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> Développée dans les années 1950, la 
microscopie électronique en transmis-
sion (MET) a contribué à l’identification 
d’un grand nombre de virus [1]. Ces 
agents infectieux sont en effet, pour 
la plupart, trop petits pour être obser-
vables en microscopie en lumière visible. 
Ainsi, la majorité des virus responsables 
des hépatites ont été découverts à l’aide 
de la MET : le virus de l’hépatite B (VHB), 
par Dane et al., en 1970 [2], le virus de 
l’hépatite A (VHA), par Steve Feinstone 
et al., en 1973 [3] et le virus de l’hépa-
tite E (VHE), par Mikhail Balayan et al., 
en 1983 [4]. Le virus de l’hépatite C 
constitue une exception notable à cette 
stratégie d’identification. Bien que son 
existence ait été suspectée depuis le 
début des années 1980, il n’a été isolé 
qu’en 1989, par l’équipe de Michael 
Houghton [5], se fondant exclusive-
ment sur des techniques de biologie 
moléculaire. La visualisation de ce virus 
en microscopie électronique a, par la 
suite, constitué un objectif logique pour 
les laboratoires de recherche. Mais ces 
travaux se sont heurtés à une caracté-
ristique unique du virus de l’hépatite C : 
sa capacité à interagir avec les compo-
sants du métabolisme des lipides.

Un cycle de vie sous dépendance
Il est aujourd’hui clairement établi que 
le virus de l’hépatite C (VHC) présent 
chez les patients a la particularité de 
s’associer à certains composants du 
métabolisme du cholestérol, lors de sa 
morphogenèse. Ces particules hybrides 
appelées « lipo-viro particules » (LVP) 
associent des composants d’origine 

virale (les protéines d’enveloppe, la 
nucléocapside, les ARN) à des consti-
tuants cellulaires [6]. Ces derniers sont 
les composants des lipoprotéines de 
très faible densité (VLDL, very low den-
sity lipoprotein) comme le triacylgly-
cérol, le cholestérol, les apolipopro-
téines E, B et C1. La maturation et le 
relargage des lipo-viro particules hors 
des cellules productrices sont étroi-
tement associés à la voie de synthèse 
des VLDL [6]. Cependant, le mécanisme 
d’initiation de l’interaction entre ces 
composants d’origines différentes est 
longtemps resté mal connu. Une des 
étapes initiales de la morphogenèse 
virale consiste en un regroupement de 
protéines virales et cellulaires, sur la 
face luminale ou cytosolique du réticu-
lum endoplasmique (RE) et à proximité 
du complexe de réplication. Ce recrute-
ment permettrait d’établir un microen-
vironnement favorable à l’assemblage 
de particules virales [6]. À la suite 
d’un événement déclencheur inconnu, la 
nucléocapside est alors transférée dans 
le RE où elle va interagir avec la voie de 
morphogenèse des VLDL selon un méca-
nisme qui a été décrit récemment. Ainsi, 
deux études publiées en 2014 par notre 
groupe [7] puis par celui du Pr Barten-
schlager, à Heidelberg, ont démontré 
que les glycoprotéines d’enveloppe du 
VHC, E1 et E2, et l’apolipoprotéine E 
(ApoE) s’associaient précocement dans 
le RE et que ce complexe était retrouvé 
à la surface des particules infectieuses. 
L’interaction de ces protéines va entraî-
ner l’association de deux structures 
naissantes : la pré-VLDL (portant ApoE) 

et la particule virale initiale (portant 
les glycoprotéines E1 et E2). La « lipo-
viro particule » ainsi formée s’associera 
ensuite à des quantités variables de 
triacylglycérol/cholesterylester, le long 
de la voie de maturation des VLDL, 
dans le RE, pour produire des particules 
virales de faible densité, mais forte-
ment infectieuses. Cette caractéris-
tique du virus de l’hépatite C va donc 
fortement influencer sa morphologie 
et donc son apparence lorsqu’il circule 
chez les patients.

Le tueur aime les faux-semblants
Le virus de l’hépatite C ressemble donc 
fortement à une VLDL. Ceci représente 
un obstacle à son identification et à sa 
visualisation en MET. Il faut noter que 
l’exploitation de l’ensemble des infor-
mations obtenues par des techniques 
de biologie moléculaire a néanmoins 
permis de proposer une organisation 
ultrastructurale possible pour cette par-
ticule, proposition qui s’avèrera par la 
suite très proche de la réalité. L’une 
des solutions explorée pour isoler le 
virus de façon spécifique a été d’ex-
ploiter la présence à sa surface des 
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. 
Malheureusement, il s’est avéré que 
cette stratégie était délicate à manier 
puisqu’en 2008, l’équipe du Pr Patrice 
André montrait que, dans les hépato-
cytes infectés, les protéines d’enveloppe 
du virus se retrouvaient associées aux 
lipoprotéines riches en triglycérides pro-
duites dans le milieu extracellulaire [8]. 
Il s’agissait donc, pour les chercheurs, 
de visualiser un virus ayant l’apparence 
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ticules asymétriques ressemblait, de 
façon frappante, au modèle imaginé à 
partir de données de biologie molécu-
laire. Nous avons ensuite caractérisé 
finement les populations identifiées en 
microscopie électronique. La « lipo-
viro particule » du VHC est constituée 
d’une nucléocapside qui contient l’ARN 
viral, sans géométrie clairement définie, 
elle-même entourée d’une couche de 
lipides (triglycerides/cholestérol) de 
taille variable (Figure 2). Cette capside 
apparaît systématiquement décentrée : 
la monocouche lipidique qui l’entoure 
se situe à proximité immédiate de 
la couche lipidique externe du virus. 
Il se forme donc au niveau de cette 
zone de contact une double membrane 
(Figure 2). Ce phénomène pourrait s’ex-
pliquer par la nécessaire présence d’une 
bicouche lipidique, pour une insertion 
correcte des domaines trans-membra-
naires des protéines d’enveloppe virales.

Nous savons enfin à quoi ressemble 
le tueur ! … à rien !
Ce virus semble donc organisé de façon 
complètement asymétrique, avec seu-
lement une fraction de la surface de 
l’enveloppe virale présentant des gly-
coprotéines d’enveloppe (Figure 2) : une 
organisation de cette nature constitue 
une exception dans le monde des virus. 
La taille de la couche de lipides étant 
variable, le diamètre des particules 
virales est extrêmement hétérogène chez 
un même patient. Lorsque nous avons 
déterminé la répartition des particules 
par taille, chez plusieurs patients, 
nous avons constaté que celle-ci pou-
vait varier grandement d’un patient à 
l’autre. Il semble que chaque patient 
possède une population virale qui lui est 
propre. Une étude réalisée par l’équipe 
du Pr Margaret Bassendine, à l’univer-
sité de Newcastle pourrait expliquer ce 
phénomène [10]. Les particules virales, 
présentes chez un patient donné, pré-
sentaient en effet une augmentation 
de taille moyenne après que celui-ci 
ait ingéré un repas riche en lipides… un 
milk-shake, en l’occurrence. Il est donc 

au mieux la structure native du virus, et 
s’affranchisse de toute sélection arbi-
traire de la population de particules 
étudiée. Nous avons, pour cela, utilisé 
des grilles (supports d’échantillons) 
de microscopie électronique sur les-
quelles nous avons directement fixé des 
anticorps dirigés contre les protéines 
d’enveloppes virales (E1, E2) ou les apo-
lipoprotéines E et B. Ces grilles ont été 
mises en contact avec les échantil-
lons à étudier (des sérums de patients 
contaminés par le virus de l’hépatite 
C, par exemple), lavées, fixées par le 
paraformaldéhyde, contrastées à l’acé-
tate d’uranyle, puis observées immé-
diatement sous MET. Cette stratégie de 
visualisation de particules virales en 
microscopie électronique en transmis-
sion après immuno-capture spécifique 
s’est avérée rapidement efficace [9]. 
Nous avons ainsi observé, après cap-
ture à l’aide d’anticorps dirigés contre 
la glycoprotéine E2, l’ApoE ou l’ApoB, 
dans du sérum de patients infectés, une 
population mixte, composée d’une part 
de particules sphériques sans structure 
complexe et ressemblant à des lipo-
protéines et, d’autre part, de particules 
asymétriques présentant clairement une 
organisation ultra-structurale commune 
(Figure 1). L’organisation de ces par-

d’une lipoprotéine, au sein des lipopro-
téines portant les protéines d’enveloppe 
du virus de l’hépatite C ! De nombreux 
travaux, destinés à caractériser l’ul-
trastructure de la particule du virus 
de l’hépatite C, ont ainsi été publiés 
depuis sa première caractérisation en 
1989, sans que les auteurs parviennent à 
proposer des images montrant une orga-
nisation interne caractéristique. Ces 
études reposaient pour la plupart sur 
des techniques de préparation d’échan-
tillons faisant intervenir un gradient de 
flottaison, puis un gradient de vitesse 
de sédimentation. Les deux ultra-cen-
trifugations successives nécessaires à 
l’obtention de ces gradients sont en fait 
susceptibles d’altérer la structure de 
la particule ; ces techniques imposent 
aussi de sélectionner, dans le gradient, 
la population à étudier. Il est possible 
que ce double biais soit à l’origine de 
l’échec à produire des images convain-
cantes du virus.

Une solution simple pour un problème 
complexe
Lorsque nous avons initié ce projet au 
laboratoire, nous souhaitions définir un 
protocole de préparation des échantil-
lons viraux pour l’observation en MET 
qui soit rapide, permette de respecter 
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Figure 1. Les particules immuno-capturées chez les patients constituent une population mixte. 
Ces images de microscopie électronique sont représentatives de la population immuno-cap-
turée dans un sérum de patient positif pour le virus de l’hépatite C, à l’aide d’un anticorps 
anti-glycoprotéine E2. Les grilles de microscopie électronique sont préparées avec un anticorps 
anti-E2, mises en contact avec le sérum contenant le virus de l’hépatite C, lavées, fixées, puis 
contrastées à l’acétate d’uranyle. L’observation est effectuée sous microscopie électronique 
en transmission (Jeol 1230). Les structures sphériques grises sans organisation interne sont les 
lipoprotéines ; les particules virales sont ici de plus grande taille et présentent une ultrastruc-
ture nettement définie.
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conscients de leur infection. Et sur ces 
dix millions de personnes, seuls 5 % 
ont bénéficié des traitements dispo-
nibles. À l’échelle planétaire, ce virus 
est donc loin d’être 
éradiqué. La mise 
au point d’un vaccin 
reste donc une prio-
rité [12] (➜).
Nos résultats, démontrant une organi-
sation ultrastructurale spécifique du 
virus, pourront certainement contribuer 
à mieux définir les épitopes qui devront 
être ciblés par ce vaccin potentiel. ‡
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more than 25 years after his 
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probable que, chez un même patient, 
la taille moyenne des particules virales 
puisse varier significativement au cours 
de la journée.
Ainsi, 27 années après sa découverte, il 
apparaît que le virus de l’hépatite C ne 
possède ni forme, ni taille bien définies. 
Seule l’organisation ultra-structurale 
semble commune à toutes les parti-
cules virales. Nos travaux ont permis 
de révéler des caractéristiques ultras-
tructurales, uniques à ce jour, d’un virus 
qui s’est redoutablement bien adapté 
à son hôte principal, l’être humain. Il 
existe aujourd’hui des traitements effi-
caces (anti-protéases, anti-polymé-
rases) qui permettent d’éradiquer le 
virus. Ces traitements sont cependant 
extrêmement onéreux et ne concernent 
qu’une minorité de porteurs chroniques 
du virus de l’hépatite C. Ainsi, un article 
récent [11] publié dans Science indique 
que, sur les 185 millions de porteurs 
du virus de l’hépatite C dans le monde, 
seul 5 % (soit environ 10 millions) sont 
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Figure 2. Une organisation ultrastructurale commune est observée pour les particules virales. Le modèle d’organisation de la particule virale établi 
d’après les résultats de biologie moléculaire (à gauche) est comparé à l’image d’une particule virale isolée d’un patient (à droite). TmD : domaine 
transmembranaire.

(➜) Voir la Nouvelle 
de E. Beaumont et 
P. Roingeard, m/s n° 1, 
janvier 2014, page 33
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> Le pronostic de l’infection par le VIH 
(virus de l’immunodéficience humaine) a 
été transformé par l’avènement des com-
binaisons de traitements antiviraux. Si la 
mortalité et la morbidité de l’infection 
ont effectivement été réduites considéra-
blement, les traitements actuels ne per-
mettent pas l’éradication du virus qui per-
siste sous forme latente dans un réservoir 
cellulaire. Chez la majorité des patients, 
ces traitements restaurent les populations 
de lymphocytes T CD4+ mais ne rétablissent 
qu’incomplètement les réponses spéci-
fiques dirigées contre le virus, en parti-
culier celles des lymphocytes T CD8 [1]. 
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer 
ces anomalies fonctionnelles des lympho-
cytes T. Parmi ceux-ci, la persistance d’une 
activation du système immunitaire, une 
inflammation chronique, et une pertur-
bation des mécanismes régulateurs, sont 
souvent évoquées. 

La réponse lymphocytaire T dans 
l’infection virale chronique : altération 
des fonctions des lymphocytes T 
régulateurs ?
Le contrôle efficace d’une infection virale 
nécessite l’élimination des cellules infec-

tées afin de limiter la production et la 
propagation du virus ainsi que la mise en 
place d’une mémoire immunitaire spé-
cifiquement dirigée contre les antigènes 
viraux. Cette dernière repose sur l’expan-
sion de lymphocytes T CD8 cytotoxiques 
(CTL) : en réponse à l’infection, les cel-
lules T CD8 naïves (N) prolifèrent massive-
ment, se différencient et acquièrent pro-
gressivement des fonctions cytotoxiques 
(cellules effectrices - E - et effectrices-
terminales - ET) (Figure 1a). L’élimination 
de l’antigène viral s’accompagne de la 
fin de cette expansion de clones T par 
un mécanisme d’apoptose contrôlée, qui 
conduit à la mise en place d’une popula-
tion de cellules constituée de lymphocytes 
T centraux-mémoires (CM) circulants et 
à longue durée de vie, ainsi que d’une 
population de lymphocytes T effecteurs-
mémoires (EM) dont la fonction effec-
trice est rapidement activée. In fine, une 
réponse antivirale efficace nécessite 
l’établissement de deux phénomènes : 
mobilisation rapide de cellules effectrices 
et génération de cellules mémoires [2]. 
L’équilibre entre ces cellules effectrices et 
ces cellules mémoires repose sur plusieurs 
mécanismes de régulation.

Des lymphocytes T CD8 spécifiques sont 
retrouvés chez les patients au cours de 
l’infection par le VIH. Ils ne sont cepen-
dant pas à-même d’éliminer le virus 
[2]. La persistance virale est en effet 
associée à une activation du système 
immunitaire qui perturbe l’homéostasie 
des réponses lymphocytaires spécifiques 
[3] et qui implique des récepteurs inhi-
biteurs exprimés par les lymphocytes T 
CD8 différenciés. Lors d’une stimulation 
intense ou prolongée, ces récepteurs 
inhibiteurs, tels que PD-1 (programmed 
cell death protein 1), CTLA-4 (cytotoxic 
T-lymphocyte antigen 4) et Tim-3 (T cell 
Ig- and mucin-domain-containing mole-
cule-3), limitent les réponses antivirales 
des CTL. La voie PD-1 (programmed cell 
death 1)/PD-L1 (programmed cell death 
ligand-1) joue un rôle particulier au 
cours de l’infection par le VIH. En effet, 
la charge virale plasmatique est corrélée 
à la surexpression de PD-1 par les lym-
phocytes T CD8 spécifiques du virus. De 
plus, l’inhibition de la voie PD-L1/PD-1 
permet de restaurer, in vitro et in vivo, 
la production de cytokines par les lym-
phocytes T CD8 antiviraux et leur expan-
sion [4]. Les lymphocytes T régulateurs 

Déficit des réponses 
lymphocytaires T CD8 
spécifiques du VIH
Les lymphocytes T régulateurs sont-ils 
les coupables ?
Maria Nikolova1, Aurélie Wiedemann2, Christine Lacabaratz2, 
Yves Lévy2,3
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