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Résumé 
 

Le virus de l’hépatite C (VHC) est un virus à ARN qui affecte plus de 170 millions de 

personnes à travers le monde, dont plus de 85% sont infectés de façon persistante. Le 

génome du VHC est susceptible au clivage par la ribonucléase Dicer in vitro, mais non in 

vivo, suggérant que ce virus ait développé un moyen pour échapper à la voie de 

l’interférence à l’ARN, un possible mécanisme de défense de l’hôte contre les virus chez 

l’humain.  

Dans le but d’examiner la possibilité que certaines protéines du virus puissent interagir 

et/ou interférer avec l’activité de Dicer, nous avons sondé une librairie d’ADN 

complémentaire virale à l’aide d’une approche de double-hybride chez la levure, en 

utilisant Dicer comme appât. Nous avons observé une interaction entre Dicer et différents 

peptides dérivés des protéines non-structurales du VHC et identifié les portions de Dicer 

impliquées. Nous avons également tenté de confirmer ces interactions par des expériences 

de coimmunoprécipitation in vivo et in vitro. 
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Avant-propos 
 

Des expériences du double-hybride chez la levure ont permis d’identifier des interactions 

entre Dicer et des protéines non-structurales du VHC. Nous avons donc tenté d’effectuer la 

mise au point d’un système d’expression permettant la production de la protéine NS3 dans 

le but de caractériser l’interaction Dicter-NS3 in vitro. Cependant, l’élaboration de ce 

système s’est avéré plus complexe que prévu. Pour pallier à ce problème, nous avons eu 

recours à la transcription/traduction in vitro. Grâce au système de réplicon, un ARN 

subgénomique codant pour les protéines non-structurales du virus, transfecté dans des 

cellules Huh-7 (hépatocytes dérivées d’une tumeur hépatique humaine), nous avons pu 

étudier l’interaction protéique in vivo. 
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Chapitre 1  Introduction 

1.1  L’interférence à l’ARN (iARN) 

1.1.1  Historique 
Connu sous le nom de « post-transcriptional gene silencing » (PTGS) chez les plantes 

(Baulcombe, 1996; Hammond et al., 2001a; Ingelbrecht et al., 1994), « quelling » chez les 

champignons (Cogoni et al., 1994; Romano and Macino, 1992) et interférence à l’ARN 

(iARN) dans le règne animal (Fire et al., 1998), ce phénomène a été initialement découvert 

chez la pétunia. En 1990, le généticien Richard Jorgensen a observé ce processus, tout à fait 

par hasard, lors de l’injection de l’ARN codant pour le gène responsable de la coloration 

mauve chez la fleur afin d’augmenter la synthèse du pigment (l’anthocyanine). Cette 

intervention a plutôt eu l’effet inverse, générant des fleurs à pétales blanches. Le 

phénomène par lequel l’introduction d’un deuxième exemplaire d’un gène dans un génome 

mène à la répression de l’expression du gène endogène a été nommé co-suppression 

(Jorgensen et al., 1996; Napoli et al., 1990). 

Ce n’est qu’en 1998 que les travaux d’Andrew Fire, Craig Mello et leurs collègues ont mis 

en évidence ce processus chez le nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans), où 

l’introduction d’ARN double-brin (ARNdb) pouvait réduisait l’expression du gène 

correspondant de manière ciblée (Fire et al., 1998). Deux ans plus tard, des chercheurs du 

« Massachussetts Institute of Technology » (MIT) démontraient que de petits ARN 

interférents d’environ 19 à 21 nucléotides (nt), provenant du clivage de long ARNdb, sont 

les effecteurs de l’iARN (Zamore et al., 2000). 

À ce jour, iARN constitue un mécanisme ancestral très conservé chez les eucaryotes et 

représente un mode de régulation de l’expression génique. C’est également un processus 

qui semble jouer un rôle important au niveau des transposons (parasites moléculaires qui 

accumulent des séquences répétées dans le génome) et des virus à ARN. 
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1.1.2  Mécanisme 
De nombreuses percées au niveau de notre compréhension des mécanismes impliqués dans 

la voie de l’iARN ont été réalisées récemment. Les chercheurs continuent à utiliser 

différentes approches génétique, biologique, biochimique et moléculaire dans le but 

d’identifier les différentes composantes de ce processus cellulaire et de déterminer 

comment celles-ci s’intègrent les unes aux autres pour former une voie métabolique 

fonctionnelle. L’iARN se présente sous deux aspects, selon l’origine de l’ARN précurseur : 

une voie endogène où les ARN précurseurs sont transcrits du génome et une voie exogène 

où les précurseurs ribonucléotidiques sont d’origine synthétique, virale ou autre (voir figure 

1). 

La voie endogène est initiée au noyau par la transcription d’un ARN non-codant appelé 

microARN primaire (pri-miARN) par la polymérase à ARN II (Lee et al., 2004). Le pri-

miARN forme des structures secondaires en tige-boucle qui sont clivées en précurseur de 

microARN (pré-miARN) d’environ 70 nt par la ribonucléase III (RNase III) nucléaire 

Drosha (Lee et al., 2003). Ce dernier est transloqué au cytoplasme par l’Exportine 5 

(Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004; Yi et al., 2003), un transporteur nucléaire 

dépendant de la Ran-GTP, afin d’être clivé par la RNase III Dicer en un duplex de 

microARN (miARN) (ARNdb d’environ 21 à 23 pb ayant deux nucléotides non-appariés à 

chaque extrémité 3’). 

Le brin du duplex de miARN dont l’extrémité 5’ présente l’énergie thermodynamique la 

plus faible sera pris en charge par le complexe effecteur de la voie de l’iARN. Ce brin 

catalytique servira alors de guide pour cibler l’ARN messager (ARNm) d’une manière 

spécifique; l’autre brin étant présumément dégradé par des nucléases (Bartel, 2004). Si le 

brin guide présente une complémentarité parfaite avec l’ARNm, principalement dans la 

région codante et/ou 5’ non-traduite (NT) chez les plantes, le complexe effecteur clivera 

l’ARNm cible, menant à sa dégradation. Cette situation est la plus fréquente dans le règne 

végétal. Chez la drosophile, le complexe médiant le clivage de l’ARNm cible a été nommé 

« RNA-induced silencing complex » (RISC) (Hammond et al., 2000). D’autre part, si le 

brin catalytique présente une complémentarité imparfaite avec l’ARNm cible, mais 

suffisante pour en permettre la reconnaissance principalement dans la région 3’NT, il 
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médiera le blocage de la machinerie traductionnelle. Ce scénario est le plus fréquent dans le 

règne animal, où le complexe effecteur multiprotéique est alors appelé « miRNA 

ribonucleoprotein particles » (miRNP)  (Hutvagner and Zamore, 2002). 

 

Figure 1 : Mécanisme général de la voie de l’iARN.  Tirée et adaptée de Meister et Tuschl 

(2004). 
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La voie exogène est initiée par la présence d’ARNdb exogènes dans le cytoplasme. Cet 

ARNdb peut être clivé par la ribonucléase Dicer en « small interfering RNA » (siARN) ou 

petits ARN interferents, ou incorporé dans un complexe effecteur multiprotéique, une étape 

cytoplasmique commune aux miARN. Les siARN montrent une structure et un 

métabolisme analogues aux duplex de miARN; l’un des brins étant sélectionné (brin 

catalytique) et incorporé dans un complexe RNP. Ce complexe ainsi activé médiera, selon 

sa complémentarité avec l’ARNm cible, la dégradation du messager ou la répression de sa 

traduction (Hutvagner and Zamore, 2002). 

La composition du miRNP et du RISC varie d’une espèce à l’autre. Chez l’humain, parmi 

les composantes déjà identifiées, on retrouve la protéine Argonaute (Ago), les hélicases 

dépendantes de l’ARN Gemin3 et Gemin4 (Meister and Tuschl, 2004), ainsi que la 

« Fragile X mental retardation protein » (FMRP) (Jin et al., 2004).  

Ago est une protéine basique qui existe sous plusieurs formes (Ago1, Ago2, Ago3 et 

Ago4). Les protéines Ago possèdent un domaine Piwi apparemment impliqué dans 

l’interaction avec Dicer (Kolb et al., 2005; Tahbaz et al., 2004) et un domaine 

Piwi/Argonaute/Zwille (PAZ) qui permet la liaison du brin d’ARN catalytique (Kolb et al., 

2005). Ceci aurait pour effet de protéger cet ARN contre la dégradation et de l’orienter 

convenablement dans le complexe effecteur (Carmell et al., 2002). Des évidences 

structurales et biochimiques suggèrent que la protéine Ago2, une composante essentielle du 

complexe RISC, exerce une activité endonucléasique permettant de cliver et de dégrader 

l’ARNm cible (Meister et al., 2004; Rand et al., 2004). 

FMRP est une protéine possédant deux domaines Lys-His (KH) et une boîte Arg-Gly-Gly 

(RGG) caractéristiques de certaines protéines pouvant lier l’ARN. FMRP est localisée 

principalement au niveau des neurones, où elle joue un rôle important dans le transport des 

ARNm cibles et le contrôle de leur traduction au niveau des sites post-synaptiques dans les 

dendrites (Khandjian, 1999). Des travaux chez la drosophile ont montré sa présence dans le 

complexe RISC, son rôle dans le bon fonctionnement de la voie de l’iARN ainsi que 

l’importance du domaine KH dans l’interaction entre les composantes du complexe 

(Ishizuka et al., 2002). Le retard mental résultant de l’absence de la protéine FMRP pourrait 
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être due, entre autres, au dérèglement de la machinerie de la voie de l’iARN (Caudy et al., 

2002; Ishizuka et al., 2002). 

Outre son rôle dans la régulation post-transcriptionnelle, les composantes de la machinerie 

de l’iARN jouent également un rôle dans la régulation transcriptionnelle afin d’assurer 

l’intégrité du génome. Chez la levure Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), le processus 

est requis pour la formation de l’hétérochromatine centromérique ainsi que dans la 

ségrégation normale des chromosomes (Volpe et al., 2002). Ce mécanisme de régulation 

transcriptionnelle a aussi été démontré chez les plantes (Wassenegger et al., 1994) et la 

drosophile (Corbin and Maniatis, 1989; Pal-Bhadra et al., 2002). 

Un processus d’amplification médié par une « RNA-dependent RNA polymerase » (RdRP), 

ou polymérase à ARN dépendante de l’ARN, a été identifié chez les plantes (A. thaliana), 

les champignons (S. pombe) et le nématode (C. elegans). Ce processus, qui permet une 

action systémique et plus durable de l’iARN, est absent chez les insectes et les mammifères 

(Cogoni and Macino, 2000; Hammond et al., 2001b; Sharp, 2001; Sharp and Zamore, 

2000). 

1.1.3  Les ribonucléases III 

1.1.3.1  Drosha 
Drosha appartient à la famille des RNases III de classe II. Elle possède deux domaines RIII, 

un domaine « double-stranded RNA binding domain » (dsRBD), un domaine RS riche en 

sérine/arginine et un long domaine N-terminal riche en proline possiblement impliqué dans 

les interactions protéine-protéine. Drosha est présente chez les insectes, le vers, la souris et 

l’humain, mais absente chez les plantes et les champignons (Lee et al., 2003).  

Des travaux ont montré que Drosha agit sous forme de complexe avec la protéine 

« DiGeorge syndrome critical region gene 8 » (DGCR8) (Gregory et al., 2004; Han et al., 

2004), qui présente deux domaines dsRBD. DGCR8 pourrait avoir un rôle crucial dans la 

maturation des pri-miARN.  
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1.1.3.2  Dicer  
Dicer est une enzyme qui a été conservée au cours de l’évolution et qui est retrouvée, à ce 

jour, chez presque tous les organismes eucaryotes. C’est une RNase III de classe III qui 

présente des homologies avec les RNases III de classe I (E.coli) et de classe II (Drosha chez 

les mammifères) (Carmell and Hannon, 2004) (voir figure 2). Dicer est composée d’un 

domaine N-terminal montrant une analogie de séquence avec des hélicases à ARN, d’un 

« Domain of unknown function » (DUF283) ou domaine de fonction inconnue, d’un 

domaine PAZ pouvant lier l’ARNdb, de deux domaines RNase III (RIIIa et RIIIb) jouant 

un rôle important dans le mode de clivage de l’ARNdb et d’un domaine dsRBD pouvant 

lier l’ARNdb (Provost et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique des domaines des ribonucléases de type III. La 

classe I est représentée par la RNase III d’E. coli, la classe II par Drosha chez les 

mammifères et la classe III par Dicer. RIIIbx désigne un site catalytique RNase III (RIII) 

non-fonctionnelle. La dimension de ces domaines est approximative. Tirée de Carmell and 

Hannon (2004). 

 

 

Classe I 
Classe II 

Classe III 
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Dicer a la propriété de lier et de cliver les ARNdb, générant ainsi de petits ARNdb 

d’environ 21 à 23 pb qui montrent un groupement phosphate à l’extrémité 5’, un 

groupement hydroxyl à l’extrémité 3’ et 2 nt non-appariés à l’extrémité 3’ (Bernstein et al., 

2001; Provost et al., 2002; Zhang et al., 2002; Zhang et al., 2004). Elle joue un rôle-clé 

dans le mécanisme de l’iARN, aussi bien dans la voie endogène que dans la voie exogène, 

en exécutant le clivage des pré-miARN en miARN matures ou de l’ARNdb en siARN. Pour 

qu’elle soit fonctionnelle, Dicer doit former un dimère via ses domaines RIII qui produisent 

ainsi le site catalytique actif pour le clivage de l’ARNdb. Malgré que le mode exact par 

lequel Dicer clive l’ARNdb ne soit pas encore connu, trois modèles ont été proposés 

(Carmell and Hannon, 2004): 

• Dicer pourrait opérer en formant un homodimère anti-parallèle, qui lui permettrait 

de produire des fragments d’environ 22 nt, soit le double en longueur des produits 

de la RNase III de E. coli qui montre, à l’opposé, un seul domaine RIII; 

• Selon le modèle tête-queue, les deux molécules de Dicer auraient la même 

orientation sur l’ARNdb l’une par rapport à l’autre; 

• Dicer pourrait agir en monomère, où les domaines RIIIa et RIIIbx créent un dimère 

intramoléculaire. 

Dans les trois scénarios, le domaine PAZ central de Dicer pourrait jouer un rôle très 

important dans l’étape du clivage en reconnaissant spécifiquement les 2 nt non-appariés à 

l’extrémité 3’ de l’ARNdb générés par Drosha. Le domaine PAZ positionnerait 

adéquatement les domaines RIIIa et RIIIbx aux sites de clivage, ce qui expliquerait la 

génération par Dicer de petits ARN d’une longueur déterminée; la structure 

tridimensionnelle et la disposition des différents domaines en étant les principaux 

déterminants (Carmell and Hannon, 2004).  

Le clonage de la ribonucléase Dicer humaine (218 kDa) a rendu possible la caractérisation 

de son activité ribonucléasique et de ses propriétés à lier l’ARNdb. Le magnésium, qui 

n’est pas essentiel pour la liaison de l’ARNdb, est requis pour son activité ribonucléasique. 

Il a été démontré que le domaine dsRBD localisé dans la portion C-terminale de Dicer 
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pouvait lier l’ARNdb in vitro. Exprimée dans les cellules humaines, Dicer colocalise avec 

la calreticuline, une protéine résidant au réticulum endoplasmique (RE) (Provost et al., 

2002). 

1.1.3.3  Les protéines interagissant avec Dicer 
Le rôle de Dicer ne se limite pas à l’étape d’initiation de la voie de l’iARN par le clivage 

des ARN précurseurs. Des travaux ont récemment démontré l’association de Dicer avec le 

complexe effecteur RISC/miRNP et l’implication de diverses interactions dans le 

fonctionnement de cette voie. En effet, des interactions directes entre Dicer et les protéines 

de la famille Argonaute (Ago) (Hammond et al., 2001a) semblent être requises pour le 

transfert des siARN/miARN aux complexes effecteurs (Hammond et al., 2001a; Sasaki et 

al., 2003; Sontheimer and Carthew, 2005). Cette liaison, médiée par le domaine Piwi des 

protéines Ago et les domaines RNases III de Dicer, inhibe l’activité ribonucléasique de 

cette dernière in vitro (Tahbaz et al., 2004).  

Une interaction entre Dicer et la protéine FMRP, dont la signification reste à établir, a 

également été identifiée dans des cellules murines (Lugli et al., 2005). Chez la drosophile, 

la protéine R2D2, joue un rôle dans la voie de l’iARN en liant Dicer et les protéines Ago 

ensemble dans le RISC (Liu et al., 2003).  

Par ailleurs, des études très récentes ont évoqué la possibilité que certaines protéines virales 

pouvaient interagir avec Dicer. Ainsi, la protéine Tat du virus de l’immunodéficience 

humaine-1 (VIH-1) inhibe Dicer par contact direct (Bennasser et al., 2005), ce qui soutient 

l’hypothèse que Dicer pourrait être ciblé par certaines protéines virales. 

Plus récemment, l’association de la protéine TRBP «Transactivating response RNA-

Binding Protein » au complexe Dicer-Ago2 a été rapportée. Cette association est nécessaire 

à la stabilité et l’activation du complexe effecteur (Chendrimada et al., 2005). 
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1.1.4  Les microARN 
Les microARN (miARN) sont de petits transcrits d’ARN non-codants d’environ 21 à 23 nt 

qui régulent négativement et spécifiquement l’expression des gènes (Lagos-Quintana et al., 

2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001).  

Exprimés chez la plupart des organismes eucaryotes, les gènes de miARN sont transcrits 

par l’ARN polymérase de classe II en pri-miARN qui présente un cap à l’extrémité 5’ et un 

segment polyadénylé à l’extrémité 3’ (Lee et al., 2004). Les gènes de miARN sont 

organisés en tandem pouvant être regroupés en amas ayant le même promoteur 

polycistronique ou isolés (Ambros, 2004). Chez les mammifères, plusieurs centaines de 

gènes codants pour des miARN ont été recensés. Représentant environ 1% du génome 

humain, certains chercheurs prévoient que les miARN peuvent réguler l’expression de plus 

de 30% des gènes (Bartel, 2004; Lai, 2003)! 

Des travaux de l’équipe de Victor Ambros ont permis l’identification des deux premiers 

miARN, le lin-4 et le lin-7, chez le nématode (Lee and Ambros, 2001; Lee et al., 1993). 

Ces derniers sont requis pour la transition temporelle des stades larvaires au cours du 

développement post-embryonnaire du ver en inhibant la traduction des ARNm lin-14, lin-

28, lin-41 et lin-57 codant pour des gènes hétérochroniques (Banerjee and Slack, 2002; Lee 

and Ambros, 2001; Lee et al., 1993; Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000) (voir figure 3). 

Des études chez C. elegans ont également démontré que lin-4 pouvait se lier à plus de 7 

sites dans la région 3’NT de l’ARNm cible lin-14 avec une complémentarité imparfaite, 

bloquant ainsi sa traduction (Lee et al., 1993; Moss et al., 1997) (voir figure 3b). Lin-4 

inhibe la traduction d’un autre ARNm cible, soit lin-28, de façon analogue, suggèrant une 

pluralité d’ARNm cible pour certains miARN.   
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Figure 3 : Le miARN lin-4 et la reconnaissance de lin-14, son ARNm cible. (a) Séquence 

et structure du pré-miARN et du miARN mature lin-4. (b) Reconnaissance des sites de 

liaison présents dans la région 3’NT de l’ARNm lin-14 (bleu) par le miARN lin-4 (rouge) 

montrant une complémentarité imparfaite. La liaison de lin-4 à ces différents sites permet le 

blocage de la traduction de l’ARNm. Tirée de He and Hammond (2004).  

 

 

Outre leur rôle dans la transition des stades larvaires chez le nématode, les miARN exercent 

des fonctions biologiques variées d’un organisme à l’autre, et peuvent être impliqués dans 

le développement, l’hématopoïèse, la différentiation cellulaire, l’apoptose, l’organogénèse 

et la prolifération cellulaire (Bartel, 2004) (voir tableau 1). 

 

 



 16
 
Tableau 1 : Quelques exemples de miARN dont la fonction et la cible ont été caractérisées 

expérimentalement. Tiré de He and Hannon (2004). 

MicroARN Organismes Gènes cibles Fonctions  biologiques contrôlées 

miR-165 

miR-166 

Arabidopsis 
thaliana 

Phabulosa 

Phavoluta 

Morphogénèse des feuilles (Emery et al., 
2003; Tang et al., 2003). 

miR-Jaw Id Facteur de 
transcription 
TCP 

Morphogénèse des feuilles et embryogénèse 
(Palatnik et al., 2003). 

miR-172 Id AP2 Développement floral (Zhou et al., 2004). 

Lin-4 Caenorhabditis 
elegans 

Lin-14, lin-28 Transition des stades du développement 
larvaire L1 et L2 (Lee et al., 1993; Moss et al., 
1997) 

Let-7 Id Lin-41, lin-57 Transition des stades du développement 
larvaires L4 et le stade adulte (Reinhart et al., 
2000; Slack et al., 2000). 

lsy-6 Id Cog-1 Détermination d’asymétrie neurale droite et 
gauche (Johnston and Hobert, 2003). 

Bantam Drosophila 
melanogaster 

hid 

 

Prolifération cellulaire et suppression de 
l’apoptose (Brennecke et al., 2003). 

miR-181 Mus musculus ? Différentiation hématopoïétique (Tian et al., 
2004). 

 

 

Récemment, une étude a montré la présence d’un miARN codé par la cellule hôte qui est 

dirigé contre un rétrovirus humain, le « Primate Foamy Virus type1 » (PFV-1) (Lecellier et 

al., 2005). Ce miARN a pour fonction de contrecarrer la réplication du virus dans les 

cellules humaines, ce qui suggère que l’iARN peut être impliquée dans la défense antivirale 

chez les mammifères (Lecellier et al., 2005). À l’opposé, il existe également des miARN 

codés par le génome de certains virus, tel que le virus Epstein-Barr, qui pourraient être 

impliqués dans la régulation de la réplication virale et de l’expression de certaines protéines 

de la cellule hôte (Pfeffer et al., 2004). 
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1.1.5  Les petits ARN interférents (siARN) 
Les siARN sont de petits ARN synthétiques d’environ 21 pb parfaitement appariés et 

destinés à cibler des ARNm spécifiques. Les siARN peuvent également être produits par le 

clivage de précurseurs d’ARNdb par Dicer in vitro ou in vivo (virus, transposons). Sur le 

plan fondamental, les siARN et les miARN présentent des caractéristiques moléculaires 

similaires, mais diffèrent par leur origine, l’appariemment de leurs brins et leur mode 

d’action sur leur ARNm cible. Ainsi, les siARN visent habituellement un site unique et 

montrent une complémentarité parfaite avec l’ARNm cible, menant à sa dégradation (He 

and Hannon, 2004). 

Les siARN représentent un outil moléculaire très puissant et de plus en plus utilisé en 

recherche fondamentale et thérapeutique. Ainsi, il est possible d’investiguer la fonction 

d’un gène chez les eucaryotes en bloquant spécifiquement et transitoirement l’expression 

du gène en question, et en observant les conséquences sur le fonctionnement cellulaire. Par 

ailleurs, l’exploitation de la voie de l’iARN à des fins thérapeutiques s’avère très 

prometteuse. Des siARN sont en cours de développement chez de nombreuses compagnies 

de biotechnologie pour cibler de manière spécifique l’expression de gènes pouvant causer 

des maladies, telles que le cancer, les maladies neurodégénératives et les maladies 

infectieuses virales (Wall and Shi, 2003). Lorsqu’ils sont introduits dans la cellule de 

mammifère, les siARN n’activent pas l’immunité non-spécifique, du fait de leur petite taille 

(Elbashir et al., 2001). L’introduction d’ARNdb d’origine virale ou synthétique, ayant plus 

de 30 nt de long, active la voie de l’interféron, qui provoque une inhibition généralisée de 

la traduction menant à l’apoptose (Gil and Esteban, 2000), de même que de la RNase L, qui 

dégrade de manière non-spécifique les ARNm cellulaires et viraux (Diaz-Guerra et al., 

1997; Samuel, 1991). 

Très récemment, des études ont montré que le VIH-1 code pour des précurseurs de siARN 

de même que pour un suppresseur de la voie iARN (Bennasser et al., 2005). Ces 

observations suggèrent que ce virus, qui pourrait être une cible de la voie de l’iARN, a 

élaboré un moyen pour échapper à ce mécanisme de défense anti-viral. 
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1.2  Résistance des virus à l’iARN 
L’iARN est le principal mécanisme de défense anti-viral chez les plantes. Cependant, des 

études récentes ont mis à jour certaines stratégies virales suppressives de la voie iARN. 

Parmi les stratégies utilisées par certains virus pour échapper à la voie de l’iARN, notons : 

• L’expression de protéines virales suppressives qui interagissent et inactivent 

certaines composantes de la machinerie de la voie de l’iARN (Bennasser et al., 

2005; Chapman et al., 2004);  

• la production d’ARN viral résistant à l’action des ribonucléases et formant de fortes 

structures secondaires et tertiaires (Chang et al., 2003; Lu and Cullen, 2004);  

• la séquestration de leurs ARN par des protéines virales (Zamore, 2004); 

• un mécanisme d’édition de l’ARN viral où l’enzyme « adenosine deaminase that 

acts on RNA » (ADAR) converti l’adénosine en inosine, modifiant ainsi la structure 

de l’ARN et sa susceptibilité à la voie iARN (Knight and Bass, 2002; Polson et al., 

1991). 

Chez les plantes, la première forme de résistance à être identifiée est médiée par la 

production de protéines virales suppressives, telles que la p21, codée par le « beet western 

yellow virus », et la p19, codée par le « tomato bushy stunt virus ». Ces deux protéines 

virales lient les miARN et préviennent leur incorporation dans le RISC, ce qui en font des 

suppresseurs puissants de l’iARN (Chapman et al., 2004; Vargason et al., 2003; Ye et al., 

2003). Une autre forme de résistance est représentée par la protéine virale P1/HC-Pro, 

codée par le « Turnip mosaic virus », qui pourrait interagir avec R2D2 et prévenir la 

formation d’un complexe RISC actif (Chapman et al., 2004).   

Chez la drosophile, les protéines E3L du virus de vaccinia et NS1 du virus de l’influenza A, 

B et C, qui sont des protéines pouvant lier l’ARNdb et impliquées dans l’inhibition de la 

réponse anti-virale médiée par l’interféron, interfèrent avec la voie de l’iARN en liant le 

pré-miARN (Liu et al., 2004). 
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Chez l’humain, des stratégies de résistance virale ont récemment été découvertes. Dans le 

cas de l’adénovirus, celui-ci produit l’ARN non-codant VA1 d’environ 160 nt formant des 

structures secondaires. Ce dernier est capable de compétitionner avec les pré-miARN pour 

une quantité limitée du transporteur nucléaire Exportine 5 en plus d’inactiver Dicer par une 

interaction directe (Lu and Cullen, 2004). En ce qui a trait au virus Epstein-Barr, il produit 

des transcrits de pri-miARN et exploite la machinerie de l’iARN pour la biosynthèse de 

miARN qui pourraient être requis pour la réplication du virus (Pfeffer et al., 2004). 

Enfin, l’exemple le plus récent est celui du VIH-1. Le génome de ce virus code pour des 

précurseurs de siARN dirigés contre ses propres ARNm afin de réguler sa réplication. 

D’autre part, le VIH-1 est capable d’échapper à l’action de l’iARN en exprimant la protéine 

Tat qui inhibe directement l’activité catalytique de Dicer (Bennasser et al., 2005; Contreras 

et al., 2005). Ces observations illustrent la complexité et la dynamique des interactions 

hôte-virus, dans lesquelles la voie de l’iARN semble jouer un rôle important. 
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1.3  Le virus de l’hépatite C (VHC) 

1.3.1  Classification et épidémiologie 
Le virus de l’hépatite C (VHC) a été identifié en 1989 par Choo et al. par des méthodes de 

biologie moléculaire. Connu comme étant le principal agent étiologique des hépatites « non 

A, non B », ce virus a été classé au sein de la famille des flaviviridae et est le seul 

représentant du genre hépacivirus (Choo et al., 1990; Kuo et al., 1989). 

Le VHC constitue un problème de santé publique majeur à travers le monde, en particulier 

dans les pays en développement, affectant au moins 170 millions de personnes, soit 3% de 

la population mondiale, et entraînant une morbidité et une mortalité considérable (Global 

surveillance and control of hepatitis C, 1999). Le virus se transmet principalement par voie 

parentérale (transfusion sanguine, aiguilles souillée) (Zou et al., 2003) et, à une fréquence 

plus faible, par voies sexuelle et périnatale (Batallan et al., 2003; Wejstal, 1999). À cause 

du taux d’erreurs relativement élevé commis par la polymérase à ARN du VHC, le génome 

viral présente une variabilité génomique importante, d’où l’apparition de 6 génotypes et de 

nombreux sous-types (Robertson et al., 1998).  

L’hépatite C peut évoluer vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire, nécessitant 

inexorablement une transplantation du foie (Alter and Seeff, 2000). En dépit des avancées 

thérapeutiques, le seul remède pour traiter les patients infectés par l’hépatite C est une 

combinaison de ribavirine et d’interféron alpha (IFNα), dont l’efficacité varie selon le 

génotype et qui représente une thérapie très coûteuse. Aucun vaccin n’est présentement 

disponible (Moradpour and Blum, 1999). Il y a donc un criant besoin d’explorer d’autres 

alternatives et moyens pour combattre ce virus.  

1.3.2  Organisation génomique 
Le VHC est un virus enveloppé à capside icosaédrique hébergeant un ARN monocaténaire 

linéaire de polarité positive d’environ 9,6 kb. Son génome comprend trois régions distinctes 

de l’extrémité 5’ à l’extrémité 3’, soit la région 5’NT, la région codante et la région 3’NT. 

La région 5’NT comporte 341 nt et des domaines hautement conservés riches en structures 

secondaires complexes formant le « internal ribosome entry site » (IRES) ou site interne 
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d’entrée du ribosome (Friebe et al., 2001). Ce dernier fait d’ailleurs l’objet de la section 

1.3.3. 

La région codante varie entre 9024 et 9111 nt de long, et présente un cadre de lecture 

ouvert codant pour une polyprotéine d’environ 3033 acides aminés (aa). Lors de sa 

maturation post-transcriptionnelle, la polyprotéine est scindée par des protéases cellulaires 

et virales pour donner naissance aux protéines structurales (C-E1-E2-p7) et non-structurales 

(NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B) du virus (Bartenschlager and Lohmann, 2000) (voir 

figure 4). La protéine C sert essentiellement à la formation de la capside par polymérisation 

et est capable d’interagir avec de nombreux constituants cellulaires. E1-E2 sont les 

glycoprotéines de l’enveloppe virale. Elles forment un complexe hétérodimériques par des 

interactions non-covalentes et qui sont principalement impliquées dans la reconnaissance 

cellulaire. p7 est un polypeptide de 7 kDa présentant plusieurs résidus hydrophobes et ayant 

une fonction encore inconnue. NS2 est une métalloprotéase qui forme, avec l’extrémité N-

terminale de NS3, une protéase auto-catalytique dépendante du zinc qui permet la coupure 

de la jonction NS2-NS3. NS4A sert comme cofacteur de NS3 pour le clivage de la jonction 

NS3-NS4A (Reed and Rice, 2000). NS4B présente un rôle plausible dans la réplication 

virale (Elazar et al., 2004). NS5A ainsi que la glycoprotéine E2 présentent un rôle dans la 

résistance virale à l’interféron (Gale et al., 1997; Tan and Katze, 2001; Taylor et al., 1999). 

NS3 et NS5B sont présentées plus en détail dans les sections 1.3.4 et 1.3.5, respectivement. 

La région 3’NT de 229 nt comprend une région poly-uridyle impliquée dans l’initiation de 

la synthèse du brin d’ARN négatif au cours de la réplication virale (Friebe and 

Bartenschlager, 2002). 
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Figure 4: Organisation génomique du VHC. Le génome viral est traduit en une seule 

polyprotéine qui subit un processus de maturation médié par des protéases cellulaires 

générant les protéines structurales (C, E1, E2 p7) et par des protéases virales générant les 

protéines non-structurales (NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B). Tirée et adaptée de Tan 

et al. (2002). 

 

1.3.3  Le « Internal Ribosome Entry Site » (IRES) 
La région 5’NT présente des domaines en structures tige/boucle, soit les domaines I, II, III 

et IV. Les domaines II, III et IV forment l’IRES (Kato et al., 1990; Tsukiyama-Kohara et 

al., 1992). En fixant la sous-unité 40 S du ribosome et le « eukaryotic initiation factor 3 » 

(eIF3), l’IRES entraîne l’initiation de la traduction de l’ARN viral indépendamment de la 

coiffe méthylée. Ces domaines possèdent plusieurs codons AUG en amont du site 

d’initiation de la traduction; celui-ci étant localisé au niveau du quatrième domaine. Les 

domaines V et VI font partie de la région codante du génome viral et jouent un rôle 
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essentiel dans l’activité de l’IRES dans l’initiation de la traduction (Honda et al., 1996; 

Smith and Simmonds, 1997; Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al., 1993) (voir 

figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Structure de la région 5’NT du VHC. Le domaine IV présente le site d’initiation 

de la traduction cap-indépendante. Les domaines V et VI, qui font partie intégrante de la 

région codante du génome, sont requis pour la fonction de l’IRES. Tirée et adaptée de Tan 

et al. (2002). 
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1.3.4  La protéine non-structurale 3 (NS3)  
NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70 kDa pouvant exercer trois activités 

enzymatiques différentes : une fonction sérine protéase dans son tiers N-terminal 

permettant le clivage de la jonction NS2-NS3 et des protéines non-structurales situées en 

amont, et deux activités combinées nucléoside triphosphatase (NTPase)/hélicase localisées 

dans ses deux-tiers C-terminal et jouant un rôle dans la réplication virale. La localisation de 

NS3 est essentiellement cytoplasmique (Gwack et al., 1996; Kim et al., 1995; Tomei et al., 

1993). 

Les protéines structurales et non-structurales du VHC interagissent entre elles et avec 

certaines composantes de l’hôte afin d’assurer la réplication virale et la résistance du virus à 

l’immunité cellulaire. Dans le cas de NS3, une étude a démontré que celle-ci interagit avec 

NS4A et NS5B pour former un complexe requis pour la réplication du virus (Ishido et al., 

1998). Des travaux récents suggèrent que NS3 soit impliquée dans la résistance anti-virale 

via une interaction directe avec certaines protéines de l’hôte. Une étude suggère que le 

domaine protéasique de NS3 peut interférer  avec la présentation antigénique via le 

complexe majeur d’histocompatibilité de classe I en interagissant avec la « Low Molecular 

Mass Protein 7 » (LMP7). LMP7 est une composante du protéasome impliqué dans la 

dégradation du peptide antigénique qui peut être d’origine virale, ce qui rend le virus 

invisible à la surveillance du système immunitaire (Khu et al., 2004). 

Par ailleurs, d’autres études ont rapporté que NS3 pouvait lier directement la protéine 

kinase « TANK Binding Kinase-1 » (TBK1) et inhiber l’association et l’activation du 

facteur de transcription « Interferon Regulatory Factor-3 » (IRF-3). Ce dernier est un 

régulateur-clé de la production de l’interféron de type I via la voie de signalisation médiée 

par le « Toll-Like Receptor-3 » (TLR-3) (Foy et al., 2003; Otsuka et al., 2005). Le TLR-3 

est un récepteur impliqué dans l’immunité innée en fixant l’ARNdb viral. Cette liaison 

active le facteur IRF-3 et, ultérieurement, toute la cascade de signalisation induisant la 

production de l’interféron, incluant l’interféron-β, qui est le principal agent anti-viral de 

l’immunité innée (Akira and Hemmi, 2003).  
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1.3.5  La protéine non-structurale 5B (NS5B) 
NS5B est une protéine phosphorylée de 68 kDa qui exerce principalement une activité 

polymérase à ARN dépendante de l’ARN (RdRP) permettant la réplication du génome 

viral. Montrant une localisation cytoplasmique, NS5B est ancrée au niveau du RE grâce à 

son domaine C-terminal hydrophobe formé de 21 aa (Lohmann et al., 1997). 

L’activité RdRP pourrait être régulée par oligomérization et hétéromérisation avec d’autres 

protéines virales. Comme dans le cas de NS3, il existe aussi des interactions potentielles 

entre NS5B et différentes protéines cellulaires de l’hôte. Par exemple, il a été démontré que 

NS5B pouvait interagir avec l’α-actinine (Lan et al., 2003), une composante du 

cytosquelette, et avec la p68 (Goh et al., 2004), une hélicase à ARN qui pourrait être 

impliquée dans la réplication virale. Ces résultats nous laisse croire que NS5B pourrait 

interférer avec la fonction normale des cellules.   

1.3.6  Modèles d’études du VHC 
L’absence d’un système de réplication virale efficace représente l’obstacle majeur à l’étude 

de la fonction biologique du VHC et à la conception éventuelle de nouvelles molécules 

thérapeutiques. Le seul modèle animal pouvant être utilisé est le chimpanzé. Pour pallier à 

ce problème, plusieurs systèmes d’expression des protéines non-structurales virales ont été 

mis au point dans des cellules de mammifère en culture. 

Dans cette présente étude, nous avons eu recours à un système basé sur le réplicon, un 

ARN subgénomique codant pour les protéines non-structurales (NS2-NS5B) du virus, 

transfecté dans des cellules Huh-7 (hépatocytes dérivées d’une tumeur hépatique humaine) 

maintenues en culture. L’utilisation de la néomycine dans le milieu de culture permet de 

sélectionner les cellules hébergeant le réplicon, qui porte un gène de résistance à la 

néomycine. Ce système offre un double avantage : (1) les protéines non-structurales virales 

sont produites en quantité suffisante, et (2) les protéines du VHC peuvent être manipulées 

et étudiées de façon sécuritaire en l’absence de particules infectieuses (Bartenschlager, 

2002; Lohmann et al., 1999; Pietschmann et al., 2002; Rosenberg, 2001).   
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Récemment, des travaux ont permis le développement d’un nouveau système de culture très 

performant permettant la production de particules virales infectieuses. Ce système consiste 

en un réplicon codant pour le génome viral entier et qui présente des mutations adaptatives 

(JFH-1 génotype 2a) afin d’augmenter l’efficacité de la réplication du VHC (Wakita et al., 

2005; Zhong et al., 2005). Ce réplicon a été transfecté dans une lignée cellulaire dérivée des 

Huh7 et plus performante pour la production de particules virales.  

1.4  L’iARN et le VHC 
Le traitement actuel de l’hépatite C offre une faible efficacité entraînant plusieurs effets 

secondaires. La recherche thérapeutique se poursuit afin de développer de nouvelles 

stratégies plus performantes pour contrer la réplication du VHC chez l’humain. En ce sens, 

la voie de l’iARN représente une approche thérapeutique intéressante. Ainsi, des siARN 

synthétiques ont été utilisés avec succès afin d’inhiber spécifiquement l’expression de 

gènes viraux dans des cellules hépatiques (Huh-7) possédant un réplicon viral. Le recours à 

des vecteurs d’expression de « short hairpin RNA » (shARN), ou petits ARN en structure 

d’épingle à cheveux, dirigés spécifiquement contre NS3 et NS5B s’est avéré plus efficace 

que les siARN pour supprimer la réplication virale et à long terme (Prabhu et al., 2005; 

Randall et al., 2003; Takigawa et al., 2004). Par ailleurs, d’autres travaux in vivo ont permis 

le blocage de la synthèse de NS5B en utilisant des siARN et des shARN dirigés contre 

celle-ci dans un modèle murin d’hépatite mimant l’infection chez l’Homme (McCaffrey et 

al., 2002).   

1.5  Hypothèses et objectifs 
Deux évidences suggèrent que le VHC pourrait être ciblé par la voie de l’iARN : (1) le 

VHC produit des intermédiaires d’ARNdb lors de sa réplication; et (2) le génome viral 

montre des structures d’ARN en tige/boucle dans la région 5’NT susceptibles à l’action de 

Dicer in vitro (Isabelle Plante, résultats non-publiés). La voie de l’iARN pourrait donc 

constituer un mécanisme de défense anti-viral contre le VHC. Cependant, les niveaux 

endogènes de petits ARN provenant du clivage du génome du VHC par Dicer sont sous les 

limites de détection, suggérant que le VHC puisse échapper et/ou contrecarrer la voie de 

l’iARN in vivo. 
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Étant donné que le cycle réplicatif du VHC se déroule au niveau du cytoplasme et que la 

plupart de ses protéines non-structurales se retrouve, comme Dicer, au niveau du RE, nous 

avons émis l’hypothèse qu’une ou plusieurs de ces protéines virales puissent interagir et 

interférer avec la fonction de la ribonucléase Dicer. Le principal objectif de ce travail était 

donc de détecter et de documenter l’interaction possible entre la ribonucléase Dicer et les 

protéines non-structurales du VHC. 
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Chapitre 2  Matériels et méthodes 

2.1  Le système du double-hybride chez la levure 

2.1.1  Principe 
Le système du double-hybride chez la levure permet d’identifier une interaction protéine-

protéine (X-Y) in vivo par reconstitution d’un activateur de la transcription chimérique 

(GAL4) chez la levure Saccharomyces cerevisiae (voir figure 6). Le GAL4 est formé d’un 

domaine de liaison à l’ADN (DLA) et un domaine d’activation (DA) qui, lorsque séparés, 

ne sont pas capables d’interagir et d’activer la transcription (Chien et al., 1991; Fields and 

Song, 1989). 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Principe de l’activation des gènes rapporteurs chez la levure PJ69-4A. La 

reconstitution fonctionnelle du facteur de transcription GAL4 mène à la transactivation de 

gènes rapporteurs placés en aval du promoteur. 

 

Expérimentalement, les levures sont transformées simultanément par deux plasmides : l’un 

code pour la protéine recombinante X fusionnée au DLA de GAL4 (DLA-X) et portant le 

gène de sélection à la tryptophane TRP1, tandis que l’autre code pour la protéine Y 

fusionnée au DA (DA-Y) et portant le gène de sélection à la leucine LEU2. Les protéines 

de fusion exprimées possèdent un signal de localisation nucléaire permettant leur 

translocation au noyau, où se trouvent les gènes rapporteurs. La première étape consiste à 

sélectionner les levures transformées simultanément par les deux plasmides en les étalant 

sur un milieu tryptophane- (Trp-)/leucine- (Leu-) (voir figure 7). La deuxième étape 
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consiste à déceler une éventuelle interaction entre les deux protéines d’intérêt. L’interaction 

des protéines X et Y permettra la reconstitution du transactivateur GAL4 et la transcription 

subséquente des gènes rapporteurs Ade2, His3 et lacZ, permettant respectivement la 

synthèse d’adénine, d’histidine et de la β-galactosidase. L’importance de l’interaction entre 

les deux protéines peut être estimée par la croissance des colonies sur des milieux déficients 

en adénine ou en histidine, ou par l’intensité de la coloration bleue sur les milieux 

contenant le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-Gal). 

 

 

 

 

 

 

             

                                                                

 

 

Figure 7 : Principe de l’approche du double-hybride chez la levure. 
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2.1.2  Construction des vecteurs 
Le vecteur GAL4-BD pGBT9 (CLONTECH) portant le gène de sélection TRP1 et les 

vecteurs GAL4-AD pACT2 (CLONTECH) et pGADT7 (CLONTECH) portant le gène de 

sélection LEU2 ont été utilisés pour les études de double-hybride (voir annexe C). Une 

banque de fragments d’ADNc du génome du VHC contenu dans le vecteur pHCV77c (voir 

annexes E et F) a été générée aléatoirement par l’équipe du Dr Denis Leclerc, puis clonée 

dans le vecteur pGADT7. Les autres constructions utilisées dans les expériences de double-

hybride ont été réalisées par le Dr Patrick Provost. Les vecteurs d’expression de Dicer (no. 

accession AJ132261) et de ses différents domaines (N-terminal (1-602), central (597-1243), 

C-terminal (1237-1912) et le domaine dsRBD (1772-1912)), ont été générés par PCR et le 

clonage des inserts a été effectué dans le cadre de lecture approprié du vecteur pGBT9. Les 

constructions ont été vérifiées par analyse de restriction. Deux clones de chaque vecteur ont 

été utilisés en parallèle dans les expériences décrites dans ce mémoire. 

2.1.3  Culture des levures et protocole du double-hybride 
Nous avons utilisé la lignée de levure PJ69-4A (génotype : MATa trp1-901 leu2-3,112 

ura3-52 his3-200 gal4Δ gal180Δ LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2:: GAL7-lacZ) 

dans laquelle le gène GAL4 est inactivé (James et al., 1996). Les levures, conservées à -

80°C, sont décongelées, ensemencées sur un milieu solide « Yeast 

extract/Peptone/Dextrose » contenant de l’adénine (YPAD) et incubées à 30°C pendant 3 à 

4 jours.  

La transformation des levures avec les plasmides d’intérêt était effectuée selon le protocole 

PEG/LiAc (Gietz et al., 1995). Brièvement, deux à trois colonies étaient inoculées dans 50 

ml de milieu YPAD liquide, incubées à 30°C sous agitation et ultérieurement diluées afin 

d’obtenir une densité optique à 600 nm (D.O.600) en phase exponentielle d’environ 2.56. 

Les levures étaient ensuite lavées à l’eau stérile et récupérées par centrifugation. Le culot 

de cellules était d’abord resuspendu dans 1 ml de LiAc 100 mM, puis 50 μl de la 

suspension étaient distribués dans chaque tube. Après centrifugation de la suspension, 349 

μl de la solution de transformation (240 μl PEG 50%, 36 μl LiAc 1.0 M, 25 μl d’ADN de 

sperme de saumon 2.0 mg/ml préalablement bouilli pendant 5 min et 48 μl d’eau stérile) et 
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1 μl de chaque vecteur (0,1 μg/μl) était ajouté au culot. Après la resuspension des cellules 

et une incubation à 30°C pendant 30 min, les levures étaient soumises à un choc thermique 

par incubation à 42°C pour 30 min. Après centrifugation à 2500 RPM pendant 1 min, le 

culot était resuspendu très délicatement dans 1 ml d’eau stérile. 

Les levures ainsi transformées étaient étalées sur un milieu Trp-/Leu- « Synthetic Dropout 

(SD) » (milieu contenant tous les acides aminés (aa) essentiels pour la croissance des 

levures en absence de l’aa utilisé pour la sélection) et incubées à 30°C pendant environ 6 

jours. Pour l’essai des gènes rapporteurs, les levures étaient repiquées, étalées sur les 

milieux (SD)/Leu-/Trp-/Ade-, (SD)/Leu-/Trp-/His- + 4 mM 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) 

(Sigma) et (SD)/Leu-/Trp- + 0.04 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-

Gal) (Sigma) et incubées à 30°C (voir annexe A). La première lecture des résultats a été 

faite après 3 jours et la deuxième après 6 jours en se référant toujours aux témoins positifs 

et négatifs.  

2.2  Expériences de coimmunoprécipitation in vivo 
La lignée cellulaire Huh-7, portant un réplicon codant pour les protéines non-structurales de 

VHC (clone 9-13 gracieusement offert par le Dr Ralf Bartenschlager), a été utilisée en 

parallèle avec des cellules Huh-7 natives. Les cellules étaient maintenues dans du milieu 

« Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium » (DMEM, Gibco) complémenté avec 10% de 

sérum de bœuf fœtal (Hyclone), un mélange de pénicilline, streptavidine et glutamine 

(PSG) 1X et d’un mélange d’acides aminés non-essentiels 1X. Les cellules contenant le 

réplicon étaient sélectionnées par l’ajout de 1 μg/ml de G418 (Sigma) au milieu. Les 

cellules étaient cultivées à 37°C en présence de 5% de CO2, et diluées 1/3 à tout les 3-4 

jours. 

Lors des expériences de coimmunoprécipitation in vivo, 107 cellules étaient lavées 2 fois 

avec du « Phosphate Buffered Saline » (PBS) froid et décollées délicatement du pétri à 

l’aide d’un gratoire. La suspension cellulaire était ensuite centrifugée à 2500 RPM pendant 

1 min, le surnageant enlevé et le culot de cellules mis sur glace. Par la suite, les cellules 

étaient resuspendues dans 1 ml de tampon de lyse froid (50 mM Tris•HCl pH 8.0, 150 mM 

NaCl, 1X d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases complet (Roche), 1 mM de PMSF, 1% 
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Triton X-100) et incubées sur glace pendant 15 min. Le lysat cellulaire était ensuite 

centrifugé à 13000 RPM pendant 3 min, et la concentration de protéines du surnageant était 

mesurée selon la méthode colorimétrique de Bradford en employant le réactif « Protein 

Assay Dye Reagent » de Bio-Rad. Un milligramme de protéine était utilisé pour chaque 

immunoprécipitation (IP). Vingt μl du premier anticorps (IgG de lapin) dirigé contre la 

forme humaine de Dicer étaient ajoutés et incubés pendant deux heures à 4°C sous rotation 

continue. Ensuite, 20 μl de billes protéine G-agarose (Roche), prélavées 4 fois avec du 

PBS, étaient ajoutés. Après une heure d’incubation, les billes étaient lavées 3 fois avec 1 ml 

de PBS froid, en récupérant à chaque fois les billes par centrifugation à 2500 RPM pendant 

1 min. Au terme de ces lavages, les billes étaient resuspendues dans 50 μl de tampon 

« sample buffer » (SB) 1X, bouillies et mises sur glace durant 5 min. Les billes étaient 

ensuite centrifugées à 2500 RPM pendant 1 min et le surnageant était prélevé et analysé. 

Les protéines étaient séparées selon leur poids moléculaire par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide 10% en présence de « Sodium dodecyl sulfate » (SDS) et analysées par 

immunobuvardage (voir annexe B). Les protéines étaient transférées sur une membrane de 

polyvinylidene difluoride (PVDF) (Amersham) à 400 mA constant pendant 12-16 h. La 

membrane était bloquée dans une solution de « Tris Buffered Saline » (TBS) contenant 5% 

de lait en poudre pendant 1 h sous agitation. La membrane était ensuite lavée 3 fois avec du 

TBS-Tween 0.1% et incubée pendant 1 h avec le premier anticorps sous agitation à la 

température de la pièce. Les anticorps primaires utilisés à cette fin étaient : anticorps 

monoclonal 1B6 (IgG murin) dirigé contre NS3 (Wolk et al., 2000), l’anticorps monoclonal 

5B-12B7 (IgG murin) dirigé contre NS5B (Moradpour et al., 2002) et l’anticorps 

polyclonal de lapin dirigé contre Dicer (Provost et al., 2002). Les anticorps étaient dilués à 

1:1000 dans du TBS-T contenant 1% lait en poudre. Finalement, les bandes étaient 

visualisées par chemiluminescence (ECL) et la membrane exposée à un film XAR (Kodak).  
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2.3  Expériences de coimmunoprécipitation in vitro 

2.3.1  Construction des vecteurs 
Le vecteur d’expression chez les mammifères pcDNA3.1(+) (Invitrogen) possédant le 

promoteur T7 a été modifié afin de pouvoir y insérer les ADNc d’intérêt et exprimer des 

protéines portant l’épitope Flag (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) (voir annexe D). 

Les amorces utilisées pour la production du vecteur pcDNA3.1-5’Flag sont : l’amorce sens 

5’-TCGAGGACTACAAGGACGACGATGACAAGTGAGGGCC-3’et l’amorce anti-sens 

5’-GGCCCTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCTCGA-3’. Ces amorces ont été 

appariées et insérées dans les sites de restriction XhoI/ApaI. Pour le vecteur pcDNA3.1-

3’Flag, l’amorce sens est 5’-

CTAGCCCACCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGAAGCTT-3’ et l’amorce 

anti-sens 5’-AGCTTCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCATGGTGGGCTAG-3’ ont 

été appariés et insérés dans les sites de restriction NheI/HindIII (voir Annexe C). 

Ces deux vecteurs ont accueilli l’ADNc codant pour les protéines NS3 et NS5B, de même 

que celui codant pour des fragments dérivant de ces protéines, soit DHCV36 (NS3, nt 

3991-4522), DHCV87 (NS3, nt 3749-4432), DHCV4 (NS5B, nt 8557-8823) et DHCV94 

(NS5B, nt 8617-8857) (voir tableau 2). Les séquences indiquées étaient amplifiées par 

« Polymerase Chain Reaction » (PCR) extraites sur gel d’agarose à l’aide du « Gel 

Extraction Kit » (Qiagen) puis insérées dans le vecteur d’expression. 
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Tableau 2 : Construction des vecteurs pour la transcription/traduction in vitro. 

Nom des vecteurs   Longueur 
des inserts 

générés 
par PCR 

Nom et séquence des amorces sens et anti-
sens utilisées 

Sites de 
restriction 
incorporés 

pcDNA3.1-5’Flag-NS3 1892 nt 

 

PROP88 sens 5’-
GCGCGCGGATCCGCGCCCATCACGGCGTACG
CCCAGC-3’     

PROP85 anti-sens 5’-
GCGCGCGAATTCTCACGTGACGACCTCCAGG
TCGGCCGAC-3’ 

BamHI 

 

EcoRI 

pcDNA3.1-5’Flag-DHCV36 531 nt 

 

PROP387 sens 5’-
GCGCGCAAGCTTGCAGTGCCCCAGAGCTTCC
AGGTG-3’ 

PROP388 anti-sens 5’-
GCGCGCGAATTCTCAGAAGATGAGATGTCTT
CCCCCCTTG-3’ 

HindIII 

 

EcoRI 

pcDNA3.1-3’Flag-DHCV87 684 nt 

 

PROP397 sens 5’-
GCGCGCGAATTCCACCATGGCCGATGTCATT
CCCGTGCGCCGG-3’ 

PROP398 anti-sens 5’-
GCGCGCCTCGAGCTCGATGTTAGGATGGGAC
ACAG-3’ 

EcoRI 

 

XhoI 

pcDNA3.1-5’Flag-NS5B 1773 nt 

 

PROP62 sens 5’-
GCGCGCGGATCCTCAATGTCTTATTCCTGGA
CAGGC-3’ 

PROP60 anti-sens 5’-
GCGCGCCTCGAGTCATCGGTTGGGGAGGAGG
TAGATGCC-3’ 

BamHI 

 

XhoI 

pcDNA3.1-3’Flag-DHCV4 266 nt PROP395 sens 5’-
GCGCGCGAATTCCACCATGTTAGTCGTTATC
TGTGAAAGTGCG-3’ 

PROP396 anti-sens  5’-
GCGCGCCTCGAGGGAATTGACTGGAGTGTGT
CTTGC-3’ 

EcoRI 

 

XhoI 

pcDNA3.1-5’Flag-DHCV94 240 nt PROP436 sens 5’-
GCGCGCAAGCTTACGGAGGCTATGACCAGGT
ACTCCG-3’ 

PROP437 anti-sens 5’-
GCGCGCGAATTCTCATGTGGGGGCAAACATG
ATTATGTTGCC-3’ 

HindIII 

 

EcoRI 
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2.3.2  Transcription/traduction in vitro 
Le système d’extrait de réticulocytes de lapin « TNT Coupled Transcription/Translation » 

(Promega) a été utilisé pour générer in vitro la protéine Dicer, les protéines virales NS3, 

NS5B de même que les fragments de protéines DHCV87, DHCV36, DHCV4, DHCV94 

fusionnées à l’épitope Flag. Brièvement, le mélange réactionnel comportait 25 μl d’extrait 

de réticulocytes, 1 μl de tampon de réaction, 2 μg d’ADN, 40 U/μl d’inhibiteur de 

ribonucléases, 2 μl de l’ARN polymérase le T7, 1 mM d’un mélange d’acides aminés sans 

méthionine, 20 μCi de méthionine marquée au 35S (Amersham Bioscience) et 16 μl d’eau. 

Le mélange réactionnel était incubé à 30°C pendant 90 min. Les tubes étaient ensuite 

transférés sur glace afin d’empêcher la dénaturation et la dégradation des protéines.  

2.3.3  Coimmunoprécipitation in vitro 
Les protéines générées par transcription/traduction in vitro et marquées à la méthionine 35S 

ont été utilisées pour les expériences de coimmunoprécipitation in vitro. Brièvement, 10 μl 

de billes protéine G-agarose (Roche) prélavées 4 fois avec du PBS étaient préincubées 

pendant 2 h avec 35 μg d’anticorps monoclonal anti-Flag M2 (Sigma). Après un lavage à 

l’aide de 1 ml de PBS froid, 15 μl de Dicer et 15 μl de protéine ou peptide viral étaient 

ajoutés et incubés pendant 1 h additionnelle. Par la suite, les billes étaient lavées 4 fois avec 

1 ml de PBS pendant 5 min sous rotation à 4°C, et récupérées par centrifugation à 2500 

RPM. À la fin, 30 μl de tampon SB 1X était ajouté, les protéines bouillies et analysées par 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE 10%, tel que décrit dans la section 2.2. Le gel était séché 

à 80°C pendant 1 h et les bandes révélées par autoradiographie. 
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Chapitre 3  Résultats  

3.1  Double-hybride chez la levure 
Afin d’identifier les protéines du VHC pouvant interagir avec Dicer, nous avons criblé une 

banque d’ADNc du VHC en utilisant la forme humaine de la ribonucléase Dicer comme 

appât dans le système du double-hybride chez la levure. Suite à la cotransformation des 

levures avec le vecteur exprimant le domaine DLA du GAL4 fusionné à Dicer et le vecteur 

exprimant le domaine DA fusionné à une librairie d’inserts provenant du génome du VHC, 

les transformants étaient sélectionnés sur un milieu SD/Trp-/Leu-/Ade-. Les colonies 

poussant sur ce milieu ont ensuite été étalées sur d’autres milieux afin de vérifier et de 

confirmer l’activation des gènes rapporteurs Ade2, His3 et LacZ. À cette fin, des témoins 

positifs et négatifs appropriés étaient utilisés dans le but de comparer les résultats et de les 

interpréter adéquatement (voir tableau 3). Les témoins positifs comportent des protéines 

présentant des interactions déjà documentées, telles que la « coactosin-like protein » (CLP)-

5-lipoxygénase (5LO), la SNF1-SNF4 et la 5LO-dsRBD Dicer. En ce qui concerne les 

témoins négatifs, l’utilisation de différentes combinaisons impliquant des vecteurs vides ou 

des protéines aléatoires a été préconisée.  
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Tableau 3 : Les témoins positifs et négatifs utilisés dans les expériences de double-hybride 

chez la levure. Légende : ++++, très forte interaction; +++, forte interaction; ++, 

interaction; -, absence d’interaction. CLP, « coactosin-like protein »; 5LO, 5-lipoxygénase.  

Vecteur DA Vecteur DLA Interaction 

pACT2-CLP pGBT9-5LO ++ 

pACT2- dsRBD Dicer pGBT9-5LO +++ 

pACT2-5LO pGBT9- dsRBD Dicer  ++++ 

pACT2 pGBT9-Dicer et ses domaines - 

pGADT7 pGBT9-Dicer et ses domaines - 

pACT2 pGBT9-5LO - 

pGADT7 pGBT9-5LO - 

pGADT7-DHCV pGBT9-5LO - 

pACT2-NS3 pGBT9-5LO - 

pACT2-NS5B pGBT9-5LO - 

 

Sur un total de 3.08 x 105 transformants, plus de 25 clones viraux (DHCV) indépendants 

présentant une interaction avec la protéine Dicer complète ont pu être identifiés (Isabelle 

Plante, résultats non-publiés). À partir des clones DHCV, l’ADN plasmidique était extrait 

et l’identification des peptides viraux codés par les inserts de la librairie d’ADNc par 

réaction de séquençage a été effectuée (Isabelle Plante, résultats non-publiés). 

Les résultats obtenus sont résumés à la figure 8. Les peptides viraux identifiés proviennent 

des protéines structurales E1 (clones DHCV79 et 118) et E2 (clone DHCV77), et des 

protéines non-structurales NS3 (clones DHCV17, 87, 89, 36, 43, 50, 54 et 68), NS4B 

(clones DHCV2 et 10) et NS5B (clones DHCV104, 4, 14, 20, 21, 44, 71, 75, 5 et 94). On a 

également identifié 2 clones (DHCV1 et 25) dont les inserts montraient une orientation 

inversée (voir figure 8). 
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Figure 8 : Identification des différents peptides du VHC (clones DHCV) pouvant interagir 

avec Dicer. 

 
On remarque que la majorité des clones identifiés représentent des peptides dérivés des 

protéines non-structurales NS3 (8 clones) et NS5B (10 clones). Il est intéressant de 

constater que deux clones, en particulier, ont été identifiés plusieurs fois. Ceci démontre la 

saturation du criblage de la librairie d’ADNc du VHC et reflète la reproductibilité des 

résultats obtenus. 

Ces observations nous ont incité à se pencher de plus près sur les protéines non-structurales 

NS3 et NS5B. L’ADNc codant pour ces dernières a été amplifié et cloné dans le vecteur 

pACT2 afin de produire une protéine fusionnée avec le DA du GAL4. Nous avons ensuite 

validé les résultats présentés à la figure 8 et procédé à nouveau au double-hybride chez la 

levure en y incorporant, cette fois, NS3 et NS5B. Un représentant de chaque clone DHCV 

pouvant interagir avec la protéine Dicter complète (clones DHCV79, 77, 17, 87, 36, 10, 
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104, 4 et 94) a été analysé (voir tableau 4). Ces expériences sont nécessaires afin de 

s’assurer que les interactions observées sont bien reliées aux plasmides qui ont été isolés et 

aux inserts séquencés. 

Les résultats compilés dans le tableau 4 montrent que les peptides DHCV79 (E1), 

DHCV17, DHCV87, DHCV36 (NS3) et DHCV4 (NS5B) présentent une interaction avec 

Dicer, alors que le peptide DHCV94 (NS5B) présente l’interaction la plus forte dans ce 

contexte expérimental. Cependant, les protéines NS3 et NS5B complètes ne montrent 

qu’une très faible interaction avec Dicer. 

 
Tableau 4 : Interaction entre Dicer et différents peptides dérivés du VHC par le système du 

double-hybride chez la levure. Légende : +++, forte interaction; ++ interaction; +, faible 

interaction; +/-, très faible interaction; -, absence d’interaction. 

Vecteur DA Vecteur DLA Interaction 

pGADT7-DHCV79 (E1) pGBT9-Dicer ++ 

pGADT7-DHCV77 (E2) pGBT9-Dicer + 

pACT2-NS3 pGBT9-Dicer +/- 

pGADT7-DHCV17 pGBT9-Dicer ++ 

pGADT7-DHCV87 pGBT9-Dicer ++ 

pGADT7-DHCV36 pGBT9-Dicer ++ 

pGADT7-DHCV10 (NS4B) pGBT9-Dicer + 

pACT2-NS5B pGBT9-Dicer +/- 

pGADT7-DHCV104 pGBT9-Dicer + 

pGADT7-DHCV4 pGBT9-Dicer ++ 

pGADT7-DHCV94 pGBT9-Dicer +++ 
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Nous avons ensuite déterminé l’implication des différents domaines de Dicer, soit le 

domaine N-terminal (nt 1-602), le domaine central (nt 597-1243), le domaine C-terminal 

(nt 1237-1912) et le domaine dsRBD (nt 1772-1912) dans l’interaction avec NS3, NS5B et 

les différents peptides viraux. Tel que démontré au tableau 5, le domaine N-terminal de 

Dicer interagit fortement avec les peptides DHCV4 et DHCV94 dérivés de NS5B. Quant 

aux domaines central et C-terminal, ils interagissent plus particulièrement avec les peptides 

viraux DHCV87 et DHCV36 dérivés de NS3. Le domaine dsRBD n’interagit pas de façon 

significative avec NS3, NS5B ou les peptides viraux. Les protéines NS3 et NS5B 

complètes n’ont montré aucune interaction avec les différents domaines de Dicer. 

Tableau 5 : Interaction entre différents domaines de Dicer et les peptides dérivés du VHC 

par le système du double-hybride chez la levure. Légende : +++, forte interaction; ++, 

interaction; +, faible interaction; +/-, très faible interaction; -, absence d’interaction. 

                 DLA-Dicer (nt) 
                       (domaine) 
DA-VHC 

pGBT9-
Dicer 
1-602 

 
(N-terminal) 

pGBT9-
Dicer 

597-1243 
 

(Central) 

pGBT9-
Dicer 

1237-1912 
 

(C-terminal) 

pGBT9-
Dicer 

1772-1912 
 

(dsRBD) 
pGADT7-DHCV79 (E1) - + +/- +/- 

pGADT7-DHCV77 (E2) - +/- +/- - 

pACT2-NS3 - - - - 

pGADT7-DHCV17 - + ++ + 

pGADT7-DHCV87 - +++ +++ - 

pGADT7-DHCV36 + ++ ++ +/- 

pGADT7-DHCV10 (NS4B) - - - - 

pACT2-NS5B - - - - 

pGADT7-DHCV104 - + + - 

pGADT7-DHCV4 ++ + +/- - 

pGADT7-DHCV94 +++ + + - 
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3.2  Coimmunoprécipitation in vivo 
Le système du double-hybride chez la levure nous a permis de détecter des interactions 

significatives entre Dicer et certains peptides du VHC. Cependant, les protéines NS3 et 

NS5B complètes ne lient Dicer que très faiblement. Cela pourrait être relié à une limitation 

expérimentale. De fait, il est possible que NS3 et/ou NS5B adoptent leur conformation 

native lorsqu’exprimées avec les autres protéines du VHC dans des cellules humaines en 

culture. 

La coimmunoprécipitation représente la méthode de choix pour valider les interactions 

potentielles entre protéines in vivo. L’étape suivante de mon projet consistait donc à étudier 

l’interaction entre Dicer et les protéines non-structurales NS3 et NS5B in vivo en utilisant 

la lignée cellulaire Huh7 hébergeant un réplicon. Ce dernier exprime de façon stable les 

protéines non-structurales du VHC. 

Dans un premier temps, les cellules étaient lysées à l’aide d’un tampon de lyse contenant 

des inhibiteurs de protéases (1X) et du PMSF (1 mM) afin de limiter la dénaturation et la 

dégradation des protéines. Les lysats étaient ensuite incubés avec l’anticorps anti-Dicer, 

préfixé à des billes protéine G-agarose et servant à immunoprécipiter la protéine Dicer 

endogène. Les protéines cellulaires recueillies grâce à l’anti-Dicer étaient séparées par 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE 10% et analysées par immunobuvardage (IB).  

Tel qu’illustré à la figure 9, la protéine Dicer a pu être immunoprécipitée par l’anticorps 

anti-Dicer (puit 2), alors qu’aucun signal n’a été détecté dans les IP réalisées avec les billes 

vides seulement (puit 3). Lorsque la membrane a été révélée avec l’anticorps anti-NS5B, 

une bande de poids moléculaire correspondant à NS5B était détectée dans les IPs de Dicer. 

Une bande d’intensité plus faible apparaît également avec les billes vides seulement. 

Malgré que cette dernière observation suggère que NS5B interagit avec les billes de façon 

non-spécifique, nous ne pouvons exclure, à ce stade-ci, que NS5B interagit bel et bien avec 

Dicer. 
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                                                                               IP 
     

    LT         Anti-         Billes 
                  Dicer         vides 

                                                                                                        
                                                                                                       IB anti-Dicer (1/1000) 
 

                                                                                                       
                                                                                                       IB anti-NS5B (1/500) 
                                                        
                                                       1       -      2       -       3   
  
Figure 9 : Étude de coimmunoprécipitation in vivo entre Dicer et NS5B. 1, lysat total (LT); 

2, IP de Dicer à l’aide de l’anticorps anti-Dicer; 3, IP contrôle réalisée en absence de 

l’anticorps anti-Dicer; -, puit vide. 

Utilisant une approche similaire, nous n’avons pas pu démontrer une interaction entre Dicer 

et NS3 (voir figure 10), où la bande de NS3 n’est pas plus intense dans les IP Dicer (puit 2) 

versus les billes vides seulement (puit 3). Ces résultats suggèrent que Dicer lie NS5B, mais 

non NS3, in vivo. 

 

                                                                                     IP 
 
                                                            LT         Anti-         Billes 
                                                                          Dicer         vides 
 
                                                                                                           IB  anti-Dicer (1/1000) 
                                                                                                     
 
                                                                                                         
                                                                                                           IB  anti-NS3 (1/1000)     
                                                               
                                                               1       -      2      -      3 

Figure 10 : Étude de coimmunoprécipitation in vivo entre Dicer et NS3. 1, lysat total (LT); 

2, IP de Dicer à l’aide de l’anticorps anti-Dicer; 3, IP contrôle réalisée en absence de 

l’anticorps anti-Dicer; -, puit vide. 

 

     220 kDa- 

  68 kDa- 

    70 kDa- 

   220 kDa-  
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3.3  Coimmunoprécipitation in vitro 
Considérant la possibilité que les niveaux de NS3 coimmunoprécipitée soient trop près des 

limites de détection dans les expériences d’immunobuvardage précédentes, nous avons opté 

pour une technique plus sensible utilisant des protéines marquées à la méthionine 35S.  

Nous avons donc réalisé des expériences de coimmunoprécipitation in vitro entre Dicer et 

NS3, NS5B ou les peptides viraux dérivés de NS3 (DHCV36 et DHCV87) et de NS5B 

(DHCV4 et DHCV94). Ces peptides viraux ont été sélectionnés étant donné leur interaction 

avec Dicer dans le système du double-hybride chez la levure (voir tableaux 4 et 5). 

Dans un premier temps, la protéine Dicer intacte de même que NS3, NS5B et les peptides 

viraux fusionnés à l’épitope Flag, étaient produits par des réactions de 

transcription/traduction in vitro. Toutes les protéines étaient marquées à la méthionine 35S. 

Par la suite, une IP a été réalisée in vitro. Brièvement, les protéines marquées étaient 

incubées avec le premier anticorps dirigé contre l’épitope Flag préfixé aux billes protéine 

G-agarose. Les protéines collectées grâce à l’anticorps anti-Flag étaient ensuite séparées par 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE 10%, et révélées par autoradiographie. 

Tel qu’illustré aux figures 11, 12 et 13, les protéines Flag-NS3 (70 kDa), Flag-NS5B (68 

kDa) ainsi que les peptides viraux Flag-DHCV36 (20,2 kDa), DHCV87-Flag (25,6 kDa), 

DHCV4-Flag (9,8 kDa) et Flag-DHCV94 (9,2 kDa) ont pu être immunoprécipité par 

l’anticorps anti-Flag (voir figures 11-13). Une bande correspondant à Dicer était détectée 

par autoradiographie, suggérant que Dicer peut interagir avec ces protéines et peptides 

viraux in vitro. 
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                                                        TT       IP                 TT          IP 
  
                                                   Dicer   NS3-   Anti-         Dicer NS5B -  Anti- 
                                                                                          Flag    Flag                      Flag      Flag 
 
                                                       

                               
                                                     1     2      3     -     4     5      6 
 
  
Figure 11 : Étude de coimmunoprécipitation in vitro entre Dicer/NS3 et Dicer/NS5B. 1, 2, 

4 et 5, les protéines Dicer, Flag-NS3 et Flag-NS5B produites par transcription/traduction 

(TT) in vitro; 3 et 6, IP de Flag-NS3 et Flag-NS5B, incubés en présence de Dicer, à l’aide 

de l’anticorps anti-Flag; -, puit vide. Les protéines marquées au 35S étaient détectées par 

autoradiographie. 

 

 
                                                                      TT         IP                TT         IP  
                                              
                                                     Dicer  DHCV   Anti-     Dicer  DHCV   Anti-  
                                                                                          36-Flag    Flag                 87-Flag  Flag                                
 

                                                          

 

 

                                                       
                                                     1       2       3    -    4     5      6 
 

Figure 12 : Étude de coimmunoprécipitation in vitro entre Dicer/DHCV36 et 

Dicer/DHCV87. 1, 2, 4 et 5, les protéines Dicer, Flag-DHCV36 et DHCV87-Flag produites 

par transcription/traduction (TT) in vitro; 3 et 6, IP des peptides Flag-DHCV36 et DHV87-

Flag, incubés en présence de Dicer, à l’aide de l’anticorps anti-Flag; -, puit vide. Les 

protéines marquées au 35S étaient détectées par autoradiographie. 

 220 kDa- 

 70 kDa-  

220 kDa- 

25 kDa- 
20 kDa- 
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                                                          TT        IP             TT         IP 
  
                                                    Dicer  DHCV   Anti-          Dicer     Flag- -       Anti-                             
                                                                                        4-Flag    Flag                    DHCV94    Flag 
 
 

 
 
 
 
 
 

                                                    1     2       3   -    4      5      6 

Figure 13 : Étude de coimmunoprécipitation in vitro entre Dicer/DHCV4 et 

Dicer/DHCV94. 1, 2, 4 et 5, les protéines Dicer, DHCV4-Flag et Flag-DHCV94 produites 

par transcription/traduction (TT) in vitro; 3 et 6, IP des peptides DHCV4-Flag et Flag-

DHCV94, incubés en présence de Dicer, à l’aide de l’anticorps anti-Flag; -, puit vide. Les 

protéines marquées au 35S étaient détectées par autoradiographie. 

 

Nous avons ensuite utilisé des billes protéine G-agarose vides afin de documenter 

l’adsorption non-spécifique des protéines à celles-ci dans le cadre d’expérience de coIP in 

vitro. Nous avons également effectué des IPs à l’aide d’IgG non-spécifiques de souris.  

Les résultats indiquent la présence d’une certaine quantité de protéines qui se fixent sur les 

billes de manière non-spécifique (voir figure 14, puits 4 et 5 et figure 15, puits 4 et 5). 

Cependant, l’intensité des bandes correspondant à Dicer avec DHCV4 et DHCV94 

immunoprécipités par l’anticorps anti-Flag est légèrement supérieure à celle des témoins 

négatifs (voir figure 14 puit 3 vs puits 4 et 5, et figure 15 puit 3 vs puits 4 et 5). Ces 

observations laissent entrevoir la possibilité que Dicer puisse interagir avec les peptides 

viraux DHCV4 et DHCV94 in vitro. 

220 kDa - 

 10 kDa - 
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                                                     TT                             IP  
 
                                              Dicer    DHCV4-         Anti-           Billes      Ig   
                                                                                    Flag                Flag             vides    souris  
 
                                                                             
  
 
 
 
 
 
 
   
                                               1       2      -      3        -      4     5 
Figure 14 :  Étude de coimmunoprécipitation in vitro entre Dicer et DHCV4. 1 et 2, les 

protéines Dicer et DHCV4-Flag produits par transcription/traduction (TT) in vitro. 3, IP de 

DHCV4-Flag, incubé en présence de Dicer, à l’aide de l’anticorps anti-Flag; 4, IP contrôle 

réalisée en absence d’anticorps; 5, IP contrôle réalisée à l’aide d’IgG de souris; -, puit vide. 

Les protéines marquées au 35S étaient détectées par autoradiographie. 

 
                                                                     TT                          IP    
         
                                                   Dicer Flag -           Anti-            Billes    Ig 
                                                                                        DHCV94        Flag             vides   souris 
 
 
 
 
 

 
 
                  
                                                     1      2     -     3      -    4     5 
Figure 15 : Étude de coimmunoprécipitation in vitro entre Dicer et DHCV94. 1 et 2, les 

protéines Dicer et Flag-DHCV94 produites par transcription/traduction (TT) in vitro. 3, IP 

de Flag-DHCV94, incubé en présence de Dicer, à l’aide de l’anticorps anti-Flag; 4, IP 

contrôle réalisée en absence d’anticorps; 5, IP contrôle réalisée à l’aide d’IgG de souris; -, 

puit vide. Les protéines marquées au 35S étaient détectées par autoradiographie. 

  220 kDa- 

              10 kDa- 

  220 kDa- 

         10 kDa- 
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Chapitre 4  Discussion et conclusion 
La complexité des interactions hôte-virus, la persistance et la résistance virale peuvent être 

associées, du moins en partie, à différentes stratégies développées par certains virus afin 

d’échapper à l’immunité anti-virale. Parmi ces stratégies, notons la production de protéines 

virales interagissant avec certaines composantes de l’hôte ayant pour effet d’interférer avec 

leur fonction biologique ou de les détourner pour leur propre réplication. La susceptibilité 

du génome du VHC à l’action de Dicer in vitro, mais non in vivo, nous porte à croire que 

certaines protéines du VHC pourraient interférer avec celle-ci afin d’échapper à la voie de 

l’iARN. 

Dans cette présente étude, nous avons étudié l’interaction potentielle entre Dicer et les 

protéines non-structurales du VHC. Pour réaliser notre objectif, nous avons criblé une 

banque d’ADNc du VHC afin d’identifier les protéines/peptides pouvant interagir avec 

Dicer à l’aide du système du double-hybride chez la levure. L’un des désavantages de ce 

système est l’auto-activation des gènes rapporteurs, en particulier celui de l’histidine. Pour 

pallier à ce problème, nous avons eu recours au vecteur de faible expression pGBT9 

(Provost et al., 2001). De plus, nous avons utilisé le 3-AT, un inhibiteur compétitif de 

l’histidine chez la levure, lors de l’essai du gène rapporteur His3. D’autre part, la lignée de 

levure PJ69-4A présente l’avantage d’avoir les trois gènes rapporteurs combinés sous le 

contrôle de trois promoteurs GAL4 différents (GAL1-HIS3, GAL2-ADE2 et GAL7-lacZ), 

réduisant ainsi l’émergence de faux positifs (Chen et al., 1997).  

Les différents peptides du VHC pouvant interagir avec Dicer dans le double-hybride (voir 

figure 8) proviennent aussi bien des protéines structurales (E1 et E2) que des protéines non-

structurales (NS3, NS4B et NS5B). Les peptides viraux dérivés de NS3 (DHCV17, 36 et 

87) et NS5B (DHCV4 et 94) sont ceux qui interagissent le plus fortement avec Dicer dans 

ce contexte expérimental. La conformation, la taille et la surface exposée de ces peptides 

peuvent influencer leur interaction avec Dicer. Par ailleurs, la présence des domaines DA et 

DLA fusionnés aux protéines étudiées dans les expériences du double-hybride peuvent 

également influencer ces interactions. 
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Le peptide DHCV17 fait partie du domaine protéase N-terminal de NS3, tandis que les 

peptides DHCV87 et DHCV36 chevauchent les domaines protéase et NTPase/hélicase. 

Cela suggère que cette interaction implique davantage le domaine protéase. Il serait 

intéressant de tester cette interaction en enlevant le domaine protéasique de NS3 ou de le 

fusionner avec une autre protéine qui n’interagit pas avec Dicer.   

Nous avons également identifié les portions de Dicer qui peuvent lier ces peptides viraux 

(voir tableau 5). Le domaine N-terminal, présentant une possible fonction hélicase, lie 

efficacement les peptides DHCV4 et DHCV94 dérivant de la polymérase NS5B. Quant aux 

domaines central (contenant le domaine PAZ) et C-terminal (contenant les domaines RIIIa, 

RIIIb et dsRBD) de Dicer, ils sont cruciaux dans l’interaction avec les peptides DHCV87 et 

DHCV36. Ces observations intriguantes soulevent plusieurs hypothèses évoquant la nature 

de cette interaction. Cependant, NS3, NS5B ou les peptides viraux n’interagissent pas de 

façon significative avec le domaine dsRBD de Dicer, excluant une possible modulation de 

la capacité de Dicer à lier les ARNdb.  

Une faible interaction a été observée entre Dicer et les protéines NS3 et NS5B complètes 

(voir tableau 4). Ceci n’exclut pas l’existence d’une interaction significative dans un autre 

contexte et pourrait être dû, du moins pour NS5B, à la présence de son domaine 

hybrophobe en position C-terminal. Ce domaine hydrophobe, ayant pour rôle l’ancrage de 

NS5B aux membranes de la cellule hôte, pourrait cependant gêner le transport de la 

protéine de fusion (DA-NS5B) au noyau, site d’activation de la transcription des gènes 

rapporteurs. En effet, des chercheurs ont réussi à restaurer une interaction entre NS5B et 

l’α-actinine, une composante cellulaire requise pour la réplication virale, dans le système 

du double-hybride chez le levure en éliminant les 21 a.a hydrophobes à l’extrémité C-

terminal de NS5B, facilitant ainsi la solubilité et le transport nucléaire de celle-ci (Lan et 

al., 2003). Il serait donc intéressant de refaire l’expérience en retirant ce domaine 

hydrophobe de la protéine NS5B.  

La banque d’ADNc viral dérivé du génome du VHC a été crée de façon aléatoire. Il serait 

donc important d’examiner plus en détails les portions peptidiques pouvant interagir avec 

Dicer par des études de délétion et/ou de mutagénèse dirigée. 
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Dans un deuxième temps, nous avons voulu confirmer les résultats obtenus en double-

hybride par l’approche de la coIP. Nous nous sommes concentré sur les protéines non-

structurales NS3 et NS5B, puisque ces deux protéines présentent plusieurs peptides 

montrant une interaction avec Dicer dans les expériences du double-hybride. La coIP in 

vivo et in vitro représente une alternative de choix aux possibles problèmes de transport 

nucléaire de NS5B dans le contexte du double-hybride. 

Le système de réplicon, exprimant les protéines non-structurales du VHC dans les cellules 

Huh7, a fourni un outil expérimental intéressant afin d’étudier l’interaction entre Dicer et 

les protéines du VHC in vivo. Chez ces cellules, nous avons pu détecter une interaction 

entre Dicer et NS5B par coIP in vivo (voir figure 9). Quant à NS3, aucune interaction n’a 

été observée dans ce contexte expérimental (voir figure 10). Ceci peut être relié, du moins 

en partie, à une compartimentation de NS3. Ces expériences ont pu être reproduites à trois 

reprises. 

Grâce au système de transcription/traduction in vitro, nous avons pu produire efficacement 

Dicer, NS3, NS5B, les peptides DHCV36 et DHCV87 dérivant de NS3 ainsi que DHCV4 

et DHCV94 dérivant de NS5B. Les résultats obtenus des coIP in vitro semblaient indiquer 

une interaction entre les protéines ou peptides viraux et Dicer (voir figures 11-13). 

Cependant, il a fallu avoir recours à des contrôles supplémentaires afin de tenir compte de 

l’apparente adsorption de certaines protéines/peptides aux billes. Malgré l’optimisation de 

nombreux paramètres expérimentaux, le bruit de fond n’a pu être diminué davantage. 

Toutefois, il est intéressant de constater qu’avec les peptides DHCV4 et DHCV94, 

l’intensité des bandes immunoprécipitées spécifiquement semblait plus importante. Il serait 

important de répéter les expériences avec NS3, NS5B ainsi qu’avec les autres peptides 

viraux avec ces témoins négatifs, tout en changeant certaines conditions (composition des 

tampons, nature du détergent, blocage des billes, modification du temps d’incubation, 

lavages, température, etc.) afin de diminuer davantage, voire éliminer, le bruit de fond. 

La présente étude pourrait être prometteuse et encourageante pour développer d’avantage 

l’hypothèse d’une interaction entre le VHC et la voie de l’iARN. Il serait intéressant 

d’étudier l’impact de cette interaction sur l’activité de Dicer et l’efficacité de la voie de 

l’iARN. Par ailleurs, la conception de nouveaux systèmes de culture du VHC permettra 
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l’étude in vivo des protéines structurales et non-structurales dans un contexte plus proche de 

la situation clinique. 

Note : Au cours de la rédaction de ce mémoire, une étude analogue à la nôtre et appuyant 

notre hypothèse a identifié, pour la première fois, une interaction entre Dicer et une 

protéine virale, soit la protéine Tat du VIH-1. Tat permettrait possiblement au virus 

d’échapper à l’action de la voie de l’iARN (Bennasser et al., 2005). 

 

 

 

 

 



 

Annexe A  Préparation des milieux utilisés pour le 
double-hybride chez la levure  
 
Milieu YPAD liquide (pour 700 ml) : 
Bacto-peptone (Difco)                  14.0 g 
Extrait de levure (Difco)                      7.0 g 
Adénine hémisulfate (Sigma)       70.0 mg 
Compléter avec de l’eau millipore à  650 ml 
(Pour milieu solide, ajouter 10.0 g de Bacto-agar (Difco)). 
Autoclaver à 121°C pendant 15 min, puis ajouter : 
D(+)-glucose (Sigma) 40% stérile   35 ml 
Eau millipore stérile                        15 ml 
Storage à l’obscurité à la température de la pièce. 
 
Milieu SD/-Leu/-Trp (pour 700 ml) : 
Base azotée de levures sans aa          4.69 g 
Mélange d’aa #1                              578 mg 
Mélange d’aa #2                              224 mg 
Mélange d’aa #3 (-Leu/-Trp)             49 mg 
Compléter avec de l’eau millipore à 650 ml 
Ajuster le pH à 5.6 - 5.7. 
Bacto-agar (Difco)                              11.7 g 
Autoclaver à 121°C pendant 15 min, puis ajouter : 
D(+)-glucose 40% stérile                    35 ml 
Eau millipore stérile                           15 ml 
Storage à l’obscurité à 4°C. 
 
Milieu SD/-Leu/-Trp/-Ade (pour 700 ml) : 
Base azotée de levures sans aa          4.69 g 
Mélange d’aa #1                              578 mg 
Mélange d’aa #2                              224 mg 
Histidine (Sigma)                            17.5 mg 
Complèter avec l’eau millipore à 650 ml 
Ajuster le pH à 5.6 - 5.7 
Bacto-agar (Difco)                            11.7 g 
Autoclaver à 121°C pendant 15 min, puis ajouter : 
D(+)-glucose 40% stérile                    35 ml 
Eau millipore stérile                           15 ml 
Storage à l’obscurité à 4°C. 
 
 
 
 
 
Milieu SD/-Leu/-Trp/-His + 4 mM 3-AT pour (700 ml) : 
Base azotée de levure sans aa              4.69 g 
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Mélange d’aa #1                                  578 mg 
Mélange d’aa #2                                  224 mg 
Adénine hémisulfate (Sigma)                28 mg 
Compléter avec de l’eau millipore à 650 ml 
Ajuster le pH à 5.6 - 5.7 
Bacto-agar (Difco)                                 11.7 g 
Autoclaver à 121°C pendant 15 min, puis ajouter : 
D(+)-glucose 40% stérile                       35 ml 
Eau millipore stérile                               15 ml 
À T° environ 55°C, ajouter 2.8 ml de 3-AT (1 M)   
Storage à l’obscurité à 4°C. 
 
Milieu SD/-Leu/-Trp + X-Gal (pour 700 ml) : 
Base azotée de levures sans aa             4.69 g 
Mélange d’aa #1                                 578 mg 
Mélange d’aa #2                                 224 mg 
Mélange d’aa #3 (-Leu/-Trp)                49 mg 
Compléter avec de l’eau millipore à 650 ml 
Ajuster le pH à 5.6 - 5.7. 
Bacto-agar (Difco)                                11.7 g 
Autoclaver à 121°C pendant 15 min, puis ajouter : 
Tampon phosphate 0.7 M (pH 7.0)  70 ml 
D(+)-glucose 40% stérile                    35 ml 
À T° environ 55°C, ajouter 1.4 ml de X-Gal (20 mg/ml) 
Storage à l’obscurité à 4°C. 
 
 
Mélange d’aa (Sigma):  
 

Mélange d’aa #1 :  
 
Phe 750 mg 
Met 350 mg 
Val 2.25 g  
Glu 1.5 g 
Ser 5.625 g 
Asp 1.5 g 
 
 

Mélange d’aa #2 : 
 
Thr 6.0 g 
Arg 600 mg 
Ura 700 mg 
Tyr 900 mg 
Lys 1.05 g 

Mélange d’aa #3 : 
 
His 1.25 g 
Ade 2.0 g 

             
 
3-Amino-1,2,4-Triazole (3-AT) 1 M : 
3.3632 g de 3-AT (Sigma) dans 40 ml d’eau millipore. 
Stérilisation par filtration et storage à -20°C. 
 
Tampon phosphate 0.7 M, pH 7.0 : 

(A) 0.7 M K2HPO4 : 48.77 g dans 400 ml d’eau (basique). 
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(B) 0.7 M KH2PO4 : 38.105 g dans 400 ml d’eau (acide). 
Mélanger (A) et (B) jusqu’à l’obtention d’un pH de 7.0. Stérilisation par filtration et 
storage à 4°C. 
 
X-Gal (20 mg/ml): 
200.0 mg de 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (Sigma) dans 10.0 ml de 
diméthylformamide (DMF). Storage à l’obscurité à -20°C. 
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Annexe B  Préparation des solutions 
 
PBS 10 X :   80 g NaCl 
          2 g KCl 
          26,8 g Na2HPO4 .7H2O 
          2,4 g KH2PO4  

Dissoudre dans 800 ml d’eau millipore, ajuster le pH à 7.4 avec du HCl.  Ajuster à un volume de 1 L 
et stériliser par autoclavage. Diluer à 1/10 avec de l’eau stérile avant chaque utilisation. 
 
G418 solution (généticine) :  
Dissoudre la généticine (No. cat. 11811-031, Gibco) dans l’eau millipore stérile jusqu’à l’obtention 
d’une concentration finale de 500 mg/ml. 
Storage à 4°C. 
 
Sample buffer 2 X :    25 ml  4x Tris-Cl/SDS, pH 6.8 
                20 ml  glycerol 
       4 g    SDS 
       2 ml  ß-mercaptoethanol 
      1 mg  bleu de bromophenol  
      Compléter avec de l’eau millipore à 100 ml et mélanger. 
      Storage en aliquots de 1 ml à -70°C. 
 

PMSF 100 mM : Dissoudre 0,017 g dans 1 ml d’éthanol 95 %.  
                             Storage à –20oC. 
 
 
Tampon de migration pour l’électrophorèse (5X) : 
   9.0 g    Tris  
   43.2 g  Glycine 
   3.0 g    SDS 
                                   Compléter à 600 ml avec de l’eau millipore.  
                                   Storage à 4°C. 
 
Tampon de transfert pour l’immunobuvardage : 
   3.0 g    Tris  
   14.4 g  Glycine 
   200 ml Méthanol 
                                   Compléter à 1 L avec de l’eau millipore. 
                                   Storage à 4°C. 
 
 
 
TBS 10X :  180 ml Tris-Cl 1 M (pH 7.6) 
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   246.6 ml NaCl 5 M 
                                   Compléter à 900 ml avec de l’eau millipore. 
 
TBS-Tween :  100 ml TBS 10X 
   Ajouter 900 ml d’eau millipore et 1 ml de Tween-20. 
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Annexe C  Vecteurs utilisés pour l’expression de 
protéines dans le système du double-hybride chez la 
levure 
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Annexe D  Vecteur utilisé pour l’expression de protéines 
dans les cellules de mammifère en culture 
  
 
 
No. Catalogue V790-20 
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Annexe E  Génome du VHC utilisé pour la création de la 
librairie d’ADNc sondée à l’aide du double-hybride chez 
la levure 
 
No. Acc. AF011751 
pCV-H77C 
Sequence 9599 BP; 1892 A; 2889 C; 2721 G; 2097 T; 0 other; 
     gccagccccc tgatgggggc gacactccac catgaatcac tcccctgtga ggaactactg        60 
     tcttcacgca gaaagcgtct agccatggcg ttagtatgag tgtcgtgcag cctccaggac       120 
     cccccctccc gggagagcca tagtggtctg cggaaccggt gagtacaccg gaattgccag       180 
     gacgaccggg tcctttcttg gataaacccg ctcaatgcct ggagatttgg gcgtgccccc       240 
     gcaagactgc tagccgagta gtgttgggtc gcgaaaggcc ttgtggtact gcctgatagg       300 
     gtgcttgcga gtgccccggg aggtctcgta gaccgtgcac catgagcacg aatcctaaac       360 
     ctcaaagaaa aaccaaacgt aacaccaacc gtcgcccaca ggacgtcaag ttcccgggtg       420 
     gcggtcagat cgttggtgga gtttacttgt tgccgcgcag gggccctaga ttgggtgtgc       480 
     gcgcgacgag gaagacttcc gagcggtcgc aacctcgagg tagacgtcag cctatcccca       540 
     aggcacgtcg gcccgagggc aggacctggg ctcagcccgg gtacccttgg cccctctatg       600 
     gcaatgaggg ttgcgggtgg gcgggatggc tcctgtctcc ccgtggctct cggcctagct       660 
     ggggccccac agacccccgg cgtaggtcgc gcaatttggg taaggtcatc gataccctta       720 
     cgtgcggctt cgccgacctc atggggtaca taccgctcgt cggcgcccct cttggaggcg       780 
     ctgccagggc cctggcgcat ggcgtccggg ttctggaaga cggcgtgaac tatgcaacag       840 
     ggaaccttcc tggttgctct ttctctatct tccttctggc cctgctctct tgcctgactg       900 
     tgcccgcttc agcctaccaa gtgcgcaatt cctcggggct ttaccatgtc accaatgatt       960 
     gccctaactc gagtattgtg tacgaggcgg ccgatgccat cctgcacact ccggggtgtg      1020 
     tcccttgcgt tcgcgagggt aacgcctcga ggtgttgggt ggcggtgacc cccacggtgg      1080 
     ccaccaggga cggcaaactc cccacaacgc agcttcgacg tcatatcgat ctgcttgtcg      1140 
     ggagcgccac cctctgctcg gccctctacg tgggggacct gtgcgggtct gtctttcttg      1200 
     ttggtcaact gtttaccttc tctcccaggc gccactggac gacgcaagac tgcaattgtt      1260 
     ctatctatcc cggccatata acgggtcatc gcatggcatg ggatatgatg atgaactggt      1320 
     cccctacggc agcgttggtg gtagctcagc tgctccggat cccacaagcc atcatggaca      1380 
     tgatcgctgg tgctcactgg ggagtcctgg cgggcatagc gtatttctcc atggtgggga      1440 
     actgggcgaa ggtcctggta gtgctgctgc tatttgccgg cgtcgacgcg gaaacccacg      1500 
     tcaccggggg aaatgccggc cgcaccacgg ctgggcttgt tggtctcctt acaccaggcg      1560 
     ccaagcagaa catccaactg atcaacacca acggcagttg gcacatcaat agcacggcct      1620 
     tgaattgcaa tgaaagcctt aacaccggct ggttagcagg gctcttctat caacacaaat      1680 
     tcaactcttc aggctgtcct gagaggttgg ccagctgccg acgccttacc gattttgccc      1740 
     agggctgggg tcctatcagt tatgccaacg gaagcggcct cgacgaacgc ccctactgct      1800 
     ggcactaccc tccaagacct tgtggcattg tgcccgcaaa gagcgtgtgt ggcccggtat      1860 
     attgcttcac tcccagcccc gtggtggtgg gaacgaccga caggtcgggc gcgcctacct      1920 
     acagctgggg tgcaaatgat acggatgtct tcgtccttaa caacaccagg ccaccgctgg      1980 
     gcaattggtt cggttgtacc tggatgaact caactggatt caccaaagtg tgcggagcgc      2040 
     ccccttgtgt catcggaggg gtgggcaaca acaccttgct ctgccccact gattgcttcc      2100 
     gcaaacatcc ggaagccaca tactctcggt gcggctccgg tccctggatt acacccaggt      2160 
     gcatggtcga ctacccgtat aggctttggc actatccttg taccatcaat tacaccatat      2220 
     tcaaagtcag gatgtacgtg ggaggggtcg agcacaggct ggaagcggcc tgcaactgga      2280 
     cgcggggcga acgctgtgat ctggaagaca gggacaggtc cgagctcagc ccgttgctgc      2340 
     tgtccaccac acagtggcag gtccttccgt gttctttcac gaccctgcca gccttgtcca      2400 
     ccggcctcat ccacctccac cagaacattg tggacgtgca gtacttgtac ggggtagggt      2460 
     caagcatcgc gtcctgggcc attaagtggg agtacgtcgt tctcctgttc cttctgcttg      2520 
     cagacgcgcg cgtctgctcc tgcttgtgga tgatgttact catatcccaa gcggaggcgg      2580 
     ctttggagaa cctcgtaata ctcaatgcag catccctggc cgggacgcac ggtcttgtgt      2640 
     ccttcctcgt gttcttctgc tttgcgtggt atctgaaggg taggtgggtg cccggagcgg      2700 
     tctacgccct ctacgggatg tggcctctcc tcctgctcct gctggcgttg cctcagcggg      2760 
     catacgcact ggacacggag gtggccgcgt cgtgtggcgg cgttgttctt gtcgggttaa      2820 
     tggcgctgac tctgtcgcca tattacaagc gctatatcag ctggtgcatg tggtggcttc      2880 
     agtattttct gaccagagta gaagcgcaac tgcacgtgtg ggttcccccc ctcaacgtcc      2940 
     ggggggggcg cgatgccgtc atcttactca tgtgtgtagt acacccgacc ctggtatttg      3000 
     acatcaccaa actactcctg gccatcttcg gacccctttg gattcttcaa gccagtttgc      3060 
     ttaaagtccc ctacttcgtg cgcgttcaag gccttctccg gatctgcgcg ctagcgcgga      3120 
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     agatagccgg aggtcattac gtgcaaatgg ccatcatcaa gttaggggcg cttactggca      3180 
     cctatgtgta taaccatctc acccctcttc gagactgggc gcacaacggc ctgcgagatc      3240 
     tggccgtggc tgtggaacca gtcgtcttct cccgaatgga gaccaagctc atcacgtggg      3300 
     gggcagatac cgccgcgtgc ggtgacatca tcaacggctt gcccgtctct gcccgtaggg      3360 
     gccaggagat actgcttggg ccagccgacg gaatggtctc caaggggtgg aggttgctgg      3420 
     cgcccatcac ggcgtacgcc cagcagacga gaggcctcct agggtgtata atcaccagcc      3480 
     tgactggccg ggacaaaaac caagtggagg gtgaggtcca gatcgtgtca actgctaccc      3540 
     aaaccttcct ggcaacgtgc atcaatgggg tatgctggac tgtctaccac ggggccggaa      3600 
     cgaggaccat cgcatcaccc aagggtcctg tcatccagat gtataccaat gtggaccaag      3660 
     accttgtggg ctggcccgct cctcaaggtt cccgctcatt gacaccctgt acctgcggct      3720 
     cctcggacct ttacctggtc acgaggcacg ccgatgtcat tcccgtgcgc cggcgaggtg      3780 
     atagcagggg tagcctgctt tcgccccggc ccatttccta cttgaaaggc tcctcggggg      3840 
     gtccgctgtt gtgccccgcg ggacacgccg tgggcctatt cagggccgcg gtgtgcaccc      3900 
     gtggagtggc taaagcggtg gactttatcc ctgtggagaa cctagggaca accatgagat      3960 
     ccccggtgtt cacggacaac tcctctccac cagcagtgcc ccagagcttc caggtggccc      4020 
     acctgcatgc tcccaccggc agcggtaaga gcaccaaggt cccggctgcg tacgcagccc      4080 
     agggctacaa ggtgttggtg ctcaacccct ctgttgctgc aacgctgggc tttggtgctt      4140 
     acatgtccaa ggcccatggg gttgatccta atatcaggac cggggtgaga acaattacca      4200 
     ctggcagccc catcacgtac tccacctacg gcaagttcct tgccgacggc gggtgctcag      4260 
     gaggtgctta tgacataata atttgtgacg agtgccactc cacggatgcc acatccatct      4320 
     tgggcatcgg cactgtcctt gaccaagcag agactgcggg ggcgagactg gttgtgctcg      4380 
     ccactgctac ccctccgggc tccgtcactg tgtcccatcc taacatcgag gaggttgctc      4440 
     tgtccaccac cggagagatc cccttttacg gcaaggctat ccccctcgag gtgatcaagg      4500 
     ggggaagaca tctcatcttc tgccactcaa agaagaagtg cgacgagctc gccgcgaagc      4560 
     tggtcgcatt gggcatcaat gccgtggcct actaccgcgg tcttgacgtg tctgtcatcc      4620 
     cgaccagcgg cgatgttgtc gtcgtgtcga ccgatgctct catgactggc tttaccggcg      4680 
     acttcgactc tgtgatagac tgcaacacgt gtgtcactca gacagtcgat ttcagccttg      4740 
     accctacctt taccattgag acaaccacgc tcccccagga tgctgtctcc aggactcaac      4800 
     gccggggcag gactggcagg gggaagccag gcatctatag atttgtggca ccgggggagc      4860 
     gcccctccgg catgttcgac tcgtccgtcc tctgtgagtg ctatgacgcg ggctgtgctt      4920 
     ggtatgagct cacgcccgcc gagactacag ttaggctacg agcgtacatg aacaccccgg      4980 
     ggcttcccgt gtgccaggac catcttgaat tttgggaggg cgtctttacg ggcctcactc      5040 
     atatagatgc ccacttttta tcccagacaa agcagagtgg ggagaacttt ccttacctgg      5100 
     tagcgtacca agccaccgtg tgcgctaggg ctcaagcccc tcccccatcg tgggaccaga      5160 
     tgtggaagtg tttgatccgc cttaaaccca ccctccatgg gccaacaccc ctgctataca      5220 
     gactgggcgc tgttcagaat gaagtcaccc tgacgcaccc aatcaccaaa tacatcatga      5280 
     catgcatgtc ggccgacctg gaggtcgtca cgagcacctg ggtgctcgtt ggcggcgtcc      5340 
     tggctgctct ggccgcgtat tgcctgtcaa caggctgcgt ggtcatagtg ggcaggatcg      5400 
     tcttgtccgg gaagccggca attatacctg acagggaggt tctctaccag gagttcgatg      5460 
     agatggaaga gtgctctcag cacttaccgt acatcgagca agggatgatg ctcgctgagc      5520 
     agttcaagca gaaggccctc ggcctcctgc agaccgcgtc ccgccatgca gaggttatca      5580 
     cccctgctgt ccagaccaac tggcagaaac tcgaggtctt ttgggcgaag cacatgtgga      5640 
     atttcatcag tgggatacaa tacttggcgg gcctgtcaac gctgcctggt aaccccgcca      5700 
     ttgcttcatt gatggctttt acagctgccg tcaccagccc actaaccact ggccaaaccc      5760 
     tcctcttcaa catattgggg gggtgggtgg ctgcccagct cgccgccccc ggtgccgcta      5820 
     ctgcctttgt gggtgctggc ctagctggcg ccgccatcgg cagcgttgga ctggggaagg      5880 
     tcctcgtgga cattcttgca gggtatggcg cgggcgtggc gggagctctt gtagcattca      5940 
     agatcatgag cggtgaggtc ccctccacgg aggacctggt caatctgctg cccgccatcc      6000 
     tctcgcctgg agcccttgta gtcggtgtgg tctgcgcagc aatactgcgc cggcacgttg      6060 
     gcccgggcga gggggcagtg caatggatga accggctaat agccttcgcc tcccggggga      6120 
     accatgtttc ccccacgcac tacgtgccgg agagcgatgc agccgcccgc gtcactgcca      6180 
     tactcagcag cctcactgta acccagctcc tgaggcgact gcatcagtgg ataagctcgg      6240 
     agtgtaccac tccatgctcc ggttcctggc taagggacat ctgggactgg atatgcgagg      6300 
     tgctgagcga ctttaagacc tggctgaaag ccaagctcat gccacaactg cctgggattc      6360 
     cctttgtgtc ctgccagcgc gggtataggg gggtctggcg aggagacggc attatgcaca      6420 
     ctcgctgcca ctgtggagct gagatcactg gacatgtcaa aaacgggacg atgaggatcg      6480 
     tcggtcctag gacctgcagg aacatgtgga gtgggacgtt ccccattaac gcctacacca      6540 
     cgggcccctg tactcccctt cctgcgccga actataagtt cgcgctgtgg agggtgtctg      6600 
     cagaggaata cgtggagata aggcgggtgg gggacttcca ctacgtatcg ggtatgacta      6660 
     ctgacaatct taaatgcccg tgccagatcc catcgcccga atttttcaca gaattggacg      6720 
     gggtgcgcct acacaggttt gcgccccctt gcaagccctt gctgcgggag gaggtatcat      6780 
     tcagagtagg actccacgag tacccggtgg ggtcgcaatt accttgcgag cccgaaccgg      6840 
     acgtagccgt gttgacgtcc atgctcactg atccctccca tataacagca gaggcggccg      6900 
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     ggagaaggtt ggcgagaggg tcaccccctt ctatggccag ctcctcggct agccagctgt      6960 
     ccgctccatc tctcaaggca acttgcaccg ccaaccatga ctcccctgac gccgagctca      7020 
     tagaggctaa cctcctgtgg aggcaggaga tgggcggcaa catcaccagg gttgagtcag      7080 
     agaacaaagt ggtgattctg gactccttcg atccgcttgt ggcagaggag gatgagcggg      7140 
     aggtctccgt acctgcagaa attctgcgga agtctcggag attcgcccgg gccctgcccg      7200 
     tctgggcgcg gccggactac aaccccccgc tagtagagac gtggaaaaag cctgactacg      7260 
     aaccacctgt ggtccatggc tgcccgctac cacctccacg gtcccctcct gtgcctccgc      7320 
     ctcggaaaaa gcgtacggtg gtcctcaccg aatcaaccct atctactgcc ttggccgagc      7380 
     ttgccaccaa aagttttggc agctcctcaa cttccggcat tacgggcgac aatacgacaa      7440 
     catcctctga gcccgcccct tctggctgcc cccccgactc cgacgttgag tcctattctt      7500 
     ccatgccccc cctggagggg gagcctgggg atccggatct cagcgacggg tcatggtcga      7560 
     cggtcagtag tggggccgac acggaagatg tcgtgtgctg ctcaatgtct tattcctgga      7620 
     caggcgcact cgtcaccccg tgcgctgcgg aagaacaaaa actgcccatc aacgcactga      7680 
     gcaactcgtt gctacgccat cacaatctgg tgtattccac cacttcacgc agtgcttgcc      7740 
     aaaggcagaa gaaagtcaca tttgacagac tgcaagttct ggacagccat taccaggacg      7800 
     tgctcaagga ggtcaaagca gcggcgtcaa aagtgaaggc taacttgcta tccgtagagg      7860 
     aagcttgcag cctgacgccc ccacattcag ccaaatccaa gtttggctat ggggcaaaag      7920 
     acgtccgttg ccatgccaga aaggccgtag cccacatcaa ctccgtgtgg aaagaccttc      7980 
     tggaagacag tgtaacacca atagacacta ccatcatggc caagaacgag gttttctgcg      8040 
     ttcagcctga gaaggggggt cgtaagccag ctcgtctcat cgtgttcccc gacctgggcg      8100 
     tgcgcgtgtg cgagaagatg gccctgtacg acgtggttag caagctcccc ctggccgtga      8160 
     tgggaagctc ctacggattc caatactcac caggacagcg ggttgaattc ctcgtgcaag      8220 
     cgtggaagtc caagaagacc ccgatggggt tctcgtatga tacccgctgt tttgactcca      8280 
     cagtcactga gagcgacatc cgtacggagg aggcaattta ccaatgttgt gacctggacc      8340 
     cccaagcccg cgtggccatc aagtccctca ctgagaggct ttatgttggg ggccctctta      8400 
     ccaattcaag gggggaaaac tgcggctacc gcaggtgccg cgcgagcggc gtactgacaa      8460 
     ctagctgtgg taacaccctc acttgctaca tcaaggcccg ggcagcctgt cgagccgcag      8520 
     ggctccagga ctgcaccatg ctcgtgtgtg gcgacgactt agtcgttatc tgtgaaagtg      8580 
     cgggggtcca ggaggacgcg gcgagcctga gagccttcac ggaggctatg accaggtact      8640 
     ccgccccccc cggggacccc ccacaaccag aatacgactt ggagcttata acatcatgct      8700 
     cctccaacgt gtcagtcgcc cacgacggcg ctggaaagag ggtctactac cttacccgtg      8760 
     accctacaac ccccctcgcg agagccgcgt gggagacagc aagacacact ccagtcaatt      8820 
     cctggctagg caacataatc atgtttgccc ccacactgtg ggcgaggatg atactgatga      8880 
     cccatttctt tagcgtcctc atagccaggg atcagcttga acaggctctt aactgtgaga      8940 
     tctacggagc ctgctactcc atagaaccac tggatctacc tccaatcatt caaagactcc      9000 
     atggcctcag cgcattttca ctccacagtt actctccagg tgaaatcaat agggtggccg      9060 
     catgcctcag aaaacttggg gtcccgccct tgcgagcttg gagacaccgg gcccggagcg      9120 
     tccgcgctag gcttctgtcc agaggaggca gggctgccat atgtggcaag tacctcttca      9180 
     actgggcagt aagaacaaag ctcaaactca ctccaatagc ggccgctggc cggctggact      9240 
     tgtccggttg gttcacggct ggctacagcg ggggagacat ttatcacagc gtgtctcatg      9300 
     cccggccccg ctggttctgg ttttgcctac tcctgctcgc tgcaggggta ggcatctacc      9360 
     tcctccccaa ccgatgaagg ttggggtaaa cactccggcc tcttaagcca tttcctgttt      9420 
     tttttttttt tttttttttt tttttctttt tttttttctt tcctttcctt ctttttttcc      9480 
     tttctttttc ccttctttaa tggtggctcc atcttagccc tagtcacggc tagctgtgaa      9540 
     aggtccgtga gccgcatgac tgcagagagt gctgatactg gcctctctgc agatcatgt       9599 
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Annexe F  Polyprotéine du VHC 
 
LOCUS       NP_671491               3011 aa            linear   VRL 29-JUN-2005 
DEFINITION  polyprotein [Hepatitis C virus]. 
ACCESSION   NP_671491 
VERSION     NP_671491.1  GI:22129793 
DBSOURCE    REFSEQ: accession NC_004102.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Hepatitis C virus 
  ORGANISM  Hepatitis C virus 
            Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage; Flaviviridae; 
            Hepacivirus. 
REFERENCE   1  (residues 747 to 809) 
  AUTHORS   Carrere-Kremer,S., Montpellier-Pala,C., Cocquerel,L., Wychowski,C., 
            Penin,F. and Dubuisson,J. 
  TITLE     Subcellular localization and topology of the p7 polypeptide of 
            hepatitis C virus 
  JOURNAL   J. Virol. 76 (8), 3720-3730 (2002) 
   PUBMED   11907211 
REFERENCE   2  (residues 1 to 3011) 
  AUTHORS   Kolykhalov,A.A., Agapov,E.V., Blight,K.J., Mihalik,K., 
            Feinstone,S.M. and Rice,C.M. 
  TITLE     Transmission of hepatitis C by intrahepatic inoculation with 
            transcribed RNA 
  JOURNAL   Science 277 (5325), 570-574 (1997) 
   PUBMED   9228008 
REFERENCE   3  (residues 1 to 3011) 
  AUTHORS   . 



 64

  CONSRTM   NCBI Genome Project 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (07-AUG-2002) National Center for Biotechnology 
            Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA 
REFERENCE   4  (residues 1 to 3011) 
  AUTHORS   Kolykhalov,A.A. and Rice,C.M. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (19-JUN-1997) Molecular Microbiology, Washington 
            University School of Medicine, 660 South Euclid Ave., St. Louis, MO 
            63110-1093, USA 
COMMENT     REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The 
            reference sequence was derived from AAB66324. 
            The mature peptides have been annotated by the NCBI staff using the 
            data from current literature as well as other annotations available 
            for this virus. 
            Method: conceptual translation. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..3011 
                     /organism="Hepatitis C virus" 
                     /serotype="1a" 
                     /isolate="H77" 
                     /db_xref="taxon:11103" 
                     /note="assembled from cDNA library representing a 
                     population of Hepatitis C virus genomes; viable virus can 
                     be reconstituted from this sequence" 
     Protein         1..3011 
                     /product="polyprotein" 
                     /mol_wt=327058 
     mat_peptide     1..191 
                     /product="core protein" 
                     /note="cleaved from polyprotein by signal peptidase; 
                     further processed to loose the C-terminal signal peptide 
                     and thereby to be released (as a smaller protein, p19c) 
                     from the endoplasmic reticulum membrane; viral capsid 
                     protein; reportedly involved in diverse processes, e.g. 
                     viral morphogenesis or regulation of host gene expression; 
                     p21c" 
                     /protein_id="NP_751919.1" 
                     /db_xref="GI:26053621" 
                     /mol_wt=20766 
     mat_peptide     192..383 
                     /product="E1 protein" 
                     /note="product of cellular signal peptidase; forms a 
                     heterodimer with the E2 protein; viral envelope protein" 
                     /protein_id="NP_751920.1" 
                     /db_xref="GI:26053622" 
                     /mol_wt=20895 
     mat_peptide     384..746 
                     /product="E2 protein" 
                     /note="product of cellular signal peptidase; forms a 
                     heterodimer with the E1 protein; viral envelope protein" 
                     /protein_id="NP_751921.1" 
                     /db_xref="GI:26053623" 
                     /mol_wt=40027 
     mat_peptide     747..809 
                     /product="p7 protein" 
                     /note="product of cellular signal peptidase; integral 
                     membrane polypeptide; has a double membrane-spanning 
                     topology, with both its N and C termini oriented toward 
                     the extracellular environment" 
                     /protein_id="NP_751922.1" 
                     /db_xref="GI:26053624" 
                     /mol_wt=7018 



 65

     mat_peptide     810..1026 
                     /product="NS2 protein" 
                     /note="N-terminus is cleaved by a cellular signal 
                     peptidase; C-terminus is produced by the only known 
                     cleavage event mediated by the NS2-NS3 metal-dependent 
                     proteinase; membrane protein with 2 internal signal 
                     sequences; suggested type III membrane topology protein; 
                     inhibitor of CIDE-B-induced apoptosis" 
                     /protein_id="NP_751923.1" 
                     /db_xref="GI:26053625" 
                     /mol_wt=24054 
     mat_peptide     1027..1657 
                     /product="NS3 protease/helicase'" 
                     /note="N-terminus is produced by the only cleavage in HCV 
                     polyprotein mediated by the NS2-NS3 metal-dependent 
                     proteinase; cleaves itself at the C-terminus; with the 
                     help of NS4A, mediates processing of all the other HCV 
                     non-structural proteins; physically and functionally 
                     interacts with the NS5B RNA polymerase; susceptible to 
                     inhibition by the N-terminal cleavage products of 
                     substrate peptides" 
                     /protein_id="NP_803144.1" 
                     /db_xref="GI:28921568" 
                     /mol_wt=67255 
     mat_peptide     1658..1711 
                     /product="NS4A protein" 
                     /note="cofactor for the NS3 protease" 
                     /protein_id="NP_751925.1" 
                     /db_xref="GI:26053627" 
                     /mol_wt=5786 
     mat_peptide     1712..1972 
                     /product="NS4B protein" 
                     /note="membrane protein; negative regulator of the 
                     NS3-NS5B replication complex" 
                     /protein_id="NP_751926.1" 
                     /db_xref="GI:26053628" 
                     /mol_wt=27206 
     mat_peptide     1973..2420 
                     /product="NS5A protein" 
                     /note="phosphorylated; associated with interferon 
                     sensitivity" 
                     /protein_id="NP_751927.1" 
                     /db_xref="GI:26053629" 
                     /mol_wt=49032 
     mat_peptide     2421..3011 
                     /product="NS5B RNA-dependent RNA polymerase" 
                     /protein_id="NP_751928.1" 
                     /db_xref="GI:26053630" 
                     /mol_wt=65312 
     CDS             1..3011 
                     /locus_tag="HCVgp1" 
                     /coded_by="NC_004102.1:342..9377" 
                     /db_xref="GeneID:951475" 
ORIGIN       
        1 mstnpkpqrk tkrntnrrpq dvkfpgggqi vggvyllprr gprlgvratr ktsersqprg 
       61 rrqpipkarr pegrtwaqpg ypwplygneg cgwagwllsp rgsrpswgpt dprrrsrnlg 
      121 kvidtltcgf adlmgyiplv gaplggaara lahgvrvled gvnyatgnlp gcsfsiflla 
      181 llscltvpas ayqvrnssgl yhvtndcpns sivyeaadai lhtpgcvpcv regnasrcwv 
      241 avtptvatrd gklpttqlrr hidllvgsat lcsalyvgdl cgsvflvgql ftfsprrhwt 
      301 tqdcncsiyp ghitghrmaw dmmmnwspta alvvaqllri pqaimdmiag ahwgvlagia 
      361 yfsmvgnwak vlvvlllfag vdaethvtgg sagrttaglv glltpgakqn iqlintngsw 
      421 hinstalncn eslntgwlag lfyqhkfnss gcperlascr rltdfaqgwg pisyangsgl 
      481 derpycwhyp prpcgivpak svcgpvycft pspvvvgttd rsgaptyswg andtdvfvln 
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      541 ntrpplgnwf gctwmnstgf tkvcgappcv iggvgnntll cptdcfrkhp eatysrcgsg 
      601 pwitprcmvd ypyrlwhypc tinytifkvr myvggvehrl eaacnwtrge rcdledrdrs 
      661 elsplllstt qwqvlpcsft tlpalstgli hlhqnivdvq ylygvgssia swaikweyvv 
      721 llfllladar vcsclwmmll isqaeaalen lvilnaasla gthglvsflv ffcfawylkg 
      781 rwvpgavyaf ygmwplllll lalpqrayal dtevaascgg vvlvglmalt lspyykryis 
      841 wcmwwlqyfl trveaqlhvw vpplnvrggr davillmcvv hptlvfditk lllaifgplw 
      901 ilqasllkvp yfvrvqgllr icalarkiag ghyvqmaiik lgaltgtyvy nhltplrdwa 
      961 hnglrdlava vepvvfsrme tklitwgadt aacgdiingl pvsarrgqei llgpadgmvs 
     1021 kgwrllapit ayaqqtrgll gciitsltgr dknqvegevq ivstatqtfl atcingvcwt 
     1081 vyhgagtrti aspkgpviqm ytnvdqdlvg wpapqgsrsl tpctcgssdl ylvtrhadvi 
     1141 pvrrrgdsrg sllsprpisy lkgssggpll cpaghavglf raavctrgva kavdfipven 
     1201 lettmrspvf tdnssppavp qsfqvahlha ptgsgkstkv paayaaqgyk vlvlnpsvaa 
     1261 tlgfgaymsk ahgvdpnirt gvrtittgsp itystygkfl adggcsggay diiicdechs 
     1321 tdatsilgig tvldqaetag arlvvlatat ppgsvtvshp nieevalstt geipfygkai 
     1381 plevikggrh lifchskkkc delaaklval ginavayyrg ldvsviptsg dvvvvstdal 
     1441 mtgftgdfds vidcntcvtq tvdfsldptf tietttlpqd avsrtqrrgr tgrgkpgiyr 
     1501 fvapgerpsg mfdssvlcec ydagcawyel tpaettvrlr aymntpglpv cqdhlefweg 
     1561 vftglthida hflsqtkqsg enfpylvayq atvcaraqap ppswdqmwkc lirlkptlhg 
     1621 ptpllyrlga vqnevtlthp itkyimtcms adlevvtstw vlvggvlaal aayclstgcv 
     1681 vivgrivlsg kpaiipdrev lyqefdemee csqhlpyieq gmmlaeqfkq kalgllqtas 
     1741 rqaevitpav qtnwqklevf wakhmwnfis giqylaglst lpgnpaiasl maftaavtsp 
     1801 lttgqtllfn ilggwvaaql aapgaatafv gaglagaaig svglgkvlvd ilagygagva 
     1861 galvafkims gevpstedlv nllpailspg alvvgvvcaa ilrrhvgpge gavqwmnrli 
     1921 afasrgnhvs pthyvpesda aarvtailss ltvtqllrrl hqwissectt pcsgswlrdi 
     1981 wdwicevlsd fktwlkaklm pqlpgipfvs cqrgyrgvwr gdgimhtrch cgaeitghvk 
     2041 ngtmrivgpr tcrnmwsgtf pinayttgpc tplpapnykf alwrvsaeey veirrvgdfh 
     2101 yvsgmttdnl kcpcqipspe ffteldgvrl hrfappckpl lreevsfrvg lheypvgsql 
     2161 pcepepdvav ltsmltdpsh itaeaagrrl argsppsmas ssasqlsaps lkatctanhd 
     2221 spdaeliean llwrqemggn itrvesenkv vildsfdplv aeederevsv paeilrksrr 
     2281 faralpvwar pdynpplvet wkkpdyeppv vhgcplpppr sppvppprkk rtvvltestl 
     2341 stalaelatk sfgssstsgi tgdntttsse papsgcppds dvesyssmpp legepgdpdl 
     2401 sdgswstvss gadtedvvcc smsyswtgal vtpcaaeeqk lpinalsnsl lrhhnlvyst 
     2461 tsrsacqrqk kvtfdrlqvl dshyqdvlke vkaaaskvka nllsveeacs ltpphsaksk 
     2521 fgygakdvrc harkavahin svwkdlleds vtpidttima knevfcvqpe kggrkparli 
     2581 vfpdlgvrvc ekmalydvvs klplavmgss ygfqyspgqr veflvqawks kktpmgfsyd 
     2641 trcfdstvte sdirteeaiy qccdldpqar vaikslterl yvggpltnsr gencgyrrcr 
     2701 asgvlttscg ntltcyikar aacraaglqd ctmlvcgddl vvicesagvq edaaslraft 
     2761 eamtrysapp gdppqpeydl elitscssnv svahdgagkr vyyltrdptt plaraaweta 
     2821 rhtpvnswlg niimfaptlw armilmthff svliardqle qalnceiyga cysiepldlp 
     2881 piiqrlhgls afslhsyspg einrvaaclr klgvpplraw rhrarsvrar llsrggraai 
     2941 cgkylfnwav rtklkltpia aagrldlsgw ftagysggdi yhsvsharpr wfwfclllla 
     3001 agvgiyllpn r 
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