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Virus de ’hépatite C
et gouttelettes lipidiques
Philippe Roingeard, Christophe Hourioux

> Le virus de I’hépatite C (VHC)

Bien que le VHC ait été identifié depuis
prés de 20 ans et que son génome et ses
protéines soient désormais bien connus
(Figure 1), le cycle infectieux de ce virus
reste encore énigmatique par bien des
aspects. Cela résulte principalement de
la difficulté, jusqu'a tres récemment,
de propager le VHC sur des systémes
de culture cellulaire in vitro. Dans ce
contexte, différents modeéles cellulaires
d’étude in vitro ont été mis au point.
Parmi ces modeles, les rétrovirus pseudo-
typés avec les protéines d’enveloppe
€1l et €2 du VHC ont permis d’identifier
des éléments clés dans les mécanismes
d’entrée du VHC dans la cellule [1]. Les
réplicons subgénomiques, constitués par
un génome viral contenant une séquence
de marqueur de sélection remplacant la
séquence des protéines structurales, ont
été un formidable outil pour I’étude de
la réplication virale et I’évaluation d’in-
hibiteurs potentiels de cette réplication
[2]. Malheureusement, ces réplicons ne
permettaient pas de produire du virus
complet et d’étudier la morphogenése
virale. Cette étape du cycle infectieux
n’a pu €tre abordée que grdce a des
modeles de surexpression des protéines
structurales du VHC, montrant notam-
ment le réle majeur de la protéine de
core dans la morphogenése de pseudo-
virions [3, 4]. Finalement, I’année 2005
aura été un tournant dans la recher-
che sur le VHC, avec la mise au point
d’un systéme cellulaire permettant de
reproduire un cycle infectieux complet
du VHC in vitro [5]. La communauté
internationale des chercheurs sur le VHC
doit cette découverte a la persévérance
du Dr Takaji Wakita (Tokyo, Japon), qui
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a eu I'idée de cloner un génome viral
a partir du sérum d’un patient atteint
d’une hépatite fulminante. Le génome
cloné (JFH1) s’est avéré étre doté de
propriétés particulieres (haut niveau de
réplication, sans mutations adaptatives
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en culture cellulaire), permettant la pro-
duction de particules virales infectieu-
ses. Méme si globalement les étapes clés
du cycle infectieux (entrée, réplication
du génome, morphogenése) ne sont pas
vraiment plus faciles a étudier avec ce
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Figure 1. Le génome et les protéines du VHC. A. Le génome viral consiste en un ARN simple brin
positif de 9,6 kb. Il code pour une polyprotéine d’environ 3 000 acides aminés. Cette région
codante est encadrée en 5’ par une séquence non codante de 341 nucléotides (nt), contenant un
site d’entrée du ribosome (IRES), et en 3’ par une séquence non codante essentielle a la réplica-
tionvirale, de longueur variable. La polyprotéine virale est clivée pour former des protéines struc-
turales (la protéine de core et les deux protéines d’enveloppe €1 et £2), servant & I’assemblage
du virus, et les protéines non structurales (de NS2 a NS5b), servant a la maturation de certains
domaines de la polyprotéine et a la formation d’un complexe de réplication de ’ARN viral. Ces
protéines non-structurales et structurales sont séparées par une petite protéine hydrophobe
appelée p7, dont le réle structural ou non structural n’est pas encore bien précisé. Les protéines
structurales sont engendrées par un clivage réalisé entierement par des peptidases cellulaires
présentes au niveau du réticulum endoplasmique (RE), alors que les protéines non structurales
sont produites par la protéase virale (NS2/NS3). B. Les protéines structurales sont associées a la
membrane du RE grdce a une succession de peptides d’initiation et de terminaison de transfert
dans la polyprotéine. Sur la face luminale du RE, la peptidase cellulaire du signal libére les pro-
téines d’enveloppe €1 et €2. La protéine de core subit un clivage additionnel par la peptidase du

peptide signal, ou SPP (signal peptide peptidase).
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systéme qu’avec les modeles alterna-
tifs évoqués ci-dessus, ce modele a le
mérite de reproduire ensemble toutes
ces étapes, et avec un virus similaire
a ceux qui circulent chez les patients
chroniquement infectés.

Les gouttelettes lipidiques

Ces structures ont longtemps été consi-
dérées comme des inclusions cytoplas-
miques inertes, ne servant qu’au stoc-
kage intracellulaire de triglycérides
et d’esters de cholestérol (Figure 24).
Cependant, elles ont connu ces der-

nieres années un regain d’intérét de la
part des biologistes cellulaires, pour
finalement acquérir un véritable statut
d’organite [6]. Participant & la régu-
lation de nombreux mécanismes cellu-
laires, elles représentent des structures
extrémement mobiles et dynamiques,
notamment grdce a des mouvements
s’effectuant le long des microtubules
du cytosquelette [7]. Outre leur rdle
dans la régulation du métabolisme
lipidique, les gouttelettes lipidiques
seraient aussi responsables des échan-
ges de lipides entre les membranes des

différents

Figure 2. Interaction de la protéine de core du VHC avec les gouttelettes lipidi-
ques. A. €n microscopie électronique, les gouttelettes lipidiques (GL) apparais-
sent comme des structures sphériques homogenes, d’aspect grisé peu dense aux
électrons. LU'expression de la protéine de core du VHC en systeme cellulaire in  se
vitro induit leur redistribution autour du noyau (N). B. La microscopie confocale
montre la présence de la protéine de core (C) du VHC en surface des gouttelettes
lipidiques (GL). C. Des techniques d’immuno-gold utilisant un anticorps mono-
clonal dirigé contre la protéine de core du VHC montrent la présence de cette
protéine a la fois a la surface des gouttelettes lipidiques et dans les membranes

du RE adjacentes, au sein desquelles se forment par bourgeonnement les parti-  |es

cules virales (fleches).
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compar-
timents
intracel-
lulaires,
contrélant
ainsi la
dynamique
de la com-
partimen-
talisation
cellulaire.
Elles nais-
sent dans
certaines
régions
du réticu-
lum endo-
plasmique
(RE), par
un méca-
nisme qui
n‘est pas
encorebien
déterminé.
Un modele
suggeére
cependant
qu’elles
pourraient
for-
mer par
accumu-
lation de
triglycéri-
des entre
deux
monocou-

ches de phospholipides de la membrane
du RE. Le gonflement de cet espace
conduirait alors au bourgeonnement
d’une gouttelette entourée d’une
monocouche de phospholipides dérivée
de la membrane du RE [7]. On ne sait
pas cependant si la gouttelette reste
associée au RE ou si elle s’en détache
completement pour s’individualiser.

Interaction entre le virus

et les gouttelettes lipidiques

Le lien entre le VHC et ces structu-
res cellulaires a été évoqué pour la
premiere fois il y a une dizaine d’an-
nées, lorsque des études d’expression
de la protéine de core du VHC dans des
lignées cellulaires in vitro ont mon-
tré que cette protéine se localisait a
la surface des gouttelettes lipidiques
[8]. Des études complémentaires ont
montré que le clivage de la protéine de
core par une protéase cellulaire, la SPP
(signal peptide peptidase) (Figure 1A
et 1B) est nécessaire pour permettre
la migration de cette protéine vers la
surface des gouttelettes [9]. Aprés
ce clivage, la protéine de core du VHC
reste ancrée dans la membrane du RE
ou associée aux gouttelettes grace a la
présence d’un domaine carboxy-termi-
nal hydrophobe, sans équivalent dans
la protéine de core des autres Flavivi-
rus (& I'exception du virus GBV-B, trés
proche phylogénétiquement du VHC)
[10]. Uexpression de la protéine de
core du VHC dans des systémes cellu-
laires in vitro induit une redistribution
des gouttelettes lipidiques dans les
zones périnucléaires, associée a une
co-localisation entre la protéine et ces
gouttelettes (Figure 2B et 2C). La signi-
fication de la localisation de la protéine
de core du VHC a la surface des goutte-
lettes lipidiques n’est pas encore bien
comprise. Le modéle des pseudo-virions
du VHC a cependant montré que le cli-
vage de la protéine de core par la SPP
est non seulement essentiel au trafic
de cette protéine vers les gouttelettes,
mais est aussi requis pour la formation
de la particule virale [11]. €n outre,



ce modele a permis d’observer que les
particules virales s’assemblent et bour-
geonnent au niveau de la membrane du
RE, a proximité des gouttelettes lipidi-
ques (Figure 2C). De facon intéressante,
dans le systéme de propagation du virus
JFH-1, la redistribution périnucléaire
des gouttelettes lipidiques et la loca-
lisation de la protéine de core du virus
a leur surface est également un événe-
ment majeur retrouvé dans les cellules
infectées [12], méme si ce systéme ne
permet pas de visualiser la morphoge-
nese du virus. Ainsi, les sites de forma-
tion des gouttelettes lipidiques pour-
raient constituer des microdomaines
favorables a I’assemblage des particu-
les virales, en réunissant des facteurs
viraux et/ou cellulaires nécessaires a
ces mécanismes de morphogenése, ou
en excluant au contraire des facteurs
pouvant I'inhiber.

VHC et stéatose hépatique

Méme si I'agression hépatique asso-
ciée a l'infection chronique par le VHC
résulte essentiellement de la réponse
immunitaire de I’hGte, certains aspects
de la pathogénie viro-induite sont liés
a des effets directs du virus. Parmi ces
aspects, la stéatose hépatique, carac-
térisée par I’accumulation de triglycé-
rides dans le cytoplasme des hépatocy-
tes, semble accélérer le développement
d’une fibrose du tissu hépatique, qui
elle-méme contribue a I'installation
d’une cirrhose [13]. La protéine de core
du VHC peut induire in vitro de multiples
effets dans la cellule, en interagissant
avec de nombreux partenaires cellulaires
modulant "activité transcriptionnelle ou
les voies de signalisation cellulaire. Son
impact sur "apoptose, la transformation
cellulaire, le métabolisme lipidique ou
la modulation de la réponse immune a
fait 'objet de nombreuses études [14].
Toutefois, certains de ces résultats sont
contradictoires, la plupart de ces travaux
ayant été effectués dans des conditions
de surexpression de la protéine, et dans
des systémes qui ne reproduisent pas
le cycle infectieux du virus. Concer-

M/S n° 5, vol. 23, mai 2007

nant la modification du métabolisme
lipidique, la localisation de la protéine
de core du VHC a la surface des gout-
telettes lipidiques n’est sans doute pas
fortuite, et pourrait avoir un lien avec
la survenue d’une stéatose hépatique
fréquemment observée chez les patients
infectés chroniquement par le VHC.
Cette localisation, récemment observée
in vitro dans des cellules reproduisant
un cycle infectieux complet, conforte
cette hypothese. En clinique, la stéatose
hépatique résulte de nombreuses étio-
logies comprenant un exces de poids, un
diabete de type Il, une hyperlipidémie,
une consommation d’alcool ou la prise
de certains médicaments. Cependant,
méme lorsque toutes ces causes pos-
sibles peuvent étre exclues, un nombre
important de patients atteints d’hépa-
tite chronique C présente une stéatose
viro-induite [15]. Méme si cette stéa-
tose viro-induite n’est pas spécifique de
I'un des six génotypes du VHC, les étu-
des cliniques montrent qu’elle est plus
fréquente mais également plus sévére
chez les patients infectés par un VHC
de génotype 3 [15]. Cette observation
nous a incité a examiner la variabilité
de la protéine de core au sein des géno-
types du VHC, tout particulierement au
niveau de son domaine carboxy-termi-
nal hydrophobe exposé apres clivage par
la SPP. Des investigations conduites a
partir de plusieurs centaines de séquen-
ces de différents génotypes ont montré
que la phénylalanine (F) en position 164
est un résidu spécifiquement retrouvé
chez 75 % des VHC de génotype 3, alors
que les autres génotypes possédent une
tyrosine (Y) a cette position. Dans un
modele cellulaire in vitro d’expression de
la protéine de core du VHC, pour lequel
nous avons mis au point une méthode
de quantification des gouttelettes lipi-
diques, il a été montré que I’expres-
sion de la protéine de core d’un VHC
de génotype 1 induit une augmentation
importante de la quantité de gouttelet-
tes lipidiques [16]. De fagon tout a fait
remarquable, cette méme protéine de
core, dont le résidu tyrosine en position

164 avait été modifié en phénylalanine
(mutant Y164F), était capable d’induire
une quantité de gouttelettes lipidiques
significativement plus importante que
la protéine sauvage. Ce modele cellu-
laire in vitro reproduit donc bien I'ob-
servation d’une stéatose viro-induite
et génotype-dépendante évoquée par
les études cliniques, et renforce 'idée
que Iinteraction directe de la protéine
de core du VHC avec les gouttelettes
lipidiques serait impliquée dans le déve-
loppement de la stéatose hépatique.
Les modeles cellulaires d’étude du VHC
pourraient ainsi @ terme non seulement
permettre de mieux comprendre le cycle
infectieux viral et la pathogénie viro-
induite, mais également les mécanismes
impliqués plus généralement dans la
geneése des gouttelettes lipidiques. ¢

Hepatitis C virus and lipid droplets
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Quand les polynucléaires
neutrophiles attrapent

les agents pathogenes

dans leurs filets

Marie-Anne Gougerot-Pocidalo, Jamel €l Benna,

Pham My-Chan Dang, Carole Elbim

> Les polynucléaires neutrophiles humains
(PN) constituent I'un des plus puissants
systemes de défense de ’homme contre les
agents pathogénes, bactéries et levures, qui
ont franchi la barriére cutanéo-muqueuse.
Schématiquement, sous Iinfluence de dif-
férents chimioattractants, les PN migrent
vers leurs cibles, puis y adhérent, les englo-
bent et les tuent [1]. Jusqu'a présent,
deux mécanismes bactéricides agissant
en coopération pouvaient étre distingués,
I’'un dépendant de I'oxygéne et I'autre
indépendant de celui-ci. (1) Le systéme
tueur indépendant de I’oxygene provient
essentiellement du contenu des granu-
lations du neutrophile. Le polynucléaire
neutrophile possede en effet au moins trois
types de granulations cytoplasmiques : les
granulations primaires ou azurophiles, les
granulations secondaires ou spécifiques
et les vésicules sécrétoires [2]. Lors de la
formation du phagosome, les granulations
fusionnent avec ce dernier et y déversent
de nombreuses substances lytiques et toxi-
ques telles que des hydrolases acides, des
défensines!, la BPI (bactericidal-perme-
1 Ce sont des peptides antimicrobiens de nature cationique, non
glycosylés et amphiphiliques de 12 a 50 acides aminés. Elles exercent
des propriétés antibactériennes, antifongiques et antivirales. Elles

sont produites par plusieurs cellules principalement les neutrophiles,
les cellules intestinales de Paneth, et les cellules épithéliales.
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ability increasing protein), 'azurocidine,
le lysozyme, la lactoferrine, différentes
protéases (élastase, cathepsine G...) qui
vont contribuer a la destruction de 'agent
pathogéne englobé. (2) Le systéme bacté-
ricide oxygéno-dépendant du polynucléaire
neutrophile est puissant et brutal: c’est
I’explosion oxydative. Elle est caractérisée
par Iactivation d’un systéme moléculaire
complexe, la NADPH oxydase, qui induit
une réduction de I'oxygene moléculaire en
anion superoxyde (0,™) a origine d’autres
formes réactives de I'oxygene telles que
le peroxyde d’hydrogene (H,0,), le radical
hydroxyle (OH®) et I’acide hypochloreux
(Hoa) [3, 41.

Les filets tueurs des polynucléaires

Récemment, Brinkmann et al. [5] ont décrit
un nouveau mécanisme bactéricide mis en
ceuvre par les PN : des PN activés par dif-
férents stimulus (cytokines, lipopolysac-
charide, phorbol myristate acétate) sont
capables de former des filaments extracel-
lulaires composés d’ADN, d’histones et de
protéines comme I’élastase, la cathepsi-
ne G, la lactoferrine et la gélatinase, issues
des granulations primaires et secondaires
(Figure I et 2). Les auteurs ont montré
que ces filaments appelés NET (neutrophil

extracellular traps), ou encore «filets »
se lient aux bactéries a Gram positif et
a Gram négatif, les piegent et exercent
une activité bactéricide extracellulaire a
distance sans méme les englober (Figure 1
et2). Les auteurs montrent que I’élastase
localisée au niveau de ces NET dégrade
les facteurs de virulence des bactéries
pathogenes. La destruction des NET par la
désoxyribonucléase, enzyme qui dégrade
’ADN, inhibe leur pouvoir bactéricide. Ces
résultats sont interprétés comme un méca-
nisme de défense innée, indépendant de la
phagocytose, qui prévient la dissémination
bactérienne ou fungique, permet d’établir
des concentrations importantes de subs-
tances microbicides dans le voisinage des
PN et de tuer les agents pathogenes. Ce
travail n’exclut pas que la formation de ces
filets soit une étape tres précoce de la mort
cellulaire des PN : il est en effet générale-
ment admis que la demi-vie courte de ces
derniers est due a une mort rapide soit par
nécrose soit par apoptose, selon les condi-
tions de stimulation.

Activité bactéricide

posthume des polynucléaires

Cette méme équipe vient de publier que
I’émission de ces NET est associée a la



