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Résumé 

La protéine core du virus de l’hépatite C (VHC) serait responsable des principaux 

effets pathogènes du VHC, dont le développement de fibrose, stéatose, cirrhose et carcinome 

hépatocellulaire. Un cadre de lecture alternatif existe dans le gène de core, permettant la 

synthèse d’une autre protéine appelée ARFP (pour alternatate reading frame protein) ou 

protéine F (pour frameshift), dont le rôle reste encore mal compris. La présence de la protéine 

F lors de l’étude des fonctions biologiques de core ne pouvant être exclue, il est possible que 

certains rôles attribués à core reflètent en réalité l’activité de la protéine F. Afin de déterminer 

les fonctions biologiques de la protéine F dans les hépatocytes et son influence dans la 

pathogenèse associée au VHC, nous avons généré des lignées transgéniques de poissons 

zébrés (Danio rerio) dans lesquelles l’expression de deux versions de la protéine F (AF11opti et 

AUG26opti) a été ciblée au foie par l’utilisation du promoteur de la liver fatty acid binding 

protein (L-FABP). Le phénotype des poissons transgéniques de génération F2 a été analysé au 

niveau morphologique, histologique et microscopique afin de rechercher des signes de 

pathologie hépatique. Nos résultats ont démontré l’implication de la protéine F dans le 

développement de stéatose hépatique chez les deux lignées transgéniques, mais aucun signe de 

fibrose ou d’oncogenèse n’a été détecté. L’identification des mécanismes cellulaires et 

moléculaires responsables de l’accumulation lipidique induite par la protéine F pourrait 

permettre de mieux comprendre son rôle dans la pathogenèse du VHC, et mener au 

développement de nouvelles stratégies antivirales. 

 

Mots-clés : VHC, ARFP, protéine F, poisson zébré, transgénèse, stéatose hépatique 
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Abstract 

Hepatitis C virus (HCV) core protein is thought to be responsible for the major 

pathogenic effects of HCV, including the development of fibrosis, steatosis, cirrhosis, and 

hepatocellular carcinoma. An alternate translational open reading frame exists in the core gene 

that allows the synthesis of another protein called ARFP (alternate reading frame protein) or 

F protein (frameshift), the role of which remains poorly understood. Since we cannot exclude 

the presence of F protein in most studies of core biological functions, it is possible that the 

roles attributed to core reflect the activity of ARFP. To determine the biological functions of F 

protein in hepatocytes and their influence on HCV-associated pathogenesis, we generated 

transgenic lines of zebrafish (Danio rerio) in which the liver fatty acid binding protein (L-

FABP) promoter was used to direct liver-specific expression of two forms of ARFP (AF11opti 

and AUG26opti). The phenotype of F2 transgenic zebrafish was analyzed for morphological, 

histological and microscopic signs of liver-associated pathology. Our results demonstrated the 

implication of the HCV F protein in the development of hepatic steatosis in transgenic 

zebrafish liver but not fibrosis or oncogenesis. Identification of the cellular and molecular 

mechanisms underlying F protein-induced lipid accumulation will lead to a better 

understanding of the role of ARFP in HCV-associated pathology, which could lead to the 

development of novel antiviral strategies. 

Keywords: HCV, ARFP, F protein, zebrafish, transgenesis, hepatic steatosis 
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Introduction 

1.1 Épidémiologie et modes de transmission du VHC 

Le virus de l’hépatite C (VHC) est une cause majeure d’hépatite chronique dans le 

monde, avec près de 170 millions d’individus infectés (soit 3% de la population mondiale) 

(Alter et Seeff, 2000). La prévalence varie selon les régions du monde. Les pays en 

développement sont les plus touchés, particulièrement l’Égypte dont 22% de la population est 

infectée. Cependant, les pays industrialisés ne sont pas épargnés : on estime que 3 millions 

d’individus sont chroniquement infectés en Amérique du Nord. Le VHC se transmet par le 

sang, notamment lors de transfusion sanguine ou greffe de donneur infecté, d’injection avec 

du matériel contaminé, ou encore par transmission mère-enfant (Alter, 1997; Thomas et al., 

1998). Le manque d’hygiène lors de pratiques médicales et l’absence de dépistage du virus 

sont les causes majeures d’infection dans les régions en développement, alors que dans les 

pays occidentaux, l’utilisation de drogues injectables constitue la voie de transmission 

principale. 

 

1.2 Histoire naturelle de l’infection 

La phase aiguë de l’infection se manifeste 6 à 8 semaines après avoir été exposé au 

virus et demeure la plupart du temps asymptomatique. Seule une faible proportion des 

individus infectés arrive à éliminer l’infection, mais dans 85% des cas, la persistance du virus 

mène à l’établissement d’une infection chronique.  La maladie peut alors progresser durant 20 

à 30 ans vers des stades plus avancés de dommages hépatiques, aboutissant au développement 

de cirrhose dans 20% des patients, parmi lesquels 25% évolueront vers le stade du carcinome 

hépatocellulaire (CHC) (Alter, 1995). En raison du nombre important de patients 

chroniquement infectés, l’hépatite C est la cause principale de greffe de foie en Amérique du 

Nord. La progression de la pathologie peut être accélérée par plusieurs cofacteurs, comme le 

sexe, l’âge, l’obésité, la surconsommation d’alcool, ou encore la co-infection avec le virus de 
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l’hépatite B (VHB) ou le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) (Figure 1) (Shepard et 

al., 2005).  
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Figure 1. Histoire naturelle de l’infection. 

Représentation de l’évolution de l’infection au VHC. Les chiffres entre parenthèses indiquent 

le nombre d’individus sur 100 individus infectés initialement (Adapté de Alter, Seminars in 

liver disease, 1995).  
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1.3 Traitements 

Il n’existe toujours pas de vaccin pour prévenir l’infection au VHC et les traitements 

thérapeutiques actuellement disponibles n’ont qu’une efficacité restreinte. En effet, le 

traitement standard, qui consiste en une combinaison d’interféron-α pégylé (Peg-IFNα) et de 

ribavirine, induit une réponse virologique soutenue (SVR, sustained virological response) 

pour 80% des patients infectés avec le génotype 2 et 3 mais pour seulement 50% dans le cas 

du génotype 1, le plus prévalent en Amérique du Nord et en Europe (Fried et al., 2002; 

Hadziyannis et al., 2004; Manns et al., 2001). L’avancement des connaissances sur le cycle de 

vie du VHC et sur les fonctions biologiques des protéines virales a permis l’identification de 

nouvelles cibles thérapeutiques. En effet, des agents antiviraux ciblant directement les 

protéines du virus ont été développés (DAA, direct-acting antiviral). Récemment, l’ajout 

d’inhibiteur de protéase virale (telaprevir ou boceprevir) à la thérapie standard a amélioré le 

taux de réponse, même si les effets adverses dus à l’IFN et à la ribavirine persistent (Welsch et 

al., 2012). L’utilisation des DAAs sans IFN a également été envisagée. Cependant, le VHC est 

capable de muter rapidement et devenir résistant aux DAAs (Rong et al., 2010). La 

combinaison de plusieurs de ces agents permettrait de réduire les risques d’apparition de 

résistance. Des stratégies thérapeutiques basées sur l’inhibition de facteurs de l’hôte 

nécessaires à la réplication du virus (microARN 122 et cyclophilines) sont également en cours 

de développement (Coelmont et al., 2010; Lanford et al., 2010).  

 

1.4 Biologie moléculaire du virus 

1.4.1 Généralités 

Le VHC est un membre du genre Hepacivirus de la famille des Flaviviridae. En raison 

de sa haute variabilité génétique, trois niveaux de classification ont été définis : génotypes 

(numérotés de 1 à 7), sous-types (a, b, c, etc) et quasiespèces (variantes présentes au sein d’un 

individu infecté) (Simmonds et al., 2005). Cette hétérogénéité  permet au virus de développer 

une  résistance face aux thérapies antivirales et à la réponse immunitaire de l’hôte. 
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Le génome du VHC est une molécule d’ARN simple brin de 9.6 kb et de polarité 

positive qui encode une polyprotéine d’environ 3000 acides aminés (Figure 2) (Moradpour et 

al., 2007). Ce long cadre de lecture est bordé en 5’ et 3’ par des régions non codantes  (5’ NTR 

et 3’NTR pour non-translated regions), qui comportent toutes deux des structures d’ARN 

agissant en cis qui sont essentielles à la réplication virale. La région 5’NTR contient 

notamment le site d’entrée interne du ribosome  (IRES pour internal ribosome entry site) 

permettant l’initiation de la traduction coiffe-indépendante du génome viral (Friebe et al., 

2001; Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al., 1993). La polyprotéine ainsi produite est 

ensuite clivée co- et post-traductionnellement par des protéases virales et cellulaires pour 

générer les composantes structurales du virion (core et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et 

E2), la viroporine p7, ainsi que 6 protéines non-structurales (NS2, NS3, NS4A-B, NS5A-B). 

La plupart de ces protéines virales sont multifonctionnelles, car elles sont impliquées à la fois 

dans la réplication et l’assemblage du virus ainsi que dans la pathogenèse et la persistance 

virale. 
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Figure 2. Organisation génomique du VHC. 

(a) Le génome du VHC est composé d’un long cadre de lecture d’environ 3000 codons bordé 

par des régions 5’ et 3’ non-codante (5’ NTR et 3’NTR). La polyprotéine, représentée en-

dessous du génome viral, est clivée en protéines structurales et non-structurales matures. Les 

ronds noirs indiquent les sites de clivages des signal-peptidases, et le rond blanc, celui des 

signal-peptide peptidases. La jonction NS2/3 est clivée par l’autoprotéase NS2 (flèche 

blanche), tandis que les autres protéines non-structurales sont clivées par la sérine-protéase 

NS3-4A (flèches noires). (b) Topologie des protéines virales associées aux membranes. 

(Adapté de Lindenbach, Nature, 2005). 
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1.4.2 Cycle de réplication 

Les particules virales (40-70 nm de diamètre) peuvent circuler sous plusieurs formes, 

l’association aux lipoprotéines de faible ou très faible densité (LDL,low-density lipoprotein ou 

VLDL, very-low density lipoprotein) étant la forme infectieuse. Ces particules, aussi appelées 

lipoviralparticles (LVP), infectent les hépatocytes par interaction avec plusieurs récepteurs 

membranaires. Selon le modèle actuel (Figure 3), la LVP se lie dans un premier temps au 

récepteur au LDL (LDL-R), aux glycoaminoglycanes (GAGs), et au scavenger receptor de 

classe B et de type I (SR-BI), qui est un des récepteurs des lipoprotéines de haute densité 

(HDL, high-density lipoprotein). Puis, les protéines d’enveloppe du VHC (E1 et E2) 

interagissent avec la tétraspanine CD81, les molécules claudine-1 et occludine avant l’étape 

d’endocytose clathrine-dépendante (Ploss et Evans, 2012). 

Les étapes de fusion de la membrane endosomale et de décapsidation sont encore mal 

définies, mais seraient probablement médiées par l’acidification de l’endosome. Une fois 

relâché dans le cytosol de la cellule-hôte, l’ARN viral est traduit via le site interne d’entrée du 

ribosome (IRES). La polyprotéine ainsi produite s’associe au réticulum endoplasmique (RE) et 

subit une série de clivages pour générer les protéines virales. Des protéases de l’hôte vont 

permettre de libérer les protéines structurales core, E1 et E2 ainsi que la viroporine p7. Le 

complexe NS2-3 s’autoclive pour relâcher la sérine protéase NS3 qui, à l’aide de son cofacteur 

NS4A, va pouvoir procéder au clivage des autres protéines non-structurales. NS3 exerce 

également une activité ARN-hélicase et nucléoside triphosphatase (NTPase). NS4B procure 

une structure de soutien au complexe de réplication du VHC en engendrant la formation d’un 

réseau membraneux au sein de la cellule-hôte (Egger et al., 2002). NS5A est impliquée dans la 

réplication et l’assemblage viral, mais sa fonction exacte est peu connue. Enfin, NS5B sert 

d’ARN-polymérase ARN-dépendante (Moradpour et al., 2007). Les diverses protéines non-

structurales s’assemblent pour former le complexe de réplication qui demeure associé aux 

membranes dérivées du RE. Les brins d’ARN nouvellement synthétisés sont soit utilisés pour 

la traduction et réplication, soit recrutés à proximité des gouttelettes lipidiques (GL), qui 

constituent la plateforme d’assemblage des particules virales. Il y a alors encapsidation de 

l’ARN viral, incorporation des protéines E1 et E2 à la surface de l’enveloppe lipidique formée 

par la gouttelette bourgeonnante, et exocytose de la LVP ainsi formée via la voie de sécrétion 
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du VLDL. Tous les mécanismes régissant ces dernières étapes du cycle viral n’ont pas encore 

été découverts, et plusieurs aspects restent largement incompris. 
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Figure 3. Cycle de réplication du VHC. 

Après interaction avec les récepteurs de surface de la cellule-hôte, le virus associé à une 

lipoprotéine est internalisé (1) puis décapsidé, libérant ainsi l’ARN viral dans le cytoplasme 

(2). La polyprotéine est ensuite traduite puis clivée en protéines structurales et non-structurales 

matures (3). La réplication de l’ARN viral s’opère au sein d’un réseau membraneux, généré en 

partie par l’action de NS4B (4). S’ensuivent les étapes d’encapsidation et d’assemblage à 

proximité des GL bourgeonnantes (5). Après maturation (6), les virions (particules lipovirales) 

sont ensuite relâchés à l’extérieur de la cellule (7) (Adapté de Herker et Ott, Trends in 

Endocrinology and Metabolism, 2011). 

  

  



 

10 

1.4.3 La protéine core 

La protéine core constitue les 191 premiers acides aminés de la polyprotéine virale. La 

protéine mature de 21 kDa, formée suite à deux clivages par des signal-peptidases et signal-

peptide peptidases, compose la nucléocapside virale. En plus de son rôle structural, la protéine 

core joue un rôle majeur dans la pathogenèse virale. En effet, plusieurs études ont démontré 

son implication dans la perturbation de nombreuses voies de signalisation de la cellule-hôte, 

altérant ainsi ses fonctions biologiques à différents niveaux (Figure 4). Elle est notamment 

capable d’induire l’apoptose des hépatocytes en interférant avec la voie du Fas (Hahn et al., 

2000; Moorman et al., 2003) et du TNFα (tumor necrosis factor α) (Ray et al., 1998; Zhu et 

al., 1998), promouvant ainsi la propagation virale au sein de l’individu infecté. Mais core peut 

également prévenir l’apoptose induite par ces facteurs via l’activation de NFκB (Disson et al., 

2002; Marusawa et al., 1999) ou peut inhiber la relâche du cytochrome c par les mitochondries 

(Machida et al., 2001).  

La protéine core semble également jouer un rôle important dans le développement de 

CHC en modulant l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs et d’oncogenèse. Des études 

ont révélé que core est capable d’accroître l’activité du suppresseur de tumeur p53 en 

augmentant son affinité de liaison à l'ADN et sa capacité de transcription (Otsuka et al., 2000), 

mais peut également l’inhiber en réprimant l’activité transcriptionnelle de son promoteur (Ray 

et al., 1997). La régulation positive des oncogènes c-myc et wnt1 par la protéine core induit la 

prolifération cellulaire et donc l’apparition de cellules tumorales. De plus, core peut provoquer 

cette transformation en activant le facteur de transcription STAT3 (Yoshida et al., 2002).  

Par ailleurs, la protéine core est impliquée dans la perturbation du métabolisme 

lipidique et serait donc en partie responsable du développement de stéatose hépatique. En 

effet, core interagit avec la diacylglycérol acyltransférase-1 (DGAT1), qui joue un rôle central 

dans la biosynthèse des GL, pour atteindre la surface de ces dernières et initier la production 

des particules virales (Herker et al., 2010). La liaison de core avec Apo AII, un composant des 

HDL, aide la formation de la capside virale lors de l’assemblage viral (Sabile et al., 1999). Le 

recrutement des GL au site d’assemblage serait également dû à l’activité de core, qui induirait 

la redistribution de ces organelles via le réseau de microtubules (Boulant et al., 2008). De plus, 

il a été démontré que core inhibe l’activité du microsomal triglyceride transfer protein (MTP), 
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une protéine clé dans le transfert de lipides, menant à l’accumulation de lipides intracellulaires 

et à l’inhibition de la sécrétion de VLDL (Perlemuter et al., 2002). L’expression de core 

provoque aussi, de façon directe ou indirecte, l’altération de l’expression de plusieurs gènes 

impliqués dans la biosynthèse des acides gras, comme SREBP ou PPARα/γ (Kim et al., 2007). 

Core interagirait également avec le récepteur x des rétinoïdes α (RXR-α), qui est lié à la 

régulation de gènes impliqués dans le métabolisme lipidique (Tsutsumi et al., 2002). Enfin, 

core pourrait contribuer au développement de stéatose en causant un stress oxydatif, par 

inhibition de la β-oxydation et l’induction de dommages mitochondriaux (Okuda et al., 2002).  

Enfin, le développement de stéatose et de CHC ont été observés chez des souris 

transgéniques exprimant la protéine core, confirmant l’implication de cette protéine dans la 

pathogenèse associée à l’infection au VHC (Lerat et al., 2002; Moriya et al., 1998, 1997). 
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Figure 4. Interactions de la protéine core avec les voies de signalisation de la cellule-hôte. 

Représentation schématique des voies de signalisation affectées par la protéine core via des 

mécanismes d’inhibition (flèches rouges) ou d’activation (flèches noires). Les flèches mauves 

indiquent l’activation ou la répression. (Adapté de Tran, Bioscience Horizons, 2008) 
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1.4.4 La protéine F ou ARFP 

1.4.4.1 Découverte de la protéine F 

Des analyses bio-informatiques ont révélé un haut degré de conservation de la 

séquence codant pour la protéine core, malgré la forte hétérogénéité génétique que présente le 

génome du VHC (Ina et al., 1994; Smith and Simmonds, 1997). On a d’abord pensé que cette 

contrainte fonctionnelle était due à la présence de structures secondaires de l’ARN dans cette 

région. C’est en 2001 que deux groupes de recherche distincts ont rapporté la présence d’un 

cadre de lecture alternatif dans le gène de core, aboutissant à la production d’une nouvelle 

protéine virale de 16-17 kDa, nommée F (frameshift), ARFP (alternate reading frame protein) 

ou encore core+1 (Walewski et al., 2001; Xu et al., 2001). La séquence d’acides aminés de 

cette protéine est très bien conservée au sein des différents génotypes du VHC (Walewski et 

al., 2001), même si son niveau de conservation est légèrement inférieur à celui de la protéine 

core (Walewski et al., 2002). Walewski et al. ont prouvé indirectement la présence de la 

protéine in vivo en montrant la présence d’anticorps spécifiques dans le sérum de patients 

infectés par le VHC par l’utilisation de peptide correspondant à la séquence protéique du cadre 

+1 comme antigène (Walewski et al., 2001).   

 

1.4.4.2 Formes alternatives de la protéine F et évidence de leur présence in vivo 

À ce jour, même si la présence de la protéine F est évidente, il n’existe toujours pas de 

consensus quant à son mode de production (Figure 5). Initialement, l’équipe de Walewski et 

celle de Xu ont montré que la protéine F était produite par initiation de la traduction au codon 

AUG de la polyprotéine suivie d’un glissement ribosomal -2/+1 au codon 8-11, qui constitue 

une région riche en adénosine (Walewski et al., 2001; Xu et al., 2001). En effet, il a été 

démontré dans plusieurs études que la présence de ces 10 adénosines consécutives est requise 

pour que ce changement de cadre de lecture s’effectue. Cependant, cette séquence est absente 

ou interrompue dans de nombreuses séquences génomiques de VHC, notamment dans la 

souche HCV-1a utilisée lors de l’étude démontrant pour la première fois la présence de la 

protéine alternative sur les lysats de réticulocytes de lapin (Varaklioti et al., 2002). Boulant et 
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ses collaborateurs ont proposé la théorie d’un glissement ribosomal indépendant de la 

succession des 10 adénosines qui se produirait au codon 42, avec une possibilité de rephasage 

dans le cadre -1 au niveau du codon 144 (Boulant et al., 2003). Ces données ayant été générées 

chez E.coli, ce mécanisme reste à être démontré en culture cellulaire eucaryote.  

Dans une étude subséquente (Vassilaki et Mavromara, 2003), il a été démontré qu’une 

version de la protéine F fusionnée à la luciférase pouvait être exprimée dans des cellules de 

mammifère par un mécanisme d’initiation de traduction aux codons 85/87, indépendamment 

de l’expression de core. Ce mode de production, par la suite démontré par l’utilisation de la 

séquence core+1 de pleine longueur (Vassilaki et al., 2008a, 2008c, 2007), aboutit à la 

synthèse d’une protéine plus courte que celle produite par glissement ribosomal (d’où son 

appellation de core+1/S pour short). Même si core +1/S a été récemment décrite comme la 

forme prédominante de la protéine F (Vassilaki et al., 2007; Wolf et al., 2008), la présence 

d’autres isoformes ne peut être exclue puisque des anticorps anti-F dirigés contre des épitopes 

placés en amont des codons 85/87 ont été détectés chez certains patients infectés par le VHC. 

Baril et Brakier-Gingras ont soutenu l’hypothèse de l’initiation interne de traduction, en 

identifiant le codon non-AUG 26 (GUG ou GCG selon les variants viraux) comme site 

d’initiation (Baril and Brakier-Gingras, 2005).  Ce mode de synthèse a été démontré dans un 

système de lysats de réticulocytes de lapin ainsi que dans des cellules HEK293FT où les 55 

premiers codons de la protéine F étaient fusionnés à la luciférase. L’augmentation de la 

synthèse de luciférase après ajout des codons 85/87 à leur construction confirme l’hypothèse 

de la production d’une forme plus courte de F rapportée précédemment par l’équipe de 

Mavromara.  

Ces données suggèrent que le cadre de lecture alternatif présent dans le gène de core 

permettrait la production de plusieurs ARFPs mais la présence simultanée ou différée de ces 

isoformes lors de l’infection naturelle reste à déterminer.  
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Figure 5. Modes d’expression de la protéine F. 

Représentation schématique des modes de production des différentes formes de la protéine F. 

Le cadre de lecture de core est représenté en rouge, tandis celui de F (cadre +1) est représenté 

en beige. Les positions des codons promouvant le glissement ribosomal ou l’initiation de 

traduction sont indiquées au-dessus de chaque forme de la protéine F (Adapté de Vassilaki et 

Mavromara, IUBMB life, 2009).  
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1.4.4.3 Reconnaissance immunitaire 

La reconnaissance de la protéine F par le système immunitaire de patients infectés par 

le VHC est une preuve évidente de sa production lors de l’infection naturelle. Plusieurs études 

ont démontré l’existence d’une réponse humorale anti-F chez 20 à 90% des patients infectés 

chroniquement par le VHC (Bain et al., 2004; Chuang et Allain, 2008; Cohen, 2007; Gao et 

al., 2010, 2008; Komurian-Pradel et al., 2004; Troesch et al., 2005; Varaklioti et al., 2002; 

Walewski et al., 2001; Xu et al., 2001). Cette réponse est aussi présente en moindre 

proportion, chez des patients en phase aiguë de l’infection (Morice et al., 2009).  De plus, les 

titres d’anticorps anti-F sont significativement plus importants chez les patients chroniquement 

infectés que chez des patients ayant résolu l’infection (Chuang et Allain, 2008). Une réponse 

cellulaire est également développée contre la protéine F, avec la présence de lymphocytes T 

CD4+ F-spécifiques producteurs d’IFNγ et d’interleukine-10 (Bain et al., 2004), mais aussi 

d’une activité cytotoxique anti-F (Troesch et al., 2005). La réponse cellulaire F-spécifique se 

développe tard dans le cours de l’infection ou n’est que de très faible amplitude en phase 

aiguë, suggérant que sa présence n’est pas déterminante dans la clairance virale (Drouin et al., 

2010). Par ailleurs, la réponse immunitaire contre la protéine F n’est pas altérée en cas de co-

infection VHC/VIH-1 (Troesch et al., 2005).  

Grâce à la forte conservation de la séquence de la protéine F, les anticorps et les 

cellules T anti-F présentent une grande réactivité croisée avec les antigènes issus des différents 

génotypes de VHC (Bain et al., 2004; Chuang et Allain, 2008; Gao et al., 2008; Komurian-

Pradel et al., 2004; Troesch et al., 2005), caractéristique faisant de la protéine F un candidat 

intéressant pour l’élaboration d’un vaccin prophylactique ou thérapeutique contre l’hépatite C. 

 

 

1.4.4.4 Propriétés biochimiques et fonctionnelles  

1.4.4.4.1 Propriétés biochimiques 

La protéine F est fortement basique, avec un point isoélectrique de 11.5 (Walewski et 

al., 2001). Elle comporte deux domaines hydrophobes majeurs (acides aminés 29 à 45 et 95 à 



 

17 

118) qui ont été mis en évidence par une analyse d’hydrophobicité de Kyte-Doolittle 

(Vassilaki et al., 2007). Les deux isoformes F et core +1/S sont des protéines relativement 

instables dont la demi-vie n’excède pas 10 minutes en raison de la régulation post-

traductionnelle exercée par la protéine core, qui stimule leur dégradation via le protéasome 

(Roussel et al., 2003; Vassilaki et al., 2007; Wolf et al., 2008; Xu et al., 2003).    

 

1.4.4.4.2 Localisation cellulaire 

Comme pour le mode de production de la protéine F, sa localisation cellulaire reste 

controversée. La plupart des études s’accordent à dire que la protéine F est majoritairement 

localisée au niveau du RE et dans les régions périnucléaires (Ma et al., 2008; Roussel et al., 

2003; Vassilaki et al., 2008c, 2007; Xu et al., 2003). Des analyses bio-informatiques ont 

notamment révélé la présence de deux signaux de rétention au RE dans les régions N- et C-

terminales de la protéine (Vassilaki et al., 2007). Dans les cellules en division, la protéine F 

co-localise avec les microtubules et la tubuline du fuseau mitotique, suggérant un rôle dans la 

régulation de la dynamique des microtubules ou de la mitose (Vassilaki et al., 2007). Certains 

groupes ont quant à eux démontré la présence de la protéine F au noyau (Ratinier et al., 2009; 

Tsao et al., 2006) ou encore aux mitochondries (Ratinier et al., 2009). Ces différences 

pourraient s’expliquer par le système expérimental utilisé. Notamment, Ratinier et al. ont 

démontré que la fusion de la GFP (green fluorescent protein) en N- ou C-terminal de la 

séquence de la protéine F pouvait modifier sa localisation (Ratinier et al., 2009). Les 

divergences de distribution cellulaire de la protéine F pourraient également être dues aux 

différentes fonctions qu’exercent les diverses ARFPs.  

1.4.4.4.3 Fonctions biologiques 

Plusieurs études indiquent que la protéine F n’est pas strictement requise pour la 

réplication virale. En effet, l’absence de la région structurale du génome du VHC dans les 

systèmes de réplicons n’a pas d’impact sur le processus de réplication (Blight et al., 2000; 

Lohmann et al., 1999). De plus, l’insertion de mutations non-sens dans le cadre +1 des 

génomes JFH1 ou H77/JFH1 (connus pour permettre une production virale hautement efficace 

en culture cellulaire) n’a pas d’effet notable sur la réplication du virus, sur la production de 
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protéines virales, ou même sur la relâche de particules infectieuses (Vassilaki et al., 2008a). 

Ces résultats ont été confirmés dans un modèle in vivo de souris immunodéficientes uPA-

SCID chez lesquelles la prolifération virale n’était pas altérée par l’absence de la protéine F 

(Vassilaki et al., 2008b). Cependant, en raison des limites que présentent les systèmes 

expérimentaux utilisés, un rôle de la protéine F dans la réplication au cours de l’infection 

naturelle ne peut être totalement exclu.  

Plusieurs groupes de recherche se sont intéressés à la contribution de la protéine F aux 

fonctions précédemment attribuées à la protéine core. Les travaux de Basu et collègues (Basu 

et al., 2004) ont révélé que l’expression de la protéine F dans des cellules HepG2 pouvait 

entraîner une régulation négative de l’activité du promoteur de p21, un inhibiteur de kinase 

cycline-dépendante associé à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Abbas et Dutta, 2009). 

Cette régulation pourrait être la conséquence de l’inhibition qu’exerce la protéine F sur la 

transcription et la traduction du gène suppresseur de tumeur p53, qui contrôle étroitement 

l’expression de p21 (Wu et al., 2007). Il a également été démontré que la protéine F était 

impliquée dans la régulation de l’expression de l’oncogène c-myc en augmentant sa trans-

activation en interagissant avec MM-1, un inhibiteur de l’activité de c-myc (Ma et al., 2008; 

Wu et al., 2007). Ces données suggèrent que la protéine F est associée à la régulation de la 

croissance cellulaire, hypothèse également soulevée par les études démontrant la perturbation 

de l’organisation du cytosquelette de tubuline via l’interaction de la protéine F avec la 

préfoldine-2 (Tsao et al., 2006). Ainsi, la protéine F, tout comme la protéine core, pourrait 

avoir un rôle déterminant dans le développement de CHC. La  prévalence élevée d’anticorps 

dirigés contre la protéine F chez des patients atteints de CHC vient appuyer l’idée de 

l’implication de la protéine dans l’établissement de la persistance virale (Dalagiorgou et al., 

2011). De plus, la protéine F contribue à la production d’interleukine-6 (IL-6), d’IL-8 et de 

MCP-1, cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et pro-fibrotiques retrouvées en grande 

quantité dans les stades avancés de dommages hépatiques (Fiorucci et al., 2007). 

Enfin, l’utilisation de systèmes de levures double-hybrides (Guo et al., 2005) et des 

analyses par micropuces (Dou et al., 2006) ont permis de révéler 36 partenaires d’interaction 

de la protéine F ainsi que de nombreux gènes-cibles régulés positivement (125 gènes) ou 

négativement (143 gènes), qui sont impliqués dans le métabolisme lipidique ou carboné, la 
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transcription, la synthèse et le transport protéiques, la transduction de signaux, l’apoptose, 

l’oncogenèse ou encore l’immunorégulation.  

 

1.5 Modèles d’études du VHC 

La compréhension de la pathogenèse de l’hépatite C et la recherche de stratégies 

thérapeutiques ont été considérablement freinées par l’absence de systèmes de cultures 

cellulaires efficaces et d’un bon modèle animal. 

 

1.5.1 Modèles in vitro 

Plusieurs systèmes ont été développés pour étudier les différents aspects du cycle viral 

in vitro (Figure 6). La découverte du système de réplicon a permis une avancée importante 

dans le domaine, permettant pour la première fois l’étude de la réplication du VHC en culture 

cellulaire (Bartenschlager, 2005; Blight et al., 2000; Lohmann et al., 1999). Les réplicons sont 

des ARN bicistroniques dans lesquels la région structurale du génome viral est remplacée par 

la séquence d’un marqueur de sélection (gène de la néomycine phosphotransférase). Ces ARN 

se répliquent de façon efficace dans des lignées de cellules dérivées de CHC (Huh7), 

notamment en présence de mutations virales adaptatives (Lohmann et al., 2001).  

Les mécanismes d’entrée du VHC ainsi que son tropisme ont quant à eux pu être 

étudiés grâce à l’élaboration d’un système de pseudoparticules (HCVpp) (Bartosch et al., 

2003; Hsu et al., 2003). Dans ce système, les glycoprotéines d’enveloppe du VHC (E1 et E2) 

sont exprimées à la surface de particules rétrovirales. Après l’entrée de ces dernières dans la 

cellule, le génome rétroviral est capable d’exprimer un gène rapporteur qui permet la mesure 

quantitative de l’entrée cellulaire. Enfin, la production de particules virales infectieuses in 

vitro n’a pu être possible qu’après l’identification d’un clone de VHC de génotype 2a 

provenant d’un patient japonais atteint d’une hépatite fulminante (désigné JFH-1 pour 

Japanese fulminant hepatitis 1) (Kato et al., 2003). Ce clone est capable de se répliquer 

efficacement dans divers types cellulaires sans mutation adaptative et peut produire des virions 



 

20 

capables d’infecter des cellules naïves ou un modèle animal (Lindenbach et al., 2005; Wakita 

et al., 2005; Zhong et al., 2005). L’utilisation de lignées cellulaires dérivées des Huh7 et la 

création de clones JFH-1 chimériques a permis d’améliorer l’efficacité de ce système (nommé 

HCVcc pour cell-culture grown hepatitis C virus) (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et 

al., 2006).  

Même si ces découvertes rendent possible l’analyse in vitro de toutes les étapes du 

cycle viral, l’élaboration d’un système d’étude robuste applicable à tous les génotypes de VHC 

demeure un défi important.  
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Figure 6. Modèles d’étude in vitro du VHC 

(a) Le système de réplicon permet d’étudier la réplication de l’ARN viral en culture cellulaire. 

La présence d’un marqueur de sélection (Neor) est utile pour sélectionner les colonies capables 

de répliquer efficacement le réplicon. (b) Des rétrovirus recombinants comportant les 

glycoprotéines d’enveloppe du VHC E1 et E2 sont produits dans des cellules 293T. L’entrée 

de ces pseudoparticules (HCVpp) dans des cellules permissives peut être mesurée 

quantitativement grâce à l’expression d’un gène rapporteur. (c) Le clone JFH1 ainsi que des 

chimères dérivées de ce génome peuvent se répliquer in vitro après électroporation dans des 

cellules permissives (Huh7.5) et produire des virions capables d’infecter des modèles animaux 

ou des cellules naïves. La production de particules virales infectieuses et leur propagation 

peuvent être mesurées par détection de l’expression d’un gène rapporteur, de la protéine 

NS5A, ou de l’ARN viral (Adapté de Tellinghuisen, Journal of virology, 2007).  
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1.5.2 Modèles in vivo 

Le seul modèle animal susceptible à l’infection au VHC est le chimpanzé (Bukh et al., 

2010). L’utilisation de ce modèle a permis de nombreuses avancées dans la compréhension de 

l’hépatite C, comme la caractérisation de la réponse immunitaire induite par l’infection. Le 

chimpanzé constitue présentement le seul système expérimental disponible pour le 

développement de vaccins thérapeutiques ou prophylactiques (Houghton, 2011). On a ainsi pu 

démontrer qu’il est possible de contrôler la virémie et de limiter la progression de l’infection 

en phase chronique grâce à des vaccins induisant la production d’anticorps neutralisants ou 

une réponse immunitaire de type T (Houghton, 2011). Cependant, l’utilisation du chimpanzé 

est limitée par la disponibilité restreinte de ces animaux, leur coût élevé et surtout par des 

problèmes d’ordre éthique (Bukh, 2004). L’établissement d’un petit modèle animal permissif 

au VHC est donc crucial pour approfondir nos connaissances sur la pathogenèse, mais aussi 

pour accélérer la recherche de stratégies thérapeutiques et préventives.   

Plusieurs approches ont été proposées pour élaborer un modèle murin adapté à l’étude 

du VHC (Figure 7). La première implique l’adaptation in vitro du virus pour qu’il acquière un 

tropisme murin. La deuxième stratégie repose sur l’humanisation génétique de la souris. Cette 

approche a pour but de rendre les cellules murines permissives à l’infection grâce à 

l’expression de facteurs humains impliqués dans le cycle viral. Les souris transgéniques 

Rosa26-Fluc expriment les récepteurs humains nécessaires à l’entrée du VHC à la surface de 

leurs hépatocytes (Dorner et al., 2011). Ce modèle peut s’avérer utile pour l’étude de l’entrée 

virale et de l’efficacité d’anticorps neutralisants visant à inhiber cette dernière. Cependant, il 

n’est pas adapté à la réplication du VHC, la virémie n’ayant pas été détectée chez ces souris 

(Bukh, 2012; Dorner et al., 2011). Enfin, la troisième alternative est l’humanisation de souris 

par xénogreffe. L’obtention de souris chimères peut s’effectuer par greffe d’hépatocytes 

humains sur des souris présentant de sérieux dommages hépatiques (dus à la surexpression de 

l’activateur plasminogène de type urokinase), et une immunodéficience sévère (afin d’éviter le 

rejet de greffe). Ces souris, nommées uPA-SCID, constituent un outil intéressant pour l’étude 

de l’infection, mais l’absence d’un système immunitaire fonctionnel restreint ses champs 

d’application (Bukh, 2012; Ploss et Rice, 2009). L’humanisation du système immunitaire de 

ces souris par greffe de cellules souches hématopoïétique a permis de pallier à ce problème 



 

23 

(Bukh, 2012; Legrand et al., 2009; Ploss et Rice, 2009). Ces souris AFC8-hu HSC/hep, au foie 

et système immunitaire humanisé, permettent l’étude de l’infection, de la réponse immunitaire 

et de la pathogenèse induites par le VHC comme la fibrose hépatique (Washburn et al., 2011). 

L’absence de cellules B complètement fonctionnelles et les faibles niveaux virémiques 

observés chez ces souris limitent toutefois leur utilisation (Bukh, 2012; Legrand et al., 2009). 

La compréhension des mécanismes de pathogenèse induits par le VHC peut également 

s’effectuer à travers des modèles transgéniques d’animaux non susceptibles à l’infection 

exprimant une ou plusieurs protéines virales (Jiao et al., 2010). Ce type d’approche a permis 

notamment de montrer l’implication de la protéine core dans le développement de stéatose 

hépatique et de CHC (Lerat etal., 2002; Moriya et al., 1998, 1997).   
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Figure 7. Stratégies pour générer des modèles de souris pour l’étude in vivo du VHC. 

Représentation schématique des différentes stratégies mises au point pour établir des modèles 

de souris adaptés à l’étude in vivo du VHC. La première stratégie consiste à adapter in vitro le 

virus afin qu’il développe un tropisme murin. La deuxième stratégie repose la génération de 

souris transgéniques exprimant des facteurs et récepteurs humains pour permettre l’entrée du 

VHC dans les hépatocytes murins. Enfin, la troisième stratégie a pour but de rendre la souris 

permissive à l’infection au VHC en humanisant le foie et le système immunitaire par 

xénogreffe d’hépatocytes ou de cellules souches hématopoïétiques humains (Adapté de Ploss 

et Rice, EMBO Reports, 2009 ).  
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1.6 Le poisson zébré 

Le poisson zébré (Danio rerio) est un modèle animal relativement récent qui s’est fait 

surtout connaître par son utilisation en embryologie et en développement. Il présente des 

avantages pratiques similaires à ceux des invertébrés, comme la drosophile (Drosophilia 

melanogaster) ou le ver (Caenorhabditis elegans), avec une manipulation génétique facile et 

rapide. Étant un vertébré, il partage cependant de nombreuses ressemblances anatomiques et 

moléculaires avec les mammifères. Même si la souris reste le modèle animal le plus utilisé en 

recherche en raison de la forte homologie génétique, anatomique et physiologique avec 

l’homme, le poisson zébré s’est avéré être un outil puissant dans de nombreux domaines 

d’études.   

 

1.6.1 Génétique et transgénèse 

Son génome ayant été entièrement séquencé, le poisson zébré s’avère être un outil 

génétique très intéressant notamment grâce à sa maniabilité génétique et à son développement 

très rapide à moindre coût (organisme complet fonctionnel à 5 jours post-fertilisation) 

(Lieschke et Currie, 2007). La génération de lignées de poissons zébrés transgéniques est 

rapide et efficace. En effet, l’utilisation de la recombinase du transposon Tol2 a permis de 

faciliter et d’améliorer considérablement l’efficacité des techniques de transgénèse (Figure 8). 

Le transposon Tol2, identifié dans le génome du médaka (Oryzias latipes), est capable de se 

déplacer de façon autonome au sein du génome par des phénomènes d’excision et d’insertion 

catalysés par la recombinase (Koga et al., 1996, 1995). Des études ont démontré que le 

transposon Tol2 était fonctionnel chez d’autres espèces, notamment chez le poisson zébré, et 

qu’il pouvait donc constituer un excellent outil de transgénèse (Kawakami2007; Kawakami et 

al., 2000, 1998; Kawakami et Shima, 1999). Un plasmide donneur comportant la construction 

transgénique est co-injecté avec l’ARNm de la transposase Tol2 dans des œufs de poissons 

zébrés fertilisés, encore au stade unicellulaire. Une fois traduite, la transposase catalyse 

l’excision de la construction grâce aux séquences de reconnaissance Tol2 qui bordent cette 

dernière, permettant ainsi l’intégration du transgène au génome du poisson zébré. La 

transposase et son ARNm se dégradent au cours des stades précoces du développement 
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embryonnaire, et l’insertion de la construction demeure donc stable. L’ajout d’un marqueur 

fluorescent dans la construction facilite la sélection des poissons ayant intégré le transgène 

(poissons fondateurs F0), les larves étant transparentes durant les premiers jours de vie. Cette 

particularité constitue un des avantages majeurs de l’utilisation de ce modèle animal 

puisqu’elle permet la visualisation in vivo et en temps réel des mécanismes biologiques et 

cellulaires mis en évidence par des marqueurs fluorescents (Lieschke et Currie, 2007).  

Récemment, des lignées de poissons zébrés conservant leur transparence à l’âge adulte ont été 

générées, multipliant ainsi les champs d’application de technologie d’imagerie in vivo (White 

et al., 2008).  
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Figure 8. Trangénèse Tol2. 

L’ARNm de la transposase Tol2 (synthétisé in vitro) est co-injecté avec le plasmide donneur 

dans les œufs fertilisés de poisson zébré, au stade unicellulaire. La transposase médie 

l’excision de la construction bordée par les séquences Tol2, qui va alors s’intégrer dans le 

génome du poisson zébré. La présence de la GFP comme marqueur de transgénèse permet de 

sélectionner facilement les poissons ayant correctement intégré le transgène. Le poisson 

fondateur (F0) pourra ensuite être croisé avec un poisson de type sauvage pour obtenir la 

génération fille F1 (Adapté de Kawakami, Genome Biology 2007). 
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1.6.2 Le poisson zébré et les pathologies hépatiques 

Avec la multiplication des domaines d’utilisation du poisson zébré, il a récemment été 

considéré comme un modèle utile dans l’étude des pathologies humaines, dont les pathologies 

du foie telles que le CHC, et la stéatose hépatique alcoolique et non-alcoolique (Amali et al., 

2006; Cinaroglu et al., 2011; Lam et al., 2006; Liu et al., 2012; Passeri et al., 2009; Rekha et 

al., 2008). Même si l’architecture cellulaire et anatomique du foie du poisson zébré diffère 

quelque peu de celle des mammifères, les fonctions hépatiques et gastro-intestinales sont 

conservées (Chu et Sadler, 2009). Le poisson zébré s’est d’ailleurs révélé être un excellent 

outil pour la compréhension des mécanismes de développement du foie, révélant que 

l’hépatogenèse s’opère de manière similaire chez le poisson et la souris (Chu et Sadler, 2009). 

L’analyse comparative des caractéristiques histologiques et des profils d’expression génique 

dans les tumeurs hépatiques humaines et de poisson zébré a démontré la présence d’une très 

forte similarité entre les deux espèces (Lam et al., 2006), justifiant l’utilisation du poisson 

zébré comme modèle pour l’étude du CHC. En effet, il a été démontré que l’apparition de 

CHC peut être induite par la thioacétamide, et ce, de façon plus rapide chez des poissons 

transgéniques exprimant la protéine core du VHC spécifiquement au foie (Rekha et al., 2008). 

Dans des travaux récents, Liu et ses collaborateurs ont utilisé de telles lignées transgéniques 

pour décrire les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement de fibrose et de 

cholangiocarcinome intrahépatique causé par les infections au VHC, mais également au VHB 

(Liu et al., 2012).  

Le métabolisme lipidique du poisson zébré étant très similaire à celui des humains 

(Holtta-Vuori et al., 2010), ce petit organisme peut être utile pour étudier le développement de 

stéatose hépatique. Cette pathologie, caractérisée par une accumulation anormale de GL au 

foie, est couramment observée en cas de consommation excessive d’alcool (ALD, alcoholic 

liver disease) ou chez des patients atteints de maladies chroniques hépatiques (NAFLD, non-

alcoholic fatty liver disease). Elle peut être induite chimiquement chez le poisson zébré par 

l’utilisation de la thioacétamide (Rekha et al., 2008). Il a également été démontré que le 

poisson zébré pouvait développer de la stéatose hépatique en réponse à l’exposition à l’alcool, 

ce qui constitue un bon modèle pour l’étude des ALD. De plus, le poisson zébré peut être 

employé pour analyser l’aspect génétique des NAFLD, grâce à l’identification et à l’analyse 
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de plusieurs mutants présentant de la stéatose hépatique (Hugo et al., 2012; Matthews et al., 

2009; Sadler et al., 2005; Thakur et al., 2011; van der Velden et al., 2011). Notamment, des 

stratégies de génétique classique ont permis l’identification d’un gène nommé foie gras dont la 

mutation provoque le développement d’une stéatose sévère (Sadler et al., 2005).  

Enfin, le poisson zébré peut être utilisé comme modèle de maladies infectieuses 

puisqu’il est susceptible à certaines infections virales et microbiennes (van der Sar et al., 2004) 

et qu’il possède un système immunitaire inné et adaptatif similaire à ceux des mammifères 

(Lieschke et al., 2001; Meeker et Trede, 2008). Cependant, la différence de température 

corporelle entre le poisson zébré et les mammifères (28°C contre 37°C) limite ce domaine 

d’utilisation. 

L’emploi du poisson zébré pour l’étude des maladies humaines étant très récent, la 

disponibilité de certains outils, tels que les anticorps, est actuellement limitée. Mais le poisson 

zébré pourrait constituer un outil complémentaire à la souris et serait un bon modèle pour 

initier les études et effectuer le criblage à grande échelle de composés pharmaceutiques 

menant à l’identification de nouveaux agents thérapeutiques. Récemment, Ding et collègues 

ont montré que le poisson zébré pourrait constituer un modèle de réplication du VHC sur 

lequel pourrait être testé l’effet d’agents thérapeutiques sur la réplication virale. Deux vecteurs 

ont été générés : l’un comportant les gènes de l’ARN-polymérase ARN-dépendante NS5B et 

de la RFP (red fluorescent protein), et l’autre, le gène de core bordé par les régions 5’ NTR et 

3’NTR et le gène de la GFP. Ces réplicons ont été co-injectés dans des œufs fertilisés de 

poissons zébrés et leur amplification, mesurée par fluorescence, a pu être inhibée par l’ajout de 

ribavirine et d’oxymatrine (deux composés anti-HCV) (Ding et al., 2011). 

 

1.7 Hypothèse et objectifs 

Les mécanismes par lesquels le VHC induit la pathogenèse hépatique ne sont pas bien 

compris. De nombreuses études ont démontré que la protéine core interfère avec un grand 

nombre de fonctions de la cellule-hôte, laissant suggérer que cette protéine occupe une place 

centrale dans la pathogenèse associée à l’infection au VHC. Or, on sait aujourd’hui que le 



 

30 

gène de core contient un cadre de lecture alternatif permettant la production de différentes 

formes d’ARFPs. La présence de la (ou des) protéine(s) F lors de l’étude des fonctions 

biologiques de core ne pouvant être exclue, il est possible que certains rôles attribués à core 

soient en fait le reflet de l’activité de la protéine F.  

L’objectif de cette étude est donc de définir l’implication de la protéine F dans le 

développement de pathologie hépatique pour permettre une réévaluation des rôles respectifs 

des protéines core et F. Le poisson zébré s’étant révélé être un bon modèle d’étude des 

pathologies hépatiques, nous avons choisi de caractériser les fonctions biologiques de la 

protéine F à travers l’étude de lignées de poissons zébrés transgéniques exprimant 

spécifiquement au foie deux versions distinctes de protéine F, incluant AF11opti (représentative 

du glissement ribosomal au codon 11) et AUG26opti (représentative de l’initiation de 

traduction au codon 26). Les foies de poissons de génération F2 ont été analysés au niveau 

morphologique, histologique, microscopique et moléculaire afin de rechercher des signes de 

pathologie hépatique liés à l’expression de la protéine F. 
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Abstract 

Hepatitis C virus (HCV) genome contain an alternate translational open reading frame 

in the core gene that allows the synthesis of so-called alternate reading frame protein (ARFP), 

the role of which remains poorly understood. To determine the biological functions of ARFP 

in hepatocytes and their influence on HCV-associated pathogenesis, we generated transgenic 

lines of zebrafish (Danio rerio) in which the liver fatty acid binding protein (L-FABP) 

promoter was used to direct liver-specific expression of various forms of ARFP, including 

AF11opti (frameshift at codon 11, codon-optimized) and AUG26opti (initiation at codon 26[+1], 

codon-optimized). The phenotype of F2 transgenic zebrafish was analyzed for morphological, 

histological and microscopic signs of liver-associated pathology. H&E staining revealed the 

presence of microvesicular steatosis in both AF11opti and AUG26opti lines. Accumulation of 

intracellular lipid droplets (LDs) was further confirmed using Oil Red O staining, transmission 

electron microscopy, and quantitative image analysis, which showed a significantly higher 

number of LDs and a larger cumulative LD area in transgenic liver than in wild-type. Analysis 

of liver sections stained with Masson’s trichrome and real-time PCR measurement of TIMP-2 

and MMP-2 expression didn’t reveal any sign of hepatic fibrosis. Finally, expression of genes 

associated with oncogenesis (p53, c-myc) was not significantly enhanced in transgenic 

zebrafish liver. These results reveal the involvement of ARFP in the development of hepatic 

steatosis, but not fibrosis or oncogenesis, in transgenic zebrafish liver. The mechanisms that 

mediate ARFP-induced LD accumulation remain to be identified. These findings expand our 

understanding of the role of ARFP in the pathogenesis of hepatitis C, which could lead to the 

development of novel antiviral strategies.  

 

Keywords: HCV; hepatitis C; ARFP; pathogenesis; transgenesis; zebrafish; hepatic steatosis. 
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Introduction 

Hepatitis C virus (HCV) is an important cause of chronic hepatitis (Wasley and Alter, 

2000), with more than 170 million people infected worldwide (Alter and Seeff, 2000). There is 

currently no vaccine to prevent infection and available treatments have a limited effectiveness 

(Fried et al., 2002; Houghton and Abrignani, 2005; Manns et al., 2001). Research on HCV is 

limited in large part by the lack of suitable in vivo models of infection (Cohen, 2007; Varki, 

2007).  

HCV is a positive, single-stranded RNA virus, member of the Flaviviridae family 

(Choo et al., 1991). Its genome encodes a polyprotein that is cleaved by host and viral 

proteases to produce all structural (core, E1, E2) and non-structural (p7, NS2, NS3, NS4A-B, 

NS5A-B) viral gene products (Tellinghuisen et al., 2007). Besides its structural role, the 

nucleocapsid protein or core is thought to be responsible for the major pathogenic effects of 

HCV, including liver fibrosis, hepatic steatosis, and hepatocellular carcinoma (HCC) (Ahmad 

et al., 2011; Marusawa et al., 1999; Roingeard and Hourioux, 2008; Shrivastava et al., 1998).  

In 2001, two groups reported the presence of an alternate open reading frame (ORF +1) 

within the core gene, leading to the synthesis of various forms of alternate reading frame 

proteins (ARFP), also termed F (frameshift) or Core +1 (Branch et al., 2005; Walewski et al., 

2001; Xu et al., 2001). It was initially proposed that ARFP was produced by a ribosomal 

frameshift within an adenosine-rich region located at codons 8-11 of the core sequence 

(Walewski et al., 2001; Xu et al., 2001). Subsequent studies then suggested that ARFP was 

synthesized as a result of internal translation initiation at a non-AUG codon at position 26 or at 

AUG codons at positions 85 and/or 87 (Baril and Brakier-Gingras, 2005; Vassilaki et al., 

2008, 2008c, 2007; Vassilaki and Mavromara, 2003). Recognition of ARFP by serum and T 

lymphocytes from HCV-infected subjects provides the evidence of its presence in vivo (Bain 

et al., 2004; Troesch et al., 2005; Varaklioti et al., 2002; Walewski et al., 2001; Xu et al., 

2001). However, its biochemical and functional properties remain poorly understood. ARFP is 

present in all HCV genotypes and its sequence is highly conserved (Walewski et al., 2001). 

Having a short half-life (Xu et al., 2003), this protein is not thought to be strictly required for 

viral replication (Blight et al., 2000; Lohmann et al., 1999; McMullan et al., 2007; Vassilaki et 
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al., 2008b). However, it has been reported to be involved in perturbation of the tubulin 

cytoskeleton (Tsao et al., 2006), modulation of cell cycle regulation, apoptosis (by interfering 

with p53 and c-myc expression) (Basu et al., 2004; Ma et al., 2008; Wu et al., 2007), and 

expression of pro-inflammatory cytokines and chemokines (Fiorucci et al., 2007). Together 

with the high levels of anti-ARFP antibodies found in HCC patients (Dalagiorgou et al., 

2011), these data suggest the implication of ARFP in HCV-associated pathogenesis. In 

addition, because the presence of ARFP cannot be excluded in studies of core biological 

functions, it is possible that some of the pathogenic roles attributed to core are in fact the result 

of ARFP activity.  

The zebrafish (Danio rerio) has become a major model in developmental biology and 

neurobiology, in part because of the optical clarity of its embryos, its high fecundity, and the 

relative ease by which it can be genetically manipulated (Lieschke and Currie, 2007). Its use 

has now been extended to the study of a wide range of human diseases, and to the field of 

toxicology and drug discovery. Notably, zebrafish models have been used in research on 

hepatogenesis and liver disease, including hepatic steatosis and HCC (Berghmans et al., 2005; 

Chu and Sadler, 2009; Grabher and Look, 2006; Lam et al., 2006). Indeed, despite some 

anatomical differences between zebrafish liver and human liver, its development and 

functional properties are highly conserved, including the gene expression profiles that are 

observed in hepatic tumours (Lam et al., 2006). In 2003, the team of Jen-Leih Wu used the 

liver fatty acid binding protein (L-FABP) promoter to drive high levels of transgene 

expression in zebrafish liver (Her et al., 2003, 2003b) and applied this model to the study of 

the functional properties of viral proteins from HCV and hepatitis B virus (HBV) (Liu et al., 

2012; Rekha et al., 2008). Here, we generated a pair of transgenic zebrafish lines in which the 

expression of two distinct forms of ARFP was specifically targeted to the liver. Our results 

reveal the involvement of ARFP in the development of hepatic steatosis, but not fibrosis or 

oncogenesis. 
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Materials and methods 

Sequences and constructs.Tol2-mediated transgenesis was based on the use of two 

vectors: (i) the liver-specific activator plasmid pT2-LF2.8-tTA2 expressing the tTA2 

transactivator under the control of the liver fatty acid binding protein (L-FABP) promoter; (ii) 

the Tet-responsive plasmids pT2-BI-AF11opti-AcGFP or pT2-BI-AUG26opti-AcGFP that 

contain a bidirectional tTA2-responsive CMV promoter driving the expression of ARFP and 

Aequorea coerulescens green fluorescent protein (AcGFP) as marker of transgenesis. Tol2 

sequences flanking both constructs allow transgene integration in presence of Tol2 transposase 

(Figure 1). Sequences encoding two distinct forms of ARFP, namely AF11 (Xu et al., 2001) 

and AUG26 (Baril and Brakier-Gingras, 2005), were isolated from a subject infected with 

HCV genotype 1a (Troesch et al., 2005). In the case of AF11, two cytosine residues were 

introduced at codon 12 in the core sequence to create a +1 frameshift (Troesch et al., 2005). In 

the case of AUG26, the first 25 codons of the core protein gene were deleted and the GTG 

codon at position 26 (+1) was replaced by an ATG to enhance translation (Figure 2). Both 

genes contain ATG codons at position 85 and 87 that could initiate the production of the 

«short» ARFP (Core+1/S). AF11 and AUG26 sequences were then optimized (Figure 3), 

using the OptimumGene algorithm (GenScript, Piscataway, NJ, USA) to enhance protein 

expression in zebrafish (Genscript USA Inc, 2012). Optimized genes AF11opti and AUG26opti 

were then cloned between the BmtI and ClaI sites of pT2-TRE-AcGFP. 

 

Generation of transgenic zebrafish lines.Tol2 transposase mRNA was synthesized 

from the pCS-TP vector (kindly provided by Koichi Kawakami, National Institute of Genetics, 

Mishima, Shizuoka, Japan) using the mMESSAGE mMACHINE method (Ambion, Austin, 

TX, USA), as previously described (Kawakami et al., 2004). After purification (MEGA Clear, 

Ambion), transposase mRNA was co-injected with pT2-LF2.8-tTA2 and either pT2-BI-

AF11opti-AcGFP or pT2-BI-AUG26opti-AcGFP into one-cell stage fertilized zebrafish eggs. 

After 5-7 days of incubation at 28°C, embryos were anesthetised with 2-phenoxyethanol (0.5 

µl/ml) and screened under a fluorescent microscope to select for liver-specific green 

fluorescent protein (GFP) expression. Upon reaching maturity, F0 founder fish were crossed 
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with wild-type (WT) to generate F1 fish. F2 fish were obtained by breeding F1 with WT. 

Adult fish were maintained at 28°C with 14 hours light/10 hours darkness cycles. WT and 

transgenic zebrafish were euthanized with 2-phenoxyethanol (1:500) prior to histological and 

microscopic examination. All experiments were approved by the local Animal Care 

Committee of CHU Sainte-Justine Research Center, in accordance with the guidelines of the 

Canadian Council for Animal Care (CCAC). 

 

Analysis of transgene integration. For both transgenic lines, genomic DNA was 

extracted from caudal fin clips using proteinase K (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, 

Burlington, Ontario, Canada) according to the manufacturer’s instructions. 1 µl of each sample 

was amplified in a 50 µl PCR reaction comprising an initial denaturing step at 94°C for 5 

minutes, followed by 35 cycles of 1 minute at 94°C, 30 seconds at 58°C, and 1 minute at 

72°C. After final extension at 72°C for 5 minutes, PCR products were analyzed on 1% agarose 

gels. See Table 1 for primer sequences.  

 

Analysis of ARFP expression. RNA was extracted from control and transgenic liver 

using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) and was treated with DNaseI 

(Fermentas). 100 ng of DNA-free RNA were used in a one-step RT-PCR reaction (Qiagen) 

following the manufacturer’s instructions. Samples were then analyzed on 1% agarose gels. 

See Table 1 for primer sequences. 

 

Liver histology. Whole adult zebrafish (6 months old) were sacrificed and fixed 

overnight in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and sliced into 5 µm sections. 

Deparaffinized and rehydrated tissue sections were then stained with hematoxylin and eosin 

(H&E) or Masson’s trichrome according to standard procedures. For Oil Red O (ORO) 

staining, livers from WT and transgenic adult fish were fixed in 4% paraformaldehyde O/N at 

4°C and rinsed 5 times with phosphate buffered saline (PBS) for 30 minutes at 4°C. Samples 

were incubated sequentially in 15%, 20%, and 30% sucrose, followed by 30% sucrose:OCT 

medium (1:1) under gentle agitation. Tissues were then embedded in Tissue-Tek OCT 
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medium (Sakura Finetek USA, Torrance, CA, USA), and stored at -80°C. Eight to 10 µm 

cryostat sections were dried at room temperature for 1 hour, and stored at -20°C. Tissue 

sections were then rehydrated in PBS, rinsed briefly in 60% isopropanol, and then stained in 

ORO working solution for 15 minutes. After several dips in 60% isopropanol to remove 

excess of ORO solution, slides were rinsed in deionized water, stained for 1 second in Harris’ 

hematoxylin, rinsed in tap water, and mounted using 78% glycerol/PBS.  

 

Lipid droplets quantification by electron microscopy. For transmission electron 

microscopy (TEM), liver from WT and transgenic zebrafish were prepared as previously 

described (Depla et al., 2012). Lipid droplets (LDs) analysis was performed using a TEM-

based technique recently developed by Hourioux et al. (Depla et al., 2012, 2010; Hourioux et 

al., 2007) at the RIO Electron Microscopy Facility of François Rabelais University (Tours, 

France). Briefly, 10 consecutive EM standard sections were examined for each sample to 

evaluate the number and diameter of LDs. Diameter (µm) of each LD was then converted into 

area (µm²) to obtain cumulative LDs area (µm²) per section.    

 

Quantitative real-time PCR. RNA was prepared as described above from 3, 6 and 12 

month-old fish (n=3 for WT and n=8 for AF11opti in each age group). cDNA was synthesized 

from 0.7 µg of DNA-free RNA using Transcriptor Universal cDNA Master (Roche, Laval, 

Quebec, Canada). All samples were diluted 1:6 and added to the PCR mix that was previously 

aliquoted in 96-well plates, in accordance with the LightCycler 480 SYBR Green I Master 

protocol (Roche). Real-time PCR was performed in a LightCycler 480 Instrument (Roche). 

Expression of tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2), matrix metalloproteinase-2 

(MMP-2), p53, and c-myc was analyzed in triplicate samples. 28S rRNA was used as a 

standard. Melting curve genotyping was performed to verify the specificity of PCR 

amplification. See Table 1 for primer sequences. 
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Results 

Expression of ARFP in transgenic zebrafish liver. To generate transgenic zebrafish 

lines expressing two distinct forms of  ARFP specifically in the liver, pT2-LF2.8-tTA2 and 

either pT2-BI-AF11opti-AcGFP or pT2-BI-AUG26opti-AcGFP were co-injected with Tol2 

transposase mRNA into fertilized zebrafish eggs at the one-cell stage. Embryos expressing 

GFP specifically in the liver were selected (F0 founders) and were then bred to WT to 

generate F1 lines. F2 fish were obtained by breeding F1 families with WT. The integration of 

both AF11opti and AUG26opti constructs in zebrafish genome was verified by PCR in F1 (data 

not shown) and F2 fish (Figure 4A). In both cases, ARFP coding sequences were amplified, 

confirming the presence of the transgene in the two transgenic lines. Stable expression of 

ARFP mRNA was then confirmed by RT-PCR performed on total mRNA extracted from the 

liver (Figure 4B). These results revealed that both AF11opti and AUG26opti transgenic lines 

were able to express ARFP mRNA in the liver, even though the presence of ARFP per se 

could not be confirmed by western blot or immunostaining because of the lack of a suitable 

anti-ARFP antibody.    

 

H&E staining and microscopic examination of transgenic zebrafish livers. 

Examination of sections of adult zebrafish livers (F2 transgenic lines or WT) revealed striking 

morphological alterations in transgenic fish as compared to WT. Hepatocytes from AF11opti 

and AUG26opti fish exhibited signs of cytoplasmic vacuolation consistent with the 

accumulation of LDs and the presence of microvesicular steatosis (Figure 5). Interestingly, 

both AF11opti and AUG26opti transgenic zebrafish livers exhibited a similar phenotype.  

 

Accumulation of lipid droplets. To further characterize the phenotype of our 

zebrafish transgenic lines, staining for LDs was performed on frozen liver sections using ORO 

(Figure 6A). Consistent with our previous results, microscopic analysis revealed larger 

amounts of ORO staining in AF11opti and AUG26opti lines as compared to WT controls, 

indicative of a significant accumulation of LDs into the cytoplasm of hepatocytes. Liver 

sections were also analyzed by TEM in order to provide a quantitative assessment of hepatic 
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steatosis (Depla et al., 2012, 2010; Hourioux et al., 2007). TEM micrographs (Figure 6B) 

revealed salient differences between transgenic lines and WT controls, both in term of number 

and size of LDs. This observation was confirmed by quantitative image analysis, which 

revealed significantly higher numbers of LDs in AF11opti and AUG26opti liver than in controls 

(p< 0.0001; ANOVA, Bonferroni post-test) (Figure 6C, left panel). Statistically significant 

differences were also observed when comparing the number of LDs between the two 

transgenic lines (p< 0.0001; ANOVA, Bonferroni post-test), with AF11opti exhibiting 

accumulation of a greater number of LDs than AUG26opti. Furthermore, the cumulative LD 

area per section, obtained following the measurement of LD diameter, was significantly higher 

in transgenic lines (p< 0.0001; ANOVA, Bonferroni post-test) (Figure 6C, right panel). 

AF11opti tended to exhibit larger LD area per section than AUG26opti, but that difference did 

not reach statistical significance. Taken together, these results indicate that ARFP expression 

is associated with the development of a phenotype compatible with microvesicular steatosis in 

transgenic zebrafish liver. 

 

Liver fibrosis and oncogenesis. Liver fibrosis is characterized by an accumulation of 

extracellular matrix (ECM) that occurs as a result of hepatic injury. This pathology is 

frequently observed in patients with acute or chronic liver disease and can be accelerated in 

the presence of hepatic steatosis (Adinolfi et al., 2001; Hourigan et al., 1999; Westin et al., 

2002). In order to determine whether ARFP expression contributes to fibrogenesis, Masson’s 

trichrome staining was performed on paraffin sections from WT and transgenic zebrafish lines 

(Figure 7A). Histological analysis revealed no differences between transgenic fish and 

controls, with no visible signs of collagen accumulation. To confirm the absence of fibrosis, 

the expression of two fibrosis marker genes (TIMP-2 and MMP-2) was examined in liver 

samples from 3, 6 and 12 month-old zebrafish (WT n=3; AF11opti n=8 in each age group). 

Expression of MMPs and TIMPs is increased during liver fibrosis, resulting in accumulation 

of ECM components (Hernandez-Gea and Friedman, 2011). Therefore, quantitative real-time 

PCR was performed on WT and AF11optiliver cDNA to investigate whether expression levels 

of TIMP-2 (Figure 7B) and MMP-2 (Figure 7C) mRNA were modified in the presence of 

ARFP. Results revealed no significant changes in levels of expression of both marker genes in 
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6 and 12 month-old AF11opti fish as compared to WT. However, significantly reduced 

expression levels of TIMP-2 and MMP-2 as compared to WT were observed in 3 month-old 

transgenic zebrafish (p< 0.0001 and p< 0.05, respectively; unpaired t test). None of these 

results were representative of a fibrotic profile. Consistent with previous histological 

observations, ARFP expression was not associated with the development of liver fibrosis in 

the AF11opti transgenic line. 

It was suggested that steatosis could contribute to liver carcinogenesis in chronically 

HCV-infected individuals (Ohata et al., 2003; Roingeard and Hourioux, 2008). Moreover, 

some studies have suggested a potential role for ARFP in the development of hepatocellular 

carcinoma in vitro, by down-regulation of the p53 tumor suppressor and up-regulation of c-

myc (Ma et al., 2008; Wu et al., 2007). In addition, Rekha et al. (2008) have shown similar 

results in transgenic zebrafish lines expressing HCV core protein in the liver. Hence, to 

determine whether p53 and c-myc expression was modulated by ARFP, quantitative real-time 

PCR was performed on cDNA prepared from 3, 6 and 12 month-old zebrafish liver (WT n=3; 

AF11opti n=8 in each age group). Expression levels of both p53 (Figure 8A) and c-myc (Figure 

8B) were not significantly different in transgenic zebrafish as compared to controls. This was 

observed in both young and older fish. These results are consistent with our histological 

analysis, which did not reveal the presence of tumor masses compatible with HCC in 

transgenic zebrafish and WT controls alike. 

 

Discussion 

In the present study, Tol2-mediated transgenesis was used to generate two transgenic 

zebrafish lines that expressed two distinct forms of HCV ARFP (i.e. AF11opti and AUG26opti) 

specifically in the liver. To ensure high-level of ARFP expression in zebrafish liver, the 

nucleotide sequences of those genes were codon-optimized. Because of the absence of a 

functional anti-ARFP antibody, the presence of ARFP protein itself was not shown; however, 

integration of the transgenes into the zebrafish genome and expression of both AF11opti and 

AUG26opti mRNAs were confirmed. Histological analysis of livers sections from F2 

transgenic lines revealed vacuolated cytoplasms consistent with an abnormal lipid 
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accumulation into hepatocytes. These morphological alterations are compatible with the 

accumulation of LDs and with the presence of microvesicular steatosis, a liver pathology that 

can be observed in up to 50% of patients with chronic HCV infection (Roingeard and 

Hourioux, 2008). Because previous studies demonstrated that transgenesis mediated by pT2-

LF-tTA and pT2-GFP-BI (that directs liver-specific expression of GFP) did not induce hepatic 

injury or pathology (Liu et al., 2012), it is most likely that ARFP expression was responsible 

for the liver condition observed in both transgenic lines. This phenotype was confirmed using 

ORO staining, TEM, and quantitative image analysis, a technique which provides a precise 

measurement of the cumulative area covered by LDs. This experimental approach revealed the 

presence of a significant accumulation of LDs in hepatocytes from transgenic zebrafish lines. 

The fact that liver from AUG26opti fish exhibited LD accumulation suggests that the first 26 

amino-acid residues of ARFP are dispensable for this phenotype. However, quantitative image 

analysis revealed the presence of a slight but statistically significant difference between the 

two transgenic lines, as AF11opti liver exhibited more LDs and larger cumulative area covered 

by LDs than AUG26opti liver. These observations suggested that the N-terminal portion of the 

AF11opti gene product, which is identical to the first 11 amino-acids of the HCV core protein, 

could in fact enhance the prosteatotic effects induced by the remainder portion of ARFP (i.e. 

downstream of codon 26). In addition, because of the presence of internal AUG codons at 

positions 85 and 87 in both constructs, the expression of the «short» ARFP (Core +1/S) in 

transgenic liver and its involvement in pathogenesis cannot be excluded.  

ARFP sequences used in our study were derived from HCV genotype 1a, and our 

results show that both are associated with the induction of a phenotype compatible with 

microvesicular hepatic steatosis in transgenic zebrafish lines. However, several clinical studies 

have suggested that hepatic steatosis is more severe in patients infected with HCV genotype 3 

than other genotypes (Adinolfi et al., 2001; Rubbia-Brandt et al., 2000). Furthermore, Piodi et 

al. (2008) demonstrated that expression of the core protein from genotype 3 induced the 

accumulation of larger LDs than the genotype 1 core protein. Thus, it would be interesting to 

generate transgenic zebrafish lines expressing ARFP from genotype 3 in order to investigate 

whether the severity of steatosis is increased or not. The possible correlation between the 

severity of steatosis and core protein sequences was recently examined by Depla et al. (2012 ) 
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in patients with chronic HCV infection, but no association was found. However, development 

of severe steatosis could conceivably be linked to ARFP amino acid sequences, which are less 

conserved than those encoding the core protein (Walewski et al., 2002). Taken together, these 

data support the implication of ARFP in the regulation of liver lipid metabolism, something 

that was hypothesized in previous reports. Indeed, using the yeast two-hybrid system, Huang 

et al. (2005) identified interacting partners of ARFP that were related to lipid metabolism. 

Furthermore, bioinformatics analysis revealed the presence of a binding site for low density 

lipoprotein (LDL) receptor class B within ARFP sequence (Shesheer Kumar et al., 2008), and 

a region (amino acids 72-115) highly similar to the transmembrane domain of ATP-binding 

cassette transporter ABCA1, a protein that plays a key role in the transport of cellular 

cholesterol and phospholipids towards lipid-poor high-density lipoprotein (HDL) (Vassilaki et 

al., 2007).  

It is known that HCV replication is tightly linked to lipid metabolism, the presence of 

LDs being required for efficient viral assembly and production of infectious viral particles 

(Bartenschlager et al., 2011). Therefore, the involvement of ARFP in the disruption of LD 

trafficking would be compatible with its putative importance in propagation and survival of 

the virus, as suggested by its high degree of sequence conservation among all HCV genotypes 

(Walewski et al., 2001) and by its reported association with prefoldin-2 leading to the 

disruption of the tubulin cytoskeleton (Tsao et al., 2006). Moreover, as the development of 

steatosis was observed in HCV core transgenic mice (Lerat et al., 2002; Moriya et al., 1997), a 

re-evaluation of the respective contribution of core protein and ARFP in the pathogenesis of 

this disease should be considered.  

A recent study has demonstrated that core gains access to LDs by interacting with 

diacylglycerol acyltransferase-1 (DGAT1), a key enzyme for the synthesis of triglycerides 

(TG) (Herker et al., 2010). This localization enables core to stabilize LDs by interfering with 

TG turnover, ensuring efficient viral assembly. Thus, it would be of interest to investigate 

whether ARFP is also capable of co-localizing with LDs and playing a role in the impairment 

of TG metabolism. However, such studies are presently limited by the unavailability of 

functional anti-ARFP monoclonal antibodies and by the fact that tagging the N-terminal or C-

terminal of ARFP can bias its subcellular localization (Ratinier et al., 2009). Other possible 
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mechanisms of core-induced lipid accumulation have been described. Core mediates the 

inhibition of microsomal triglyceride transfer protein (MTP) activity (Perlemuter et al., 2002), 

a major protein in lipoprotein assembly, and also interferes with the expression of genes 

implicated in fatty acids biosynthesis, such as SREBP or PPARα/γ (Kim et al., 2007). 

However, it remains unclear whether those molecular changes are directly or indirectly linked 

to core protein activity. Thus, the potential involvement of ARFP in these mechanisms could 

provide an explanation for the fact that no direct interaction between core protein and SREBP 

or PPARα/γ has been demonstrated to date.   

  Other studies have shown that core protein contributes indirectly to the development 

of steatosis by causing oxidative stress via inhibition of β-oxidation and induction of oxidative 

damage to the mitochondria (Okuda et al., 2002). Since ARFP was reported to localize to the 

mitochondria (Ratinier et al., 2009), accumulation of lipids could conceivably be induced by 

the proposed pro-oxidant role of ARFP. Finally, histological examination of the liver of 

AF11opti and AUG26opti transgenic zebrafish lines revealed a picture consistent with 

microvesicular steatosis, to which mitochondrial β-oxidation is a well-described contributor 

(Natarajan et al., 2006).    

Liver fibrosis is a frequent finding in HCV-infected patients (Adinolfi et al., 2001; 

Hourigan et al., 1999; Westin et al., 2002). According to our histological analysis using 

Masson’s trichrome staining and measurement of the expression levels of fibrosis marker 

genes TIMP-2 and MMP-2, signs of this pathology were not present in either of our two 

ARFP-transgenic zebrafish lines. Thus, our results are not in support of a role of ARFP in the 

development of liver fibrosis, though we cannot exclude its potential involvement during 

natural HCV infection. 

 Previous studies have also suggested a possible role of ARFP in oncogenesis and in 

the development of HCC. Mutations in frameshift signal sequences required for ARFP 

expression were observed more frequently in HCV-infected HCC sufferers (Yeh et al., 2000). 

In addition, Dalagiorgou et al. (2011) demonstrated the presence of higher levels of HCV 

Core+1 antibodies in HCC patients compared to chronic HCV carriers, suggestive of a link 

between the presence, expression and/or levels of ARFP and HCC. In HepG2 human 

hepatoma cells, ARFP was able to down-regulate p53 and up-regulate c-myc (Wu et al., 
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2007), and yeast two-hybrid screens revealed a physical interaction between ARFP and MM-

1, an inhibitor of c-myc trans-activation, leading to an enhancement in c-myc activity (Ma et 

al., 2008). Furthermore, liver steatosis can be a contributing factor to the development of liver 

carcinogenesis (Ohata et al., 2003; Roingeard and Hourioux, 2008). Hence, we examined 

whether similar findings could be observed in our transgenic zebrafish lines. Surprisingly, our 

results revealed no changes in c-myc or p53 mRNA expression. The discrepancies between 

our data and previous reports could be explained by the experimental systems that were used, 

i.e.in vivo studies versus hepatoma cell lines in which gene expression profiles could differ 

from those observed in primary hepatocytes.  

In summary, the present study is the first to relate the expression of HCV ARFP and 

liver pathogenesis by using an in vivo model. The involvement of ARFP in the development of 

hepatic steatosis, a role that was so far primarily attributed to the core protein, was 

demonstrated using three different analytical approaches. Although the precise cellular and 

molecular mechanisms that underpin the ARFP-associated accumulation of LDs remain to be 

characterized, prime candidates include modulation of lipid metabolism, interference with 

normal intracellular trafficking of LDs, and impairment of mitochondrial function. In addition, 

the experimental evidence presented herein could lead to a re-evaluation of the respective 

biological properties of core protein and ARFP and to a reassessment of their possible 

functional interplay (Wolf et al., 2008). In contrast, ARFP expression did not induce fibrosis 

or the development of HCC in our model. However, the potential involvement of ARFP in 

carcinogenesis and/or in the generation of hepatic injury in the context of natural HCV 

infection cannot be excluded. A better understanding of the roles of HCV gene products is 

crucial for the development of novel antiviral strategies. Together with other recent reports, 

the present study argues in favour of the establishment and acceptance of transgenic zebrafish 

as a valuable in vivo model in the fields of virology and lipid research. 
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Table I. Primer sequences used in PCR, RT-PCR and quantitative real-time PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gene  Forward primer (5’ to 3’)  Reverse primer (5’ to 3’) 

AF11opti   ATGAGCACCAACCCCAAGCCT  CCAAAAGCCGGAGGCCATTCT 

AUG26opti   CTGTGAGAAGCCTGGTGGAGT  TCAAGCTGTGCGCCAAAAGCC 

TIMP‐2  AGGCGGAGGCCAACGGTAAGAT  TGGGAAGGTTGCACAGCGTGTG 

MMP‐2  TACGGTAATGCCGAGGGCGAGT  AGCTCATGGGGACAGAAGCCGT 

p53  GGGAGCAAAAAGGCCAAGGGCT  GCATCTGAGGCAGGCACCACAT 

c‐myc  TGGTTCGGATGTGCGCTCGAAT  AGCCCAAAGCGGCGGTTATTCT 

28S  CGAGATTCCCACTGTCCCTA  GGGGCCTCCCACTTATTCTA 
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Figure 1. Transgenesis constructs. 

(A) Liver-specific activator plasmid pT2-LF2.8-tTA2 expressing the tTA2 transactivator 

under the control of the liver fatty acid binding protein (L-FABP) promoter. (B) and (C) Tet-

responsive plasmid pT2-BI-AF11opti-AcGFP and pT2-BI-AUG26opti-AcGFP containing a 

bidirectional tTA2-responsive CMV promoter driving the expression of ARFP and GFP as 

marker of transgenesis.Tol2 sequences flanking both constructs allow transgene integration. 
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Figure 2.Sequences encoding ARFPs. 

For AF11, two cytosine residues (indicated in red) were introduced at codon 12 in the core 

sequence to create a +1 frameshift. For AUG26, the first 25 codons of core were deleted and 

the GTG codon at position 26 (+1) was replaced by ATG to enhance translation. Numbers 

placed above core sequence indicate the codon position. 
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Figure 4.Transgene integration and ARFP expression. 

(A) PCR performed on genomic DNA extracted from caudal fin show transgene integration in 

both AF11opti and AUG26opti transgenic lines. WT gDNA was used as negative control. (B) 

RT-PCR performed on DNase-treated RNA extracted from the liver confirms ARFP 

expression in AF11opti and AUG26opti transgenic lines. WT RNA was used as negative control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

Figure 5.Histological analysis of the liver. 

Hematoxylin-eosin (H&E) staining performed on 5µm paraffin sections from WT and F2 

transgenic fish. AF11opti and AUG26opti livers show vacuolated cytoplasm as compared to WT.  
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Figure 6.Accumulation of LDs in hepatocytes. 

(A)ORO staining.ORO staining performed on 10µm frozen sections of liver from WT and F2 

transgenic fish display an accumulation of LDs (in red) in both transgenic livers. 

(B)Transmission electron microscopy (TEM) analysis. TEM micrographs confirmed the 

accumulation of LDs in transgenic livers (LDs are indicated by black arrows). (C)LD 

quantification.Quantitative image analysis of TEM micrographs from WT and transgenic 

livers shows the number of LDs per section (mean on 10 consecutive EM standard sections ± 

s.e.m.) and the cumulative LD area in µm² per section (mean on 10 consecutive EM ± s.e.m.) 

(LDs, lipid droplets; *** p < 0.0001.) 
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Figure 7.Evaluation of fibrosis in transgenic fish. 

(A)Masson’s trichrome staining. Paraffin sections from WT and transgenic lines were 

stained with Masson’s trichrome to investigate liver fibrosis. Photomicrographs show livers 

from WT, AF11opti and AUG26opti adult zebrafish (6 month-old) without accumulation of 

collagen (stained in blue). (B) and (C)Expression of fibrosis marker genes. Quantitative 

real-time PCR was performed on cDNA synthesized from 3, 6 and 12 month-old WT (n=3) 

and AF11opti (n=8) total liver mRNA. Each symbol represents the normalized ratio between 

fibrosis marker genes (TIMP-2 or MMP-2) and 28S rRNA for one fish. No significant 

increase of TIMP-2 (B) or MMP-2 (C) expression is observed in transgenic liver, but there is a 

significant decrease at 3mpf (**** p< 0.0001; * p<0.05; TIMP-2, tissue inhibitor of 

metalloproteinase 2; MMP-2, matrix metalloproteinase ; mpf, month post fertilization).
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Figure 8.Expression of oncogenesis marker genes. 

Quantitative real-time PCR performed on cDNA synthesized from 3, 6 and 12 month-old WT 

(n=3) and AF11opti (n=8) total liver mRNA. Each symbol represents the normalized ratio 

between oncogenesis marker genes (p53 or c-myc) and 28S rRNA for one fish. No significant 

difference in p53 (A) or c-myc (B) expression is observed between WT and transgenic liver 

(mpf, month post fertilization). 
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Discussion 

Dans cette étude, la transgénèse Tol2 nous a permis de générer deux lignées 

transgéniques de poissons zébrés exprimant deux versions de la protéine F (AF11opti et 

AUG26opti) spécifiquement au foie. Les codons de ces gènes ont été optimisés afin d’assurer 

une expression robuste de la protéine F chez le poisson zébré. L’intégration des transgènes 

dans le génome du poisson zébré ainsi que l’expression des ARNm AF11opti et AUG26opti ont 

été confirmées. Cependant, en raison de l’absence d’un anticorps anti-F fonctionnel, la 

présence de la protéine F elle-même n’a pas pu être démontrée. En effet, l’anticorps 

monoclonal, qui nous a généreusement été fourni par le Dr Lavergne, s’est avéré incapable de 

reconnaître la protéine F dans les foies des poissons zébrés transgéniques des deux lignées, 

que ce soit en western blot ou en immunomarquage (données non présentées). Ceci pourrait 

s’expliquer par une différence entre la séquence peptidique de notre protéine F et celle utilisée 

lors de la production de l’anticorps monoclonal. Il existe en effet une différence d’un acide 

aminé dans la région reconnue par l’anticorps, qui est peut-être suffisante pour réduire son 

efficacité. Aussi, cet anticorps a été testé uniquement sur des cellules transfectées, permettant 

un haut niveau d’expression de la protéine F. Il est possible que le niveau d’expression de la 

protéine F dans un modèle in vivo ne soit pas suffisant pour permettre à l’anticorps de 

reconnaître efficacement la protéine. À date, aucune utilisation de cet anticorps sur des coupes 

ou des extraits de tissus n’a été rapportée.  Nous avons également observé une fixation non-

spécifique de l’anticorps.  Une analyse par Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) a 

révélé la présence de similarités entre la séquence du peptide ayant servi à l’immunisation et 

plusieurs protéines de poisson zébré, et ce, dans la région contenant l’épitope reconnu par 

l’anticorps. Cette observation pourrait expliquer les difficultés rencontrées lors des tentatives 

de détection de la protéine F sur les échantillons de foie de poissons zébrés transgéniques.    

L’analyse histologique des coupes de foie des lignées transgéniques F2 a révélé la 

présence de vacuolations cytoplasmiques, indiquant une accumulation lipidique anormale au 

sein des hépatocytes. Ces altérations morphologiques témoignent d’une accumulation de 

gouttelettes lipidiques (GL) et de la présence de stéatose microvésiculaire, une pathologie 

hépatique observée chez près de 50% des patients infectés chroniquement par le VHC 
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(Roingeard et Hourioux, 2008). Des études précédentes ayant démontré que la transgénèse par 

injection des vecteurs pT2-LF-tTA et pT2-GFP-BI (ciblant l’expression de la GFP au foie) 

n’induit pas de lésion ou de pathologie hépatiques (Liu et al., 2012), l’expression de la 

protéine F est vraisemblablement responsable des dommages hépatiques observés chez les 

deux lignées transgéniques. Ce phénotype a été confirmé par des marquages histologiques au 

Oil Red O (ORO), par microscopie électronique à transmission et par analyse d’image 

quantitative, une technique permettant une mesure précise de la superficie cumulée couverte 

par les GL. Cette approche expérimentale a démontré la présence d’une accumulation 

significative de GL dans les hépatocytes des lignées transgéniques. La présence de cette 

accumulation lipidique dans les foies des poissons AUG26opti suggère que les 26 premiers 

acides aminés de la protéine F ne sont pas indispensables pour l’établissement de ce 

phénotype. Cependant, l’analyse d’image quantitative a révélé une différence, faible mais 

néanmoins significative, entre les deux lignées transgéniques, les foies AF11opti présentant 

plus de GL et une surface cumulée plus importante que les foies AUG26opti. Ces observations 

suggèrent que la portion N-terminale de la protéine produite par le gène AF11opti, qui est 

identique aux 11 premiers codons de la protéine core du VHC, pourrait accroître les effets 

prostéatosiques induits par la portion restante de la protéine F (c’est-à-dire située en aval du 

codon 26). Par ailleurs, les deux constructions possédant le codon initiateur AUG en position 

85/87, l’expression de la forme courte de la protéine F (core +1/S) dans les foies des poissons 

transgéniques et son implication dans la pathogenèse ne peuvent être exclues. Les deux 

séquences de F utilisées dans notre étude sont dérivées de VHC de génotype 1a, et nos 

résultats montrent que toutes deux sont associées au développement d’un phénotype propre à 

la stéatose hépatique microvésiculaire chez les deux lignées de poissons zébrés transgéniques. 

Or, plusieurs études cliniques ont noté que les patients infectés par le VHC de génotype 3 

souffraient de stéatose hépatique plus sévère que dans les cas d’infections aux autres 

génotypes (Adinolfi et al., 2001; Rubbia-Brandt et al., 2000). De plus, Piodi et al. ont 

démontré que l’expression de la protéine core de génotype 3 induit l’accumulation de GL plus 

grosses que la protéine core de génotype 1 (Piodi et al., 2008). Il serait donc intéressant de 

générer des lignées de poissons zébrés transgéniques exprimant la protéine F de génotype 3 et 

déterminer si la sévérité de la stéatose s’en trouve modifiée.  La corrélation potentielle entre la 

sévérité de la stéatose et la séquence de la protéine core a été récemment étudiée par Depla et 



 

65 

al. chez des patients infectés chroniquement, mais aucune association n’a pu être démontrée 

(Depla et al., 2012). Cependant, on peut supposer que le développement de stéatose sévère 

pourrait être lié à la séquence peptidique de la protéine F, qui est moins bien conservée que 

celle de la protéine core (Walewski et al., 2002). Ensemble, ces données démontrent 

l’implication de la protéine F dans la régulation du métabolisme lipidique du foie, hypothèse 

qui a déjà été soulevée dans plusieurs études précédentes. En effet, dans un système de levure 

double hybride, Huang et al. ont identifié plusieurs partenaires d’interaction de la protéine F 

étant impliqués dans le métabolisme des lipides (Huang et al., 2005). De plus, des analyses 

bio-informatiques de la séquence de la protéine F ont révélé la présence d’un site de fixation 

au récepteur au LDL de classe B (Shesheer Kumar et al., 2008), et d’une région (acides 

aminés 72-115) hautement similaire au domaine transmembranaire du transporteur ABCA1 

(ATP-binding cassette A1), une protéine jouant un rôle clé dans le transport de cholestérol et 

des phospholipides cellulaires vers les HDL (Vassilaki et al., 2007).  

On sait que la réplication du VHC est étroitement liée au métabolisme des lipides, la 

présence des GL étant requise pour l’assemblage et la production efficace de particules virales 

infectieuses (Bartenschlager et al., 2011). Par conséquent, l’implication de la protéine F dans 

la perturbation du trafic des GL concorderait avec son importance présumée dans la 

propagation et la survie du virus, notamment suggérée par le haut degré de conservation de sa 

séquence au sein des génotypes (Walewski et al., 2001) et par son association avec la 

préfoldine-2 menant à l’altération du cytosquelette de tubuline (Tsao et al., 2006). De plus, le 

développement de stéatose ayant été observé chez des souris transgéniques exprimant la 

protéine core (Lerat et al., 2002; Moriya et al., 1997), une réévaluation de la contribution 

respective des protéines F et core dans cette pathogenèse devrait être envisagée.  

Une étude récente a démontré que core peut accéder aux GL en interagissant avec la 

diacylglycérol acyltransférase-1 (DGAT1), une enzyme clé de la synthèse des triglycérides 

(TG) (Herker et al., 2010). Cette localisation permettrait à la protéine core de stabiliser les GL, 

assurant ainsi l'efficacité de l'assemblage viral. Ainsi, il serait intéressant d'étudier si la 

protéine F est également capable de co-localiser avec les GL et de jouer un rôle dans 

l'altération du métabolisme des TG. Cependant, ces études sont actuellement limitées par 

l'absence d’anticorps monoclonaux anti-F fonctionnels et par le fait que le marquage de 
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l'extrémité N-terminale ou C-terminale de la protéine F peut biaiser sa localisation cellulaire 

(Ratinier et al., 2009). Plusieurs autres mécanismes par lesquels core induit l’accumulation de 

lipides ont été décrits. En effet, la protéine core provoque l’inhibition de l’activité du MTP 

(Perlemuter et al., 2002), une protéine majeure dans l'assemblage des lipoprotéines, et interfère 

avec l'expression de gènes impliqués dans la biosynthèse des acides gras, tels que SREBP ou 

PPARα/γ (Kim et al., 2007). Cependant, il reste difficile de savoir si ces changements 

moléculaires sont directement ou indirectement liés à l'activité de la protéine core. Il est donc 

possible que la protéine F soit impliquée dans ces mécanismes, expliquant ainsi en partie 

pourquoi aucune interaction directe entre la protéine core et SREBP ou PPARα/γ n’a été 

démontrée à ce jour. 

D'autres études ont montré que la protéine core contribue indirectement au 

développement de stéatose en provoquant un stress oxydatif par l'intermédiaire de l'inhibition 

de la β-oxydation et l'induction de dommages oxydatifs dans les mitochondries (Okuda et al., 

2002). Puisque la protéine F a été localisée aux mitochondries (Ratinier et al., 2009), 

l'accumulation de lipides pourrait éventuellement être due au rôle potentiellement pro-oxydant 

de la protéine F. Enfin, l'examen histologique du foie des lignées de poissons zébrés 

transgéniques AF11opti et AUG26opti démontre la présence de stéatose microvesiculaire ; or la 

β-oxydation a été décrite comme un cofacteur promouvant le développement de ce phénotype 

(Natarajan et al. 2006). 

La fibrose hépatique est fréquemment observée chez les patients infectés au VHC 

(Adinolfi et al., 2001; Hourigan et al., 1999; Westin et al., 2002). L’analyse histologique des 

foies des poissons AF11opti et AUG26opti après coloration au trichrome de Masson, ainsi que la 

mesure des niveaux d’expression des gènes marqueurs de fibrose, n’ont révélé aucun signe de 

cette pathologie.  Par conséquent, nos résultats ne témoignent pas du rôle de la protéine F dans 

l’établissement de la fibrose hépatique, même si son implication potentielle lors de l’infection 

naturelle au VHC ne peut être exclue.  

Des études antérieures ont également suggéré l’influence de la protéine F sur 

l’oncogenèse et le développement de CHC. Des mutations dans les séquences signalant le 

changement de cadre de lecture nécessaire à l’expression de la protéine F ont été observées 

plus fréquemment chez les individus infectés au VHC souffrant de CHC (Yeh et al., 2000). De 



 

67 

plus, Dalagiorgou et al. ont démontré la présence de niveaux plus élevés d’anticorps dirigés 

contre la protéine F chez les patients atteints de CHC que chez les individus chroniquement 

infectés (Dalagiorgou et al., 2011). La protéine F s’est avérée capable de réguler négativement 

p53 et de façon positive c-myc, dans des cellules HepG2 d’hépatome humain (Wu et al., 

2007). Aussi, des expériences de levure double-hybride ont révélé l’existence d’une 

interaction physique entre la protéine F et MM-1, un inhibiteur de la transactivation de c-myc, 

aboutissant à l’augmentation de l’activité de c-myc (Ma et al., 2008). Par ailleurs, la stéatose 

hépatique est un facteur pouvant contribuer au développement de la carcinogenèse au foie 

(Ohata et al., 2003; Roingeard and Hourioux, 2008). C’est pourquoi nous avons cherché à 

savoir si des phénomènes similaires étaient observables sur nos lignées de poissons zébrés 

transgéniques. Étonnamment, nos résultats n’ont révélé aucune modification des niveaux 

d’expression des ARNm de p53 ou de c-myc. Ces divergences entre nos données et celles des 

études précédentes pourraient s’expliquer par le système expérimental utilisé, soit une étude in 

vivo contre l’utilisation d’une lignée de cellules transformées dans lesquelles les profils 

d’expression peuvent différer de ceux observés dans des hépatocytes primaires. Il se peut 

également que certains cofacteurs responsables de l’oncogenèse observée dans les études 

citées précédemment soient absents dans notre modèle de poisson zébré. 
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Conclusion 

 En conclusion, nous avons étudié pour la première fois l’expression de la protéine F 

du VHC et la pathogenèse hépatique qui lui est associée dans un modèle in vivo. L’implication 

de la protéine F dans le développement de stéatose hépatique, rôle jusqu’à présent attribué 

principalement à la protéine core, a été démontrée à travers trois différentes approches 

analytiques. Bien que les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels la protéine F 

induit l’accumulation de GL restent à être caractérisés, les premières hypothèses que l’on peut 

émettre sont la modulation du métabolisme lipidique, l’interférence avec le trafic normal des 

GL, et l’altération de la fonction mitochondriale. De plus, les données expérimentales 

présentées ici pourraient mener à une réévaluation des propriétés biologiques respectives de 

protéines core et F, ainsi qu’à une réattribution de leurs interactions fonctionnelles (Wolf et 

al., 2008).  

En revanche, l’expression de la protéine F n’a pas induit de fibrose ou le 

développement de CHC dans notre modèle. Toutefois, l’implication potentielle de la protéine 

F dans la carcinogenèse et/ou dans l’établissement de dommages hépatiques dans le contexte 

de l’infection naturelle au VHC ne peut être exclue.  

Une meilleure compréhension des rôles des protéines produites par le VHC est cruciale 

pour le développement de nouvelles stratégies antivirales. En accord avec d’autres rapports 

récents, cette étude contribue à l’établissement et à la validation du poisson zébré transgénique 

comme un modèle in vivo pertinent dans le domaine de la virologie et de la recherche sur les 

lipides. 
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