, est 
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transfecté dans ces cellules, la protéine MS2 marquée par la biotine se lie 

spécifiquement aux tiges boucles MS2, permettant de récupérer les complexes 

ribonucléoprotéiques associés à l’IRES via des billes de streptavidine. Les 

complexes obtenus seront analysés par spectrométrie de masse et le ou les 

candidats identifiés pourront être testés individuellement.  

Enfin il est également possible que RACK1 serve de plateforme d’amarrage, 

sur le ribosome, à certaines molécules des voies de signalisation telles que la PKC, 

leur permettant d’induire des modifications post-traductionnelles sur des facteurs 

directement associés à l’IRES et par conséquent de favoriser sa traduction. Sans 

oublier que RACK1 elle-même peut subir des modifications post-traductionnelles, 

telles que des phosphorylations, pouvant modifier directement sa fonction lors de la 

traduction IRES-dépendante.  

En utilisant une large gamme d’inhibiteurs disponibles dans le commerce, il serait 

possible de tester l’implication de certaines protéines des voies de signalisation telles 

que la PKCbII dans la traduction IRES du VHC et de déterminer précisément, si tel 

est le cas, quelle est la voie de signalisation sollicitée dans ce processus.  

 

RACK1, une cible thérapeutique   

Le traitement standard actuel pour une infection chronique par le génotype 1 

du VHC est l’interféron alpha (INF-#), la ribavirine et un inhibiteur de la protéase NS3 

(Pawlotsky, 2014). Un grand nombre d’autres antiviraux à action directe (DAAs) très 

prometteurs sont en cours d’évaluation clinique. Cependant, la réponse limitée au 

traitement pour certains génotypes ainsi que l’apparition de variants viraux résistants 

restent d’actualité et demeure un défi médical important pour une proportion non 

négligeable de patients (Jacobson et al., 2013; McPhee et al., 2013). Ainsi, les 

patients difficiles à traiter, tels que les « non répondeurs », « non-répondeurs 

partiels » ou les « répondeurs - rechuteurs», mais également les patients présentant 

une maladie hépatique avancée, les patients souffrant de maladies métaboliques, les 

patients co-infectés VIH ou immunodéprimés nécessiteront très probablement des 

approches thérapeutiques complémentaires ou alternatives (Jacobson et al., 2013).  

Une stratégie prometteuse pour faire face à l’apparition de virus résistants au 

traitement standard et aux DAAs, est de définir des agents qui ciblent des facteurs 
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de l’hôte (HTAs). Comparé à la grande variabilité des protéines virales qui sont 

ciblées par les DAAs, la variabilité des facteurs de l’hôte ciblés par les HTAs est 

faible (Nathan, 2012). Ainsi, en imposant une barrière génétique à la résistance, 

supérieure à celle des DAAs, les HTAs peuvent permettre d’éviter l’émergence de 

variants viraux d’échappement (Fofana et al., 2010; Lupberger et al., 2011; 

Pawlotsky, 2014). Le risque lié à l’utilisation des HTAs est leur toxicité cellulaire en 

général supérieur à celui des DAAs et leur capacité d’interférence avec des 

mécanismes de régulation métabolique majeurs.  

La traduction du VHC est une étape importante pour la propagation du virus, 

RACK1 pourrait, de ce fait, constituer une cible idéale pour une thérapie antivirale. 

De manière intéressante, nos données obtenues en culture cellulaire n’ont révélé ni 

cytotoxicité, ni impact sur la prolifération cellulaire suite à l’inhibition de RACK1. Ceci 

ouvre une perspective très attrayante pour le développement de nouvelles molécules 

ciblant cette protéine pour le traitement de l’hépatite C chronique, résistante aux 

traitements standard.  

Il est également à noter, que d’autres virus responsables de maladies 

humaines utilisent un mécanisme IRES-dépendant pour la traduction de leurs 

génomes ARN. Il s’agit notamment du VIH, des entérovirus tel que le poliovirus, les 

rhinovirus, les cardiovirus tel que l’EMCV, les aphtovirus tel que le FMDV, et le virus 

de l’hépatite A (Martínez-Salas et al., 2008). Nous avons d’ores et déjà confirmé le 

rôle de RACK1 dans la traduction IRES de l’EMCV.  

Outre les virus humains, certains virus animaux, comme les pestivirus (Peterhans et 

al., 2010), dépendent également d’une traduction IRES et représentent un poids 

socio-économique considérable avec des offres de traitement limitées ou totalement 

absentes. La traduction de ces virus pourrait également être sensible à l’inhibition de 

RACK1. Par conséquent, le développement d’inhibiteurs de RACK1 pourrait avoir 

des avantages non seulement pour le traitement des infections par des virus 

humains, mais pourrait également être utile pour la médecine vétérinaire.  

Au delà de son rôle dans la traduction IRES-dépendante du VHC, RACK1 

semble également impliquée dans la progression de nombreux cancers humains 

dont le carcinome hépatocellulaire (Adams et al., 2011; Bourd-Boittin et al., 2008). 

Ainsi des inhibiteurs ciblant la protéine RACK1 pourraient non seulement empêcher 

la propagation du virus mais également interférer avec le développement tumoral. 
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Il est estimé qu’environ 10 à 15 % des ARNm cellulaires sont traduits de 

manière IRES-dépendante (Komar and Hatzoglou, 2011). Il nous a paru important 

d’estimer l’impact de RACK1 sur la traduction d’ARNm cellulaires, en particulier dans 

l’optique de la mise au point de molécules inhibitrices de RACK1. Nous avons, ainsi, 

très récemment réalisé une analyse transcriptomique des ARNm cellulaires associés 

aux polysomes en présence et en absence de la protéine RACK1. Dans un premier 

temps, cette expérience nous donnera une idée sur la proportion d’ARNm cellulaires 

traduits de manière RACK1-dépendante. Une analyse plus détaillée des résultats 

nous permettra ensuite de déterminer la présence d’éléments cis communs à ces 

différents transcrits afin de déterminer les cibles fonctionnelles de RACK1 dans la 

cellule.  

 

En conclusion, nous avons montré que la protéine RACK1 est impliquée dans 

la traduction des ARNm de virus contenant des IRES et qu’elle n’était pas requise 

pour la traduction de la grande majorité des ARNm cellulaires. Nos résultats, 

confortent l’hypothèse d’un code du ribosome et désignent RACK1 comme un 

élément qui caractérise la traduction spécifique de certains transcrits, en l’occurrence 

les ARN IRES dépendants. L’identification d’une protéine ribosomale requise pour la 

traduction particulières de certains ARN viraux et cellulaires ouvre des perspectives 

intéressantes pour l’élaboration rationnelle d’une nouvelle classe d’agents 

thérapeutiques antiviraux et anti-cancéreux ciblant des composants spécifiques du 

ribosome tels que RACK1.  
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PARTIE II 

 

La protéine TIP47 joue un rôle important dans la 

morphogenèse et l’export des particules virales 

infectieuses du VHC. 
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2. La protéine TIP47 joue un rôle important dans la 

morphogenèse et l’export des particules virales 

infectieuses du VHC.  

2.1. Introduction 

Le cycle de développement du VHC est étroitement lié au métabolisme des 

lipides. Lors de l’infection, le virus améliore sa réplication en modulant le 

métabolisme lipidique de la cellule hôte ; il y a alors augmentation de la synthèse des 

lipides (lipogenèse) et une diminution de leur dégradation (#-oxydation) et de leur 

export. Ce déséquilibre dans l’homéostasie des lipides a pour conséquence une 

accumulation de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes, appelée stéatose 

(Syed et al., 2010). Des études récentes ont montré que les gouttelettes lipidiques 

(Lipid droplets, LDs) jouent un rôle important dans la production de particules virales 

infectieuses. En effet, la protéine virale Core qui se trouve majoritairement localisée 

à la surface des LDs, recrute les complexes de réplication, constitués principalement 

des protéines non-structurales (NS) du virus, en interagissant directement avec 

NS5A. De plus, les virions nouvellement formés, ont été observés à proximité de ces 

organites, indiquant que certaines étapes de l’assemblage du virus ont lieu autour 

des LDs (Appel et al., 2008; Miyanari et al., 2007).  

Les LDs sont des réserves intracellulaires d’esters lipidiques, elles 

séquestrent les lipides dans les cellules pour une utilisation ultérieure comme 

combustibles métaboliques, comme composants membranaires, pour des 

modifications post-traductionnelles de protéines ou comme molécules de 

signalisation (Bickel et al., 2009; Brasaemle, 2007). Ces organites sont tapissés de 

protéines spécifiques appartenant à la famille des « PAT-proteins » qui contient cinq 

membres (Perilipin, ADRP, TIP47, S3-12 et OXPAT). Les membres de cette famille 

s’associent aux LDs et jouent un rôle commun dans leur stabilisation néanmoins ces 

protéines ont une distribution tissulaire variables. Dans les hépatocytes, seuls TIP47 

et ADRP sont exprimées. Contrairement à ADRP qui est exclusivement présente à la 

surface des LDs, TIP47 est dite « échangeable » puisqu’elle est également retrouvée 

sous forme libre dans le cytoplasme (Bickel et al., 2009; Brasaemle, 2007). Cette 
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propriété rappelle curieusement celle de l’apolipoprotéine E (apoE). En effet cette 

protéine qui est associée aux VLDLs peut également exister sous forme libre. De 

plus, les études structurales ont révélé une analogie entre ces deux protéines 

indiquant probablement des fonctions similaires (Hickenbottom et al., 2004). D’autant 

plus que les organites auxquelles ces deux protéines s’associent (les LDs et les 

VLDLs) partagent des propriétés communes à savoir ; un corps hydrophobe 

constitué de triglycérides et d’esters de cholestérol entouré par une monochouche de 

phospholipides et de cholestérol libre sur laquelle des protéines viennent s’incorporer 

ou s’associer de manière périphérique (Felmlee et al., 2013; Hickenbottom et al., 

2004).  

TIP47 est également impliquée dans le recyclage du récepteur du Mannose-6-

phosphate (MPR). En effet, elle interagit directement avec la GTPase Rab9, 

reconnaît le domaine cytoplasmique du MPR et assure son transport depuis 

l’endosome tardif vers le réseau trans-Golgien (Díaz and Pfeffer, 1998).  

 

Dans le but d’identifier de nouveaux facteurs cellulaires importants pour la 

réplication du VHC, nos collaborateurs ont réalisé une analyse protéomique 

différentielle entre des cellules Huh7.5 répliquant le virus JFH-1 et des cellules 

Huh7.5 non-réplicantes. Ils ont alors observé que les taux de la protéine TIP47 

étaient moins élevés dans les cellules réplicantes. Pourtant l’analyse 

transcriptionnelle, par qRT-PCR, a révélé qu’il y avait plus d’ARNm TIP47 exprimé 

dans ces cellules par rapport aux cellules normales. Par ailleurs, alors que l’inhibition 

de l’expression de TIP47 dans les cellules Huh7.5 diminue la production de 

particules virales infectieuses, la surexpression de TIP47 augmente leur production 

indiquant un rôle important de cette protéine dans l’assemblage et/ ou la sécrétion 

des virions.  

Les expériences de microscopie confocale ont montré que TIP47 co-localise avec 

NS5A autour des LDs dans les cellules réplicantes. De plus, les expériences de co-

immunoprécipitation et de i-PCR (immune-PCR) ont révélé que dans les cellules 

réplicantes, TIP47 co-immunoprécipite avec NS5A complexée avec de l’ARN viral 

(Annexe II), suggérant un rôle important de TIP47 dans le cycle du VHC.  
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2.2. Résultats 

Ma contribution dans ce travail a été de caractériser l’interaction de TIP47 

avec NS5A dans le système du double-hybride chez la levure. Cette approche 

permet de mettre en évidence une interaction directe entre deux protéines. Elle 

consiste à utiliser deux vecteurs, codant chacun pour une protéine de fusion 

différente ; Une protéine dite « appât » qui est fusionnée au domaine d’activation du 

régulateur GAL4 (AD). Et une autre protéine appelée « proie » qui est fusionnée au 

domaine de liaison à l’ADN de GAL4 (DBD). Si les deux protéines (appât et proie) 

interagissent ensemble, on observe une activation de la transcription des gènes 

rapporteurs (gènes d’auxotrophie et/ou la #-galactosidase) permettant aux levures de 

pousser sur milieu sélectif. Si, au contraire, les deux protéines n’interagissent pas 

ensemble, il n y aura pas activation des gènes rapporteurs et donc les levures seront 

incapables de pousser sur milieux sélectif (Figure 40A). Dans notre cas, j’ai utilisé 

TIP47 comme protéine appât et les protéines du VHC (Core, NS2, NS3, NS4A, 

NS4B, NS5A et NS5B) comme protéines proies. J’ai cloné les gènes codant pour 

chaque protéine dans un vecteur approprié. Ensuite j’ai procédé aux tests 

d’interactions. Les résultats obtenus montrent que TIP47 interagit fortement avec la 

protéine non structurale 5A (NS5A) du virus (Figure 40B).  
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Schéma expérimental 

 

 

Figure 40. TIP47 interagit spécifiquement avec la protéine virale NS5A.  
A) Principe du double hybride chez la levure. Dans ce système une protéine proie est 
fusionnée au domaine de liaison à l’ADN (DBD) la protéine de levure Gal4 qui se lie au UAS 
(Upstream activating sequence) du promoteur Gal en amont des gènes rapporteurs. D’autre 
part la protéine appât est fusionnée au domaine d’activation de Gal4 (AD). L’interaction entre 
les protéines appât et proie permet d’activer des gènes d’auxotrophie HIS3 et ADE2 
permettant à la levure de pousser sur milieu sélectif sans histidine (His-) et sans adenine 
(Ade -). B) Résultats d’interaction entre TIP47 et les protéines virales dans le système 
double-hybride. La souche de levure AH109 a été cotransfectée par un vecteur codant pour 
la protéine TIP47 en fusion avec le domaine d’activation de Gal4 (AD) et des plasmides 
codant pour les protéines virales du VHC (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) en 
fusion avec le domaine de liaison à l’ADN (DBD). Les levures ont été cultivées sur milieu 
sélectif à 30°C pendant 5 jours.  [T+] : Témoin positif d’interaction entre Core et NS5A (Goh 
et al., 2001). [T-] : Témoin négatif d’interaction. (-) : vecteur vide. 
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Cette interaction est aussi bien observée pour la protéine de la souche H77 

(génotype 1a), que pour celle de la souche JFH1 (génotype 2a), ce qui indique 

qu’elle est conservée pour les différents génotypes (Figure 41). J’ai également, 

analysé l’interaction de deux mutants de TIP47 incapables de lier Rab9. Les résultats 

n’ont montré aucune différence avec ceux obtenus avec la protéine native, indiquant 

que le site de liaison de TIP47 à NS5A est différent de celui de Rab9 (Figure 41). 

 

Figure 41. Le domaine de liaison à Rab9 n’est pas essentiel pour l’interaction de TIP47 
avec NS5A.  
A) Représentation schématique des mutants de TIP47 au niveau du domaine de liaison à 
Rab9. B) Résultats d’interaction des mutants TIP47 avec la protéine virale NS5A de la 
souche JFH1 (Génotype 2a) ou de la souche H77 (Génotype 1a). Tip47mut correspond à la 
protéine mutée au niveau de 3 résidus importants pour son interaction avec Rab9. Tip47del 
correspond à la protéine délétée de toute la région d’interaction avec Rab9.  
 

Afin de déterminer quelle région de TIP47 est imliquée dans son interaction 

avec NS5A, j’ai généré, par mutagénèse dirigée, différents mutants de délétion 

(Figure 42), que j’ai ensuite testé individuellement dans le système double-hybride. 

Les résultats obtenus montrent que le « PAT domain » de TIP47, qui correspond au 

116 aa de la partie N-ter, est suffisant pour établir l’interaction avec NS5A. Des 

délétions supplémentaires ont révélé que la région aa 24-48 du PAT domain est 

primordiale pour cette interaction (Figure 42). 
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Figure 42. TIP47 interagit avec NS5A via son PAT domain.  
A) Représentation schématique des différents mutants de délétion de TIP47. B) Résultats 
d’interactions entre NS5A et les différents mutants de Tip47 dans le système double hybride. 
Les levures ont été cotransfectées par des plasmides codant pour les différentes 
constructions de TIP47 en fusion avec le domaine d’activation de Gal4 (AD) et le plasmide 
codant pour la protéine virale  NS5A (souche JFH1) en fusion avec le domaine de liaison à 
l’ADN (DBD). Les levures ont été cultivées sur milieu sélectif à 30°C pendant 5 jours. (+) : 
interaction, (-) : pas d’interaction. 
 
 

La même stratégie a été adoptée afin d’identifier les domaines de NS5A 

importants pour son interaction avec TIP47. J’ai établi différents mutants de délétion 

de NS5A que j’ai ensuite testé dans le système double hybride (Figure 43A). Alors 

que la délétion du domaine II de NS5A affaiblit considérablement l’interaction de 

cette protéine avec TIP47, la délétion du domaine I l’abolit complètement. En 

revanche, la délétion du domaine III ne semble pas avoir d’effet sur l’interaction 

(Figure 43B).  

Outre TIP47, la protéine apoE joue également un rôle important dans le cycle 

du VHC en interagissant directement avec NS5A. En raison des similarités 

fonctionnelles et structurales que partagent ces deux protéines, nous avons 

également voulu déterminer quelle partie de NS5A est impliquée dans l’interaction 

avec apoE. Comme précédemment avec TIP47, nous avons testé les différents 

mutants de NS5A avec apoE dans le système double-hybride. Les résultats obtenus 
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sont strictement comparables à ceux de TIP47 (Figure 43C), indiquant que le 

domaine I de NS5A est essentiel à la fois pour interagir avec TIP47 et avec apoE.  

 

 

 
 
Figure 43. Le domaine I de NS5A est important pour l’interaction avec TIP47 et apoE.  
A) Représentation schématique des différents mutants de délétion de NS5A. Résultats des 
interactions entre les mutants de NS5A et TIP47 (B) ou apoE (C). Les levures sont 
cotransfectées par un vecteur codant pour la protéine TIP47 ou apoE en fusion avec le 
domaine d’activation de Gal4 (AD) et des plasmides codant pour les différentes 
constructions de la protéine virale NS5A en fusion avec le domaine de liaison à l’ADN (DBD). 
Les levures ont été cultivées sur milieu sélectif à 30°C pendant 5 jours. (+) : interaction, (-) : 
pas d’interaction. 
 

 

 

Etant donné que l’interaction entre TIP47 et NS5A requiert le domaine I de 

NS5A, nous avons voulu savoir si un inhibiteur tel que le BMS-790052, actuellement 

connu sous le nom de Daclatasvir, pouvait l’abolir. En effet, cet inhibiteur puissant, 

qui est en phase III d’essais cliniques, se lierait précisément au domaine I de NS5A 

(Bartenschlager et al., 2013). Nos résultats montrent que l’interaction de TIP47 avec 

NS5A n’est pas affectée en présence du Daclatasvir même à des concentrations très 

élevées (Figure 44). Suggérant que le site de liaison de l’inhibiteur est probablement 

différent de celui qui est impliqué dans l’interaction avec TIP47. 
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Figure 44. L’interaction entre TIP47 et NS5A 
n’est pas abolie en présence d’un inhibiteur 
de NS5A, le Daclatasvir.  
Les levures sont co-transfectées par un vecteur 
codant pour la protéine TIP47 en fusion avec le 
domaine d’activation de Gal4 (AD) et un vecteur 
codant la protéine virale NS5A en fusion avec le 
domaine de liaison à l’ADN (DBD). Les cellules 
cotransfectées sont cultivées pendant 24h dans 
du milieu Leu- Trp- additionné de concentrations 
croissantes de Daclatasvir (0 ; 0,1 ; 1 ; 10 ou 100 
nM) et 0,7% de DMSO. Une goutte de chaque 
culture est ensuite déposée sur des boites de 
milieu sélectif Trp- Leu- His- Ade- permettant de 
sélectionner les interactants.  
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2.3. Discussion - perspectives  

Les résultats présentés dans cette deuxième partie et en Annexe II et III, 

suggèrent un nouveau rôle de la protéine TIP47 dans l’assemblage et l’export de 

particules virales infectieuses du VHC. En effet, nous avons montré que cette 

protéine interagit directement avec la protéine virale NS5A chargée en ARN 

génomique du VHC au niveau des LDs et que cette interaction est indispensable à la 

formation de nouveaux virions. De plus, les résultats montrent que TIP47 se trouve 

associée aux particules virales formées et que son interaction avec Rab9 est 

essentielle à leur export en dehors de la cellule hôte.  

Rôle de TIP47 dans l’assemblage des virions  

Comme pour d’autres virus à ARN (+), le VHC induit des altérations 

membranaires dans les hépatocytes conduisant à la formation du membranous web 

(MW). La protéine virale NS4B aidée par d’autres protéines non-structurales conduit 

à la formation d’invaginations dans la membrane du RE qui vont accueillir les sites 

de réplication de l’ARN viral (Gosert et al., 2003; Lohmann, 2013). L’assemblage des 

virions, quant à lui, a lieu dans des sites particuliers à l’interface entre les LDs et la 

membrane du RE (Lindenbach, 2013). La séparation physique entre les sites de 

réplication et les sites d’assemblage permet sans doute de réguler ces deux étapes 

distinctes du cycle viral. Cela se traduit par la localisation de la nucléocapside virale 

Core autour des LDs à distance des autres protéines virales qui restent associées à 

la membrane du RE, pour éviter, certainement, un assemblage précoce des virions 

(Lindenbach, 2013). Par sa double localisation à la fois au niveau des complexes de 

réplication et autour des LDs, la protéine virale NS5A semble faire le lien entre ces 

deux étapes. En effet, il a été proposé que NS5A se lie à l’ARN viral nouvellement 

synthétisé dans les sites de réplication et amène ensuite l’ARN vers les sites 

d’encapsidation au niveau des LDs où elle interagit directement avec la protéine 

Core (Miyanari et al., 2007). 

Dans cette étude nous avons montré que TIP47 colocalise avec NS5A autour 

des LDs dans les cellules réplicantes. De plus les expériences de i-PCR et de co-

immunoprécipitation ont révélé que l’ARN génomique du VHC pouvait être précipité 
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par des anticorps dirigés contre TIP47 (Annexe II). Finalement, grâce au système 

double hybride on a montré que TIP47 interagit directement avec NS5A. 

Etant donné que TIP47, existe à la fois sous une forme libre dans le cytoplasme et 

sous une forme associée aux LDs, nous proposons que dans un premier temps la 

protéine cellulaire TIP47 s’associe à NS5A au niveau des sites de réplication, ensuite 

grâce à son affinité pour les LDs elle permet de transporter NS5A chargé de l’ARN 

viral néosynthétisé vers ces organites où elle pourra interagir avec Core pour lui 

délivrer l’ARN viral et enclencher son encapsidation (Annexe II). Ce scénario est 

d’autant plus probable, qu’il a été observé dans une étude protéomique comparative 

sur les LDs que la surexpression de la protéine virale Core dans des cellules 

hépatiques induit la translocation de TIP47 du cytoplasme vers les LDs (Sato et al., 

2006).  

En utilisant le système double hybride chez la levure, nous avons identifié le 

PAT-domain de TIP47 comme étant suffisant pour assurer l’interaction avec NS5A. 

De plus, nous avons montré que la délétion (24-48 dans le PAT-domain abolit 

complètement l’interaction TIP47-NS5A. L’utilisation de ces mutants dans un 

système de culture cellulaire a permis de confirmer l’importance de cette interaction 

pour la réplication virale (Annexe II). Il serait intéressant de tester un peptide dérivé 

de cette séquence en système HCVcc pour voir son impact sur le cycle viral. 

D’autre part, nous avons montré que la partie N-terminale de NS5A est 

importante pour sa liaison avec TIP47, puisque la délétion de cette région abolit 

complètement l’interaction entre ces deux protéines. Ces résultats sont en accord 

avec les données d’une étude publiée récemment qui a également rapporté un rôle 

important de TIP47 dans le cycle du VHC (Vogt et al., 2013). Dans cette étude les 

auteurs ont réalisé un criblage double-hybride chez la levure en utilisant l’hélice AH 

de la partie N-terminale de NS5A comme appât et ont identifié TIP47 comme 

interactant majeur.  

Outre le VHC, des études antérieures ont également associé TIP47 dans la 

morphogenèse d’autres virus tels que le VIH, le virus de la dengue ou le virus de la 

vaccine. Dans les cellules infectées par le VIH, TIP47 permet d’incorporer la 

glycoprotéine d’enveloppe Env dans les virions nouvellement formés en se liant à la 

fois au domaine cytoplasmique de la protéine Env et au domaine MA de la protéine 

de matrice Gag (Lopez-Vergès et al., 2006). Pour ce qui est du virus de la dengue, il 

a été montré que TIP47 est nécessaire pour permettre l’association de la protéine C 
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de la capside aux LDs (Carvalho et al., 2012) qui sont indispensables pour 

l’assemblage des virions (Samsa et al., 2009). Quant au virus de la vaccine, il a été 

montré que la protéine virale p37 s’associe à TIP47 pour faciliter l’assemblage des 

formes extracellulaires du virus (Chen et al., 2009).  

Rôle de TIP47 dans l’export des virions  

En plus de son rôle dans l’assemblage, nos travaux montrent que TIP47 est 

également impliquée dans l’export de particules virales infectieuses (Annexe III). En 

effet, TIP47 colocalise avec les particules intracellulaires et fait partie intégrante des 

particules virales secrétées dans le milieu extracellulaire. 

Le rôle de TIP47 dans l’export de particules virales est lié à sa fonction de 

protéine cargo et à sa capacité à lier son cofacteur Rab9, puisque l’utilisation de 

mutants TIP47 incapables de lier Rab9 (TIP47del ou TIP47mut) inhibe la sécrétion 

de particules virales infectieuses.  

L’analyse des lysats cellulaires par western blot montre que dans les cellules 

exprimant les mutants TIP47 il y a moins de protéine virale Core.  

Les études de microscopie confocale, ont permis de montrer que les mutants de 

TIP47 colocalisent avec la protéine Core au niveau de structures circulaires ouvertes 

dont la morphologie ainsi que la présence de marqueurs spécifiques (p62 et LAMP2) 

indiquent qu’il s’agit d’autophagosomes.  

L’autophagie est un système de dégradation intracellulaire du contenu 

cytoplasmique. Après leur formation, les autophagosomes fusionnent avec les 

lysosomes permettant aux hydrolases lysosomales de dégrader le contenu des 

autophagosomes (Xie and Klionsky, 2007). L’inhibition de la fonction des lysosomes 

par l’utilisation de bafilomycin ou du chlorure d’ammonium restore le niveau 

intracellulaire de la protéine Core (Annexe III).  

Ainsi nous proposons un modèle dans lequel l’interaction de TIP47 avec Rab9 

permet d’adresser les particules virales nouvellement formées vers la voie sécrétoire. 

En revanche, lorsque cette interaction est détruite, les particules virales sont 

détournées de la voie d’export normale vers les compartiments d’autophagosomes 

où elles seront dégradées.  
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Comparaisons entre TIP47 et apoE 

Nos données attribuent un double rôle de TIP47 à la fois dans l’assemblage et 

dans la sécrétion de particules virales infectieuses. Au niveau de l’assemblage, 

TIP47 interagit directement avec NS5A pour permettre le transfert de l’ARN 

génomique depuis les sites de réplication vers les LDs où a lieu l’assemblage des 

virions. Au niveau de l’export, TIP47 associée aux particules virales formées, 

participe à leurs export en association avec la GTPase Rab9. 

ApoE est un autre exemple de protéine cellulaire qui intervient à plusieurs niveaux du 

cycle viral du VHC. En effet, comme TIP47, apoE est également capable d’interagir 

avec NS5A. Elle est impliquée aussi bien dans l’assemblage que dans l’export de 

particules virales infectieuses (Benga et al., 2010) et elle est également retrouvée à 

la surface des particules virales secrétées (Merz et al., 2011).  Bien que TIP47 et 

apoE soient localisées dans des compartiments distincts (le cytoplasme et le RE, 

respectivement), elles semblent partager des similarités structurales et 

fonctionnelles. En effet, les données cristallographiques ont révélé que  le domaine 

N-terminal d’apoE et le domaine C-terminal de Tip47 montrent une grande 

homologie structurale qui consiste en un faisceau de quatre hélices # 

amphipathiques (Hickenbottom et al., 2004). Ce faisceau d’hélices s’ouvre pendant 

la liaison aux lipides pour permettre d’enchâsser les surfaces hydrophobes des 

hélices dans les chaines acyles de la monocouche phospholipidique des 

lipoprotéines et des LDs, respectivement (Brasaemle, 2007; Bulankina et al., 2009).  

Les résultats du test double-hybride indiquent que NS5A se lie aussi bien à TIP47 

qu’à apoE via sa partie N-terminale. Alors que l’hélice AH de NS5A semble être 

suffisante pour établir une interaction avec TIP47 (Vogt et al., 2013), le sous-

domaine de NS5A impliqué dans l’interaction avec apoE  reste encore inconnu. Il 

serait intéressant de voir si les sites de liaison d’apoE et TIP47 se chevauchent ou si, 

au contraire, ils sont bien distincts. Cela pourrait donner une idée sur la régulation 

des étapes de l’assemblage et de l’export aux quels participent ces deux protéines. 

En raison de sa localisation cytoplasmique TIP47 intervient probablement à un stade 

précoce de l’assemblage. ApoE interviendrait à un stade ultérieur, sans doute au 

moment du bourgeonnement des virions dans la lumière du RE. En revanche, 

comment expliquer que TIP47 s’associe aux virions produits ?  
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L’une des possibilités est que TIP47 soit transférée sur les virions lors de leur  

bourgeonnement dans la lumière du RE. En effet, cette étape pourrait être 

accompagnée du transfert des lipides depuis les LDs cytoplasmiques, contenant 

TIP47, vers les LuLDs chargés en apoE. Une autre possibilité, serait que TIP47 se 

dissocie des virions au moment de leur bourgeonnement dans le RE. En revanche, 

dans la lumière du RE ces virions vont s’associer aux LuLDs qui contiennent apoE et 

vont emprunter la voie sécrétoire pour être exportés, en passant par l’appareil de 

Golgi et l’endosome de recyclage (Coller et al., 2012). Au cours de ce transit, TIP47 

s’associerait au corps lipidique de la LVP grâce à son domaine  « apoE-Like » et 

participerait à son export en collaboration avec Rab9.   

Par des expériences d’immunofluorescence il serait possible de déterminer la 

répartition de Tip47 et d’apoE dans les cellules infectées et voir leur co-localisation 

avec les protéines structurales du virus et des marqueurs de compartiments 

subcellulaires tel que les endosomes, l’appareil de Golgi,… pour pouvoir reconstituer 

la voie empruntée par le virus dans la cellule. Ces résultats pourront être confirmés 

par analyse biochimique des fractions subcellulaires après purification sur gradient 

de densité.  

De telles expériences permettraient d’établir un schéma précis de la voie de 

synthèse des particules du VHC et ainsi de progresser dans la compréhension des 

étapes d’assemblage et de sécrétion de ce virus. 
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CONCLUSION GENERALE 

 

 

 

 

Mon travail de thèse a aboutit à une meilleure compréhension du rôle de deux 

protéines cellulaires importantes pour le cycle de développement du VHC.  

 

Tout d’abord, nous avons montré que la protéine ribosomale RACK1 est 

spécifiquement requise pour la traduction IRES-dépendante du VHC et qu’elle n’est 

pas nécessaire à la traduction de la majorité des ARNm cellulaires. Nos résultats, 

confortent l’hypothèse du code du ribosome et désignent RACK1 comme un élément 

qui participe à la traduction spécialisée de certains transcrits.  

 

Ensuite, concernant la protéine TIP47, nous avons montré que cette protéine 

avait un double rôle à la fois dans l’assemblage et dans la sécrétion de particules 

virales infectieuses. D’une part, TIP47 interagit avec NS5A autour des LDs pour 

permettre l’assemblage des virions. D’autre part, elle participe à l’export des 

particules virales grâce à sa fonction de protéine cargo et à sa capacité à lier son 

cofacteur Rab9.  

 

Au delà du fait que ces deux protéines cellulaires pourraient servir de cibles 

thérapeutiques pour contenir l’infection par le VHC, ces travaux permettront sans 

doute d’ouvrir la voie à d’autres investigations, notamment sur le plan fonctionnel, 

afin de mieux comprendre les mécanismes qui régissent l’interaction intime qui existe 

entre le virus et son hôte.  
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The ribosomal protein RACK1 is a specific host factor required for IRES-

mediated translation of fly and human viruses. 
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SUMMARY 

Fighting viral infections is hampered by the scarcity of viral targets and their variability 

resulting in development of resistance. Viruses depend on cellular molecules for their 

life cycle, which are attractive alternative targets, provided that they are dispensable 

for normal cell functions. Using the model organism Drosophila melanogaster, we 

identify the ribosomal protein RACK1 as a cellular factor required for infection by the 

internal ribosome entry site (IRES)-containing virus Drosophila C virus (DCV). We 

further demonstrate that inhibition of RACK1 in human liver cells impairs hepatitis C 

virus (HCV) IRES-mediated translation and infection. Inhibition of RACK1 in 

Drosophila and human cells does not affect cell viability and proliferation, and 

RACK1-silenced adult flies are viable, indicating that this protein is not essential for 

general translation. Our findings demonstrate a specific function for ribosomal protein 

RACK1 in selective mRNA translation and uncover a promising target for the 

development of broad antiviral intervention. 
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INTRODUCTION 

Viral infections are a significant threat for all living organisms. In humans, 

acute and chronic viral infections cause a wide spectrum of diseases, including life-

threatening inflammation and cancer. A major challenge for the control of viral 

infections is that viruses, due to the small size of their genomes, offer few intrinsic 

targets either for recognition by the immune system or for inhibition by antiviral 

effector molecules. Furthermore, the error-prone viral polymerases allow RNA 

viruses to rapidly escape detection by the immune system and to resist the adverse 

effects of directly acting antiviral molecules. Significantly, viruses rely on numerous 

host factors for essential functions during their life cycle. These are not subject to 

rapid sequence changes and hence provide good alternative targets for antiviral 

therapy. Therefore, a central challenge is to identify cellular factors required for viral 

replication but dispensable for normal cell function.  

RNA replication, transcription and translation are critical steps in the life cycle 

of RNA viruses, which involve interactions with host-cell molecules. In the model 

organism Drosophila melanogaster, the small interfering (si) RNA pathway targets 

viral RNAs. Indeed, flies mutant for the genes encoding the core components of this 

pathway, i.e. Dicer-2, R2D2 and Argonaute (AGO)2, are more susceptible to viral 

infection than wild-type controls, and succumb with increased viral titers 

{vanRij:2006wm, GalianaArnoux:2006uy, Wang:2006tb}-CITATION_IS_EMPTY. 

Dicer-2 contains two RNase III domains and processes double stranded (ds) RNAs 

(e.g. viral replication intermediates) into 21 nucleotide (nt)-long siRNA duplexes. 

These are loaded onto AGO2, a central component of the RNA Induced Silencing 

Complex (RISC), and one of the strands (passenger strand) is discarded, while the 
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other is used to guide the RISC towards complementary RNA molecules (e.g. viral 

RNAs; reviewed in (Ding, 2010; Galiana-Arnoux et al., 2006; van Rij et al., 2006; 

Wang et al., 2006)). The dsRNA binding protein R2D2 forms a heterodimer with 

Dicer-2 and helps directing it towards long dsRNAs (Cenik et al., 2011). In addition, 

R2D2 also participates in the loading of the siRNAs onto the RISC (Liu et al., 2003). 

Remarkably, several insect viruses have evolved mechanisms to counter the antiviral 

action of Dicer-2, R2D2 and AGO2 (Li et al., 2002; Nayak et al., 2010; van Mierlo et 

al., 2012; van Rij et al., 2006; Wang et al., 2006). For example, the B2 protein from 

Flock House virus (FHV) binds dsRNAs and thus antagonizes Dicer-2 (Chao et al., 

2005).   

Two additional small RNA pathways have been described in flies, namely the 

Piwi interacting (pi)RNA pathway and the micro (mi)RNA pathway (reviewed in 

(Czech and Hannon, 2010; Ghildiyal and Zamore, 2009; Ishizu et al., 2012)). They 

share with the siRNA pathway their requirement for small RNAs that direct Argonaute 

proteins (Piwi, Aubergine and AGO3 for piRNAs; AGO1 for miRNAs) towards their 

targets. Both the piRNA and siRNA pathways are important defense mechanisms 

against viruses and transposons(reviewed in (Ding, 2010)). On the other hand, the 

miRNA pathway is a fine-tuning mechanism modulating gene expression in both 

plants and animals (reviewed in (Bartel, 2009)). While the siRNA pathway is the main 

antiviral defense mechanism in plants, worms, and insects, no clear antiviral role has 

been assigned to the single Dicer protein encoded by mammalian genomes. Instead, 

an innate immune response based on interferon induction, together with adaptive 

immunity, mediates resistance to viral infections in vertebrates (Beutler et al., 2007). 

Interestingly however, viral infections can be modulated by miRNAs in mammals. 

Examples include viral miRNAs that regulate the transition from latent to lytic viral 
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gene expression in large DNA viruses (e.g. Herpesviruses) (Umbach et al., 2008), 

and cellular miRNAs, such as the abundant hepatocellular miRNA miR122, required 

for efficient replication of hepatitis C virus (HCV) (Jopling et al., 2005).  

Although the core components of the siRNA pathway have been well-

characterized biochemically, in vivo studies are unveiling an added layer of 

complexity regarding their function and regulation (e.g. (Cernilogar et al., 2011; 

Marques et al., 2010; Okamura et al., 2009)). In particular, AGO2 and Dicer-2 appear 

to carry functions independent from RNA interference in some contexts in vivo. For 

example, AGO2, but not Dicer-2, regulates gene expression upon interaction with 

chromatin insulators (Moshkovich et al., 2011). Reciprocally, Dicer-2, but not AGO2, 

was shown to play a role in the induction of the antiviral molecule Vago upon viral 

infection in Drosophila or Culex mosquito cells (Deddouche et al., 2008; Paradkar et 

al., 2012). Hence, it is becoming apparent that in a physiological context, interaction 

of the core components of the siRNA pathway with cellular cofactors dictates their 

subcellular localization, and affects their substrate choice and function.  

In order to gain insight into the protein environment of Dcr-2, R2D2 and AGO2 

in the context of viral infections in Drosophila, and to identify novel host factors 

involved in the control of viral replication in this model organism, we have performed 

a proteomic analysis of the complexes assembling around these three molecules in 

infected cells. The evolutionarily conserved ribosomal protein RACK1 copurified with 

AGO2 and R2D2 in cells infected by the picorna-like virus DCV, and we show here 

that this factor is mandatory for DCV replication, but largely dispensable for cell 

viability and proliferation. We further demonstrate that RACK1 is required for IRES-

dependent translation in Drosophila, and in human hepatocytes, where this factor is 

an essential determinant of hepatitis C virus infection. Our data suggest that targeting 
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RACK1 could effectively prevent HCV infection in hepatocytes, without affecting 

normal cell functions.  

 

RESULTS 

RACK1 copurifies with components of the siRNA pathway in DCV-infected cells 

We performed a proteomic analysis of the siRNA pathway, which controls 

RNA virus infections in insects and interacts with viral RNA and associated proteins 

at crucial stages of the replication cycle (Figure S1). To identify the proteins 

interacting with the core components of the siRNA pathway, we used a biotin-tag 

affinity purification system, which allows high efficiency recovery of molecules 

expressed at physiological levels in Drosophila cells, using the exceptionally high 

affinity of avidin for biotin (de Boer et al., 2003). Dicer-2 (Dcr-2), R2D2 and AGO2 

were tagged at the N- or C-terminus with a 15 amino-acid biotin-tag sequence, and 

stably expressed in a S2 derived cell line expressing the bacterial biotin ligase BirA3 

(Fukuyama et al., 2012). Expression from the vectors is controlled by the baculovirus 

OpIE2 immediate early promoter, which is moderately active in Drosophila cells. BirA 

expressing cell lines transfected with the six expression plasmids (three proteins, 

tagged at their N- or C-terminal extremities) were selected for the interactome 

experiments. The tagged proteins and their associated partners were then extracted 

from cells either mock treated or infected by the RNA viruses DCV, FHV or Vesicular 

Stomatitis Virus (VSV). Samples (42 in total) were collected at the peak of viral 

production, and biotinylated proteins were recovered in single step affinity purification 

on Streptavidin coupled beads. The pulled down proteins were digested with trypsin 

and processed by NanoLC-FT ICR mass spectrometry (Figure S1) (Fukuyama et al., 

2012).  
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We identified a total of 101 proteins interacting with Dcr-2, R2D2 or AGO2 in 

S2 cells, either non infected or challenged by DCV, FHV or VSV (see Figure 1A, 

Table S1). The cellular extracts were not treated with RNase, allowing the 

copurification with the protein baits Dicer-2, R2D2 and AGO2 of RNA-bound 

molecules. Examples include the viral suppressor of RNAi B2 from FHV, which 

competes with Dicer-2 for binding to dsRNA (Chao et al., 2005), and the recently 

described cellular dsRNA binding protein Blanks (Gerbasi et al., 2011) (Figure 1A). 

Among these RNA interacting proteins, we recovered 16 ribosomal proteins, of which 

RACK1 and RpS28b were only found in cells infected by DCV (Table S1).  

 

RACK1 is required for Dicistroviridae infection of Drosophila cells 

To address the functional relevance of this finding, we systematically depleted 

the 16 ribosomal proteins from S2 cells by RNAi, and tested DCV replication. 

Knockdown of most ribosomal genes affected cell viability or proliferation and did not 

yield interpretable results with regards to DCV infection (Figure 1B). By contrast, 

depletion of RACK1 (Figure S2A) did not affect cell viability, but resulted in a 

significant decrease of DCV titer in infected cells. Furthermore, RACK1 silencing did 

not affect replication of either FHV or VSV (Figure 2A,B), indicating that the RACK1-

depleted cells are not only viable and able to proliferate, but can also support 

replication of other viruses. To test whether the effect of RACK1 was specific to DCV, 

or to the family to which it belongs, we infected cells with Cricket Paralysis Virus 

(CrPV), another member of the Dicistroviridae family. Replication of CrPV was also 

strongly impaired when RACK1 was depleted (Figure 2B).  
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We next confirmed these findings in vivo. RACK1 null mutant flies are not 

viable, indicating that RACK1 exerts developmental functions (Kadrmas et al., 2007). 

In agreement with this finding, silencing RACK1 expression with an shRNA driven by 

the broadly active actin5C promoter was embryonic lethal. When the thermosensitive 

Gal80 system was used to express the shRNA only in adult flies, development 

occurred normally and the adult flies expressed significantly reduced levels of 

RACK1 at the permissive temperature of 29°C (Figure 2C). The reduced levels of 

RACK1 did not affect the viability of the flies, although it reduced longevity by 20% at 

this temperature. In addition, the eggs laid by RACK1-silenced females showed a 

phenotype similar to that of RACK1 mutants (Figure S2B) (Kadrmas et al., 2007).  

Thus, even though RACK1 is required during development, it appears to be largely 

dispensable in adult flies. As expected, when these flies were challenged with DCV, 

both viral RNA and capsid protein levels were reduced at 1 and 2 days post-infection 

compared to controls (Figure 2D). Overall, our data indicate that replication of the 

Dicistroviridae DCV and CrPV requires the ribosomal factor RACK1, which is 

otherwise dispensable for the viability of S2 cells and adult flies. 

 

RACK1 is required for viral IRES-dependent translation 

Our data indicate that RACK1 is required for a step of viral replication specific 

to Dicistroviridae. Whereas VSV and FHV use a canonical strategy of cap-dependent 

initiation of translation, DCV RNA recruits the 40S ribosomal subunit through IRES 

sequences to initiate its translation. Furthermore, although initially identified as a 

scaffolding protein involved in protein kinase C signaling, RACK1 is now recognized 

as a component of the 40S subunit of the ribosome (Coyle et al., 2009; Rabl et al., 
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2011; Sengupta et al., 2004). This suggested to us that RACK1 was required for viral 

translation. We first verified that RACK1 is indeed required at the ribosome level for 

CrPV replication. We silenced RACK1 expression in a stable cell line using an 

shRNA targeting the 5’ untranslated region (Figure S2C), and observed a marked 

decrease in CrPV replication (Figure S2D). Transfection of a vector expressing wild-

type RACK1 restored CrPV replication in these cells (Figure 3A). By contrast, 

expression of mutant proteins unable to interact with either RpS17 (D108Y) (Kuroha 

et al., 2010) or 18S rRNA (R38D/K40A) (Coyle et al., 2009) did not rescue CrPV 

replication (Figure 3A). We conclude that RACK1 is required in the 40S ribosomal 

subunit for CrPV replication. 

To confirm that RACK1 is involved in translation from Dicistroviridae RNAs, we 

quantified the viral RNA present in polysomes from control S2 cells and from RACK1-

silenced derivatives of these cells (Figure S2C). Ribosomes and polysomes from 

both cell lines were isolated through sucrose gradient centrifugation, and RNA was 

precipitated and analyzed by qRT-PCR. Depletion of RACK1 did not affect the 

amounts of actin5C mRNA, or of FHV RNA, in the polysome fractions (Figure 3B), in 

agreement with the observation that neither cell viability nor FHV replication is 

affected in the absence of RACK1. By contrast, a dramatic reduction of CrPV RNA 

was observed in the polysome fraction when RACK1 was silenced (Figure 3B). 

Similar results were observed with DCV (data not shown). These results highlight the 

involvement of RACK1 in the translation of Discistroviridae. 

Finally, we tested whether depletion of RACK1 affected translation of 

Luciferase reporters placed under the control of the two IRES elements from CrPV 

(Figure 3C). Translation of a 5’ cap-dependent RNA was not affected in the absence 

of RACK1, although it was affected when expression of eIF4E was knocked down. A 
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significant reduction of translation was however observed for the 5’ IRES reporter in 

RACK1 silenced cells. By contrast, translation driven by the intergenic (IGR) IRES 

(Jan and Sarnow, 2002; Spahn et al., 2004) was not affected by the level of RACK1 

in the cells (Figure 3C).  

 

RACK1 is an essential host factor for HCV infection 

RACK1 is an evolutionarily strongly conserved factor, and we asked whether it 

plays a role in the translation driven by the IRES of a mammalian virus. To address 

this question, we chose hepatitis C virus (HCV), a major cause of liver disease and 

hepatocellular carcinoma with still unsatisfactory treatment options. HCV is a positive 

strand RNA virus member of the Flaviviridae family depending on a highly structured 

IRES for its translation (Spahn et al., 2001). Transfection of an siRNA targeting 

RACK1 markedly reduced expression of the protein in Huh7.5.1 cells, a hepatic cell 

line highly permissive for HCV infection (Figure 4A) (Lindenbach et al., 2005). 

Infection of RACK1-depleted Huh7.5.1 cells by cell culture-derived HCV (Jc1 strain) 

was strongly and significantly reduced, as revealed both by immunodetection of the 

viral core protein (Figure 4A) and the focus forming assay (Figure 4B). A similar 

inhibition of infection was observed for HCV Luc-Jc1, a well-characterized 

recombinant virus expressing a Luciferase reporter (Figure 4C). Inhibition of RACK1 

was as efficient as the silencing of the key HCV host factors CD81 (Dorner et al., 

2011) and Cyclophilin A (CypA) (Kaul et al., 2009) (Figure 4B,C). RACK1 silencing 

did not affect infection of cells by adenovirus-5, which does not use IRES-dependent 

translation (Figure 4D). We next depleted RACK1 in Huh7.5.1 cells containing the 

replicating reporter virus HCV Luc-Jc1, and observed a marked impairment of HCV 
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replication (Figure 4E), demonstrating that RACK1 is required for HCV 

translation/replication rather than entry. Importantly, RACK1-specific siRNAs did not 

affect cell viability, in contrast to silencing of the ribosomal protein RPS3 (Figure 4F).  

To confirm that the inhibition of HCV replication is indeed mediated by the 

effect of RACK1 on IRES-mediated translation, we established stable cell lines 

expressing an IRESHCV-luciferase reporter construct (Wolf et al., 2008) or a classical 

capped reporter gene (Figure 4G), and transfected these cells with RACK1-specific 

siRNAs. Silencing of RACK1 markedly and specifically decreased IRESHCV-

dependent translation, to a similar extent as an antiviral siRNA directed against the 

IRESHCV (Figure 4H). By contrast, silencing of ribosomal protein RPS3 inhibited 

translation from both IRES- and 5’ cap-dependent reporter constructs (Figure 4H).  

 

The effect of RACK1 on viral translation is independent of the miRNA pathway 

 While this work was in progress, two groups reported a role for RACK1 in 

miRNA function in both the model organism Caenorhabditis elegans and humans 

(Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 2011). Expression in S2 cells of two previously 

described miRNA reporters, Par-6 and nerfin-1 (Eulalio et al., 2007), was 

derepressed when RACK1 was silenced, indicating that in Drosophila as well, 

RACK1 can regulate miRNA function (Figure 5A,B). We note however that the 

derepression is much stronger for the miR1 reporter than for the miR9b reporter, 

suggesting that the role of RACK1 may be specific of a subset of miRNAs. By 

contrast, silencing of Dcr-1 or AGO1 derepressed equally well the two miR reporters 

(Figure 5A, B). To test whether miRNAs play a role in viral replication, we monitored 

accumulation of viral RNAs in cells depleted of Dcr-1 or AGO1. Silencing of Dcr-1 
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had no effect on the viral RNA load of the four viruses tested (Figure 5C). Silencing of 

AGO1 did reduce to some extent CrPV and DCV RNA load. However, this reduction 

was variable in the case of DCV, and not to the extent of the reduction observed 

when RACK1 is silenced for DCV and CrPV (Figure 5C). Thus, although the miRNA 

pathway may have a contribution in the replication of Dicistroviridae, our data 

suggest that the strong effect of RACK1 cannot be accounted for only by its effect on 

miRNA function. This was confirmed by the observation that silencing of Dcr-1 or 

AGO1 has no effect on translation driven by the IRESCrPV-5’, unlike silencing of 

RACK1 (Figure 5D).  

 In mammalian hepatocytes, HCV translation depends on AGO2 and miR122 

(Conrad et al., 2013; Roberts et al., 2011). To determine whether the contribution of 

RACK1 to HCV translation was dependent on miR122, we turned to HEK-293T cells, 

which do not express this miRNA ((Da Costa et al., 2012), Figure S3). Silencing 

RACK1 in these cells efficiently repressed translation driven by the IRESHCV, 

suggesting that RACK1 and miR122 affect HCV translation by different mechanisms 

(Figure 5E).  Thus, the role of RACK1 on IRESHCV-dependent translation does not 

depend on miR122. 

 

The position of RACK1 in the 40S subunit is consistent with an active role in 

HCV translation 

To further characterize the involvement of RACK1 in IRESHCV-mediated 

translation, we performed structural modeling analysis. Previous cryo-electron 

microscopy studies have highlighted the interaction of the 40S subunit with the HCV 

IRES, and have shown that binding of the HCV IRES triggers a pronounced 
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conformational change in the small subunit of the ribosome (Spahn et al., 2001; 

2004). HCV IRES has been also visualized on the 80S human ribosome and RACK1 

localized in its vicinity (Boehringer et al., 2005; Sengupta et al., 2004). The recent 

solving of the crystal structure of the small subunit of the ribosome at 3.9Å (Rabl et 

al., 2011) and of the whole 80S at 3Å (Ben-Shem et al., 2011) allows us to analyze 

the position of RACK1 in the 40S subunit in the absence or presence of the HCV 

IRES with pseudo-atomic details. RACK1 is located in close proximity to the IRES of 

HCV (Figure 6A). Although no direct contacts between RACK1 and IRESHCV could be 

observed, a recent study indicates that a peripheric domain of the translation 

initiation factor eIF3, which is required for IRESHCV-dependent translation (Kieft, 

2008), is in contact with RACK1 (Figure 6B) (Hashem et al., 2013). This domain may 

be the functional link between RACK1 and IRESHCV-dependent translation. 

Furthermore, the conformational change triggered upon IRESHCV binding affects the 

region where RACK1 is located, supporting a functional link between IRESHCV and 

RACK1 (Figure 6A). By contrast, the IRESCrPV-IGR, which does not depend on RACK1 

(Figure 2C), interacts with a distinct site of the 40S subunit, directly contacting RpS25 

(Figure 6C) (Schuler et al., 2006; Spahn et al., 2004). Altogether, these structural 

observations confirm the critical role played by RACK1 in IRES-dependent translation. 
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DISCUSSION 

Defining the protein niche of Dicer-2, R2D2 and AGO2 in infectious context 

To identify novel host factors involved in the control of viral replication in 

Drosophila, we have used a broad proteomic approach based on a one-step 

purification technique taking advantage of the exquisite affinity of avidin for biotin. 

Using the three bait proteins Dicer-2, R2D2 and AGO2, we have identified 101 

proteins, forming the core of a network of 188 protein interactions. The RNAi pathway 

is conserved during evolution and 16% of the interactants identified here were 

previously reported in studies on the interactome of Dicer, TRBP (an ortholog of 

R2D2) or AGO in worms and mammals (Chi et al., 2011; Duchaine et al., 2006). 

Furthermore, in Drosophila, several proteins recently described for their involvement 

in RNA silencing, such as Hsc70-3 and -4 (Dorner et al., 2006; Iwasaki et al., 2010), 

Blanks (Gerbasi et al., 2011), Sister of Yb and Vreteno (Handler et al., 2011), were 

pulled-down together with Dicer-2, R2D2 and/or AGO2. Importantly, the comparison 

of the siRNA pathway interactome in cells uninfected or challenged with three 

different viruses revealed a dynamic pattern of interactions.!The observed shift in the 

composition of the protein environment of the antiviral siRNA pathway probably 

reflects differences in the viral life cycles. This is illustrated by (i) the recovery of a 

mitochondrial protein, mtTFB1, with AGO2 only in cells infected by FHV, which 

replicates on the outer membrane of this organelle; (ii) the association of the poly(A) 

binding protein (PABP) (known to bind to the poly(A) tail of mRNAs and to interact 

with the eIF4F complex bound to the 5’ cap to initiate translation) with AGO2 only in 

cells infected by VSV, the only virus used here expressing capped and poly-

adenylated mRNAs; or (iii) the association of RACK1 with AGO2 and R2D2 only in 
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cells infected by the IRES-containing virus DCV. Overall, the interactome dataset 

obtained in this proteomic analysis will be useful for future studies on the control of 

viral infections.  

 

A new function for RACK1 in IRES-dependent translation 

 The RACK1 protein has been extensively studied during the last two decades, 

and shown to be involved in different aspects of cell regulation. RACK1 is an adapter 

protein, interacting with a variety of signaling molecules (e.g. PKC, Src, MAPK) 

(Arimoto et al., 2008; Mamidipudi et al., 2004), and is a component of the 40S 

subunit of the ribosome (Coyle et al., 2009; Sengupta et al., 2004). RACK1 is thus 

ideally suited to connect signal transduction pathways to the regulation of translation 

(Nilsson et al., 2004). Indeed, RACK1 was found to interact with the initiation factor 

eIF6, which associates with the 60S subunit of the ribosome, and prevents its 

association with the 40S subunit. RACK1-assisted phosphorylation by PKC of eIF6 

was observed to trigger its release from the 60S subunit, thus promoting the 

formation of 80S active ribosomes (Ceci et al., 2003).  

 Our data indicate that formation of active ribosomes is not strictly dependent 

on RACK1. Indeed, depletion of RACK1 does not affect cell viability of Drosophila S2 

or human Huh7.5.1 cells in tissue culture. In vivo as well, translation can occur in the 

absence of RACK1, as lethality in RACK1 mutant animals does not occur before 

larval stages for Drosophila and gastrulation in mice (Kadrmas et al., 2007; Volta et 

al., 2013). In agreement with this observation, translation of a 5’ cap-dependent 

reporter was not affected in the absence of RACK1 in Drosophila and human cells. 

Nevertheless, the fact that RACK1 mutant animals cannot complete their 
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development suggests that this protein is required for the translation of some cellular 

mRNAs, in addition to viral IRES-containing RNAs. Interestingly, previous studies 

have highlighted the role of another protein from the 40S subunit of the ribosome, 

RpS25, in IRES-dependent translation (Landry et al., 2009). Performed on yeast and 

mammalian tissue-culture cells with IRES reporter assays, these experiments 

concluded that RpS25 is essential for the activity of two viral IRES, IRESHCV and 

IRESCrPV-IGR. The mechanism used by RpS25 and RACK1 to promote translation is 

probably different for several reasons: (i) RpS25 is required for IRESCrPV-IGR , unlike 

RACK1; (ii) in addition to IRES-dependent translation, RpS25 also mediates 

ribosome shunting in adenovirus (Hertz et al., 2013), whereas RACK1 silencing does 

not affect adenovirus replication; (iii) structural data place RpS25 at a distance from 

RACK1 on the 40S subunit of the ribosome, providing an explanation for its 

importance on the activity of the IRESCrPV-IGR. Several other ribosomal proteins (e.g. 

RpL38, RpL40) were recently proposed to be involved in specific translation of some 

5’ cap-dependent mRNAs (Kondrashov et al., 2011; Lee et al., 2013), indicating that 

transcript-specific regulation can occur in the absence of IRES elements. Our data 

lend support to an evolving picture of the eukaryotic ribosome, which includes 

structurally peripheric components such as RACK1 involved in the modulation of 

translation of specific mRNAs.  

 A central unresolved issue is the nature of the cis-acting elements defining a 

possible “ribosome code” (Mauro and Edelman, 2002; Topisirovic and Sonenberg, 

2011). In the case of RACK1, these cis-acting elements include viral IRES. 

Interestingly, the IRESCrPV-IGR is active in the absence of RACK1, unlike the 

IRESCrPV-5’ or the IRESHCV. This IRES (class I IRES) is capable on its own, without 

any initiation factors, of binding directly the 40S subunit and of recruiting the 60S 
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subunit to form an active 80S ribosome, thus bypassing the loading of the initiator 

methionyl-tRNAi (Jan and Sarnow, 2002; Pestova et al., 2004). By contrast, other 

IRES that have been characterized depend to varying degrees on a subset of 

initiation factors. For example, the function of IRESHCV (class II IRES) requires two 

canonical eIFs, eIF2 and 3, as well as Met-tRNAi (Kieft, 2008). This suggests that the 

effect of RACK1 on translation initiation may require one of these factors. 

Interestingly, the eIF3 complex binds to the 40S ribosomal subunit, and to the 

IRESHCV (e.g. (Kieft et al., 2001)). Furthermore, RACK1 was shown to associate with 

one of the eIF3 subunits in order to assemble a translation pre-initiation complex in 

yeast (Hashem et al., 2013; Kouba et al., 2012). Thus, the effect of RACK1 on 

translation may be mediated through eIF3. Alternatively, the requirement for RACK1 

may reflect the position of the IRES at the 5’ extremity of the viral mRNA. In support 

of this hypothesis, the IRESHCV was not sensitive to RACK1 depletion when it was 

cloned in bicistronic reporters (data not shown). 

 

RACK1 as a target for broad antiviral intervention 

Our results open interesting therapeutic perspectives for chronic hepatitis C, a 

major cause of liver cirrhosis and cancer, for which antiviral resistance remains an 

important challenge. Because HCV translation initiates viral genome neosynthesis 

via the formation of the replication complex, RACK1-mediated translation is a crucial 

step in virus propagation. Thus, RACK1 is a novel host target for antiviral therapy, 

which is complementary to other approaches targeting viral enzymes such as the 

protease, the polymerase or the nonstructural protein NS5A. 
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 The current standard-of-care (SOC) for chronic genotype 1 HCV infection 

consists of pegylated interferon (IFN)-alfa, ribavirin and a protease inhibitor (Hofmann 

and Zeuzem, 2012). A large number of other promising direct-acting antivirals (DAAs) 

are being evaluated in clinical trials. However, recent phase III randomized clinical 

trials demonstrate that limited response for distinct genotypes remains an important 

challenge in a significant fraction of patients (Jacobson et al., 2013; McPhee et al., 

2013). Furthermore, difficult-to-treat patients, such as partial non-responders or null-

responders to prior therapy, patients with advanced liver disease, HIV-coinfected or 

immune-compromised patients will most likely require additional or alternative 

approaches (Barreiro et al., 2012; Jacobson et al., 2013). A promising strategy to 

address antiviral resistance to SOC and DAAs are host-targeting agents (HTAs). 

Compared to the high variability of viral proteins targeted by DAAs, the variability of 

host factors targeted by HTAs is low (Nathan, 2012). By imposing a genetic barrier to 

resistance higher than that of DAAs, host-targeting agents may avoid emergence of 

viral escape variants. Indeed, we, and others, have shown that agents targeting host 

entry potently inhibit highly infectious escape variants of HCV (Fofana et al., 2010; 

Lupberger et al., 2011; Zhu et al., 2012). Given that HTAs interfere with host targets, 

one caveat is the possibly greater risk of cellular toxicity as compared to DAAs. 

Interestingly, our data obtained in cell culture models did not reveal any major toxicity 

linked to RACK1 inhibition. Thus, our proof-of-concept studies in state-of-the-art cell 

culture models open a highly attractive and innovative perspective to discover and 

develop small molecules targeting RACK1 for treatment of SOC-resistant chronic 

hepatitis C.  

We note that several other viruses causing human disease use 5’ cap-

independent mechanisms for the translation of their RNAs. These include HIV, 
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enteroviruses such as poliovirus, rhinoviruses, cardioviruses such as EMCV, 

coxsackieviruses or aphtoviruses such as FMDV, hepatitis A virus (Martinez-Salas et 

al., 2008), which may also be sensitive to RACK1-targeting antiviral approaches. 

Animal viruses relying on IRES-mediated translation, which represent a significant 

economic burden and for which treatment options are limited, or completely absent, 

such as pestiviruses (Peterhans et al., 2010), may also be sensitive to RACK1 

inhibition. Therefore, the development of RACK1 inhibitors may have benefits for 

treating infections by human viruses other than HCV, and may even be relevant for 

veterinary medicine.  

 

RACK1 and regulatory RNA functions 

While this work was in preparation, two reports described a role for RACK1 in 

miRNA function in nematodes and human cells (Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 

2011). We confirm here that in Drosophila as well, RACK1 can affect miRNA function. 

However, the importance of the requirement for RACK1 for the silencing was variable 

depending on the tested miR reporter, suggesting that the requirement for RACK1 

may be miR- or target-specific. The differences observed between the in vivo 

phenotypes of RACK1 and AGO1 or Dicer-1 mutant flies support this hypothesis. 

Indeed, flies mutant for the miRNA pathway exhibit embryonic lethality (Lee et al., 

2004; Okamura et al., 2004), whereas RACK1 mutants reach the larval stage 

(Kadrmas et al., 2007). Furthermore, shRNA-mediated conditional knockdown of 

AGO1 in adult flies resulted in rapid lethality, unlike silencing of RACK1 (data not 

shown). Based on our observation that RACK1 interacts with AGO2, it is possible 

that RACK1 preferentially affects the subset of miRNAs loaded onto AGO2.  
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Regarding viral infections, the fact that AGO2 interacts with RACK1 suggests 

the existence of a connection between translation and antiviral RNA interference. It 

raises the possibility that the siRISC complex inhibits translation of viral proteins. 

Based on in vitro experiments, it is generally assumed that AGO2 functions as a 

slicer, cleaving viral RNAs complementary to the guide siRNAs (Nayak and Andino, 

2011), but direct evidence that AGO2 degrades viral RNAs in vivo is lacking. AGO2 

can inhibit translation in some contexts, albeit by a different mechanism than AGO1. 

Interestingly, in Drosophila, AGO2 inhibits translation at the level of the 5’ cap 

structure, competitively binding the cap-binding eIF4E protein and preventing its 

association with eIF4G and the 40S-bound initiation factor eIF3 (Iwasaki et al., 2009). 

An intriguing possibility is that binding to RACK1 allows AGO2 to also control 

translation of 5’ cap-independent transcripts, as suggested by in vitro studies 

(Iwasaki and Tomari, 2009).  

In summary, we have shown that the protein RACK1 is involved in translation 

of IRES-containing viral mRNAs and largely dispensable for translation of cellular 

mRNAs. Our findings comfort the ribosome code or ribosome filter hypothesis, and 

point to RACK1 as a promising tool to characterize the mechanism of transcript-

specific translation and, in particular, the cis-acting elements modulating RNA 

translation in a RACK1-dependent manner. The identification of a ribosomal protein 

required for IRES-dependent translation of viral mRNAs further opens interesting 

perspectives for the design of a novel class of antiviral therapeutics targeting specific 

components of the ribosome, e.g. RACK1. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Protein purification and identification by mass spectrometry  

Protein purification and identification by mass spectrometry from stable S2 cells 

expressing bait proteins tagged at their N- or C-terminal extremities was performed 

as described, using the on-beads tryptic digestion method (Fukuyama et al., 2012). 

Validation of the proteins identified was performed in two steps: (1) FDR<1% with at 

least one peptide score above 30, and (2) two distinct sequences with an ion score 

>30, or one sequence only but with an ion score >30 and a Mudpit score >49. 

Proteins passing filter 2 but not 1 were manually checked and validated if the 

identified sequence was specific to the associated gene after control of the MS/MS 

spectrum. Proteins that passed filter 1, but not the more stringent filter 2, were not 

considered. All proteomic raw data are available in the Pride database under 

accession numbers 24806-24848 (http://www.ebi.ac.uk/pride).  

 

Silencing candidate gene expression by RNAi and screening 

Following identification, dsRNAs targeting the candidate genes were designed using 

the E-RNAi algorithm (http://www.dkfz.de/signaling/e-rnai3/). Knock-down in 

drosophila S2 cells was performed in 96-well plates using the bathing method, and 

cells were challenged with virus 4 days later. Viral load was determined by RT-QPCR. 

Alternatively, infected cells were fixed and labeled with anti-capsid antibodies for 

immunofluorescence analysis using the InCELL1000 Analyzer workstation (GE 

LifeSciences). Image data processing was performed using the InCELL Analyzer 

software.  
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Structural modeling of the IRES in the 40S subunit 

The model of the IRESHCV-40S subunit was built using the cryo-EM structure of the 

complex between the IRES and the 40S subunit at 20Å resolution (Spahn et al., 

2001). The atomic model of the human ribosome obtained by cryoEM at 4.8Å 

resolution (Anger et al., 2013) was fitted in the corresponding density of the rabbit 

40S, which revealed a good fitting of the platform area, where RACK1 is located. A 

model of the IRESHCV based on the structure of its individual domains solved by NMR 

and X-ray crystallography, was then built.  

 

SUPPLEMENTAL INFORMATION 

Supplemental information includes Extended Experimental procedures and three 

Supplementary Figures and two Supplementary Tables. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. RACK1 is required for DCV replication, but not for viability or 

proliferation in Drosophila cells. 

(A) Interactome of Dcr-2, R2D2 and AGO2 in control and virus infected cells. A 

schematic representation of all detected interactions (merged data from non-infected, 

DCV-, FHV- and VSV-infected cells) is shown. The ribosomal proteins are shown in 

yellow. The dsRNA binding viral protein B2 is shown in blue. See Table S1 for the 

whole dataset and the statistical analysis. (B) Quantification by qRT-PCR of DCV 

viral RNA levels (top graph) and of cell numbers as estimated by DAPI staining 

(bottom graph) in cells treated with the indicated dsRNAs to induce silencing. The 

viability Z-scores indicated on the bars of the bottom panel are taken from (Boutros et 

al., 2004): a Z-score above 3 indicates that the depletion of the corresponding gene 

causes cell death. Cells treated with a dsRNA corresponding to GFP sequences are 

used as a reference. Data represent the mean and s.e.m. of at least three 

independent experiments. ns: non significant; * p<0.05. 

 

Figure 2. RACK1 is required for replication of DCV and CrPV, but not FHV and 

VSV  

(A, B) S2 cells were treated with either control (GFP) or RACK1 dsRNA for 4 days, 

before challenge with DCV, FHV, VSV or CrPV. Viral infection was monitored by 

immunofluorescence 16h later using antibodies recognizing capsid proteins (A) or 

qRT-PCR (B). (C) Silencing of RACK1 expression in transgenic flies expressing a 

small hairpin (sh) RNA targeting the 5’ UTR from the RACK1 gene, using the Gal4-

UAS system and the broadly expressed actin-Gal4 driver controlled by the 
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thermosentitive (TS) tub-Gal80 repressor. A shRNA targeting the mCherry protein 

was used as a control. The life span of RACK1 depleted flies is shown in the bottom 

graph. (D) RACK1 silenced flies infected by DCV after 5 days at 29°C show a 

decrease of the viral RNA and protein, as indicated by qRT-PCR and western blot. 

Data represent the mean and s.e.m. from at least three independent experiments. ns: 

non significant; dpi: days post-infection; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

Figure 3. The ribosomal protein RACK1 is required for IRES-mediated 

translation.  

(A) Stable S2 transformants expressing a shRNA targeting the 5’ UTR of RACK1 

were transfected with vectors expressing three versions of RACK1 (WT, R38D/K40E 

or D108Y). Expression of the transfected RACK1 was monitored by western blot 

using an antibody recognizing the N-terminal tag HA. The cells were infected with 

CrPV for 16h, and viral RNA loads were determined by qRT-PCR. Data represent the 

mean and s.e.m. from three independent experiments. The insert shows the position 

of the RACK1 residues R38, K40 (as green densities) and D108 (as cyan density) 

involved in interaction with the 40S subunit. ns: non significant; ** p<0.01.  (B) 

Quantification of viral mRNA in polysomes from control (brown) vs RACK1-depleted 

(blue) cells. (C) RACK1 is required for translation regulated by the 5’ IRES, but not 

the intergenic (IGR) IRES, of CrPV. The genome organization of CrPV is shown at 

the top. S2 cells were treated with dsRNAs corresponding to GFP (control), AGO2, 

eIF4E or RACK1 dsRNA for 3 days, before transfection of the indicated Luciferase 

reporters (5’CAP, IRESCrPV-IGR or IRESCrPV-5’). Luciferase activity was monitored 48h 

later. The ratio of the activity of the IRES-dependent luciferase and the 5’ cap-

dependent luciferase is plotted and normalized to the control for the three reporters. 
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Data represent the mean and s.e. from six independent experiments. ns: non 

significant, * p<0.05, ** p<0.01. 

 

Figure 4. RACK1 is a specific host-factor required for IRES-mediated 

translation of HCV.  

(A-D) Huh7.5.1 cells were transfected with siRNAs either control (siCTRL) or 

targeting RACK1 (siRACK1), CD81 (siCD81), Cyclophylin A (siCypA), HCV IRES 

(siHCV) or ribosomal protein RSP3 (siRibo), before infection three days later with 

HCV Jc1 (B), HCV Luc-Jc1 (C) or luciferase encoding adenovirus (D). Viral infection 

was monitored 3 days post-infection, by immunoblotting using antibodies recognizing 

HCV core protein (A); by counting foci forming units (ffu/ml) (B); or by quantifying 

luciferase activity (C, D). (E) HCV Luc-Jc1 replicating cells were transfected with 

siCTRL, two different siRNAs targeting RACK1 (siRACK1-1 and -2) or siCypA, and 

replication was monitored during 5 days by luciferase activity quantification. (F) Cell 

viability was measured during 5 days using MTT assay. (G, H) Huh7.5.1. cell lines 

stably expressing an IRES (IRESHCV-Luc) or a 5’ cap-translated (CTRL-Luc) 

luciferase reporter gene (G) were transfected with siCTRL, siRACK1, siHCV or 

siRPS3. Translation was monitored 72h later by luciferase activity quantification.  ** 

p<0.01; *** p<0.005. 

 

 

Figure 5. The effect of RACK1 on viral translation is independent of the miRNA 

pathway 

(A, B) RACK1 is required for miR1 and miR9b silencing. The structure of the Par-6 3! 

UTR and nerfin-1 3! UTR reporter constructs is represented on top, and the luciferase 
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activity in cells silenced for the indicated genes is shown below. (C) Effect of the 

depletion of AGO1, Dcr-1 and RACK1 on replication in Drosophila S2 cells of CrPV, 

DCV, FHV and VSV. Cells were transfected with the indicated dsRNAs, and infected 

four days later. Viral RNA was extracted 24hpi, and quantified by qRT-PCR. (D) 

Silencing of AGO1 or Dcr-1 does not affect the activity of a Luciferase reporter gene 

controlled by the IRESCrPV-5' in Drosophila S2 cells. (E) Silencing of RACK1 affects 

the activity of the IRESHCV-luciferase reporter in miR122 deficient HEK-293T cells. 

Data represent the mean and s.e.m. of at least three independent experiments. ns: 

non significant; * p<0.05; ** p<0.01, *** p<0.001. 

 

Figure 6. The position of RACK1 in the 40S subunit supports a role in HCV 

translation.  

 (A) Fitting of the atomic model of the 40S and IRESHCV to the 40S-IRES cryo-

electron microscopy structure. The atomic model of the human 40S ribosome (pdb 

3J3A and 3J3D (Anger et al., 2013)) and IRESHCV was fitted onto the cryo-electron 

microscopy density map of the complexes IRESHCV-40S at 20Å resolution (Spahn et 

al., 2001). RACK1 is in red, the 40S subunit in light transparent brown, and IRESHCV 

in blue. Other ribosomal proteins close to HCV IRES are in yellow (RpS17, RpS0, 

RpS26, RpS14, RpS5 and RpS28). RpS25 is in green. The changes on the 40S 

structure, observed upon IRESHCV binding, are in blue on the density map, close to 

RACK1. Information on IRESHCV model building and fitting are provided in the 

supplementary material. (B) Fitting of the atomic model of the 40S and IRESCrPV-IGR to 

the 40S-IRES cryo-electron microscopy structure. The atomic model of the human 

40S ribosome and IRESCrPV-5’ was fitted onto the cryo-electron microscopy density 

map of the complexes IRESCrPV-5’- human 40S ribosome at 20.3Å resolution (emd-
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1090; (Spahn et al., 2004)). Colors are as in panel A. The IRESCrPV-IGR atomic model 

is from (Schuler et al., 2006) (pdb 2NOQ). 
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Fig. S1. Strategy used to define the siRNA pathway interactome. The bait proteins (Dcr-2, AGO2 and 
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target sequence (in red, with modified Lys in bold). S2 cells expressing the bacterial biotin ligase BirA 

were stably transfected with the corresponding expression constructs. Cells were then either non-infec-
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The ribosomal protein RACK1 is a specific host factor required for IRES-

mediated translation of fly and human viruses. 

Majzoub et al. 

 

 

EXTENDED EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Molecular cloning 

cDNAs from the Dcr-2, AGO2 and r2d2 genes were amplified by standard 

PCR and inserted into a pDONR221 vector (Invitrogen) using the  Gateway® cloning 

technology (see Table S2 for the sequence of all primers used in this study). The 

PCR fragments were recombined (BP reaction) with pDONR221 to obtain pENTRY-

N-Dcr-2, pENTRY-N-AGO2, pENTRY-N-r2d2 or pENTRY-Dcr-2-C, pENTRY-AGO2-

C and pENTRY-r2d2-C, and sequenced. An insect expression vector was then 

generated: the pDEST vectors pDEST-BIO-N or pDEST-BIO-C are based on the 

pIZ/V5-His (Invitrogen)-backbone and contain the biotin-tag sequence (encoding the 

GLNDIFEAQKIEWHE peptide) at the 5’ or 3’ end of the ccdB gene, a 

chloramphenicol resistance gene flanked by attR1 and attR2 sites, and DCV 

intergenic internal ribosomal entry site fused with a truncated cDNA encoding the 

transmembrane and cytoplasmic region of human CD4, to allow sorting of stably 

transfected cells.  

 To construct the IRESCrPV-IGR reporter vector, the Renilla Luciferase- IRESCrPV-

IGR - Firefly Luciferase cassette was amplified from the pSRT208 plasmid (Landry et 

al., 2009), with primers containing KpnI and NotI restriction sites, and inserted into 

the corresponding sites of the pACT5C-His vector. Regarding the IRESCrPV-5’, cDNA 
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was prepared from CrPV infected cells, and used as template for PCR with primers 

complementary to the IRESCrPV-5’ (See Table S2).  The PCR product was cloned in a 

pRL-ACT5C vector giving pACT5C- IRES5’CrPV - Renilla Luciferase. Importantly, the 

Met initiator codon of the Renilla Luciferase was deleted and replaced by the first 16 

codons of the CrPV ORF1 protein. All plasmids were verified by sequencing.  

 The plasmid containing the shRNA targeting the 5’UTR of the RACK1 gene 

was constructed by annealing the two oligos pre-designed by the TRiP project 

(http://www.flyrnai.org/TRiP-TTR.html) (Ni et al., 2011) (see Table S2) and flanked by 

SpeI and EcoRI restriction sites and ligating them between the corresponding sites of 

the Drosophila pMT-V5His vector (Invitrogen). Stable S2 cell lines bearing the 

plasmid were selected as described (Dimarcq et al., 1997). 

 The RACK1 variants (R38D K40E and D108Y) unable to bind to the ribosome 

were constructed by site directed mutagenesis using the QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene). The residues R38, K40, and D108 from Drosophila 

RACK1 correspond to the previously characterized residues R36, K38 and D109 

from yeast RACK1 (Asc1p) (Coyle et al., 2009; Kuroha et al., 2010). Briefly, a wild-

type RACK1 cDNA clone (ORF from DmRACK1 cloned in pDONR221) was used as 

a template for the PCR using the mismatched primers listed in Table S2. The 

DONOR clones were verified by sequencing, and then recombined using the 

Gateway LR reaction to pAHW plasmid (from the Drosophila Gateway collection) to 

express with the Actin5C promoter N-terminally HA tagged versions of RACK1 wt or 

mutants. The same DONOR clones were used to generate plasmids ready to inject in 

fly embryos (Genetic Services), for transgenesis based on the phiC31 system. The 

resulting vectors express RACK1 with an N-terminal HA tag, from the HSP promoter.  
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Reporter plasmids bearing the HCV IRES and the 14 first nucleotides of the 

HCV core sequence (nt 343 to 357) fused to a luciferase reporter gene (IRESHCV-

Luc) or control plasmid expressing the luciferase reporter gene (CTRL-Luc) have 

been described (Wolf et al., 2008). IRESHCV-Luc and CTRL-Luc encode an IRES-

translated mRNA and a cap-dependent mRNA, respectively (Figure 4G). Plasmids 

were stably transfected into Huh7.5.1 cells using geneticin® (Sigma) selection. Cells 

were then reverse transfected with 10nM siRNA specific for RACK1 (siRACK1), HCV 

IRES (siHCV), ribosomal protein RPS3 (siRPS3) or with control siRNA (siCTRL). 

Three days later, IRES-mediated and cap-dependent translation were analyzed by 

luciferase activity of the reporter gene in cell lysates as described (Wolf et al., 2008). 

 

Cell lines, transfection and luciferase assays 

Drosophila S2 cells (Invitrogen) were transfected with plasmid DNAs by the 

CaPO4 precipitation method. 1F3 cells were obtained upon transfection of S2 cells 

with the pPAC-HA-BirA plasmid encoding the biotin ligase BirA, the Attacin A-

luciferase reporter plasmid pJL169 and the puromycin selection plasmid pJL1. The 

expression vectors pDEST-BIOTIN-N-or-C Dcr-2, AGO2 and r2d2 were transfected 

into the parental 1F3 cell line and stable clones were selected firstly with zeocine 

(125 !g.mL-1) and puromycin (1 !g.mL-1), and secondly by flow cytometry monitoring 

the expression of hCD4 (clone RPA-T4; GE Healthcare). After three rounds of flow 

cytometry screenings, clones giving moderate and stable expression profiles were 

characterized by western blot for the expression of the tagged proteins. Stable cell 

lines containing the vector expressing the inducible shRNA targeting the 5’UTR of 

RACK1 were also selected with puromycine. The selected clones were subsequently 



! 4!

tested for the depletion of RACK1 following the addition of CuSO4 (0.5mM) to the 

medium. 

Reporter plasmids to monitor activity of the two CrPV IRES were transfected in 

Drosophila S2 cells soaked in dsRNA targeting GFP or RACK1. 48 hours later, cells 

were lysed and luciferase activity was measured with the Promega dual-luciferase 

assay, using a Berthold Luminometer. Reporter plasmid to monitor activity of the 

IRESHCV contained the IRES and the 14 first nucleotides of core sequences fused to 

the firefly luciferase reporter gene (IRESHCV-Luc), whereas the control plasmid 

expressed a 5’ cap-dependent firefly luciferase reporter gene (CTRL-Luc), as 

described (Wolf et al., 2008). These reporter plasmids were stably transfected in 

Huh7.5.1 cells using geneticin® selection. The cells were then reverse transfected 

with 10nM siRNAs (Silencer® Select siRNA, Ambion) specific for either RACK1 

(siRACK1), ribosomal protein RPS3 (siRibo) or control (siCTRL). Three days later, 

cell lysates were tested for IRES-mediated and cap-dependent translation using 

luciferase activity. 

 

Protein purification and identification by Mass Spectrometry 

Cells expressing the bait proteins were either mock infected or infected with 

DCV at multiplicity of infection (MOI) 1 for 8 or 16h, with FHV at MOI 0.1 for 16h or 

with VSV at MOI 10 for 48h. Protein purification and identification was performed as 

described (Fukuyama et al., 2012). Briefly, 20 million cells for each condition were 

lysed in 1mL of TNT buffer (50 mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl, 10% Glycerol, 1% 

Triton X-100, 100 mM NaF, 5 !M ZnCl2, 1mM Na3VO4, 10mM EGTA, pH8.0, 

Complete Protease Inhibitor Cocktail containing EDTA from Roche). Lysates were 
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kept on ice for 30 min then centrifuged at 13,000 rpm for 30 min at 4°C. Supernatants 

were mixed with 150!l of pre-washed streptavidin–sepharose beads and incubated 

for 30 min at 4 °C in a rotative agitator. Beads were washed three times with 1mL 

Wash buffer I (50 mM Tris–HCl, pH7.5, 150 mM NaCl, 10% Glycerol, 0.1% Triton X-

100, 100 mM NaF, 5µM ZnCl2, 1mM Na3VO4, 10mM EGTA, pH8.0), one time with 

1mL Wash buffer II (Wash buffer I without Triton X-100), and suspended in 1mL 

Wash buffer II plus Complete Protease Inhibitor Cocktail containing EDTA. The on-

beads tryptic digestion method was used on the purified samples (Fukuyama et al., 

2012). After reduction/alkylation (DTT, 5mM final, 30 min, 56 °C/ Iodoacetamide 

25mM final, 20 min in the dark), 10ng trypsin (modified sequencing grade, Roche) in 

150mM ammonium carbonate was added and samples were incubated overnight at 

37°C with shaking. Then, the reaction was stopped with 10!L 10% formic acid (FA). 

Peptides were recovered and the beads were discarded by filtering through C18 Tips 

(Proxeon). Peptides were eluted with 20!L 50% methanol, 5% FA. 5!L of peptides 

diluted 1:5 in water (5% of the total amount of material) were purified on a capillary 

reversed phase column (nano C18 Acclaim PepMap100 Å; 75!m internal diameter, 

15cm length; Dionex), at a constant flow rate of 220nL.min-1, with a gradient 2% to 

40% buffer B (water/acetonitrile/FA 10:90:0.1 (v:v:v)) in buffer A (water/ 

acetonitrile/FA 98:2:0.1 (v:v:v)) over 45min.  

The MS analysis was performed on a FT ICR mass spectrometer (LTQ-FT 

Ultra, ThermoFisher Scientific, San Jose, CA) with the top 7 acquisition method: MS 

resolution 60,000; mass range 500-2000 Th; followed by 7 MS/MS (LTQ) on the 7 

most intense peaks, with a dynamic exclusion for 90s. The raw data were processed 

using Xcalibur 2.0.7 software and Mascot deamon. Each sample was first analyzed in 

triplicate then an exclusion list was added for three next runs. The database search 
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was done on merged data using Mascot search engine (Matrix Science Mascot 2.3) 

on the 17D melanogaster database (16535 sequences) concatenated with protein 

sequences of DCV, FHV and VSV. Proteome Discoverer 1.3 (ThermoFisher 

Scientific) and Mascot were used to search the data and filter the results. The 

following parameters were used: up to 2 miss cleavages; MS tolerance 10ppm; 

MSMS tolerance 1Da; full tryptic peptides; partial modifications: 

carbamidomethylation (C), oxidation (M, H, W), Phosphorylation (Y). Validation was 

performed on proteins identified using two filters: (1) only proteins identified with a 

FDR<1% (Peptide Validator Mascot significance threshold) and at least 1 peptide 

score above 30 were selected; (2) only proteins identified with 2 distinct sequences 

with ion score above 30, or 1 sequence with ion score above 30 with and a MudPIT 

score above 49. Proteins identified by a peptide matching another protein were not 

taken into account and were filtered out for gene selection and subsequent validation 

tests. According to a preliminary study (data not shown), proteins that passed filter 

(2) and not filter (1) were manually checked: they were validated if the identified 

sequence was specific to the associated gene after control of the MS/MS spectrum 

(see Table S1). Protein that passed filter (1) and not the more stringent filter (2) were 

not considered. All proteomic raw data are available in the Pride database under 

accession numbers 24806-24848 (http://www.ebi.ac.uk/pride). 

 

RNAi experiments and viral titer quantification 

dsRNA against selected genes were designed using the online E-RNAi 

algorithm developed by Boutros and collaborators (http://www.dkfz.de/signaling/e-

rnai3/). cDNAs were prepared from S2 cells or OregonR flies and DNA templates 
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were obtained by touch-down PCR using sets of primers containing the T7 

polymerase recognition sequence at their 5’ end. The list of primers used and their 

sequence is presented in Table S2. dsRNAs were then synthesized using the T7 

MegaScript® (Ambion) and annealed. Products length for both DNA and dsRNA was 

verified by agarose gel electrophoresis. 30,000 S2 cells were bathed in 30µL of 

serum-free medium containing 3µg of dsRNA per well of a 96-well plate for 45 min. 

The soaked cells were then supplemented with 170µL complete medium and 

incubated 4 days at 24°C (Boutros et al., 2004). Validation of RACK1 silencing was 

done by western blot, using a specific anti-DmRACK1 rabbit antiserum (Kadrmas et 

al., 2007). Silenced cells were infected with DCV (MOI 1), CrPV (MOI 1), FHV (MOI 

0.1) or VSV (MOI 10) for either 16 h (DCV, CrPV and FHV) or 48 h (VSV). Viral RNA 

load was measured by qRT-PCR using the “Cell to Ct” SYBR green kit (Ambion), 

according to the manufacturer’s instructions, on a CFX384 Touch™ Real-Time PCR 

platform (Bio-Rad). The virus specific primers used in this analysis are listed in Table 

S2. Normalization was performed with the housekeeping gene RpL32. At least three 

independent biological replicates were performed for each experiment. 

For DCV and FHV, immunofluorescence experiments were performed as 

follows: infected cells were washed twice with PBS, then fixed for 10 min with a 4% 

solution of paraformaldehyde (PFA). Blocking was performed by incubation of the 

fixed cells with PBS supplemented with 10% FCS. Cells were then washed twice and 

incubated for 2h at room temperature with the primary antibody (@ DCV VP2 

(Dostert et al., 2005) or FHV CP (Krishna et al., 2003), 1/5000). Cells were washed 

twice then incubated with an anti-rabbit FITC coupled secondary antibodies for 1h. 

Images were acquired using the InCELL1000 Analyzer workstation (GE 
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LifeSciences). Image data processing was performed using the InCELL Analyzer 

software. 

 

Toxicity assay 

Cytotoxic effects of gene silencing on cells were assessed, day 1 to 6 post 

siRNA transfection, in triplicate by analyzing their ability to metabolize 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma). Formazan 

crystals were solubilized 5 h after adding MTT (0.6 mg.mL-1) as described 

(Lupberger et al., 2011). 

 

Polysome profiling 

S2-C7A or S2 cells ± 0.5mM CuSO4 were stimulated for 5 days then 

challenged with FHV (MOI 0.1) or CrPV (MOI 1). 16 hours post-infection cells were 

treated with 100µg/mL cycloheximide in PBS for 10 minutes and kept on ice. After 

centrifugation, cell pellets were frozen in liquid nitrogen. Then, lysis buffer containing 

5mM HEPES, 100mM KCl, 10mM MgCl2, 0.1% Triton X-100, 2mM dithiothreitol, 

100µg/mL cycloheximide, protease inhibitor and 1U/µL RNAsine, ajusted at pH 7.2 

was added. After centrifugation, lysates were collected and put into 7-47% sucrose 

gradients containing 5mM HEPES, 100mM KCl, 10mM MgCl2, 0.1% Triton X-100 and 

2mM dithiothreitol. Gradients and lysates were ultracentrifuged for 2h30 at 37,000 

rpm and fractions were collected and monitored using BioRad Econo UV monitor. 

RNAs from twenty polysomal fractions were precipitated with Guanidine-HCl 

8M and absolute ethanol. Input and polysomal RNA were then purified with 
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Macherey - Nagel DNA purification kit. RNAs were quantified and 200ng of RNAs of 

every fraction were used for reverse transcription. A quantitative PCR with specific 

primers was then performed. Quantification values of each fraction were normalized 

to the relative quantity of viral RNAs detected in the input of each condition. 

 

HCV infection and replication assays  

Huh7.5.1 human hepatoma cells were infected with cell culture-derived HCV 

(HCVcc strains Jc1 and Luc-Jc1, half-maximal tissue culture infectious dose (TCID50 

104 mL-1 for both viruses)) as described (Lupberger et al., 2011; Pietschmann et al., 

2006). 2 days before infection, gene silencing was performed by reverse transfection 

with 10 nM of siRNA (all from Ambion®) specific for RACK1 (siRACK1-1 : 5’-

CAGGCUAUCUGAACACGGU-3’ and siRACK1-2: 5’-CAAACACCUUUACACGCUA-

3’), HCV host entry factor CD81 (siCD81) (Koutsoudakis et al., 2007), HCV 

replication factor Cyclophilin A (siCypA) (Kaul et al., 2009), HCV IRES (siHCV) 

(Dimitrova et al., 2008) or a nonspecific control siRNA (siCTRL) (Lupberger et al., 

2011). Viral infection and RACK1 depletion was analyzed by western blotting and 

quantified by counting of focus forming units (ffu)/mL following immunostaining using 

a HCV core-specific antibody (for HCV Jc1) (mAbC7-50, Affinity BioReagents, CO, 

USA) or by luciferase reporter gene expression in cell lysates (for Luc-Jc1) 3 days 

post incubation with virus as described (Koutsoudakis et al., 2007). For analysis of 

HCV replication, Huh7.5.1 cells were electroporated with replication-competent HCV 

Luc-Jc1 RNA (Koutsoudakis et al., 2007). Three days later, cells were reverse 

transfected with the siRNAs described above. Viral replication was analyzed day 0 to 

5 post transfection by quantification of luciferase activity (Benga et al., 2010). 
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miR122 quantification 

 Real time PCR quantification of mature miR-122 was performed using the 

miScript PCR System (Qiagen). Total RNA was isolated from the different cell lines 

by using the TRIzol® reagent (InvitrogenTM) and then subjected to reverse 

transcription step by using the miScript II RT Kit (Qiagen) with the miScript HiSpec 

Buffer, according to the manufacturer's recommendations. The obtained cDNA was 

used as a template in real time PCR experiment for mature microRNAs quantification, 

by using the miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) and the suitable miScript 

Primer Assays (miR-122 or RNU6). Each sample was assayed in triplicate for each 

single experiment. Real time PCR experiments were performed in the Corbett Rotor-

Gene 6000 (Qiagen) and the data were analyzed in the Rotor-Gene software by 

using the comparative Ct (""Ct) method.  

 

Adenovirus infection 

Recombinant adenovirus expressing a luciferase reporter gene under the 

CMV promoter (Ad-Luc) was transduced as described using an MOI of 2.5 (Wolf et 

al., 2008). Adenovirus cDNA was obtained from Vector Biolabs® (Philadelphia, USA). 

Gene silencing was performed as described above. Infection was analyzed 3 days 

post incubation with virus by quantification of luciferase activity. 
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Fly stocks 

The TRiP lines (shRACK1 (#34693), shmCherry (#35787)) were obtained from 

the Bloomington Drosophila stock center. The drivers used were Actin5C-Gal4/CyO, 

Actin5C-Gal4/CyO; Tub-Gal80ts/TM6Tb. Transgenic lines for expression of HA-

RACK1 wt or mutants were inserted at attP2 sites (68A4 on 3L) (Genetic Services). 

Expression of HA-RACK1 wt, but not the mutants, rescued the developmental 

defects of RACK11.8 null mutant flies (Kadrmas et al., 2007). All flies used were 

Wolbachia-free. 

 

IRES – 40S structural model  

  To build the near-atomic resolution model of the HCV IRES – 40S complex, 

we used the cryoelectron microscopy (cryoEM) structure of the IRESHCV-40S (rabbit) 

complex at 20Å resolution (Spahn et al., 2001). An atomic model of the IRES 

structure (described thereafter) and the atomic model of the human ribosome 

obtained by cryoEM at 4.8Å resolution (Anger et al., 2013) were fitted inside its 

electron density. The obtained complete IRES-40S model provided the basis for the 

analysis of the IRESHCV interaction with the 40S ribosomal subunit, more specifically 

with the platform of the 40S, where RACK1 is located. Indeed, while for other regions 

of the ribosome a great variability is observed between different species (Ben-Shem 

et al., 2011), the platform is highly conserved and the main source of variability 

resides in the length of h26 of the 18S rRNA (Marzi et al., 2007). After having placed 

the 40S structure from human in the corresponding density of the rabbit 40S, an 

improved fitting was obtained using the UCSF Chimera package (Pettersen et al., 

2004). As expected, the 40S platform showed a very good fitting. 
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Only fragments of the IRESHCV structure have been reported so far. We 

therefore built a model of the IRES using the cryo-EM structure as a guide, as 

described (Berry et al., 2011). We used the structure of the individual domains from 

the IRESHCV, solved by NMR and X-ray crystallography (Berry et al., 2011; Collier et 

al., 2002; Kieft et al., 2002; Lukavsky et al., 2003; 2000; Rijnbrand et al., 2004) and 

the cryo-EM difference density map of the IRESHCV (Spahn et al., 2001) to produce a 

model of the IRESHCV including all major domains bound to the 40S ribosomal 

subunit. To correctly place the different domains in the IRES density, domains II 

(1P5P), IIId (1F84), JIIIabc (1KH6), IIIb (1KP7) and the central pseudoknot (3T4B) 

were manually modeled into the cryo-EM difference density as follows. Domain II has 

been placed at the top of the IRES (as visualized in Figure 6), extending toward the 

ribosomal E-site followed by the central pseudoknot and the branching-out domain 

IIId. Domains JIIIabc and IIIb are located at the bottom of the IRES density. Figure 6 

has been generated by PyMol (Molecular Graphics System, Schrödinger, LLC). 
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Background & Aims:Hepatitis C virus (HCV) replication/mor-

phogenesis takes place at the membranous web. Viral genome

replication occurs in replicon complexes on the cytoplasmic face

of the ER whereas HCV assembly is located on the surface of lipid

droplets (LDs). This raises the question about targeting of de novo

synthesized viral genomes from the replicon complex to LDs and

cellular proteins involved in this process such as the LD-associ-

ated protein TIP47, also known as cytoplasmic sorting factor.

Methods: Viral replication was studied in HuH7.5 cells using the

infectious HCV JHF1 culture system. Proteome analysis was per-

formed by 2D gel electrophoresis and mass spectrometry. Expres-

sion of target genes was modulated by siRNA or lentiviral

transduction. Confocal microscopy was performed for analysis

of subcellular compartments. Protein/protein interactions were

studied by co-immunoprecipitations, affinity chromatography,

and yeast two-hybrid screens.

Results: Proteome based analysis revealed that HCV replicating

cells contain less TIP47 compared to control cells. However,

expression analyses demonstrated an increased TIP47 expression

in HCV replicating cells. TIP47 binds to RNA-loaded NS5A. Map-

ping of the binding domain revealed that NS5A binds to the N-

terminal PAT domain of TIP47. Overexpression of TIP47 increases

the amount of released viruses, while silencing of TIP47 decreases

the amount of released infectious particles. Complete knockdown

of TIP47 expression abolishes virus replication.

Conclusions: TIP47 plays an essential role in the HCV life cycle.

Ó 2013 European Association for the Study of the Liver. Published

by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

The hepatitis C virus (HCV) is a major cause of chronic hepatitis,

liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. At present, more

than 170 million people are persistently infected with HCV

worldwide. HCV is an enveloped, single-stranded, positive-sense

RNA virus in the Hepacivirus genus of the Flaviviridae family [1].

The viral RNA encodes for a large polyprotein precursor of

approximately 3100 amino acids that is co- and/or post-transla-

tionally cleaved by cellular and viral proteases into the mature

structural (core, E1, E2) and p7 protein and non-structural (NS)

proteins (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, and NS5B) [1,2]. The struc-

tural proteins form the viral particle, whereas the NS proteins par-

ticipate in viral replication and assembly processes [3–5].

Genome replication occurs in replication complexes (RCs)

localized on the cytoplasmic face of specialized membranes of

the endoplasmic reticulum (ER), the so called membranous

web. The HCV NS-protein 5A (NS5A) is an essential and integral

component of the replicon complex. Moreover, NS5A has an

RNA-binding domain and is therefore supposed to play an essen-

tial role for the transfer of the viral genome from the RCs to the

surface of the lipid droplets (LDs) that play a key function for

the life cycle of HCV. NS5A is composed of three domains (DI,

DII, DIII). DI and DII are essential for genome replication, whereas

DIII is dispensable [6]. Virus morphogenesis, however, requires

the functionality of DI and DIII. It is assumed that DI mediates

the interaction of NS5A with LDs, while DIII enables the interac-

tion between NS5A and core on the LD surface.

An interesting aspect of HCV is the relation between HCV life

cycle and hepatocyte lipid metabolism. HCV replication takes

place at specialized intracellular ER membranes called membra-

nous web [7,5], enriched in proteins involved in Very Low Density

Lipoproteins (VLDL) assembly, i.e., apolipoprotein (apo)B, apoE,

and microsomal triglyceride transfer protein (MTP) [8]. Recently,

it was observed that NS5A directly interacts with apoE [9].

Moreover, the LD – an organelle for the storage of neutral lip-

ids – acts as an assembly platform for HCV and thus plays an

important role for the morphogenesis of HCV [7,10,11]. The viral

core protein is addressed to LDs via diacylglyceroltransferase 1

[12] and recruits NS proteins to LD-associated membranes, a cru-

cial step for virus morphogenesis. Several studies have shown the
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important role of apoE and the VLDL pathway in viral assembly

and release. It was described that apoE is crucial for virus assem-

bly and release of infectious viral particles [9,13,14].

The tail interacting protein of 47 kDa (TIP47, also named per-

ilipin 3 (PLIN3) or mannose 6 phosphate receptor binding protein

1 (M6PRBP1)), is described to be recruited to the LDs [15]. This

could be mediated by an apoE-like domain that is found in the

sequence of TIP47 [16,15]. This TIP47-derived apoE-like domain

is structurally well characterized [17]. Silencing of TIP47 blocks

LD maturation and results in decreased incorporation of triacyl-

glycerol into LDs [15].

TIP47 has also been described as cytoplasmic sorting factor.

GTP-loaded Rab9 binds to cytosolic TIP47 and promotes its

interaction with a proline rich motive in the cytoplasmic tail

of cation-independent mannose-6-phosphate receptors (MPRs).

In case of the cation-dependent MPR, the binding of TIP47

depends on a diaromatic YW motive. MPRs play a crucial role

for the transport of lysosomal enzymes from the trans-Golgi-

network (TGN) to endosomes. After delivery of its cargo to the

endosomal compartment, MPRs cycle back to the TGN (retro-

grade transport) [18,15]. The interaction of TIP47 with the cyto-

plasmic tail of MPRs initiates the retrograde transport of these

receptors [18,19].

Here we describe that TIP47 is an essential cellular factor for

HCV morphogenesis by its interaction with the viral protein

NS5A.

Materials and methods

Antibodies

The antibodies used for Western blotting, immunofluorescence, immunoPCR, and

IP are described in detail in the Supplementary Materials and methods.

Cell culture

The HuH7-derived cell clone HuH7.5 [20], that is highly permissive for HCV RNA

replication, was used for transfection and infection assays, as described [21]. The

use of human hepatocytes for research purposes was approved by the local ethics

committees of Regensburg, and written informed consent was obtained from all

patients. Hepatocytes were isolated [22], cultivation and infection of primary

human hepatocytes were performed as described [21].

Lentiviral silencing

For lentiviral transduction, MissionÒ TRC shRNA Clones (Sigma Aldrich) were

used. For details see Supplementary Materials and methods.

Plasmids

Plasmids pJHF1/wt, pJHF1/J6, pJHF1/GND, pFK-lucJHF1/wt have been described

[23,7,24,25]. The generation of expression vectors encoding TIP47 or TIP47 dele-

tion mutants is described in Supplementary Materials and methods.

In vitro transcription and RNA transfection

In vitro transcription, electroporation of HCV RNAs, and luciferase assays were

performed as described [21]. All luciferase assays were done at least in triplicate.

Virus titration

Virus titers were determined as described [26].

Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

For details see Supplementary Materials and methods.

Transient transfection

Cells were transfected 24 h after electroporation using linear polyethyleneimine

(PEI) (Polysciences, Inc.) as described in [27] and incubated for further 48 or

72 h. Gene expression was followed by qRT-PCR, immunofluorescence or Western

blot.

RNA interference (RNAi)

For transient RNAi transfection, cells were transfected with 10 nM TIP47-specific

small interfering RNA (siRNA) (Santa Cruz) using siPORT™ NeoFX™ Transfection

Agent (Ambion, Inc.) according to the manufacturer’s protocol. Cells were ana-

lyzed 72 h post-transfection. In addition, TIP47 transient downregulation was

performed using shRNA (siTIP47, pSI). Therefore, cells were transfected 24 h after

electroporation using PEI (Polysciences, Inc.) as described in [27], and incubated

for further 72 h. A c-Raf-specific siRNA served as positive control [28].

SDS-PAGE and Western blot analysis

SDS-PAGE and Western blot analysis were performed as described [28]. Equal

loading was controlled by detection of b-actin.

Indirect immunofluorescence analysis, electron microscopy

Immunofluorescence staining was analyzed using a confocal laser scanning

microscope (CLSM 510 Carl Zeiss) and LSM image browser software. The used

objectives were 63� and 100� n.a. 1.46.

2D gel electrophoresis

2D gel electrophoresis was performed as described [21]. After 2D gel electropho-

resis, the gel was silver stained according to the modified Blum protocol [29].

Spots were normalized with reference to the b-actin-specific spot. Differential

spots were cut out from the gel and subjected to a tryptic digestion.

Nanoflow-HPLC-MS/MS analysis

Samples were analyzed by nanoflow-HPLC (Ultimate3000) followed by ion trap-

ion cyclotron tandem mass spectrometry (LTQ-FT, Thermo Scientific, Dreieich).

For details see Supplementary Materials and methods.

Yeast two-hybrid assays

Yeast two-hybrid assays were performed as described by Dimitrova et al. [30].

This and the generation of the yeast two-hybrid vectors are described in detail

in Supplementary Materials and methods.

Results

Reduced amount of TIP47 in HCV replicating cells

In order to characterize the effect of HCV on the host cell prote-

ome, cellular lysates derived from HCV replicating HuH7.5 cells

and from the corresponding control cells were subjected to 2D-

gel electrophoresis (Fig. 1A). Differentially stained spots in both

gels were identified by mass spectrometry.

Based on this approach, we found that HCV replicating cells

contained less TIP47 than cells electroporated with a replica-

tion-deficient HCV RNA (JHF1/GND) (Fig. 1A). This was confirmed

by Western blot quantification of the cellular lysates derived
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from HCV replicating cells (Fig. 1B) and by confocal immunofluo-

rescence microscopy of HuH7.5 cells electroporated with the JFH-

1 genome using TIP47- and NS3-specific antisera (Fig. 1C).

To study the effect of HCV replication on TIP47 gene expres-

sion, total RNA was isolated from HCV replicating and non-repli-

cating corresponding control cells. After reverse transcription to

cDNA, the amount of TIP47-specific transcripts was quantified

by RT-PCR. The RT-PCR shows that in HCV replicating cells a

higher expression of TIP47 is found (Fig. 1D). Comparable results

were obtained for HCV-infected primary human hepatocytes

(Fig. 1E). Based on these data, it was analyzed whether the

decreased amount of TIP47 protein in HCV replicating cells is

due to a decreased stability. For HCV replicating cells, it was

found that the half-life of TIP47 is shortened to about 2.5 h, while

in HCV-negative cells the half-life is higher than 6 h (Fig. 1F).

Taken together, these data indicate that in HCV replicating

cells, compared to HCV-negative control cells, the intracellular

amount of TIP47 is decreased while the level of TIP47 mRNA is

increased.

Overexpression of TIP47 increases HCV replication while silencing of

TIP47 decreases release of infectious viral particles

To further study the relevance of TIP47 for the viral life cycle, the

amount of TIP47 was modulated by overexpression or silencing.

The effect on replication was analyzed by JHF1/Luc reporter gene

assay or by infectivity analyses, for determination of the amount

of released viral particles. These assays revealed that overexpres-

sion of TIP47 moderately favours viral replication (Fig. 2A and B).

Vice versa, silencing of TIP47 expression by siRNA resulted in a

decreased level of intracellular HCV RNA (Fig. 2C) as compared

to the control (pSI), and the infectivity analysis of supernatants

derived from cells with decreased TIP47 levels showed that the

amount of released viral particles was significantly decreased

(Fig. 2D). A c-Raf-specific siRNA was used as positive control

(Fig. 2G). Complete silencing of TIP47 by a lentiviral vector system

abolishes HCV replication. A productive replication could be

established neither by electroporation of these cells with the

JHF1/J6 construct (Fig. 2E and F) nor by infection with HCVcc

(data not shown). However, if the expression of TIP47 was

silenced in subgenomic replicon cells (HuH7 I377/NS3–30/wt/9–

13) [3], by transfection with a TIP47 specific siRNA and the corre-

sponding control (scrRNA), no effect on replication was observed

(Fig. 2G). This was confirmed by electroporation of TIP47 knock-

down cells and corresponding control cells (HuH7.5) with the

subgenomic replicon I389/NS3–30/LucUbiNeo-ET [3] (Fig. 2G).

Rescue of TIP47 expression by transfection of the knockdown

cells with a TIP47 expression vector pcHA-TIP47 rescued HCV

replication (Fig. 2H). In the control experiment, cells were res-

cued with a TIP47 mutant that lacks the NS5A binding domain

(pcTIP47-C6). In these cells, no HCV replication was detectable.

These data indicate that TIP47 is crucial for the HCV life cycle.

TIP47 binds to NS5A

TIP47 harbors an apoE-homologous domain [17]. In a recent pub-

lication, apoE was described to bind to NS5A [9]. Based on this,

we analyzed whether TIP47 directly interacts with the NS5A pro-

tein. Confocal double immunofluorescence microscopy of HCV

replicating cells shows a colocalization of NS5A with endogenous

TIP47 and lipid droplets (Fig. 3A). This could be confirmed in cells
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Fig. 1. Reduced amount of TIP47 in HCV replicating cells. (A) HCV replicating

and control cells were generated by electroporation of HuH7.5 cells with JHF1/Wt

or replication-deficient JHF1/GND HCV RNA as control. 48 h after electroporation,

cells were lysed and subjected to 2D gel separation. The silver stained gel reveals

a variety of different protein spots when HCV replicating cells were compared to

control cells. The spot labeled by a white circle was identified by mass

spectrometry as TIP47. (B) Western blot analysis of cellular lysates derived from

cells electroporated with the replicon JHF1/Wt (+) or the replication-deficient

JHF1/GND construct as control (–). 72 h after electroporation, cells were

harvested and lysed. For detection, TIP47-, and core-specific antisera were used;

a b-actin-specific serum served as loading control. The blot was quantified. The

graph shows the relative amount of TIP47 referred to b-actin. (C) Confocal

immunofluorescence microscopy (1000� magnification) of HuH7.5 cells electro-

porated with the JHF1 construct. The cells were fixed 72 h after electroporation

and stained using an NS3-specific antiserum (red) and a TIP47-specific polyclonal

antibody (green). Nuclei were visualized with DAPI (blue). (D) Quantification of

TIP47-specific mRNA by RT-PCR. Total RNA was isolated from HCV replicating

HuH7.5 cells (JHF1/J6) 24 h after electroporation. JHF1/GND replication-deficient

HCV RNA served as control. The level of TIP47-specific transcripts is normalized to

GAPDH mRNA. The graph represents the mean value from three independent

experiments. (E) Quantification of TIP47-specific mRNA by RT-PCR in infected

human primary hepatocyte. Total RNA was isolated from HCV-infected primary

human hepatocytes 120 h after infection. Uninfected cells served as control. The

level of TIP47-specific transcripts is normalized to GAPDH. The graph represents

the mean value from three independent experiments. The bars represent the

standard deviation. (F) Half-life of TIP47. HCV replicating (JHF1/J6) and control

(JHF1/GND) cells were treated with 70 lM cycloheximide (CHX) for 6 h. Cells

were harvested every 0.5 h and lysates were analysed by Western blot using

TIP47- and b-actin-specific antisera.
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Fig. 2. Silencing of TIP47 expression impairs viral replication. (A) HuH7.5 cells were electroporated with JHF1/Luc HCV RNA. 24 h after electroporation, cells were

transfected with a TIP47 expression vector (pGFP-TIP47) or the control vector (control = peGFP) for direct visualization of the transfection efficiency. Luciferase activity was

determined 72 h after electroporation. The graph represents the mean value from three independent experiments. (B) Overexpression of TIP47 induces an increase in HCV

infectious particle production. HCV replicating HuH7.5 cells were generated by electroporation with JHF1/J6 HCV RNA. 24 h after electroporation, cells were transfected

with a TIP47 expression vector (pcTIP47) or the control construct (control = pcTIP47rev). 72 h after electroporation, supernatants were collected and used for reinfection of

naïve HuH7.5 cells. For infectivity analysis, infected HCV cells were visualized by immunostaining, using NS5A-specific serum. The graph shows relative values referred to

the control and represents the mean value from three independent experiments. The bars represent the standard deviation. (C and D) HCV replicating HuH7.5 cells were

generated by electroporation with the replicon JHF1/J6.24 h after electroporation, cells were transfected with a TIP47-specific shRNA (siTIP47) or the control shRNA (pSI). (C)

72 h after electroporation, total RNA was isolated and the HCV-specific RNA was quantified by RT-PCR. As a reference, the amount of GAPDH-specific transcripts was

determined. The graph shows relative values referred to the control (pSI) and represents the mean value from three independent experiments. The bars represent the

standard deviation. (D) 72 h after transfection, the supernatant was collected and used for reinfection of naïve HuH7.5 cells. For infectivity analysis, infected cells were

visualized by NS5A immunostaining using NS5A-specific serum. The graph shows relative values referred to the control and represents the mean value of three independent

experiments. The bars represent the standard deviation. (E) Analysis of viral replication by luciferase reporter gene assay. Two independent TIP47-deficient cell lines (TIP47-

lenti clone1/clone2) and the corresponding control cells (HuH7.5) were electroporated with the HCV JFH-1luc-replicon. 72 h after electroporation, cells were harvested and

luciferase activity was determined. The graph shows relative values referred to the control and represents the mean value of three independent experiments. The bars

represent the standard deviation. (F) The expression of TIP47 was silenced by a lentiviral vector. Two independent TIP47-deficient cell lines (TIP47-lenti clone1/clone2) and

the corresponding control cells were electroporated with the JHF1/J6 replicon. 72 h after electroporation, cells were harvested and lysates were analyzed by Western blot

using TIP47-, NS5A-, core- and b-actin-specific antisera. (G) Left and middle panel: the expression of TIP47 in HuH7 I377/NS3–30/wt/9–13 was silenced by transfection with

a TIP47-specific siRNA and the corresponding control (scrRNA) [28]. A c-Raf-specific siRNA served as positive control [28]. 72 h after transfection, cells were harvested and

lysates were analyzed by Western blot using TIP47-, NS5A-, NS3 and b-actin-specific antisera. Right panel: the expression of TIP47 was silenced by a lentiviral vector. TIP47-

lenti clone 1 and the corresponding control cells (HuH7.5) were electroporated with the subgenomic replicon I389/NS3–30/LucUbiNeo-ET. 72 h after electroporation, cells

were harvested and lysates were analyzed by Western blot using TIP47-, NS5A- and b-actin-specific antisera. (H) Confocal immunofluorescence microscopy (1000�

magnification) of TIP47 knockdown cells established by a lentiviral vector. The knockdown cells were transfected 24 h before electroporation with a JHF1/J6 replicon with a

TIP47 expression vector (pcHA-TIP47) or with the TIP47 deletion mutant (pcTIP47-C6) lacking the NS5A interaction domain. Detection of TIP47 expression was performed

using a TIP47 specific antiserum (green); HCV replication was detected using an NS5A-specific antiserum (red). Nuclei were visualized by DAPI (blue). The immune

fluorescence microscopy shows that in the TIP47 knockdown cells, HCV replication can be rescued if TIP47 production is restored.

Research Article

1084 Journal of Hepatology 2013 vol. 58 j 1081–1088



overexpressing HA-tagged (data not shown) or mCherry-tagged

TIP47 (Fig. 3B). In all cases, it was found that a fraction of NS5A

colocalizes with TIP47.

To study whether these data indeed reflect a direct interac-

tion, further experiments were performed. Cellular lysates

derived from His-tagged-TIP47 overproducing HCV replicating

cells were loaded on a metal chelating column. After washing

of the column, bound proteins were eluted by imidazole. Western

blot analyses of the eluate fractions demonstrated that NS5A co-

eluted with His-TIP47, while NS5A was absent from the eluates

obtained from the control column loaded with lysates from

HCV replicating cells that do not overproduce His-TIP47

(Fig. 3C). This suggests a direct interaction of TIP47 and NS5A that

could be unequivocally confirmed by co-immunoprecipitation

experiments (Fig. 3D) and by yeast two-hybrid analysis (Fig. 4).

To investigate whether the co-precipitated NS5A is complexed

with viral RNA, immune-PCRs (iPCRs) were performed. The iPCRs

demonstrate that viral RNA can be precipitated by a TIP47-spe-

cific antibody from the lysate of HCV replicating cells (Fig. 3E).

This suggests that at least a fraction of NS5A that co-precipitates

with TIP47 is complexed with viral RNA.

NS5A binds to the N-terminal part of TIP47

TIP47 is described as an intracellular sorting factor that binds to

Rab9 [18,19]. Analysis of various mutants in the two-hybrid sys-

tem revealed that the C-terminal part of TIP47, harboring the

Rab9-interacting domain, is dispensable for the interaction with

NS5A, while the N-terminal PAT domain of TIP47 harbors the

interaction site (Fig. 4B and D) and is essential. This indicates that

the Rab9 binding site is not required for the binding of NS5A. All

the other HCV NS proteins failed to interact with TIP47 in the

yeast two-hybrid analysis (Fig. 4B and D). Moreover, the yeast

two-hybrid analysis revealed that the observed interaction of

NS5A with TIP47 is not restricted to genotype 2a. The interaction

could be observed for NS5A also derived from genotype 1a (data

not shown).
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TIP47 fusion protein or the control vector (pcDNA 3.1.(ÿ)). 72 h after transfection, cells were harvested and the lysate was loaded under native conditions on a Ni-loaded

HiTrap chelating column to enrich His-TIP47. The bound 6His-TIP47 was eluted by imidazole and the eluate fractions 2 and 3 (E2 and E3) were analyzed by Western blot

using NS5A and TIP47-specific antisera. The blot shows that when cells overexpress His-TIP47, NS5A co-elutes with His-TIP47 from the column. NS5A is absent in the

corresponding fractions of the control column (untreated cells). (D) NS5A co-immunoprecipitates with TIP47 in HCV replicating cell lysates. Co-immunoprecipitation of

cellular lysates derived from HCV replicating cells. For precipitation, a TIP47-, and NS5A-specific serum or an unrelated control serum (TNF-RI) was used. All antisera were

derived from rabbits. To study the effect of an NS5A inhibitor on the interaction with TIP47, IPs were performed in the presence of 100 nm daclatasvir in the lysate (lanes 4

and 5). Total lysate (lane 6) served as positive control. The precipitates were analyzed by Western blot using an NS5A-specific serum (rabbit) or a TIP47-specific serum

(goat). To avoid any cross-reactivity with the denaturated antibody fragments on the membrane, the clean blot system (Thermo Scientific) was used. (E) Immuno-PCR: for

precipitation, a TIP47- and NS5A-specific serum or an unrelated control serum (TNF-RI) was used. All antisera were derived from rabbits. After reverse transcription,

immunoprecipitates were analyzed by real-time PCR. Quantitative RT-PCR was performed using the following primers: R6–260-R19 (HCV_fw) (50-ATGACCA-

CAAGGCCTTTCG-30), R6–130–146 (HCV_rev) (50-CGGGAGAGCCATAGTGG-30). To prove the specificity of the IP, GAPDH-specific primers were used. Here the signal was

below the detection limit (data not shown).
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To identify the domains that are essential for the interaction

of NS5A with TIP47, further deletion mutants were tested by

yeast two-hybrid analyses. The domain I of NS5A is essential

for the interaction with TIP47. Further analyses revealed that

deletion of domain II significantly weakens the interaction of

NS5A with TIP47. Domain III, however, is dispensable for the

interaction with TIP47 (Fig. 4E). Testing various deletion mutants

of TIP47 revealed that aa 1–116 are sufficient for the interaction

with NS5A. Further deletions revealed that the PAT domain (aa

24–48) is essential for the interaction of TIP47 with NS5A

(Fig. 4F).

To investigate whether the interaction of TIP47 with NS5A can

be affected by the presence of NS5A inhibitors, a yeast two-

hybrid assay was performed in the presence of increasing con-

centrations of daclatasvir. The assay showed that this NS5A

inhibitor does not affect TIP47/NS5A interaction (Fig. 4G). Com-

parable results were obtained by co-immunoprecipitation exper-

iments performed in the presence of 100 nM daclatasvir (Fig. 3D).
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Fig. 4. The N-terminal PAT domain of TIP47 binds to NS5A. (A) Principle of the yeast two-hybrid screening: in this system, interaction between two proteins is indicated

by the activation of the reporter genes HIS3/ADE, which allows growth on histidine and adenine depleted (HIS-, ADE-) plates. (B) (Left panel) Schematic representation of

TIP47 constructs tested. (Right panel) Results of TIP47/NS5A interactions. (C) AH109 yeasts (matchmaker Clontech) were co-transformed with a plasmid encoding a fusion

of the TIP47wt coding region and the activation domain of Gal4 and plasmids encoding the fusion of the DNA-binding domain of Gal4 and HCV H77 or JHF1 strain proteins

(core, NS2, NS3, NS4B, NS5A, and NS5B) or the Gal4 DNA activation domain only (ÿ). After one week at 30 °C on selective HIS (ÿ) media, yeast growth was analyzed. (D)

AH109 yeasts (matchmaker Clontech) were co-transformed with a plasmid encoding a fusion of the TIP47constr1 to constr6 coding region and the activation domain of

Gal4 and plasmids encoding the fusion of the DNA-binding domain of Gal4 and HCV JHF1 NS5A protein. (E) (Left panel) Schematic representation of the NS5A constructs

tested and results of ApoE/NS5A and TIP47/NS5A interactions. (Right panel) Growth results of yeasts co-transformed with plasmids encoding Gal4 AD-Tip47 or Gal4 AD-

ApoE fusion proteins and plasmids encoding Gal4 DBD-NS5A protein constructs (DAH + DI, DDII, and DDIII). (F) (Left panel) Schematic representation of the TIP47

constructs tested. (Right panel) Yeast growth results. The experiment was performed as described in 4D. (G) Results of Tip47/NS5A interaction in the presence of the NS5A

inhibitor (daclatasvir) at different concentrations (0.1–100 nM).
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Taken together, our results demonstrate that NS5A interacts

with TIP47 via its PAT domain.

Discussion

The replication of the HCV genome occurs in replicon complexes

in the membranous web, an ER derived subcellular structure

[7,31–34]. Here, the replicon complexes are localized on the cyto-

plasmic face of the ER. During the viral replication process, de

novo synthesized RNA has to be transported from the replicon

complex to LDs, which are the assembly platforms of the virus.

It was proposed that NS5A, that possesses an RNA-binding activ-

ity, mediates this transfer. Although in replicating HCV, the rep-

licon complex and LDs are in close vicinity, efficient replication

might require a targeted transfer from the replicon complex to

the LDs. Indeed, there is evidence that the core protein that is

found on the surface of lipid droplets recruits NS5A to the LDs

[7]. Further analysis revealed that domain III of the NS5A protein

interferes with the core protein [6]. This raises the question about

the targeting of NS5A from the replicon complex to core, on the

surface of LDs.

In light of this observation, it is interesting that TIP47 dis-

plays a high affinity to lipid droplets [35]. Therefore, TIP47

could target the RNA-loaded NS5A from the replicon complex

to the surface of the lipid droplet and enables thereby the

encounter of the RNA-complexed NS5A with core. Indeed, the

iPCR reveals that viral genomes can be co-precipitated by a

TIP47-specific antibody. In line with this, during the HIV life

cycle, TIP47 is required to allow the interaction of Gag and

Env. Here TIP47 binds to the EnvY802W803 diaromatic motive

and to the W15E16 residues of Gag [36,37]. Taking this observa-

tion into account, it is interesting that in subgenomic replicons,

where no morphogenesis occurs, the lack of TIP47 fails to affect

genome replication.

The silencing experiments demonstrate the essential role of

TIP47 in the HCV life cycle. The experiments further demonstrate

that the function of TIP47 in the HCV life cycle cannot be com-

pensated by ApoE. In light of the crucial role of TIP47 in the

HCV life cycle, it is astonishing that HCV replicating cells contain

less TIP47 as compared to the control cells, although the expres-

sion is increased. This could reflect the fact that HCV destabilizes

TIP47 or withdraws TIP47 from the cell. The increased expression

of TIP47 could reflect a compensatory mechanism.

The yeast two-hybrid data demonstrate that the integrity of

the Rab9 binding domain is dispensable for the interaction with

NS5A. Further deletion analyses revealed that the N-terminal

PAT domain of TIP47 mediates the interaction with NS5A. In light

of the hypothesis that TIP47 targets the NS5A complexed RNA-

genome from the replicon complex to the surface of the lipid

droplet, one can speculate that the PAT domain binds to the

RNA-complexed NS5A. Due to the high affinity of the PAT domain

for LDs, the complex is transferred to the LD surface, where RNA

binds to core and NS5A is released.

Based on the crucial role of TIP47 in the HCV life cycle, it is

tempting to speculate whether TIP47 could be a target for antivi-

ral strategies. A specific approach should target the NS5A-TIP47

interaction, i.e., based on small molecules that mimic the NS5A-

specific sequence that binds to TIP47. This might result in a com-

petition of the TIP47/NS5A interaction and thereby could confer

to an inhibition of HCV replication.
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a  b  s  t  r a  c  t

Hepatitis  C  virus  (HCV) morphogenesis  and release  are closely  linked  to lipid  metabolism.  It  has  been
described recently by our group  that  TIP47  plays  an  essential  role  for the  targeting  of the NS5A­complexed
RNA  genome  from the  replicon complex to the  lipid  droplet. Moreover,  apolipoprotein (apo)  E was  found
to be associated  with  the  viral  particle.  In  light  of the  fact,  that  TIP47 harbors  an  apoE like  domain and has
a high  affinity  to lipoproteins, the  interaction  of  TIP47 with  the viral  particle  and the potential  relevance
for the  release of the  viral  particle were  investigated.  Coimmunoprecipitations  and electron microscopy
analysis using  immunogold  labeling  revealed  that  TIP47 binds to  the viral  particle and stays  associated
with  the  released HCV  particle.  Silencing  of the  TIP47 binding partner Rab9 by lentiviral  transduction
abolishes  the viral  replication.  However,  destruction of TIP47­Rab9  interactions  by  deletion/mutation
of the  Rab9  binding does  not  abolish  the  genome  replication  domain  but  prevents  the  release of HCV
particles.  The  binding of  these TIP47 mutants  to the  viral  particle is  not  affected  by destruction of the
Rab9  binding  domain.  Moreover,  we found  that  these  TIP47 mutants lacking the  binding site for  Rab9
misdirect  the de novo  synthesized  viral particles  to the autophagosomal/lysosomal  compartment  where
the particles are degraded.  From this  we conclude  that  the  Rab9­complexed  TIP47 plays  an  essential role
for the  proper  release  of  hepatitis C  viral  particles.

©  2013  Elsevier  GmbH.  All rights reserved.

Introduction

The hepatitis C virus (HCV) is a  major cause of  chronic hepatitis,
liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. At present, more than
170 million people are persistently infected with HCV worldwide.
HCV is an enveloped, single­stranded, positive­sense RNA virus in
the Hepacivirus genus of  the Flaviviridae family. The HCV genome
is a single­stranded positive­sense RNA molecule of approximately
9600 bases length (Lavanchy, 2009).

Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; LD, lipid droplet; ER, endoplasmic reti­
culum; TIP47, tail interacting protein of 47 kDa; NS5A, non­structural protein 5A;
TNF­RI, Tumor necrosis factor receptor I.

∗ Corresponding author at: Dept. of Virology, Paul­Ehrlich­Str. 51­59, D­63225
Langen, Germany. Tel.: +49 6103772140/1; fax:  +49 6103771273.

E­mail address: eberhard.hildt@pei.de (E.  Hildt).

The viral RNA encodes for a large polyprotein of approximately
3100 amino acids which is co­ and/or posttranslationally processed
by cellular and viral proteases. The N­terminus encompasses the
structural proteins core, E1, and E2; the C­terminus the p7 protein
and the nonstructural (NS) proteins NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
and NS5B (Lavanchy, 2009; Bartenschlager et  al., 2011).

An interesting aspect of HCV is the relation between the HCV
life cycle and hepatocyte lipid metabolism. HCV replication takes
place at specialized rearranged intracellular ER membranes, the so
called membranous web (Miyanari et al.,  2007; Moradpour et al.,
2007), that are  enriched in proteins involved in very low den­
sity lipoproteins (VLDL) assembly, i.e. apoB, apoE and microsomal
triglyceride transfer protein (MTP) (Huang et al., 2007). Recently it
was observed that NS5A directly interacts with apoE (Benga et  al.,
2010).

Moreover, the lipid droplet (LD) – an intracellular lipid stor­
ing organelle – acts as an assembly platform for HCV and thus
plays an important role for the morphogenesis of HCV (Miyanari

0171­9335/$ –  see front matter © 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2013.12.003
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et al., 2007; Barba et  al.,  1997; McLauchlan et al., 2002). The
viral core protein is addressed to the LDs via the diacylglycerol
acyltransferase­1 (DGAT1) (Camus et al., 2013) and recruits NS
proteins to LD­associated membranes, a crucial step for virus mor­
phogenesis. Several studies have shown the important role of apoE
and the VLDL pathway in viral assembly and release. Indeed, it  has
been described recently, that apoE interacts directly with the viral
protein NS5A and showed that apoE is crucial for virus assembly
and release of infectious viral particles (Benga et al.,  2010; Jiang,
2009; Gastaminza et  al., 2010).

The tail interacting protein of 47 kDa (TIP47, also named as per­
ilipin 3  (PLIN3) or as mannose 6 phosphate receptor binding protein
1 (M6PRBP1)), is associated to LDs and has been described to be
important for the LDs maturation (Bulankina et al., 2009). This could
be mediated by part of an apoE like domain that is found in the
sequence of TIP47 (Wolins et  al.,  2001; Bulankina et al.,  2009). The
TIP47­derived apoE­like domain is structurally well characterized
(Hickenbottom et  al., 2004).

TIP47 has also been described to act as a cytoplasmic sorting
factor. It is involved in  the recycling of  the cation­independent
Mannose­6­phosphate receptors (CI­MPRs). MPRs play a  crucial
role for the transport of lysosomal enzymes from the trans­Golgi­
network (TGN) to endosomes. After delivery of  their cargo to the
endosomal compartment MPRs cycle back to the TGN (retrograde
transport) (Diaz and Pfeffer, 1998; Bulankina et al.,  2009). The bind­
ing of the GTP­loaded Rab9 to the cytosolic TIP47 promotes its
interaction with a proline­rich motive in the cytoplasmic tail of
MPRs and initiates the retrograde transport of  these receptors (Diaz
and Pfeffer, 1998; Aivazian et al.,  2006).

Recently, we and other described that TIP47 binds to the HCV
protein NS5A. The NS5A/TIP47 complex targets the de novo synthe­
sized viral RNA that is bound to NS5A from the replicon complex
to the LDs (Ploen et al.,  2013; Vogt et al., 2013).

Here we describe that TIP47 is an  essential cellular factor for the
release of infectious viral particles. The interaction of  TIP47 with
Rab9 is required for the targeting of TIP47 to the surface. TIP47
stays associated with the released viral particle. However, TIP47
mutants that lack the binding site for Rab9, misdirect the de novo

synthesized viral particles to the autophagosomal compartment.

Materials and methods

Cell culture. The Huh7­derived cell clone Huh7.5 (Blight et al.,
2002), that is highly permissive for HCV RNA replication, was
used for transfection and infection assays. Cells were grown
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 2 mM l­glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 mg/ml strep­
tomycin and 10% fetal calf serum (complete DMEM). Huh7.5 cells
stably expressing TIP47 or TIP47­mutants were selected in com­
plete DMEM containing 750 mg/ml G418.

Antibodies. For detection of TIP47 (N­15, C­20) commercial
goat/rabbit­derived polyclonal antibodies (Santa Cruz Biotech) and
a rabbit­derived polyclonal anti­M6PRBP1 (Sigma) were used. Anti­
NS3 (8G­2) was purchased from Abcam, anti­Core from ABR Affinity
BioReagents, monoclonal anti­HCV­E2 (HCM­091a­5) from Austral
Biologicals, monoclonal anti­HA (12CA5) from Roche and mono­
clonal anti­b­actin from Sigma–Aldrich. For detection of Rab9,
commercial rabbit­derived polyclonal antibody (Sigma) was used.
The polyclonal rabbit­derived NS5A­specific serum was  described
by Burckstummer et al. (2006).  Rabbit­derived polyclonal TNF­RI
(C­20) and HXK­I (H­95) antibodies were purchased from Santa
Cruz Biotech. For detection of p62, LC3 and LAMP­2 (CD107b) that
were used as autophagosomal markers, antibodies were purchased
from Progene Biotechnik, MBL  and BD PharmingenTM. Alexa 488­
conjugated secondary antibody was obtained from Invitrogen. All

other fluorochrome­conjugated antibodies were purchased from
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. and secondary anti­
bodies for Western blotting were obtained from Dianova and Santa
Cruz Biotech. Lipid droplets were stained using BODIPY 498/503
from Invitrogen.

SDS­PAGE and Western blot analysis.  SDS­PAGE and Western
blot analysis were performed as described (Burckstummer et al.,
2006). Equal loading was controlled by detection of  b­actin. Detec­
tion of  bound secondary antibodies was performed by ECL using
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate SuperSig­
nal (Millipore) or West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific, Freiburg, Germany). Immunoprecipitations were ana­
lyzed using the clean blot system (Thermo Scientific) to avoid any
crossreactivity with the denaturated antibody fragments on the
membrane.

Immunoprecipitations. HCV­replicating cells were transfected
with HA­TIP47­V5/His (8 mg/1 × 107 cells) and harvested after
72 h.  Cells were washed with ice cold PBS and lysed in 0.1%
n­octylglucopyranoside in PBS supplemented with protease­
inhibitors and incubated 20  min  on ice. After preincubation with
Protein A/G Plus­agarose (Santa Cruz Biotech) the lysates were
incubated with 3 mg antibody for 2 h at 4 ◦C with gentle mixing. A
slurry of Protein A/G Plus­agarose (Santa Cruz Biotech) was added
to the mixture and incubated for 1 h at 4 ◦C. The mixture was  cen­
trifuged and the resin was  washed twice with lysis­buffer. 60 ml
denaturating SDS sample buffer were added to the resin pellet and
boiled for 5 min. The samples were analyzed by Western blot using
the clean blot system to avoid any cross reactivity of  the antibodies
used for detection with the blotted antibodies used for precipitation
(Ploen et  al., 2013).

Plasmids. The plasmids pJFH1/wt, pJFH1/J6, pJFH1/GND, pFK­
lucJFH1/wt have been described (Wakita et al., 2005; Miyanari
et al., 2007; Koutsoudakis et al., 2006; Pietschmann et al., 2006).
To generate pcTIP47 and pEGFP­TIP47, human TIP47 cDNA was
amplified by PCR and subsequently cloned into pcDNA 3.1.(−)
(Invitrogen) or pEGFP­N1 (Clontech). An N­terminal HA­tagged
TIP47 including a C­terminal V5/His­tag was generated using the
TOPO TA Cloning© KIT (Invitrogen). TIP47­mutants (TIP47del, lack­
ing amino acids 151–169 and TIP47mut harboring an  amino acid
exchange SVV­AAA (167–169)) described in (Hanna et al.,  2002),
that fail to bind Rab9 were engineered using site directed muta­
genesis and cloned into pcDNA 3.1.(−) (Invitrogen) or pEGFP­N1
(Clontech). As an additional negative control pcTIP47rev was  used
that contains the TIP47 gene in inverse orientation. RFP­Rab9 and
GFP­Rab9 were kindly provided by Prof. Höning (Universität Köln,
Germany).

Real time polymerase chain reaction (RT­PCR). RNA isolation was
performed using peqGOLD TriFast (PEQLAB Biotechnologie GmbH)
according to the manufacturer’s instructions. For cDNA synthesis,
4 mg of  total RNA was treated with DNase I  (PEQLAB Biotech­
nologie GmbH). First­strand synthesis was carried out  using
Random Hexamer Primer (Fermentas) and RevertAid H Minus
M­MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas) and semi­quantitative
RT­PCR was performed according to the Fermentas protocol.
RT­PCR was performed using the following primers: R6­260­R19
(HCV fw)  (5′­atgaccacaaggcctttcg­3′), R6­130­146 (HCV rev)
(5′­cgggagagccatagtgg­3′),  TIP47 XhoI fw (5′­aaactcgagcgccacca­
tgtctgccgacggg­3′), TIP47 Del rev (5′­aaagaattcgcgcctccgacaa­
ttgggt­3′), GAPDH fw (5′­gaccccttcattgacctcaac­3′), GAPDH rev
(5′­tggactgtggtcatgagtcc­3′).

In vitro transcription and RNA transfection. In vitro transcription,
electroporation of HCV RNAs, and luciferase assays were performed
as described (Himmelsbach et al., 2009). All  luciferase assays were
done at least in triplicate.

Virus titration. Virus titers were analyzed by determina­
tion of the TCID50 as described (Steinmann et  al.,  2008). For
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detection of HCV­positive cells an NS5A­specific serum described
in Burckstummer et al. (2006) was used.

Transient transfection. The cells were transfected 24 h after elec­
troporation using linear polyethyleneimine (PEI) (Polysciences,
Inc.) as described in (Ehrhardt et al.,  2006)  and incubated for
further 48 h  or 72 h. Gene expression was followed by qRT­PCR,
immunofluorescence or Western Blot.

Lentiviral silencing. Expression of TIP47 and of  Rab9 was
silenced by lentiviral transduction as described by (Ploen et  al.,
2013).  Lentiviral transduction Mission® TRC shRNA Clones
(Sigma–Aldrich) were used. Huh7.5 cells (1.6 × 104 cells/ml) were
seeded in 24 well plates one day prior transduction to allow cells
to  grow to 50–70% confluence upon transduction. The follow­
ing day, cells were transduced (MOI = 2), medium was  changed
after 18–20 h and cells were grown in  complete DMEM (without
puromycin) for 1–2 days. For selection, cells were trypsinized and
transferred to a 10 cm petridish and grown in complete DMEM con­
taining puromycin (5 mg/ml). Fresh medium was replaced every
3–4 days until resistant colonies could be isolated. Successful
knockdown was detected by  Western blot analysis. Transduced
cells were grown in complete DMEM supplemented with 5 mg/ml
puromycin.

Heparin­affinity chromatography.  50  ml  supernatant derived
from HCV­replicating Huh7.5 cells or from control cells (electro­
porated with JFH1/J6 or JFH1/GND – HCV RNA) were loaded on
Hitrap heparin columns equilibrated with 0.02 M Tris–HCl (pH 7.4),
0.15 M NaCl using a Äkta chromatography system (GE healthcare).
The columns were washed with 10 volumes of equilibration buffer.
Bound proteins were eluted with 0.02 M Tris/HCl (pH 7.4), 2 M NaCl.
Fractions of 1  ml  were collected and analyzed by Western blot (Zahn
and Allain, 2005).

Indirect immunofluorescence analysis. The cells were fixed using
4% formaldehyde (10 min  at 25 ◦C) or ethanol:aceton (1:1) (10 min
on ice). Cells were stained with specific antibodies for 1 h at
room temperature in a humid chamber and finally mounted with
Mowiol. Immunofluorescence staining was analyzed using a con­
focal laser scanning microscope (CLSM 510 Carl Zeiss) and LSM
image browser software. The used objectives were 63×  and 100×,
n.a. 1.46.

Immunolabeling of HCV particles for electron microscopy. Huh7.5
cells were electroporated with HCV RNA (JFH1/J6) as described
above and seeded in six well plates. 24 h after electroporation
cells were transfected with 1 mg  pcTIP47 as described above. 24 h
after transfection the medium was changed to serum­free Opti­
MEM medium and supernatants (SN) were collected 48 h  after
transfection. The SN was concentrated 50 fold in Centricon cen­
trifugal devices with a  100 kDa cut­off and loaded on a sucrose step
gradient (20–60%). After ultracentrifugation for 2 h at 150,000 × g

four fractions were collected from the top of the gradient. Frac­
tion 3 that contains most infectious particles and HCV­RNA, was
further concentrated 10 fold using Amicon Ultra­0.5 ml centrifugal
filters.

For immunogold­labeling the concentrated supernatant (40 ml)
was incubated for 30 min  at RT  with mouse monoclonal E2­
antibody and rabbit polyclonal TIP47­antibody diluted 1:100 in
PBS. Afterwards the samples were incubated with the correspond­
ing secondary antibody conjugated to 5­ (mouse) or 10 nm (rabbit)
gold­particles (BioCell, UK) for 30 min  at RT diluted 1:100 in PBS.
The gold­particles were precipitated by centrifugation for 1 h at
17,000 × g at 4 ◦C and the pellet was finally diluted in 40 ml PBS.
20 ml were subjected to Ni300­grids and incubated for 10 min  at RT.
The grids were washed two times in PBS and finally five times with
H2O. Negative staining was performed by  application of 2% uranyl
acetate for 10 s  at RT. The grids were examined using transmis­
sion electron microscope (Zeiss EM109; Jena, Germany) operating
80 kV and electron micrographs were taken with a SSCCD camera

(TRS, Moorenweis, Germany) using iTEM 5.0 Software (Olympus,
Muenster, Germany).

Results

TIP47 is part of the released viral particle

HCV particles are heavily associated with lipids and lipoproteins.
In accordance with this, it was  shown recently that apoE is associ­
ated with the viral particle (Jiang, 2009; Owen et  al.,  2009; Catanese
et al., 2013; Merz et al., 2011). Since TIP47 harbors an  apoE homo­
logue domain and is recruited to the LDs via its  N­terminal PAT
domain, we  analyzed whether TIP47 is associated with the viral
particle. Therefore, we  purified the supernatant of HCV replicat­
ing and HCV negative cells (control) by affinity chromatography
on a heparin column. Analysis of  the eluate fractions by West­
ern blot revealed that TIP47 is co­purified with the viral particle
but cannot be detected in the corresponding fractions from HCV
negative cells (Fig. 1a).  The co­purification of TIP47 with the viral
particle suggests that TIP47 is part of the viral particle. The asso­
ciation of TIP47 with viral particles was  further confirmed by
immunoprecipitations of supernatants from HCV replicating cells
(Fig. 1b) demonstrating that HCV particles could be co­precipitated
by a TIP47­specific antiserum and vice versa.  In accordance to this,
immunogold electron microscopy of  viral particles enriched from
the supernatant of  HCV producing cells using E2­ and TIP47­specific
antisera (Fig. 1d) demonstrated that TIP47 is associated with HCV
particles. Moreover, it  was  observed that pre­incubation of HCV
containing supernatants with TIP47­specific antisera significantly
decreases their infectivity (Fig. 1e).

Taken together, several lines of  evidence show that TIP47 is
associated with the viral particle.

Confocal double immunofluorescence microscopy staining of
liver sections derived from HCV infected patients using E2­ and
TIP47­specific antisera further indicated that TIP47 is associated to
the viral particle (Fig. 1c).

Rab9 is associated with TIP47 at the intracellular HCV particles

Based on our observation that TIP47 is associated with extracel­
lular viral particles we  analyzed whether TIP47 already associates
with intracellular viral particles. Confocal double immunofluores­
cence microscopy of HCV replicating cells shows that a fraction
of TIP47 partially colocalizes with the HCV core (Fig. 1f). Coim­
munoprecipitation experiments of  cellular lysates derived from
HCV replicating cells confirmed an interaction of  TIP47 with intra­
cellular particles (Fig. 1g) as  HCV could be efficiently precipitated
by TIP47­specific antiserum. In the vice versa reaction using an
E2­specific antiserum TIP47 was precipitated as well (Fig. 1g).
This confirms that TIP47 is associated with the intracellular par­
ticle.

TIP47 has been described as an  intracellular sorting factor (Diaz
and Pfeffer, 1998). This functionality of  TIP47 depends on the
interaction of TIP47 with Rab9. Rab proteins and their effectors
facilitate vesicular transport by tethering donor vesicles to their
respective target membrane (Zerial and McBride, 2001). To study
whether Rab9 interacts with TIP47 in Huh7.5 cells we investi­
gated whether TIP47 colocalizes with Rab9 in  these cells. Confocal
double immunofluorescence of  Huh7.5 cells shows a partial colo­
calization of TIP47 with Rab9 (Fig. 2a). To study whether the
interaction of TIP47 with Rab9 can be observed in HCV replicating
cells, confocal immunofluorescence microscopy of  HCV­positive,
RFP­Rab9­ and GFP­TIP47­ overproducing cells was performed.
Here a partial colocalization of Rab9 with TIP47 and NS5A could be
observed (Fig. 2b and c). The interaction of TIP47 with Rab9 could be
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Fig. 1. TIP47 is associated with the viral particle. (a) Huh7.5 cells were electroporated with the JFH1/J6 or JFH1/GND (control). 72 h  after electroporation, the  supernatants
were collected and loaded on a heparin column. Bound viral particles were eluted by step elution at an increased NaCl concentration (2  M NaCl) (lanes 3–6). The eluate
fractions were analyzed by Western blot using core­ and TIP47­specific antisera. Lysates of Huh7.5 cells (lane 1) and  HCV­replicating Huh7.5 cells (lane 2) served as positive
controls. The eluate fraction from the  column loaded with JFH1/J6 supernatant is shown in lanes 3 and 4, the corresponding fractions of  the  control column loaded with
JFH1/GND­derived supernatant in  lanes 5 and 6. (b) Supernatants obtained from HCV­replicating Huh7.5 cells were concentrated 20­fold using a  Millipore centrifugation
concentration unit. The concentrated supernatants were immunoprecipitated using TIP47­, E2­ (positive control) or a  TNF­RI (Tumor Necrosis Factor Receptor­Type I) –
(negative control) specific antiserum. The precipitates were analyzed by Western blot using a  core­ or TIP47­specific antiserum. Concentrated supernatant served as positive
control. (c) Confocal immunofluorescence microscopy (400×  magnification) of liver sections derived from a patient suffering from chronic HCV infection using TIP47 (red) –
and  E2­specific serum (green). Nuclei were visualized by DAPI (blue). (d) Electron micrograph of HCV particles that were enriched from the supernatant of HCV replicating
cells.  The viral particles were labeled using TIP47­ and E2­specific antibodies that were visualized by sec.  antibodies conjugated to 5 or 10 nm  sized gold particles. E2­specifc
labeling is visualized by the black arrows, the  TIP47 specific staining by  the  white arrows. (e) Huh7.5 cells were infected with supernatants from HCV­replicating cells.
The  supernatants were preincubated for 1 h at room temperature with 50 mg/ml of two  different TIP47­specific sera (TIP47 (C­20), TIP47 (N­15)) and added to the cells for
16  h. Preincubation with an E2­specific antiserum and preincubation without serum served as controls. The infectivity was  analyzed by quantification of  the NS5A positive
cells.  The graph shows relative values referred to the control and represents the mean value of three independent experiments. A  hexokinase­specific antiserum served as
additional negative control. The bars represent the standard deviation. (f) Confocal immunofluorescence microscopy (1000× magnification) of HCV­replicating Huh7.5 cells
using TIP47­(green) and core­(red) specific antisera. Nuclei were visualized by DAPI (blue). The lower panel shows the intensity profile corresponding to the region spanned
by  the white arrow in  the  upper panel (TIP47 in green and core in  red). (g) Cellular lysates derived from HCV­replicating Huh7.5 cells were subjected to immunoprecipitations
using TIP47­, Rab9­, E2­  (positive control) or a  TNF­RI (Tumor Necrosis Factor Receptor­Type I)­ and HXK­I (Hexokinase 1) (negative control) specific antiserum. To  avoid
overloading different amount of precipitates were loaded. The precipitates were analyzed by Western blotting using a Rab9­, core­ or TIP47­specific antiserum.

confirmed by coimmunoprecipitation experiments of cellular
lysates derived from HCV­replicating cells. However, in  case of
cells that overproduce a deletion mutant of TIP47, that lacks the
Rab9 binding domain, no  coprecipitation of  TIP47 with Rab9 was
observed (Fig. 2d). This indicates that Rab9 can specifically bind to
TIP47 in HCV replicating cells.

Silencing of Rab9 expression impairs HCV replication

We have recently described that silencing of TIP47 does
not affect the replication of  the viral genome but prevents
the release of viral particles. To  study the relevance of  Rab9
and the formation of  the TIP47/Rab9 complex for the HCV

genome replication and release of viral particles, the expression
of Rab9 was  silenced by lentiviral transduction. The knock­
down of the Rab9 expression was  demonstrated by Western
blotting (Fig. 3a). The Western blot analyses further showed a
decrease of  the HCV core amount in  Rab9 deficient cells com­
pared to the control cells (Fig. 3a).  Electroporation of Rab9
knockdown cells with the genome of an HCV luciferase reporter
virus (JFH1­luc) revealed that Rab9 silencing impairs HCV replica­
tion (Fig. 3b). Since the Western blot (Fig. 3a) shows that still a small
amount of core is produced a  quantification of the particle release
by determination of the TCID50 of  supernatants derived from JFH­1
transfected Huh7.5 wt compared to Huh7.5 Rab9 knockdown cells
was performed (Fig. 3c). This experiment showed that silencing of
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Fig. 2. Rab9 is associated with TIP47 in HCV replicating cells. (a) Confocal
immunofluorescence microscopy (1000× magnification) of Huh7.5 cells that were
transfected with an expression vector encoding RFP­Rab9 (red). Endogenous TIP47
was  detected by a TIP47­specific antibody (green). Nuclei were visualized by DAPI
(blue). The cells were analyzed by confocal immunofluorescence microscopy (1000×

magnification). (b) Confocal immunofluorescence microscopy (1000× magnifica­
tion) of Huh7.5 cells stably overproducing GFP­TIP47 (green) were electroporated
with JFH1/J6 HCV RNA and cotransfected with an expression vector encoding RFP­
Rab9 (red). NS5A was  detected by  a polyclonal serum (blue). The cells were analyzed
by confocal immunofluorescence microscopy (1000× magnification). (c)  Higher
magnification of the indicated field shown in b. The lower panel shows the  intensity
profile corresponding to the region spanned by the  white arrow in the  upper panel
(blue: NS5A, red: RFP­Rab9, green: GFP­TIP47). (d)  Coimmunoprecipitation of  cel­
lular  lysates derived from HCV­replicating cells (JFH1/J6) that stably overproduce
GFP­TIP47wt, GFP­TIP47del or GFP­TIP47mut using TIP47­, Rab9, NS5A­ or a Core­
specific serum (control) were used. The precipitates were analyzed by Western blot
using a  Rab9­specific serum.

Rab9 expression prevents the release of viral particles. These data
demonstrate that loss of  Rab9 impairs HCV replication.

The importance of Rab9 for late­endosome­to­plasma­
membrane vesicular transport during the life cycle of diverse
virus (e.g. HIV­1, Ebola, Marburg and measles viruses) has been
described recently by  Murray et al. (2005).  In this context, also
TIP47 has been described to be important for the life cycle of  other
viruses. In HIV infected cells, TIP47 is required for the encounter
between Gag (group specific antigen) and Env (envelope) and plays
an important role for the incorporation of Env into mature virions
(Blot et al., 2003; Lopez­Verges et al.,  2006; Bauby et  al., 2010).
Silencing of TIP47 as well as Rab9 leads to impaired HIV replication
and decreased infectivity (Murray et al., 2005; Lopez­Verges et  al.,
2006; Bauby et al., 2010).

Destruction of the Rab9 binding site in TIP47 inhibits the  release of

viral particles

Since the data obtained from the Rab9­deficient cells show
an impaired HCV­replication the relevance of the Rab9/TIP47­
interaction for the release of HCV particles remained unclear. The
binding domain of TIP47 for Rab9 was characterized by Hanna
et al. (2002). TIP47 mutants deficient for Rab9 binding could
be generated by deletion (TIP47del) or mutation (TIP47mut) of
the Rab9 binding domain. Immunofluorescence analyses of  HCV­
replicating cells that were transfected with a TIP47del encoding
plasmid revealed that these mutants are still found on the sur­
face of LDs together with the core protein (Fig. 3d and e). To study
the relevance of  the Rab9/TIP47 interaction for the viral life cycle,
HCV­replicating cells were transfected with expression constructs
encoding TIP47wt or TIP47del, a mutant that lacks the Rab9­
binding domain. Western blot analyses of cellular lysates derived
from HCV replicating cells overproducing TIP47del revealed that
significant less intracellular core protein is found in  these cells com­
pared to control cells overproducing TIP47wt (Fig. 3f). In the case of
the non­structural protein NS3 only a weak reduction was observed
(Fig. 3f). Analysis of  the viral replication using a  luciferase reporter
gene virus revealed that destruction of the Rab9 binding domain of
TIP47 decreases, but does not abolish the HCV replication (Fig. 3g).
Although there is still significant replication of  the HCV genome,
quantification of the amount of released infectious particles by
determination of  the TCID50 showed that coexpression of TIP47del
inhibits the release of  viral particles (Fig. 3h). These data indicate
that the integrity of the Rab9 binding domain in TIP47 is a  crucial
prerequisite for the proper release of HCV although this mutation
does not affect NS5A­TIP47 interaction (Ploen et  al., 2013).

Destruction of the Rab9 binding site of TIP47 targets HCV to the

autophagosome

The data described above show that destruction of the Rab9
binding domain of TIP47 abolishes the release of  viral particles.
In light of this, the question about the fate of  the structural
proteins arises. Confocal analyses show that the subcellular dis­
tribution in HCV replicating cells of  TIP47del differs significantly
from TIP47. In contrast to TIP47wt, the deletion mutant is mainly
localized in open circular structures (Fig. 4a). The morphology of
these structures and their staining by p62­ (Fig. 4b and c) and
LAMP2 specific (Fig. 4d) antibodies characterized these structures
as autophagosomes. Comparable results were obtained for the
TIP47mut construct, a mutant that harbors a  mutated Rab9­binding
site and of TIP47 in Rab9 knock down cells (data not shown). Since
TIP47del still binds to NS5A (Ploen et al., 2013) and core colocalizes
with TIP47del around these open circular structures (Fig. 3d  and
c) we  speculated that destruction of  the Rab9­binding domain in
TIP47 might misdirect the de  novo formed viral particle toward the
autophagosomal/lysosomal compartment leading to a decreased
intracellular level of HCV core in these cells (Fig. 3f). To verify
this hypothesis, we inhibited the lysosomal activity by ammo­
nium chloride in HCV­replicating cells that overproduce TIP47del.
Subsequent Western blot analyses of cellular lysates showed that
inhibition of the lysosomal function by  ammonium chloride in HCV
replicating cells overproducing TIP47del results in  an increased
amount of  intracellular core (Fig. 4e,  left panel). Similar results
were obtained using bafilomycin (data not shown). In contrast to
this, inhibition of autophagy in untransfected HCV­replicating cells
resulted in a  slightly decreased core­level (Fig. 4e, right panel).

Moreover, in confocal immunofluorescence staining of HCV­
replicating cells two core populations can be detected. One
core­fraction can be found on surface of the LDs in the perinuclear
region whereas the other core­fraction is localized in the periphery
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Fig. 3. Silencing of Rab9 expression prevents release of HCV particles and the integrity of the Rab9 binding site of  TIP47 is required for the release of  HCV particles. (a)
The expression of Rab9 was  silenced by a lentiviral vector. Rab9­deficient stable cell lines (Rab9­kd clone1.2) and the corresponding control cells were electroporated with
the  JFH1/J6 replicon. 72 h  after electroporation, the cells were harvested and  the  lysates were analyzed by Western blot using Rab9­, core­ and  actin­specific antisera. (b)
Rab9­deficient cells and  the  corresponding control cells were electroporated with the genome luciferase HCV reporter virus JFH1­luc. 72 h after electroporation, the  cells
were  harvested and the  luciferase activity was determined. (c)  Rab9­deficient cells and the  corresponding control cells were electroporated with the JFH­1 construct. 72 h
after  electroporation the amount of released viral particles was analyzed by determination of the TCID50. The data are the mean value from three independent experiments.
The  error bars represent the standard deviation. (d) Confocal immunofluorescence microscopy (1000× magnification) of Huh7.5 that were electroporated with the JFH­1
construct. 24  h post electroporation the  cells were transfected with pcDNA TIP47del and analyzed 72 h post electroporation using a  TIP47 (green) and a Core­specific serum
(blue). Nuclei were visualized by DAPI (blue). (e) Confocal immunofluorescence microscopy (1000× magnification) of Huh7.5 cells that were untransfected (left panel) or
transfected with pGFP­TIP47mut that lacks the  Rab9­binding site. In  untransfected cells the endogenous TIP47 was  detected by a  TIP47­specific antibody (green) in the
GFP­TIPmut overproducing cells the  GFP­fluorescence was detected. LDs were stained with Nile Red (red). Nuclei were visualized by DAPI (blue). (f) Huh7.5 cells that
stably  overproduce TIP47wt or TIP47del were electroporated with the JFH1/J6 HCV RNA. 48 h  and 72 h after electroporation, the cells were harvested and the lysates were
analyzed by Western blot using NS3­, TIP47­, core­ and actin­specific antisera. (g) Huh7.5 cells that stably overproduce GFP­TIP47wt or GFP­TIP47del were electroporated
with  the luciferase reporter virus JFH1­luc. 72 h  after electroporation, the cells were harvested and the luciferase activity was  determined. (h) TIP47del expressing cells were
electroporated with the  JFH­1 construct. 72 h after electroporation the amount of released viral particles was  analyzed by  determination of  the  TCID50. The data are the mean
value  from three independent experiments. The error bars represent the standard deviation.

of the cell on LC3 positive structures representing autophagosomes.
Interestingly, in the LC3 positive structures no  LDs are detectable
(Fig. 4f).

Taken together, these data indicate that the integrity of the
TIP47/Rab9­binding domain is required for export of the viral par­
ticle. Destruction of  the TIP47/Rab9 interaction misdirects the viral
particle to the authophagosomal/lysosomal compartment (Fig. 4g).

Discussion

During the viral replication cycle the de  novo synthesized viral
genome is bound to NS5A (Huang et al., 2005; Wolk et al., 2008;
Miyanari et al., 2007). We observed recently that TIP47 binds to
the NS5A­RNA­complex and thereby is involved in the targeting
of the de novo synthesized viral RNA from the replicon complex
to the lipid droplets (Ploen et al., 2013; Vogt et al., 2013). In this
study we provide evidence that TIP47 is involved in further steps

of the viral life cycle. As described recently for apoE we observed
that TIP47 apart from its interaction with NS5A is associated with
the viral particle. This is in accordance to the presence of an apoE­
like domain within TIP47 and might reflect the affinity of  TIP47 to
lipoproteins. We show that the interaction of  TIP47 with the form­
ing viral particle is required for the release of the viral particle and
that silencing of  TIP47 abolishes the release of HCV. In this context
it is interesting to note that TIP47 harbors an apoE­like domain
although it is obvious that the function of TIP47 cannot be replaced
by apoE and vice versa. Indeed, silencing of  apoE expression pre­
vents the release of HCV as well (Benga et al.,  2010; Chang et al.,
2007)  but cannot be rescued by TIP47 (data not shown). This indi­
cates that both proteins are  associated with the viral particle but
fulfill different functions. TIP47 is described to act as an intracel­
lular sorting factor (Diaz and Pfeffer, 1998). Our data demonstrate
that TIP47 is required to direct the HCV particle toward release. This
function depends on the capacity to bind Rab9. While silencing of
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Fig. 4. Destruction of the Rab9 binding site of TIP47 misdirects HCV particles to the autophagosomal compartment. (a) Confocal immunofluorescence microscopy (1000×

magnification) of Huh7.5 cells transfected with pcDNA­HA­TIP47wt or pcDNA­TIP47del using a TIP47 (green) – and NS5A (blue)­specific antiserum. Nuclei were visualized by
DAPI (blue). (b) Confocal immunofluorescence microscopy (1000×  magnification) of Huh7.5 cells transfected with pcCDNA­TIP47del using a TIP47 (green) and a  p62­specific
serum  (red). Nuclei were visualized by DAPI (blue). (c) Confocal immunofluorescence microscopy (1000×  magnification) of Huh7.5 that were electroporated with the JFH­1
construct. 24 h post electroporation the cells were transfected with pcDNA­TIP47 wt or pcDNA­TIP47del and analyzed 72 h  post electroporation using a  TIP47 (green) and
a  p62­specific serum (red). Nuclei were visualized by DAPI (blue). (d) Confocal immunofluorescence microscopy (1000× magnification) of  Huh7.5 cells transfected with
pcDNA­TIP47wt or pcDNA­TIP47del using a TIP47 (green) and a LAMP­2­specific serum (red). Nuclei were visualized by  DAPI (blue). (e) Left panel: Huh7.5 cells stably
overproducing TIP47del were electroporated with the  JFH1/J6 HCV RNA. After 48 h, cells were grown for 24 h in  the presence of the indicated concentration of ammonium
chloride. The cells were then harvested and  the  lysates were analyzed by Western blotting using NS5A, TIP47­, core­ and actin­specific antisera. right panel: Huh7.5 were
electroporated with the JFH1/Wt HCV RNA. After 48 h, cells were grown for 24 h in  the  presence of the indicated concentration of ammonium chloride and Bafilomycin. The
cells were then harvested and the lysates were analyzed by Western blotting using p62­, core­, LC3­ and  actin­specific antisera. (f) Confocal immunofluorescence microscopy
(1000×  magnification) of  Huh7.5 that were electroporated with the JFH­1/Wt, JFH1/J6 and  JFH1/GND construct. 72 h post electroporation the cells were analyzed using core
(red)  and LC3­specific serum (blue). LDs were visualized using BodiPy488/503 (green). Nuclei were visualized by DAPI  (blue). (g) Model describing the relevance of TIP47 for
the HCV life­cycle.
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Rab9 expression leads to an impaired replication, destruction of
the Rab9 binding motif of TIP47 still allows replication but release
of viral particles is abolished. Our data, based on  the experiments
with TIP47 mutants that fail to bind Rab9, indicate that the release
of HCV particles depends on the capacity of TIP47 to interact with
Rab9. Interestingly the binding of  TIP47 to the viral particle or to
NS5A (Ploen et al.,  2013; Vogt et al., 2013)  does not depend on the
integrity of the Rab9 binding domain. However mutants of TIP47
that do not bind to Rab9 are strongly enriched in open circular struc­
tures that according to their morphology, and their staining with
LAMP­2 and p62­specific antisera were identified as autophago­
somes. It could be observed that inhibition of the lysosomal activity
in cells expressing TIP47mut increases the intracellular amount
of HCV­specific structure proteins. This indicates that destruction
of the Rab9­binding domain misdirects the TIP47/HCV complex
toward the autophagosomal/lysosomal compartment (Fig. 4f). In
this context, it is interesting to speculate whether the autophago­
somal/lysosomal pathway that is here targeted by overexpression
of TIP47mut could be involved in the viral life cycle. Only a small
fraction of the de novo synthesized structural proteins/viral par­
ticles are indeed released as infectious viral particles raising the
question about the fate of the particles that are  not released, and
about the mechanisms that discriminate between particles to be
released and particles to be intracellularly retained and degraded
(Quinkert et al., 2005; Post et al., 2009). In light of  this, it  is tempting
to speculate that a  fraction of  the de novo synthesized viral proteins
always ends in the autophagosomal/lysosomal compartment. This
process could be regulated by the level of Rab9­complexed TIP47.

TIP47 expression is increased in steatotic hepatocytes/livers. In
light of the relevance of  TIP47 for the HCV life cycle it is tempting
to speculate that steatosis­dependent upregulation affects HCV life
cycle.

Taken together, TIP47 fulfills several tasks in HCV morpho­
genesis and secretion. The NS5A/TIP47 interaction targets the
RNA­complexed NS5A to the surface of  the lipid droplets the place
of virus morphogenesis where TIP47 becomes part of the viral
particle. Here the interaction with Rab9 plays a crucial role for
the targeting of the viral particle out of  the cell. Disturbance of
the TIP47/Rab9 interaction misdirects the de  novo synthesized
viral particle to the autophagosome. In light of this targeting the
HCV/TIP47 interaction could represent a  novel target for antiviral
strategies.
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Etude du rôle des protéines cellulaires 
RACK1 et TIP47 dans l’infection par le 

virus de l’hépatite C. 
 

 

RESUME. 

Le virus de l’hépatite C (VHC) dépend de facteurs cellulaires pour accomplir son cycle 
viral et persister dans l’hôte. L’une des stratégies de notre laboratoire consiste à étudier de 
manière approfondie le réseau d’interactions virus-hôte, afin d’identifier de nouvelles cibles 
thérapeutiques cellulaires et de développer des antiviraux plus efficaces pour vaincre la 
résistance virale.  

Durant ma thèse j’ai étudié deux facteurs cellulaires qui sont impliqués dans le cycle de 
développement du VHC. Le premier facteur est la protéine ribosomale RACK1. Nous 
avons montré que cette protéine est spécifiquement requise pour la traduction IRES-
dépendante du VHC, et non pour la traduction coiffe-dépendante utilisée par la plupart des 
ARNm cellulaires. Le deuxième facteur est une protéine de surface des gouttelettes 
lipidiques appelée TIP47. Nous avons montré que cette protéine intervient dans le cycle 
viral, d’une part, en interagissant avec la protéine virale NS5A pour permettre 
l’assemblage des virions ; d’autre part, en participant à l’export des particules virales grâce 
à son interaction avec la GTPase Rab9. L’ensemble de ces travaux montre que de 
nouvelles cibles thérapeutiques pourraient être envisagées pour lutter contre le VHC.  

Mots clés : VHC, RACK1, Traduction, IRES, TIP47, assemblage, gouttelettes lipidiques, 
Rab9, Export.  

 

ABSTRACT. 

The hepatitis C virus (HCV) relies on cellular factors to complete its life cycle and persist in 
its host. One of the strategies employed by our laboratory is the in-depth study of the 
network of virus-host interactions to identify new therapeutic cellular targets and develop 
more effective antivirals to overcome viral resistance. 

During my PhD, I studied two cellular factors involved in the HCV life cycle. The first factor 
is the ribosomal protein RACK1. We have shown that this protein is specifically required 
for the HCV IRES-mediated translation but not for the cap-mediated translation that is 
used by the large majority of cellular mRNAs. The second factor is the lipid droplets 
binding protein TIP47. We have shown that this protein is involved in the HCV life cycle, 
firstly, by interacting with the viral protein NS5A to allow virion assembly; secondly, by 
participating in the export of viral particles through its interaction with the GTPase Rab9. 
This work shows that new therapeutic targets could be considered in the fight against 
HCV. 

Key words: HCV, RACK1, Translation, IRES, TIP47, viral assembly, lipid droplets, Rab9, 
viral egress. 

 


