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RESUME

L’hépatite C reste un probléme majeur de santé publique. Malgré la mise au point d’un modele de
réplication du virus de I’hépatite C (VHC) in vitro, les mécanismes conduisant a 1’infection restent
encore mal connus. Le VHC est sécrété et circule dans le sérum associé a des lipoprotéines.
L’importance des lipoprotéines pour le cycle viral nous a conduits a étudier le role de la
lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme lipolytique, dans I’infection de la cellule par le VHC.

Nous avons montré que la LPL potentialise 1’attachement et l’internalisation du virus par un
mécanisme similaire a la clearance hépatique des lipoprotéines. La LPL dimérique forme un pont
entre les lipoprotéines associ¢es au virus et les HSPG a la surface des cellules. Néanmoins son
action conduit a une inhibition de I’infection par les souches virales JFH-1 et J6/JFH-1 produites en
culture cellulaire et dans les hépatocytes humains greffés a des souris chimériques uPA-SCID.
L’analyse par ultracentrifugation en gradient d’iodixanol des virus produits in vitro et in vivo a
montré la présence de deux populations virales : la premiére, de densité trés faible, est beaucoup
plus infectieuse que la seconde, de densité plus élevée. L’infection in vitro par ces deux populations
virales est inhibée par la LPL. La LPL représente donc un nouvel inhibiteur de 1’infection par le
VHC.

Nous avons également démontré que la présence d’un réseau de microtubules intact et dynamique
est cruciale pour I’entrée du VHC et les étapes post-fusion qui menent a I’infection. Enfin, nous
avons mis en évidence une interaction de la protéine de capside avec les tubulines a et [3,
conduisant a une augmentation de la polymérisation des microtubules. Ces observations suggerent
que le VHC pourrait utiliser les mécanismes de polymérisation des microtubules pour établir
I’infection, et la protéine de capside jouer un role essentiel dans ce processus.

Les nouvelles approches antivirales pourraient donc cibler les ¢léments du cytosquelette et/ou des
lipoprotéines associées aux particules virales.

ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infection remains a major health problem. Despite of the development of a
cell culture system permitting HCV replication in vitro, the mechanisms leading to infection are still
not well understood. HCV is secreted and circulates in the patient serum in association with
lipoproteins. The importance of lipoproteins for the virus life cycle led us to investigate a role of
lipoprotein lipase (LPL), a lipolytic enzyme, in the cell infection with HCV.

We showed that LPL increases virus attachment and internalisation by mechanisms similar to the
hepatic uptake of lipoproteins. Dimeric LPL forms a bridge between virus-associated lipoproteins
and HSPG at the cell surface. Nevertheless, LPL inhibits cell infection with two virus strains: JFH-1
and J6/JFH-1, produced either in cell culture, or in chimeric uPA-SCID mice with transplanted
human hepatocytes.

Analyses of the viruses produced in vitro and in vivo in iodixanol gradients showed the presence of
two virus populations banding at very low and higher density, the first population being much more
infectious than the latter one. Cell infection with low and higher density viruses was inhibited by
LPL. Thus, LPL represents a novel inhibitor of HCV infectivity.

We showed that the intact and dynamic microtubules are crucial for HCV cell entry and early post-
fusion steps, leading to productive infection. In addition, we provided evidence that HCV core
protein directly interacts with o/f tubulin, increasing polymerisation of microtubules. These
observations suggest that HCV could use microtubule polymerisation mechanisms to establish
infection, in which virus core protein might play an important role.

New anti-viral approaches may thus target the elements of the cytoskeleton and/or lipoproteins
associated with virus particles.






« La science consiste a passer d'un étonnement a un autre. »
Aristote

« Savoir s'étonner a propos est le premier pas fait sur la route de la découverte. »
Louis Pasteur
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A Mamy

Serrez vos grands-parents dans vos bras et dites : "Merci d'avoir fait ce que tu as fait pour que je
puisse exister !"
Alex Haley

La vie n'a pas d'age.
La vraie jeunesse ne s'use pas.
On a beau l'appeler souvenir,
On a beau dire qu'elle disparait,
On a beau dire et vouloir dire que tout s'en va,
Tout ce qui est vrai reste la.

Quand la vérité est laide, c'est une bien facheuse histoire,
Quand la vérité est belle, rien ne ternit son miroir.
Les gens treés agés remontent en enfance
Et leur cceur bat
La ou il n'y a pas d'autrefois.

Jacques Prévert
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Le virus de I’hépatite C (VHC) représente le premier virus de I’histoire de la virologie
moderne a avoir été identifié par les techniques de biologie moléculaire (Choo et al. 1989).
Cependant, apres 20 ans de recherches, plusieurs aspects majeurs concernant I’hépatite C ne

sont toujours pas résolus.

D’une part, celle-ci reste un probléme majeur de santé publique avec pres de 3% de la
population mondiale infectée (site internet OMS, 2007). Le passage a la chronicité est trés
¢levé, avec évolution vers une cirrhose et a terme un hépatocarcinome cellulaire, et les
traitements actuels restent peu efficaces, et associés a de nombreux effets secondaires

indésirables.

D’autre part, en dépit des progres rapides en biologie moléculaire, nos connaissances sur
certaines étapes du cycle viral, notamment 1’entrée virale et la morphogéneése, et sur la nature
méme des particules virales restent limitées. Leur compréhension demeure actuellement un
objectif majeur de la recherche fondamentale sur le VHC.

La mise au point en 2005 par Wakita et al d’un modele cellulaire permettant une infection
productive avec sécrétion de particules infectieuses a constitu¢ une avancée majeure dans la
recherche sur le VHC (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach et al. 2006). En
dépit de ses limites intrinseques, ce systeme représente actuellement le modele de référence

pour I’étude du VHC en culture cellulaire.

En outre, ce virus possede certaines particularités : plusieurs formes virales circulent dans le
sérum de patients et présentent un profil de densité treés hétérogeéne, du fait de leur association
a des lipoprotéines et que ces particules soient recouvertes d’anticorps (Thomssen al. 1992;
Hijikata et al. 1993; Prince et al. 1996). Les particules de plus faible densité correspondent
aux densités de I’apolipoprotéine B (ApoB) et sont les plus infectieuses chez le chimpanzé et
en culture cellulaire (Bradley et al. 1991; Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005;
Lindenbach et al. 2006). Ces observations incitent a poser la question du rdle des lipides dans
le cycle viral. L’équipe de Patrice André a montré en 2002 que ces particules de faible densité
correspondaient aux lipo-viro-particules (LVPs), constituées par ’ARN viral, la protéine de
capside, les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et les apolipoprotéines ApoB et E (Andre et
al. 2002).
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Au vu de llimportance des lipoprotéines dans le cycle viral, en particulier dans lléntrée
virale, nous nous sommes intéressés au role diune enzyme clé du métabolisme lipidique,

la lipoprotéine lipase (LPL), dans les mécanismes d/éntrée et dlinfection du VHC.

Notre équipe étudie depuis de nombreuses années les propriétés de la protéine de capside
(Maillard et al. 2001; Maillard et al. 2004). La présence de nucléocapsides non-enveloppées
dans le sérum de patients infectés a ét¢ démontrée (Maillard et al. 2001). La protéine de
capside a de nombreux effets sur les fonctions cellulaires de 1’hote et dans les mécanismes
d’échappements a la réponse immunitaire de 1’hote. Ceci nous a conduits a rechercher de
nouveaux partenaires cellulaires de la protéine de capside. D’autre part, les microtubules
ayant des fonctions cruciales dans le cycle viral de nombreux virus (Dohner et al. 2005;
Leopold 2006), nous avons voulu étudier le réle de ce réseau dans I’entrée virale et I’infection
par le VHC. En outre, une autre particularit¢ du VHC est la présence chez les patients infectés
d’une stéatose hépatique, correspondant & I’accumulation de gouttelettes lipidiques ou lipid
droplets (LD) dans les hépatocytes. Ces LD sont des organelles intracellulaires contenant des
réserves lipidiques, composées d’un cceur de triacylglycérol et d’esters cholestérol, entouré
par une seule couche de phospholipides, elle-méme entourée d’une couche de protéines. Plus
récemment, il a été montré que la protéine de capside du VHC s’associait aux LD et que ces
dernieres étaient impliquées dans de nombreuses voies cellulaires incluant un engagement
avec les microtubules. Il existe donc un lien direct entre le réseau de microtubules et le cycle

viral du VHC, lui-méme étroitement li¢ au métabolisme lipidique.
Partant de ces observations et dans le contexte de nos travaux sur lléntrée virale, nous

avons cherché a élucider le role des microtubules dans ces mécanismes dlentrée et

dlinfection de la cellule par le VHC.

27



28



INTRODUCTION

29



30



HEPATITE C ET VHC

En 1989, I’identification du virus nommé virus de I’hépatite C (VHC) est effectuée par
I’équipe de Houghton (entreprise Chiron) par biologie moléculaire (Choo et al. 1989). La
stratégie de découverte du VHC est alors novatrice puisqu’elle fait appel a la réalisation d’une
banque d’expression dans un bactériophage. Cette découverte a permis le développement
rapide de tests sérologiques et par la suite le clonage de la séquence compléte du génome viral

(Houghton 2009).

I. Hépatite C

1. Epidémiologie

D’apres ’OMS (2007), la prévalence de I’infection par le VHC est de 170 millions de
porteurs chroniques et 3 4 4 millions de personnes infectées par an dans le monde, soit pres de
3% de la population mondiale (5 fois le taux d’infection par le virus de 'immunodéficience
humaine VIH-1). Cela constitue donc un probléme majeur de santé publique, puisqu’en effet,
I’infection chronique par le VHC est la principale cause de cirrhose, cancer du foie et
indication de transplantation hépatique dans les pays occidentaux.

Cette prévalence varie suivant les zones géographiques. En France, 600 000 personnes
seraient infectées. Les estimations de la prévalence selon les régions sont représentées sur la
carte Figure 1.

I1 faut cependant noter que 1’évaluation de la prévalence est certainement sous-estimée car les
¢tudes sont menées aupreés des donneurs de sang, constituant une population sélectionnée

probablement différente de la population générale (Sy 2006).

2. Mode de transmission

Le VHC est un virus hépatotrope mais diverses données indiquent également sa présence dans
des cellules mononuclées du sang périphérique (lymphocytes B, monocytes/macrophages,
cellules dendritiques). Il est doué d’une forte spécificité d’espéce et de type cellulaire. En

I’absence de réservoir animal, I’infection se transmet de maniére interhumaine directe.
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Figure 1 : Prévalence mondiale de llinfection par le VHC (Source : OMS)
Cette carte représente la prévalence du VHC en 2007 au niveau mondial, exprimée en
pourcentage de la population infectée par pays. Les régions les plus fortement touchées sont
I’ Afrique (Egypte en particulier — 22%), I’ Amérique Latine et I’ Asie du Sud-Est.
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La contamination s’effectue quasi exclusivement par voie sanguine (utilisation de drogues par
voie intraveineuse, actes médicaux invasifs tels que transfusion sanguine ou transplantation)
(Sy 2006).

Les transmissions du VHC de la mére a I’enfant, comme par voie sexuelle, sont rares et trés
controversées (Roberts 2002). Il faut cependant noter que la coinfection avec le VIH
augmente ces taux de transmission. Pour 30% des cas d’infection, il n’existe aucun facteur de

risque identifié (Lauer 2001).

3. Diagnostic

Il existe 2 types de tests diagnostiques : sérologiques et moléculaires (Lauer 2001; Chevaliez

2009).

Les tests sérologiques sont basés sur la recherche d’anticorps anti-VHC dirigés contre les
protéines virales. L’EIA (Enzyme linked ImmunoAssay) est un titrage immunoenzymatique
permettant de détecter le virus chez plus de 95% des porteurs chroniques, le taux de détection
étant de l'ordre de 50 a 70% pendant la phase aigue. Un test RIBA (Recombinant
ImmunoBlot Assay) est souvent réalisé pour confirmer un résultat positif obtenu par titrage
EIA et met en évidence les anticorps réagissant avec certains antigénes du VHC (Chevaliez

2009).

Un test moléculaire sur I’ARN du VHC, par une technique d’amplification de I’ARN viral
(RT-PCR pour Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) peut aussi étre réalisé pour
confirmer les résultats des tests sérologiques. Cette technique est également utilisée depuis
peu pour le diagnostic et le suivi des patients du fait de ses nombreux avantages (simplicité,
rapidité) aidant a la mise en place d’une meilleure prise en charge thérapeutique des patients

infectés.

Enfin, le génotypage permet d’adapter au mieux le traitement (durée et dose). Son principe
repose sur un séquengage direct de la région 5’ non codante de I’ARN viral. La spécificité du
test est trés bonne pour déterminer les génotypes (cf chapitre 1.1.2.) mais 1égérement plus

faible pour les sous-types (Forns 2006).
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Infection aigué

Figure 2 : Evolution de llinfection par le VHC. Dlaprés Zoulim, Reviews in Medical
Virology (Zoulim et al. 2003)
L’infection par le VHC, le plus souvent asymptomatique, conduit majoritairement a une
hépatite chronique, susceptible d’évoluer vers une cirrhose et a terme un HCC.
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D’autres parametres, importants mais non spécifiques a 1’hépatite C, sont également utilisés
pour le diagnostic, notamment dans le suivi des pathologies associées. Ils seront développés

dans le chapitre 1.4.

4. Symptomes et Evolution de la maladie

4.1. Hépatite aigué

La caractéristique premi¢re de I’infection par le VHC est d’étre le plus souvent
asymptomatique dans sa phase aigue, qui survient 4 a 12 semaines aprés la contamination
(Figure 2).

Prés de 20% des individus infectés parviennent a éliminer spontanément le virus, étape
souvent associée a une hépatite dite aigue mais silencieuse, qui se traduit par un ictére (25%
des cas seulement) accompagné de symptdmes non spécifiques (fatigue, malaises, nausées).
Des cas d’hépatite fulminante ont été rapportés mais ils sont rarissimes.

Les anticorps anti-VHC n’apparaissent que dans 50 a 70% des cas dans la phase aigiie et
seulement plusieurs semaines apres la contamination.

L’ARN viral est détectable 1 a 3 semaines aprés la contamination, souvent en méme temps
qu'une ¢lévation du taux de transaminases sériques, 10 fois supérieure a la normale. Ces
transaminases, ALAT (Alanine AminoTransférases) et ASAT (Aspartate AminoTransférases)
participent a la synthése et la dégradation des acides aminés dans 1’hépatocyte et leur
¢lévation est synonyme d’une atteinte hépatique.

La guérison de I’hépatite C correspond a une absence de détection d’ARN viral et a un retour
a un taux basal de transaminase. Le taux d’anticorps anti-VHC diminue progressivement mais
reste détectable pendant plusieurs années chez les patients ayant spontanément €éliminé le

virus (Santantonio et al. 2008).

4.2. Hépatite chronique

Si au bout de 6 mois, le virus n’est toujours pas €éliminé, on parle alors d’hépatite chronique
(70 a 85% des cas).

Les symptomes sont le plus souvent absents ou modérés et peu spécifiques (fatigue, troubles
digestifs, douleurs diffuses...). Le taux de transaminase peut fluctuer au cours de I’infection
chronique. C’est néanmoins un marqueur de 1’évolution de ’atteinte hépatique. La présence

constante d’anticorps anti-VHC est constatée. L’ARN viral est détecté a des taux importants
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Figure 3 : Profil dlune hépatite C évoluant vers la chronicité. D/apreés Zoulim ; Reviews
in Medical Virology (Zoulim et al. 2003)

L’hépatite aigué peut étre accompagnée de symptomes non spécifiques. L’ARN viral et le pic

de transaminases apparaissent simultanément et les anticorps anti-VHC plus tardivement. La

chronicité se traduit par la présence persistante d’ARN viral, d’anticorps anti-VHC et des taux
variables de transaminases.
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chez les malades (Figure 3). Cette persistance virale est liée a une réponse immunitaire
défective, conséquence d’un échappement viral (Ishii 2008).

Bien que des méthodes non invasives alternatives a la biopsie hépatique, telles que la
détection de marqueurs biochimiques de fibrose hépatique ou FibroTest (Imbert-Bismut et al.
2001; Poynard et al. 2004) soient en cours de validation, le meilleur outil pour suivre la
progression de la maladie dans le foie reste 1’analyse histologique aprés biopsie hépatique.
L’hépatite chronique se traduit par une dégradation des cellules du foie, la formation de tissus
cicatriciels pathologiques ou fibrose. La fibrose est susceptible d’évoluer vers une cirrhose
(20% des cas) généralement une dizaine d’années aprés la contamination (Figure 2). A ce
stade, 1 a 4% des patients développent un hépatocarcinome cellulaire (HCC) et une
insuffisance hépatique pouvant étre a I’origine du déces (espérance de vie a 5 ans : 50%). La
cirrhose liée au VHC est une des premicres indications de transplantation hépatique en
France.

De plus, il existe d’autres manifestations extra hépatiques en relation avec 1’infection ainsi
que divers types de Iésions non spécifiques souvent rencontrées dans 1’hépatite chronique.
Différents facteurs influencent la progression de la maladie ainsi que son traitement : facteurs
dépendant de 1’hote (age, sexe, poids), environnementaux (alcool, tabac, coinfection), mais

leur role reste encore mal défini (Schutte et al. 2009; Tang 2009).

5. Role de la réponse immunitaire contre le VHC dans I’évolution de llinfection

Une réponse innée est mise en place trés rapidement par sécrétion d’interféron de type I
I[FNo/p par les cellules infectées et par la stimulation des cellules NK. Par ailleurs, des
chimiokines seraient sécrétées au cours de I’infection précoce par le VHC (Meurs 2007).

Une réponse adaptative humorale apparait trés tot au cours de la phase aigue, mais échoue a
contrdler I’infection et est donc responsable en partie du phénomeéne de persistance virale.
L’¢élimination spontanée du VHC est corrélée a 1’apparition d’une réponse adaptative
cellulaire T CD4" et CDS8', puissante et polyspécifique, c’est-a-dire dirigée contre de
multiples épitopes du virus, avec infiltration du foie par ces cellules. Les T CD4" sécrétent des
cytokines antivirales et activent les T CD8" ainsi que les lymphocytes B spécifiques du virus.
La persistance virale est associée a une réponse cellulaire trop faible ou inapte a 1’élimination
totale du virus. Elle pourrait aussi étre liée a I’interférence du VHC avec la réponse

immunitaire innée (Rehermann 2009).
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La réponse immune joue également un rdle dans la pathogénese hépatique, notamment par la
destruction des hépatocytes par les cellules T cytotoxiques et les cellules NK et par la
production de cytokines inflammatoires que sont I'IFNy et le TNFa (réaction inflammatoire
provoquant des dommages tissulaires) (von Hahn et al. 2007; Ishii 2008; Myrmel et al. 2009;
Tang 2009).

6. Traitement

6.1. Traitement actuel

Actuellement, le traitement consiste en I’administration une fois par semaine en intraveineuse
d’IFNa pégylé (PEG-IFN-a), la présence du polyéthyleneglycol (PEG) prolongeant la durée
de vie et renforgant I’action biologique de I’'IFNa, en association a une prise quotidienne de
ribavirine, pendant une durée de 6 mois a un an. L’IFNa est une cytokine antivirale capable
de déclencher une réaction immunitaire efficace, d’inhiber la réplication du virus et ayant des
effets immunomodulateurs. La ribavirine quant a elle est un analogue nucléosidique de la
guanosine permettant de favoriser les erreurs de réplication par son incorporation a I’ARN
viral et donc d’inhiber faiblement I’ARN polymérase (Pawlotsky 2003; Chevaliez 2009). Ce
traitement permet de limiter I’émergence de quasi-especes virales (cf chapitre 1.1.2.). On parle
de guérison ou plus précisément de réponse virologique soutenue (RVS) lorsque le taux de
transaminases revient a la normale et que I’ARN viral est indétectable 24 semaines apres arrét
du traitement.

Le taux de réponse varie néanmoins considérablement en fonction des génotypes (80% pour
les génotypes 2 et 3 contre 40-50% pour le génotype 1). Chez certains patients, dits non
répondeurs, aucune activation de la réponse antivirale n’est observée : le systéme immunitaire
semble réfractaire a toute stimulation (Sarasin-Filipowicz et al. 2008).

Ce traitement présente toutefois des inconvénients majeurs : de nombreux effets secondaires
indésirables de type grippaux, cytopénie (leucocytes, plaquettes) et état dépressif pour
I’IFN, nausées et anémie pour la ribavirine, ainsi que le développement de résistance a ce
traitement. Il est donc primordial de mettre au point un vaccin et/ou de nouvelles molécules

permettant d’agir sur les différentes étapes du cycle viral.
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6.2. Perspectives

Outre les recherches visant a améliorer la tolérance au traitement standard, de nouvelles
molécules spécialement dirigées contre le VHC (STAT-C : Specifically Targeted Antiviral
Therapy for hepatitis C) sont en cours d’étude (certaines sont actuellement en phase I, I ou I1I
d’essais cliniques). L’Albuferon (Human Genome Sciences), molécule dérivée de
I’IFN (albumine couplée a I’'IFNa) semble permettre une diminution de la réplication avec
seulement 1 a 2 injections par mois et I’Isatoribine, « interféron inducteur » par voie orale,
semble également étre prometteur. Des inhibiteurs spécifiques des protéines virales (protéines
décrites au chapitre 1.2.2) sont actuellement développés, ciblant plus ou moins efficacement
toutes les étapes du cycle viral. Ainsi, la protéase NS3/4A est la cible de peptides mimant ses
substrats. Des inhibiteurs de I’ARN polymérase NS5B, un inhibiteur de [’action des
cyclophilines A et B (cofacteurs indispensables a I’action de NS5B) semblent capables de
réduire la charge virale, seuls ou en association avec I’IFNa. Il ressort ¢galement d’une étude
avec DEBIO-025 que celui-ci inhibe le VHC indépendamment du génotype (Pawlotsky et al.
2007; Flisiak et al. 2008; de Bruijne et al. 2009; Sakamoto 2009; Webster et al. 2009). Bien
que des effets toxiques soient la encore présents, ces différentes molécules demeurent tout de
méme les candidats les plus prometteurs actuellement, car lors de trithérapie, leur effet

antiviral s’additionne a celui de I’'IFN pégyl¢ et de la ribavirine.

I1. Le virus de 1Thépatite C

1. Caractéristiques générales

Le séquencage complet du génome du VHC a permis de le classer dans la famille des
Flaviviridae, qui comprend les genres Flavivirus (ex : virus de la fiévre jaune) et Pestivirus
(ex : virus de la diarrhée bovine). Son organisation génomique, proche du genre Pestivirus,
mais présentant néanmoins une faible identité de séquence, a entrainé son classement dans un
genre nouveau, Hepacivirus, qui comprend également les virus GB (Beames et al. 2000).

Le VHC est un virus enveloppé, a ARN simple brin positif et non segmenté contenu dans une
capside protéique icosaédrique.

L’isolement de virions et leur observation en microscopie ¢électronique se sont avérés tres
difficiles du fait des faibles titres viraux dans les échantillons biologiques et de leur

association avec les lipoprotéines. Des particules virales de 50 a 65nm de diametre, localisées
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au sein de vésicules cytoplasmiques, ont cependant pu étre visualisées dans différents organes
et lignées cellulaires (Shimizu et al. 1996; Wakita et al. 2005; Kaito et al. 2006), mais ces

observations restent a confirmer.

1.1. Organisation génomique

Le génome du VHC est composé d’un ARN simple brin de polarité positive, d’environ 9600
nucléotides constituant un cadre ouvert de lecture, bordé¢ en 5’ et 3° par deux régions non
codantes (5’NC et 3°’NC) (Figure 4).

La région 5’NC, tres structurée et hautement conservée, contient un site interne d’entrée du
ribosome ou IRES (Internal Ribosomal Entry Site), essentiel a la traduction de I’ARN viral.
Quatre domaines constituent I’IRES, les domaines II, III et IV étant requis pour la traduction
et les domaines I et II essentiels pour la réplication de I’ARN viral.

La région 3’NC, également trés structurée, est composée d’une courte région variable non
traduite de 30 nucléotides, d’une séquence poly(U/UC) conservée d’environ 80 nucléotides
essentielle a la réplication, et d’une région 3’ terminale trés conservée, la région X, de 98
nucléotides repliée en trois structures tige-boucle.

Le génome du VHC comporte également une séquence importante pour la réplication, la
région CRE (Cis-acting Replication Element), codant la région C terminale de la protéine
NS5B. Une structure tige-boucle de cette séquence a ¢été identifiée comme étant capable
d’interagir avec une séquence tige-boucle de la région X, ce qui jouerait un role important
dans I’initiation de la synthese du brin de polarité négative au cours de la réplication.

La traduction du génome viral aboutit a la synthése d’une polyprotéine virale de 3000 acides
aminés (aa), clivée par des protéases cellulaires et virales pour former les protéines
structurales que sont la protéine de capside C, la protéine F et les glycoprotéines d’enveloppe
El et E2, la viroporine P7, et les protéines non structurales que sont NS2, NS3, NS4A et B, et
NS5A et B (Figure 4) (Moradpour et al. 2007).

1.2. Variabilité génétique
Comme c’est généralement le cas pour les virus a ARN, le VHC présente une grande

variabilité génétique due a un taux de réplication trés élevé (10' a 10" virions produits par

jour) et a I’absence d’activité 3’-5” exonucléase correctrice de son ARN polymérase ARN-

43



Pndréet of, 2002)

(ieksen ot o, 2005) (Mascioptrao st ad. 2004)
WS {Kaiito, 1994
S {Fetitet ol 2005) Maillardetal, 2001)
:"’ﬁ‘ ﬁﬂ‘ I ’ h o= G A :-»
s Lipo-viro-particules » € BX0SOmes »

.
-
S

o

Py A

VidonVHC? e

1.03g/mi 1. 34g/ml
7 Nucléocapsides
I non-enveloppées
HIR!
[
I i !1' 3"—\'\,
1 - T T * Densité gml

1,06 1,09 .17 121 127 134

Figure S : Représentation schématique de la répartition des différentes formes virales
sériques visualisées en microscopie électronique en fonction de leur densité (dapreés
Patrice André)

44



dépendante, ce qui entraine un taux de mutation important (1,5 a 2.10° mutations par
nucléotide copié par an) (Bukh et al. 1995).

Si la majorité des séquences ainsi générées sont défectueuses, les mutations non Iétales sont
transmises au cours de 1’évolution et conférent des avantages ou des désavantages sélectifs
qui aboutissent a I’émergence de génotypes viraux particuliers au sein d’une population dans
une zone géographique donnée et sont également responsables de I’apparition de quasi-
especes virales chez les individus. Les quasi-espéces sont des variants viraux génétiquement
distincts mais apparentés chez un méme individu au cours d’une infection.

L’évolution du génome viral se fait en fonction de pressions de sélection exercées par des
contraintes conformationnelles au niveau de la structure de I’ARN et la nécessité de conserver
la fonctionnalité¢ des protéines virales, ainsi que par des pressions liées a la réponse
immunitaire de 1’hote et a son environnement (infections, traitements).

La variabilité génétique n’affecte cependant pas les différentes parties du génome de fagon
homogene, les séquences des protéines d’enveloppe étant les plus variables et celles de la
région 5’NC et de la capside étant notamment trés conservées.

L’analyse phylogénétique des séquences partielles ou complétes du génome a conduit au
classement des variants en six génotypes (différant d’environ 30%), eux-mémes subdivisés en
une centaine de sous-types (divergeant d’environ 25%) (Simmonds et al. 2005). La répartition
des différents génotypes varie selon les régions du globe, avec une forte prévalence des
génotypes la et 1b aux USA (80%) et en Europe (60%), des génotypes 1 et 2 en Afrique et du
génotype 1 en Asie. Une prévalence particuliere du génotype 4a est observée en Egypte et en
Afrique Centrale. Le génotype 5a est exclusivement présent en Afrique du Sud et le 6a en
Chine (Sy 2006).

D’un point de vue biologique, le génotype semble influer sur la sévérité de la maladie et la
réponse au traitement (Abraham et al. 2009). Le génotype 1 serait associé a une pathologie
plus sévere et le génotype 3 a une plus grande fréquence de stéatose hépatique (accumulation

de vésicules graisseuses dans les hépatocytes) (Pawlotsky et al. 1999; Soler et al. 2002).

2. Formes naturelles du VHC

Plusieurs formes virales ont ét¢ isolées a partir du sérum de patients infectés et présentent un
profil de densités treés hétérogene (1,06 a 1,34g/ml) (Bradley et al. 1991; Maillard et al. 2001;
Andre et al. 2002; Masciopinto et al. 2004; Petit et al. 2005; Lindenbach et al. 2006; Nielsen
et al. 2006) (Figure 5).
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2.1. Les particules virales de faible densité

Aprées centrifugation du sérum sur gradient de densité, le VHC est majoritairement retrouvé
dans les fractions légeres (1,06 a 1,17g/ml), du fait de son association aux lipoprotéines
(Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005).
Cette association se fait au cours de la formation des particules virales (cf chapitre 1.3.4.). Les
fractions de densités les plus faibles sont également les plus infectieuses, a la fois in vitro en
culture cellulaire (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005; Lindenbach et al. 2006) et in
vivo chez le chimpanz¢ (Bradley et al. 1991). De plus, ces particules virales associées aux
lipoprotéines sont aussi infectieuses chez ’homme, comme I’a montré une étude comparant
les séquences d’isolats provenant de patients infectés en phase aigué ou chronique : les
séquences des quasi-especes virales provenant des patients en phase aigué se superposant
avec la séquence consensus (isolat phase chronique) sont retrouvées dans les fractions de
faible densité (Diaz et al. 2008). Ces résultats suggerent que I’association de ces particules
virales avec des lipoprotéines est un facteur déterminant de leur infectiosité in vivo (Figure 5).
Plusieurs travaux ont été effectués dans le but d’analyser la structure de ces particules virales
sériques associées aux lipoprotéines. Il a ét¢ montré que chez les patients immunocompétents,
ces particules sont recouvertes d’anticorps, ce qui pourrait contribuer a leur hétérogénéité
(Hijikata et al. 1993). Cette propriété a été utilisée pour purifier une population de particules
virales de faible densité (associées aux LDL et VLDL), nommées les lipo-viro-particules
(LVP) (Andre et al. 2002). Les LVP contiennent ’ARN viral, la protéine de capside, les
protéines d’enveloppe El et E2 et les apolipoprotéines B et E. Elles ont un diamétre de
100nm et possédent une structure dense (Figure 5). Leur délipidation laisse apparaitre les
nucléocapsides du VHC (30 a 50nm). Les LVP ne représentent probablement pas la totalité de

la fraction l1égere mais sont actuellement les seules a y avoir été caractérisées.

2.2. Les exosomes

Des travaux suggerent qu’une majeure partie de I’ARN viral circulant dans le sérum de
patient est retrouvée dans les exosomes (Masciopinto et al. 2004). Ceux-ci sont de petites
vésicules membranaires de 60 a 100nm de diametre formées a partir de la fusion de plusieurs
vésicules endosomales et sécrétées par les cellules. Elles contiennent, chez les patients

infectés, de I’ARN viral, les glycoprotéines d’enveloppe ainsi que la tétraspanine CD81 (mais
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pas la protéine de capside). Leur densité exacte n’est pas connue mais les exosomes sont

généralement retrouvés a des densités comprises entre 1,08 et 1,22g/ml.

2.3. Les nucléocapsides

Certaines études suggéraient la présence dans le sérum de patients d’une fraction immuno-
précipitable par des anticorps anti-capside (Takahashi et al. 1992). La présence de
nucléocapsides non-enveloppées dans le sérum de patients a pu étre mise en évidence par
notre équipe (Maillard et al. 2001). Leur densité est comprise entre 1,27 et 1,34g/ml (gradient
de chlorure de césium). D’apres I’observation en microscopie électronique, elles mesureraient
entre 38 et 62nm. Ces résultats confortent donc 1’existence de nucléocapsides circulant dans le
sérum de patients, qui seraient soit sécrétées par la cellule infectée, soit libérées aprés lyse

hépatique, et montrent également pour la premicre fois leurs propriétés physico-chimiques.

2.4. Les virus enveloppés

Des structures ressemblant a des particules ont pu étre visualisées en microscopie électronique
dans des hépatocytes de chimpanzés en phase aigu€ de I’infection (De Vos et al. 2002). Ces
particules mesurent environ 50nm de diametre et sont reconnues par des anticorps anti-
capside et anti-enveloppe. Les auteurs soulignent néanmoins la difficult¢ d’une telle
observation. Aucune particule n’a pu étre observée dans des biopsies de foie humain infecté.
A partir de sérum de patients, des particules « flavivirus-like » ont pu étre isolées par
ultracentrifugation (Petit et al. 2005). Parmi celles-ci, deux populations contenant la capside
et I’ARN viral ont pu étre caractérisées : 1’une correspond a des particules ne contenant pas
d’enveloppe (densités de 1,06 a 1,08g/ml), I’autre a des particules contenant les protéines E1

et E2 (densités de 1,17 a 1,21g/ml).

3. Cycle viral

Durant plusieurs années, du fait de I’absence de mod¢les cellulaires permettant une réplication
efficace et stable du VHC, la compréhension du cycle viral a été fortement ralentie. En 2005,
la mise au point d’un modele de culture in vitro a permis une avancée considérable des
connaissances (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach et al. 2006), permettant de

proposer le modele présenté Figure 6.
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3.1. Récepteurs putatifs, attachement et entrée virale

Par analogie avec les autres membres de la famille des Flaviviridae et les propriétés
fonctionnelles connues des glycoprotéines d’enveloppe, le cycle viral du VHC débuterait par
I’adsorption de la particule virale sur la cellule cible, par la fixation probable sur un ou
plusieurs récepteurs membranaires, permettant 1’entrée du virus (Dubuisson et al. 2008). Les

lipoprotéines associ¢es au VHC jouent un role majeur dans ce phénomeéne.

- Récepteurs putatifs :

Plusieurs molécules de surface cellulaire sont considérées comme récepteurs ou corécepteurs
essentiels pour ’entrée virale (CD81, SR-B1, CLDN-1, occludine). De plus, les lectines DC-
SIGN (Dendritic Cell-Specific Intracellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) et
L-SIGN (spécifique du foie mais non de I’hépatocyte) sont impliquées dans 1’attachement, et
les glycosaminoglycanes (comme les héparanes sulfates) et les récepteurs aux LDL (LDL-R)
sont impliqués dans 1’attachement a la cellule et I’entrée virale. Nous reviendrons sur certains

d’entre eux au chapitre II (Figure 7).

CD81 :

Membre de la famille des tétraspanines, CD81 est une protéine membranaire non glycosylée
de 236aa (26kDa), exprimée de facon ubiquitaire et impliquée dans de nombreuses
fonctions cellulaires (adhésion cellulaire, mobilité, activation cellulaire, transduction du
signal). Elle comporte 4 domaines transmembranaires (TM), 2 boucles extracellulaires (une
petite, Small Extracellular Loop ou SEL, et une grande, Large Extracellular Loop ou LEL), la
LEL étant responsable de I’interaction avec E2, ainsi que des domaines Ct (C-terminal) et Nt
(N-terminal) intracellulaires (Pileri et al. 1998). La liaison CD81 LEL/sE2 semble spécifique
de I’espece (Flint et al. 2006). Plusieurs études suggerent une action post-attachement de
CD81 (Cormier et al. 2004). En effet, cette molécule induirait une relocalisation actine-
dépendante du complexe E2/CD81 au niveau des contacts cellule-cellule, ce qui déclencherait
une cascade de signalisation importante pour I’entrée virale (Brazzoli et al. 2008). Enfin, en
2008, Meuleman a pu démontrer pour la premiere fois le role indispensable de CD81 dans
I’infection par le VHC in vivo a I’aide du mode¢le de souris transgéniques uPA-SCID

(Meuleman et al. 2008).
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SR-B1/Clal :

Exprimé dans de nombreuses cellules de mammiferes et plus particulierement dans le foie et
les tissus stéroidogenes, le récepteur « scavenger » SR-B1 (Clal pour la forme humaine) est
une glycoprotéine de 509aa (60kDa), appartenant a la superfamille CD36, comportant 2
domaines cytoplasmiques, 2 domaines TM et 1 large boucle extracellulaire hautement
glycosylée. C’est un récepteur multi-ligand pour de nombreuses classes de lipoprotéines
(HDL, LDL, VLDL, LDL oxydée, LDL acétylée) (Trigatti et al. 2000) et pour le VHC
(Scarselli et al. 2002). Il contient en effet des sites distincts de liaison pouvant interagir
indépendamment avec leurs ligands respectifs. SR-B1 a une fonction essentielle dans 1’entrée
du cholestérol provenant des HDL et VLDL dans le foie. Notre équipe a montré le caractére
essentiel des lipoprotéines riches en ApoB telles que les VLDL dans I’interaction du VHC
avec le récepteur SR-B1. En outre, cela nous a menés a envisager 1’existence d’une voie
dépendante des lipoprotéines pour I’entrée virale, en présence méme d’anticorps neutralisants
tels que des anti-E2 (Maillard et al. 2006). De plus, des études ont démontré la possibilité
d’une liaison E2/SR-B1 (espéce spécifique) par I’intermédiaire du HVR-1 (Hyper Variable
Region) d’E2, ainsi que I’existence d’une coopération entre SR-B1 et CD81 dans ’entrée

virale (Dreux et al. 2009).

Protéines de jonctions serrées (CLDN et Occludine) :

Les jonctions serrées sont des composants majeurs des complexes d’adhésion cellule/cellule.
° CLDN-1, membre de la famille des Claudines, est exprimée dans tous les tissus
épithéliaux, mais plus particuliérement dans le foie. Cette protéine de 21laa comporte 2
boucles extracellulaires, 4 segments TM et 3 domaines intracellulaires. Un domaine
hautement conservé dans la premiére boucle extracellulaire (EL1) semble impliqué dans
I’entrée du VHC (Evans et al. 2007). L’interaction du virus avec CLDN-1 a lieu apres
migration du complexe SR-B1/CDS81 au niveau des jonctions serrées. Il a récemment été
montré que 2 autres membres de la famille des Claudines médient aussi I’entrée virale :
CLDN-6 et 9 (Zheng et al. 2007).

° L’occludine est une protéine de 60kDa comprenant 2 boucles extracellulaires, avec des
domaines Ct et Nt cytoplasmiques. Elle participe a la fois a 1’adhésion cellule/cellule et a
I’ancrage du complexe de jonction au cytosquelette. Des études récentes ont démontré
I’interaction directe de I’occludine avec E2, facilitant ainsi ’entrée virale par les jonctions

serrées des hépatocytes (Liu et al. 2009; Ploss et al. 2009).
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Glycosaminoglycanes (GAGs) :

Les GAGs sont des chaines de polysaccharides linéaires sulfatés exprimés en grand nombre a
la surface de la cellule. Ce sont les principaux composants des héparanes sulfates
protéoglycanes (HSPG). Des expériences ont été effectuées in vitro : la séparation de
surnageants de cultures cellulaires infectées sur colonne d’héparine a montré que les
particules virales se lient a I’héparine, un homologue des HSPG. De plus, des expériences de
pré-incubation de cellules avec de 1’héparine ou de 1’héparinase I, qui dégrade I’héparine et
les domaines hautement sulfatés des HSPG, ont démontré que ces molécules permettent la
liaison du VHC aux cellules. Les HSPG présentent une faible affinité pour le virus mais leur
nombre en fait un point d’ancrage majeur a la surface cellulaire. Les héparanes sulfates
agissent probablement comme récepteur primaire concentrant le virus a proximité du ou des
récepteurs plus spécifiques de forte affinité ou facilitent I’interaction du virus avec d’autres

molécules impliquées dans son entrée dans la cellule (Morikawa et al. 2007).

Lectines de type C :

Ce sont des protéines de membrane de type II, homotétramériques, de la famille des lectines
de type C, contenant un domaine de reconnaissance des carbohydrates dans leur région Ct
extracellulaire. Ce domaine se lie aux carbohydrates des virus de maniére calcium
dépendante. DC-SIGN et L-SIGN ne sont pas exprimées a la surface des hépatocytes : DC-
SIGN est exprimée dans les cellules de Kiippfer, les cellules dendritiques et les lymphocytes,
et L-SIGN dans les cellules endothéliales sinusoidales du foie. Ces molécules peuvent avoir
une fonction de récepteurs de capture, capables de concentrer et transmettre le virus aux
cellules permissives et peuvent ainsi jouer un rdle dans I’infection et le tropisme cellulaire
(Cormier et al. 2004).

Le récepteur aux asialoglycoprotéines, présent principalement dans le foie, a également été
évoqué comme candidat possible dans I’entrée du VHC dans la cellule (Saunier et al.

2003) mais son role n’a pas été confirmé sur le modele HCVcce (Cocquerel et al. 2006).

Récepteur aux lipoprotéines de faibles densités (LDL-R) :

C’est une glycoprotéine de 839aa (120kDa), majoritairement exprimée dans le foie,
reconnaissant notamment les apolipoprotéines B100 et E et permettant D’entrée des
lipoprotéines de faible densité (LDL, VLDL) dans la cellule. Le LDL-R est ainsi responsable

de I’assimilation des lipoprotéines par le foie. L’interaction virus/LDL-R s’effectuerait par
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Figure 8 : Modele d(éntrée virale du VHC. Dlaprés Budkowska, Polish Journal of
Microbiology (Budkowska 2009)
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I’intermédiaire des LDL et des VLDL associées au VHC, ce qui conduirait a I’internalisation

du virus par le LDL-R (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002; Molina et al. 2007).

- Attachement et entrée virale :

Le VHC existe sous différentes formes chez les patients : associé¢ ou non a des lipoprotéines
de faible densité, enveloppé ou non enveloppé (Figure 5). Les données actuelles suggerent
que les éveénements conduisant a ’entrée virale et a une infection productive suivent un
processus multi-étapes impliquant a la fois des facteurs viraux et cellulaires. Les principales
molécules médiant 1’entrée virale dans les hépatocytes sont CD81, SR-B1 et les protéines de
jonctions serrées Claudine et Occludine (Budkowska 2009). A celles-ci s’ajoutent les HSPG
et/ou le LDL-R comme facteurs potentiels pouvant jouer un role dans 1’attachement du virus a
la cellule. L’entrée du virus dans la cellule est probablement initiée par I’interaction entre les
lipoprotéines associées au VHC (principalement les VLDL) et des récepteurs ou molécules de
liaison aux lipoprotéines : LDL-R, SR-B1, HSPG. Le VHC interagit ensuite avec CD81, un
récepteur « post-entrée », formant un complexe avec SR-B1. L’équipe de Kapadia a montré
dans le systtme de culture cellulaire HCVce qu’il est impératif que CD81 et SR-Bl
fonctionnent de manic€re coopérative pour initier I’infection par le VHC. De plus, I’entrée
cellulaire médiée par CD81 est en partie dépendante du cholestérol membranaire (Kapadia et
al. 2007). CD81 déclenche des cascades de signaux essentiels a I’entrée virale. Le virus est
ensuite transféré aux protéines de jonctions serrées Claudine 1, 6 ou 9 et occludine (Figure 8)
(Budkowska 2009). Bien que toutes les molécules médiant I’entrée et I’infection de la cellule
par le VHC soient ubiquitaires et qu’aucune d’entre elles ne soit spécifique des cellules
hépatiques, seuls les hépatocytes humains ont la capacit¢ d’exprimer tous les facteurs
cellulaires requis pour 1’accomplissement du cycle viral.

Il semble donc que d’autres facteurs permettant [’entrée virale et déterminant
I’hépatotropisme restent a découvrir. Un exemple de régulateur négatif est la protéine
récemment mise en évidence EWI-2wint (Figure 9). Cette derniére est une protéine de type
immunoglobuline capable d’interagir avec CDS8I. Elle est exprimée dans tous les types
cellulaires a I’exception des hépatocytes. Cette mobilisation de CD81 1’empéche de lier des
glycoprotéines d’enveloppe et donc d’initier I’entrée virale (Rocha-Perugini et al. 2008;
Schuster 2009).

De facon similaire aux autres Flaviviridae, il a été montré (modeles HCVpp et HCVcc) que le
VHC entre dans la cellule via une endocytose clathrine-dépendante. Les glycoprotéines

d’enveloppe médient la fusion pH-dépendante de la particule virale avec la membrane des
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Figure 9 : Modéle dlinhibition de l(éntrée virale par EWI-2wint. D(aprés Schuster,
Journal of Hepatology (Schuster 2009)

A. Entrée du VHC dans une cellule permissive (hépatocyte)
B. Inhibition de ’entrée du VHC dans des cellules non-permissives par EWI-2wint. EWI-
2wint est généré par le clivage de EWI-2 par une protéase cellulaire et va inhiber 1’interaction
entre les glycoprotéines d’enveloppe du VHC et CDS8I.
Cependant, il est essentiel de noter que le modele utilisé dans cette étude est HCVpp et ne
prend donc pas en compte les lipoprotéines.
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endosomes précoces (pH optimal : 5,5). La nucléocapside est libérée dans le cytoplasme et le
virus échappe donc a la voie de dégradation des lipoprotéines (Blanchard et al. 2006;
Meertens et al. 2006; Perrault 2009). Notre équipe a montré que le VHC naturel peut
reconnaitre de fagon directe SR-B1 et entrer dans la cellule via ce dernier. Nous avons
également mis en évidence I’interaction du VHC avec le récepteur via les lipoprotéines
associées aux particules virales (Maillard et al. 2006). Les lipoprotéines ont donc un impact

majeur sur I’attachement et I’entrée du VHC dans la cellule.

3.2. Traduction et maturation

Suite a la libération de I’ARN viral dans le cytoplasme de la cellule, la traduction coiffe-
indépendante est réalisée par la machinerie de traduction cellulaire. L’IRES de la région
5’NC, a travers ses domaines II et III, permet le positionnement de la sous unité 40S du
ribosome directement au niveau du codon initiateur inclus dans sa structure. La synthése
protéique, qui a lieu au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE), est ensuite
réalisée grace au recrutement de multiples protéines cellulaires. La polyprotéine, pendant et
aprés sa synthése, est la cible de clivages effectués par des protéases soit cellulaires, soit
virales. Les protéines virales structurales sont les premicres a étre maturées par les signal
peptide peptidase et signal peptidase du RE. La protéine de capside est retrouvée au niveau
des gouttelettes lipidiques et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont ancrées a la
membrane du RE. Les protéines non structurales, issues des clivages par NS2/NS3 et NS3/4A
vont, quant a elles, a I’exception de NS2, former le complexe de réplication (Suzuki et al.
2007; Gastaminza et al. 2008). Nos travaux ont montré le caractére crucial du réseau de
microtubules dans le cycle viral du VHC dans les étapes post-entrée du virus dans la cellule.

Ces données seront discutées dans ’article 3 de la partie résultats (Roohvand et al. 2009).

3.3. Réplication

Le mécanisme exact de la réplication du VHC n’est pas connu en détail, mais un modele a pu
étre proposé du fait des connaissances sur la réplication d’autres virus a ARN (alpha-,
picorna-, flavi-, arteri-, rubi- ou bromovirus) (Mackenzie 2005). Elle se déroulerait a la
membrane du RE, au niveau d’un compartiment membranaire particulier nommé
« Membranous Web », et serait réalisée par le complexe de réplication viral constitué¢ de

NS5B, NS5A, NS4B et NS3/4A (Moradpour et al. 2007).
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Comme la traduction, la réplication est régulée par 1’action d’éléments de séquence en cis
situés dans les régions non codantes. La réplication commence a I’extrémité 3’ de ’ARN
génomique aboutissant a la synthése du brin de polarité négative. La région 3’NC contient 2
¢léments essentiels a la réplication : la séquence poly (U/C) et les 3 tiges-boucles de la région
X (structure en tréfle). La région poly (U/C) permet la fixation de la PTB (Polypyrimidine
Tract Binding protein) qui se fixe également dans la région 5’NC : cela conduit a I’hypothése
selon laquelle la PTB circulariserait le génome en formant un pont entre les deux extrémités.
Le processus de réplication est supposé se faire en deux temps, tous les deux catalysés par
NSS5B : dans un premier temps, le brin de polarité positive sert de matrice pour la synthése du
brin de polarité négative ; dans un second temps, le brin de polarité¢ négative sert également de
matrice pour la production de plusieurs brins d’ARN de polarité positive. Il existe un
déséquilibre en faveur de la synthése du brin de polarité positive qui est utilis¢é comme
matrice pour obtenir de nouveaux intermédiaires de réplication (phase de réplication), pour
générer les protéines virales (phase de traduction) et aussi pour la formation de nouvelles
nucléocapsides. Il est important de noter que le complexe de réplication aurait un réle
protecteur contre les RNases et les protéases (Suzuki et al. 2007). De plus, des études ont
montré une forte interaction de certaines protéines du complexe de réplication (NS3/4A et
NS5A) avec la tubuline, composant principal des microtubules, et ’actine. Le réseau de
microtubules est d’une importance cruciale pour le maintien du RE et du « membranous
web » dans le cytoplasme. C’est donc un déterminant majeur de l’assemblage et du
fonctionnement du complexe de réplication (Lai et al. 2008; Wolk et al. 2008). Enfin,
I’importance du role des lipoprotéines et des lipides dans la réplication a été démontré (cf 2°™

partie, chapitre IV) (Meunier et al. 2008).

3.4. Morphogénese et sécrétion

La encore le mécanisme exact de cette étape du cycle viral est peu connu. Un mode¢le a tout de
méme ¢été suggéré, reposant encore en grande partie sur les connaissances du cycle viral des
autres Flaviviridae et sur les propriétés intrinseéques des protéines virales.

La protéine de capside peut d’une part s’auto-assembler et d’autre part lier I’ARN viral. Elle
forme des nucléocapsides icosaédriques qui semblent pouvoir étre libérées comme telles de la
cellule (Maillard et al. 2001; Suzuki et al. 2007). Cette capacité de la protéine de capside a lier
I’ARN serait aussi le signal pour le passage de la réplication a 1’assemblage du virion. La

capside étant, de plus, capable d’interagir avec E1, il a été proposé que le bourgeonnement du
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Figure 10 : Modele de morphogénése du VHC. Dlaprés Miyanari, Nature (Miyanari et
al. 2007)
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VHC ait lieu au niveau des membranes du RE ou sont insérées les glycoprotéines d’enveloppe
El et E2. Le virion est ensuite libéré de la cellule. Il faut cependant préciser que ce
mécanisme d’assemblage du virion au niveau de la membrane du RE n’a pas pu étre prouvé
dans le systéme de culture cellulaire HCVcc, ce qui sous-tend que de nombreux événements
du cycle viral du VHC restent encore a ¢lucider (Moradpour et al. 2007; Suzuki et al. 2007).
Miyanari a démontré avec le systeéme réplicon la présence de toutes les protéines virales du
VHC dans le « membranous web », lieu ou le génome viral est majoritairement retrouvé et
répliqué dans la cellule, suggérant ainsi que des protéines non-structurales forment en partie le
complexe de réplication et que ce dernier peut jouer un role important, non seulement dans la
réplication, mais aussi dans toute la morphogénése du virus (Figure 10) (Miyanari et al.
2007).

Il a également ét¢é montré que la protéine de capside recrute protéines non-structurales et
complexes de réplication au niveau des membranes des LD, ce qui est critique pour la
production de particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007).

Enfin, des études récentes ont affirmé que les mécanismes de morphogénése et sécrétion du
VHC requicrent 1’association du virus aux lipides, celui-ci suivant la voie de sécrétion des

VLDL (Chang et al. 2007; Huang et al. 2007).

3.5. Transmission intercellulaire de 1linfection

Les voies de transmission intercellulaire du VHC sont encore mal définies. En culture de
cellules Huh7, I’infection se propage en formant des foyers croissants de cellules infectées
(Zhong et al. 2005). 1l a été montré que 1’infection pouvait se propager par contact direct entre
cellules cultivées a forte densité, via un mécanisme dépendant de la CLDN-1 mais
indépendant du CD81 (Timpe et al. 2008). Cependant, une autre étude a montré que dans un
modele de co-culture, il n’y avait pas de passage de I’infection de cellule a cellule de fagon
indépendante des récepteurs (Russell et al. 2008). Trés récemment, une étude a montré que
sur des coupes de biopsies de patients infectés, les cellules infectées formaient des

« clusters », suggérant 1’existence in vivo d’une infection de proche en proche (Liang et al.

2009).
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Figure 11 : Structure et association membranaire des protéines du VHC. Dlapres
Moradpour, Nature (Moradpour et al. 2007)
Les ciseaux indiquent un clivage par une signal peptidase du RE, a ’exception du coté
cytosolique ou le clivage de la protéine de capside a lieu grace a une signal peptide peptidase.
La fléche circulaire représente le clivage par la protéase NS2/NS3 et les fleches droites la
maturation par le complexe protéasique NS3/4A. Les protéines dont la structure n’est pas
connue sont représentées par des spheres ou des cylindres.
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4. Protéines virales

L’ARN du VHC est constitué d’une seule phase ouverte de lecture qui code une polyprotéine
virale clivée par la suite par des protéases cellulaires et virales pour générer 3 protéines
structurales et 7 protéines non structurales (Figure 11 et tableau 1) (Penin et al. 2004;

Moradpour et al. 2007).

4.1. Protéines structurales

Ces protéines sont maturées au cours de la synthése de la polyprotéine sous I’action de

peptidases cellulaires.

- Protéine de capside

La protéine de capside est une phosphoprotéine basique, synthétisée sous une forme immature
de 23kDa. Sa maturation requiert ’intervention de deux protéases cellulaires. Une signal
peptidase clive tout d’abord au niveau de la jonction peptide signal/E1l, libérant la partie Nt de
El et donnant la forme immature de la protéine de capside. Sa forme mature de 21kDa est
générée apres clivage du peptide signal situ¢ en Ct par une signal peptide peptidase (SPP) du
RE (Targett-Adams et al. 2008). Elle est constituée d’un domaine I hydrophile qui comprend
les aa 1 a 120, d’un domaine II qui se termine par 1’aa 179 et dans sa forme immature d’un
domaine III, TM, correspondant au peptide signal (Figures 12 et 13) (Dubuisson 2007; Suzuki
et al. 2007; Boulant et al. 2008). Elle présente de nombreuses fonctions décrites ci-dessous

(McLauchlan 2000 et 2009).

Réle dans la morphogénése du virus :

Les 75 premiers aa correspondent & un domaine basique de la protéine impliqué dans
I’interaction avec I’ARN. Elle semble avoir des capacités d’oligomérisation par sa région Nt
grace a un domaine d’interaction homotypique riche en tryptophane. De plus, elle semble
interagir avec la glycoprotéine E1 par son extrémité Ct (Lo et al. 1996).

Sa localisation cellulaire est principalement cytoplasmique, ou elle s’associe aux membranes
du RE par son domaine Ct, ou a des gouttelettes lipidiques (ou lipid droplets LD)
(Bartenschlager et al. 2004; Miyanari et al. 2007), mais elle a aussi été retrouvée dans le

noyau d’hépatocytes de patients infectés (Falcon et al. 2003) et au niveau des membranes
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- Poids moléculaire .
Protéine ) - Fonction
(kDa) *

*Estimation par SDS-PAGE

Tableau 1 : Protéines virales et leur fonction dans le cycle viral du VHC. Dlaprés
Dubuisson, World Journal of Gastroenterology et Thomson, British Medical Bulletin
(Dubuisson 2007; Thomson 2009)
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mitochondriales en contact avec le RE (Rouille et al. 2006; Roingeard 2008). Une séquence
putative de localisation nucléaire a été identifiée comme pouvant conduire la protéine de
capside dans le noyau. Cependant, il est a noter que I’interaction de la capside avec les LD n’a
été prouvée que dans le modele de culture cellulaire HCVcc (Figure 14). Cette association
pourrait jouer un rdle de « plateforme » concentrant les éléments viraux et cellulaires
essentiels a I’assemblage des particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007). Les autres
localisations cellulaires de la protéine de capside n’ont pu étre confirmées, de méme que sa

liaison aux membranes du RE ou aux glycoprotéines d’enveloppe.

Role dans le métabolisme cellulaire :

La protéine de capside interagit avec de multiples protéines cellulaires, conduisant a
d’importantes altérations de la signalisation de la cellule hote (Figure 15).

Elle posséde un rdle central dans la pathogénése de par ses propriétés oncogéniques pouvant
s’expliquer par sa capacité a moduler I’expression de nombreux facteurs de transcription et de
genes régulateurs de la croissance cellulaire (Moriya et al. 1998; Ray et al. 2000).

De maniére paradoxale, la protéine de capside pourrait également étre impliquée soit dans le
maintien de I’infection chronique (réle anti-apoptotique), soit dans les dommages hépatiques
(role pro-apoptotique), par son interaction avec des récepteurs impliqués dans la mort
cellulaire (Sheikh et al. 2008).

D’autre part, notre équipe a montré que la protéine de capside peut interagir avec le fragment
Fc des immunoglobulines G (IgG), donc mime le réle d’un récepteur Fcy, ce qui pourrait
constituer un moyen pour le virus d’interférer avec la réponse immunitaire de 1’hote et
confere donc a la protéine un réle immunomodulateur (Maillard et al. 2004). De plus, par son
association avec un récepteur du complément, gC1qR (Large et al. 1999; Kittlesen et al.
2000), la protéine de capside entraine une diminution de la prolifération des lymphocytes T,
ainsi que par I’inhibition de la production d’IL2 et d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages
(Lee et al. 2001).

Enfin, la protéine de capside affecte le métabolisme lipidique tel qu’en atteste la stéatose
observée chez les souris transgéniques. Cet effet peut étre du a son association aux
gouttelettes lipidiques entrainant leur accumulation dans le cytoplasme.

Des travaux ont montré que la protéine de capside inhibe la MTP (Microsomal Transfer
Protein) (Perlemuter et al. 2002), ce qui diminue la sécrétion de VLDL et permettrait donc
d’expliquer la faible concentration plasmatique de VLDL souvent rencontrée chez des

patients chroniquement infectés ainsi que 1’apparition de la stéatose associée au VHC
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Figure 12 : Représentation des domaines linéaires de la protéine de capside. Dlapres
Miyanari, Nature (Miyanari et al. 2007)
Le domaine I posséde une séquence favorisant sa pénétration alors que le domaine II
hydrophobe induit sa rétention a la membrane. Le domaine III est transmembranaire.
SPP : signal peptide peptidase
SP : signal peptidase
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(Roingeard 2008). In vitro, on a montré que la lipoprotéine ApoA2, qui entre dans la
composition des HDL, interagit avec la capside, ce qui favorise la sécrétion de protéine de
capside par la cellule (Sabile et al. 1999). Son interaction avec des complexes protéiques
cellulaires intervenant dans I’organisation du cytosquelette a ¢galement été démontré (Tsao et

al. 2006).

- Protéine F

Cette protéine a été identifiée en 2001 et nommée protéine F (Frameshift) ou ARFP
(Alternative Reading Frame Protein) et des études ont montré qu’il s’agit en réalité d’une
protéine issue soit d’un décalage de phase de lecture (-2/+1) au niveau d’une région riche en
A située entre les codons 9 et 11 de la séquence codant la capside, soit d’une traduction a
partir d’AUG internes, soit d’un « glissement » transcriptionnel (Walewski et al. 2001;
Vassilaki 2003; Branch et al. 2005; Ratinier et al. 2009). Elle est localisée au niveau des
membranes du RE périnucléaire (Roussel et al. 2003; Xu et al. 2003). Cette protéine est trés
instable, car rapidement dirigée vers une voie de dégradation par le protéasome, mais
I’existence d’anticorps dirigés contre celle-ci dans le sérum de patients suggere qu’elle peut
aussi étre sécrétée lors de I’infection (Xu et al. 2003). Récemment elle a ét¢ impliquée dans la
transformation hépatocytaire (Ma et al. 2008). Ce pouvoir oncogénique rappelle fortement et

appuie celui de la protéine de capside (Dubuisson 2007).

- Glycoprotéines dénveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 (35kDa) et E2 (70kDa) sont des protéines
transmembranaires de type 1. Elles sont ancrées dans la membrane du RE, au niveau duquel se
fait leur maturation suite a 1’action d’une signal peptidase du RE. Elles possédent un long
ectodomaine Nt, fortement glycosylé, dirigé vers la lumi¢re du RE, et un court domaine Ct
TM (Rouille et al. 2006). Les domaines TM de ces deux protéines sont
multifonctionnels puisqu’ils ancrent les glycoprotéines a la membrane du RE et contiennent
des séquences essentielles pour leur hétérodimérisation et leur « rétention » dans le RE. Leur
processus de maturation et repliement est trés complexe. Il dépend de leur forte glycosylation
(6 sites sur E1 et 11 sur E2), ainsi que du recrutement d’une protéine chaperonne réticulaire,
la calnexine. En effet, dans leur forme fonctionnelle, les deux protéines s’assemblent en un
hétérodimere non covalent E1-E2. L’association avec E2 favoriserait le repliement d’E1 et la

calnexine permettrait a I’ensemble d’adopter une conformation correcte (Brazzoli et al. 2005).
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Figure 13 : Schéma de la protéine de capside du VHC. Dlapres Moradpour, Nature
(Moradpour et al. 2007)
Cette figure présente la structure schématique de la protéine de capside du VHC, avec son
domaine D1 hydrophile qui comprend les 120 aa Nt et son domaine D2 qui se termine par 1’aa
179. La forme mature de la protéine est générée apres clivage du peptide signal situ¢ en Nt
par une signal peptide peptidase du RE.
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Ces protéines jouent un role majeur dans 1’entrée virale. La localisation de 1’hétérodimere E1-
E2 a la surface des virions putatifs en a fait des candidats d’intérét pour rechercher des
récepteurs au virus. A ’aide de la forme soluble d’E2 (sE2) et de pseudo particules virales, il
a pu étre mis en évidence que la tétraspanine CDS81, le récepteur scavenger SR-B1, les
héparanes sulfates, les lectines liant les mannoses DC-SIGN et L-SIGN et les récepteurs aux
LDL sont impliqués dans I’interaction VHC/cellule. L importance relative de ces récepteurs
putatifs est exposée dans la partie sur le cycle viral (Pileri et al. 1998; Flint et al. 2006;
Brazzoli et al. 2008).

Ces deux protéines seraient aussi impliquées dans la fusion du virion avec la cellule cible car
elles partagent de fortes homologies structurales avec les protéines de fusion de type II.
Néanmoins, leur forte glycosylation rend difficile 1’obtention d’une bonne résolution de la
structure cristallographique qui pourrait pourtant permettre une meilleure compréhension des
mécanismes de fusion (Voisset 2004).

Enfin, elles sont une cible majeure des anticorps neutralisants lors de la réponse immune de
I’hote. Le VHC a par conséquent développé des mécanismes pour contourner cette défense :
des régions a hypervariabilité génétique ont été identifiées dans la partie Nt de E2 (HVRI1 et
HVR2 pour Hyper Variable Region) ; elles joueraient un role majeur dans 1I’échappement du
virus au systéme immunitaire. Du point de vue de I’entrée virale, la région HVRI1 de E2
semble impliquée dans I’interaction virus/SR-B1. La conservation de certains aa de HVRI et
2 suggere en outre un rdle de la conformation de cette région dans le mécanisme
d’attachement et d’entrée du virus dans la cellule (Dreux et al. 2009).

Il est aussi important de noter que la coexpression d’E1 et E2 peut également conduire a la
formation d’agrégats liés par des ponts disulfures qui pourraient jouer un rdle dans la
pathogénese (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).

Enfin, récemment, des données ont montré I’importance du réle des lipoprotéines entourant le
VHC, et plus particulierement le role crucial jou¢ par E2 dans le processus de fusion du virus
aux membranes cellulaires. En effet, il a ét¢ montré que les fractions virales les plus 1égeres
(modele HCVcec) sont aussi les plus fusogenes. Une interaction protéines-lipides au sein de la

particule virale semble donc favorable a la fusion (Haid et al. 2009).

- Protéine P7
Cette protéine est un petit peptide de 63aa (7kDa) majoritairement hydrophobe, constitué de 2
hélices o TM, séparées par un court segment hydrophile. Ses domaines Nt et Ct sont orientés

vers la lumiere du RE. La protéine P7, de fagon analogue a une viroporine, formerait des
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Protéine de
capside

Figure 14 : Association de la protéine de capside du VHC aux gouttelettes lipidiques ou
lipid droplets (LD). D(aprés Boulant, 7Traffic (Boulant et al. 2008)
La protéine de capside s’associe aux LD. Ces dernieres peuvent interagir avec les
microtubules (MT) grace a la présence de I’ADRP. Cela permet aux LD, et par conséquent a
la protéine de capside associée, de se mouvoir vers le noyau, de fagon a rapprocher la protéine
de capside des membranes du RE modifiées ou « membranous web », ou a lieu la réplication
de ’ARN du VHC.
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canaux ioniques membranaires en s’associant en hexameres. L’utilisation de clones infectieux
défectifs pour P7 chez le chimpanzé suggere un rdle essentiel de cette protéine dans
I’infection, di a ’altération de la perméabilité membranaire, facilitant ainsi la sécrétion de
particules virales infectieuses. La protéine P7 semble également moduler le clivage au niveau

des sites E2/P7 et P7/NS2 (Sakai et al. 2003; Suzuki et al. 2007; Brohm et al. 2009).

4.2. Protéines non structurales

La maturation des protéines non structurales dépend des protéines virales et particuliérement
de NS3 qui forme des complexes ayant une activité protéase. NS2 s’associe avec NS3 et
coupe la jonction NS2/NS3 par sa fonction autoprotéase. NS3 va ensuite s’associer 8 NS4A
pour former la protéase NS3/4A qui est responsable de la maturation de toutes les autres

protéines non structurales.

- NS2

NS2 est une protéine hydrophobe de 23kDa, intégralement insérée dans la membrane du RE.
Elle forme avec la partie Nt de NS3 une cystéine protéase auto-catalytique. La jonction
p7/NS2 est clivée par une signal peptidase du RE, alors que NS2 et NS3 sont séparées par
I’activité protéase zinc-dépendante du complexe NS2/NS3. NS2 participe a la maturation de
la polyprotéine virale et si elle n’est pas essentielle a la formation du complexe de réplication
du virus, elle a un role crucial dans la formation des particules virales. NS2 aurait également
un rdle inhibiteur de 1’apoptose. Son action inhibitrice sur la transcription de génes cellulaires
pourrait aussi €tre impliquée dans la chronicité de la maladie. Il est intéressant de noter que la
durée de vie de cette protéine est courte, donc difficilement détectable dans le sérum de
patient, car elle est orientée vers une dégradation protéasomale (Dubuisson 2007; Suzuki et al.

2007).

- NS3 et NS4A

NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70kDa, possédant des activités sérine protéase
dans sa région Nt et ARN hélicase/NTPase a son extrémité Ct (présence d un motif DExH/D).
Elle se lie avec une forte affinité a I’ARN double brin et ouvre les structures secondaires par
hydrolyse de I’ATP. La présence de son cofacteur NS4A (6kDa) est néanmoins indispensable

pour que cette activité soit optimale. NS3 ne possede pas de domaine TM : elle est ancrée du
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Figure 15 : Fonctions connues de la protéine de capside du VHC
Ce schéma présente les différentes fonctions connues de la protéine de capside du VHC, dans
la morphogénése du virus et dans le métabolisme cellulaire.
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coté cytoplasmique de la membrane du RE, par son association en un complexe non covalent
avec ’extrémité Nt de NS4A. NS3/4A, par son activité protéase, est responsable du clivage
des jonctions NS3/4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B, et cette activité est
essentielle a la formation du complexe de réplication. Outre son rdle dans le cycle viral,
NS3/4A interfére avec plusieurs voies de signalisation cellulaire ce qui lui confére un réle
dans la carcinogénése et dans I’échappement du virus a la réponse immunitaire (Pang et al.

2002; Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).

- NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe de 27kDa, possédant 4 domaines TM et une hélice
amphipatique en Nt, qui serait impliquée dans le réarrangement lipidique et la formation du
réseau membranaire du RE associé au complexe de réplication. Elle possede un site de
fixation du GTP, lié a une activité GTPase. Ce site serait indispensable a la réplication de
I’ARN du VHC. NS4B aurait aussi la capacit¢ de moduler I’activit¢é de NS5B et serait
¢galement impliquée dans le trafic des protéines entre le RE et ’appareil de Golgi. De plus,
elle aurait un role dans 1’échappement du virus a la réponse immunitaire et empécherait

également la mort cellulaire induite par le VHC (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).

- NSS5A

Cette protéine de S56kDa, associée a la membrane du RE grace a une hélice amphipatique Nt,
joue un rdle crucial dans le recrutement du complexe de réplication. En effet, cette
localisation a la membrane du RE est essentielle a la formation du complexe de réplication,
qui est dépendante de 1’association de NS5A avec une protéine membranaire du RE, hVAP-A
(human Vesicle-Associated Membrane Protein-Associated Protein). Elle interagit avec NS5B
et serait capable de fixer les extrémités 5’ et 3’ non codantes de I’ARN du VHC (Macdonald
2004; Dubuisson 2007). NS5A est exprimée sous 2 formes : une forme « constitutivement »
phosphorylée, et une forme hyperphosphorylée (58kDa). La signification fonctionnelle de
cette modification est peu connue a I’heure actuelle mais semble étre impliquée dans la
réplication du virus (Evans et al. 2004). NS5A tient un role prépondérant dans la formation
des particules virales ainsi que dans la pathogénese du VHC par ses actions sur le cycle
cellulaire et par sa participation a I’échappement du virus a la réponse immunitaire de 1’hote

(Macdonald 2004; Suzuki et al. 2007).
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- NS5B

Cette protéine de 68kDa, la derniere codée par le VHC, est une ARN polymérase ARN
dépendante. Elle est essentielle pour la réplication de I’ARN. NS5B est associée a la
membrane du RE par une hélice TM Ct. Son analyse cristallographique montre qu’elle a des
caractéristiques comparables a celles d’autres polymérases : le domaine catalytique évoque
une main droite avec 3 sous-domaines : la « paume », les « doigts » et le « pouce », la matrice
ARN se glissant dans le sillon formé par les doigts repliés sur la paume. La liaison de la
matrice ARN et ’initiation de la synthése sont régulées par une structure flexible en épingle a
cheveux pointant vers le site actif et une boucle Ct permettant de positionner correctement la
matrice et d’empécher les initiations internes. L’activité polymérase de NS5B est régulée par
son interaction avec les protéines virales NS3 et NSS5A et elle est aussi optimisée par
I’association de NS5B avec les cyclophilines A et B (Pawlotsky et al. 2007; Flisiak et al.
2008). NS5B interagit avec des protéines cellulaires impliquées dans la régulation de voies de
signalisation cellulaire importantes et contribue ainsi a la pathogénése de par une action
oncogénique et un role dans 1I’échappement a la réponse immunitaire. Le role crucial de NS5B
dans la réplication virale en fait une cible de choix pour la thérapie et de nombreuses

molécules la ciblant sont en cours de développement (Dubuisson 2007; Suzuki et al. 2007).

I11. Modéles expérimentaux

La compréhension de la pathologie et I’étude du cycle viral du VHC ont longtemps été

limitées par le manque de petit modele animal et de modeles cellulaires efficaces.

1. Modeles d étude du VHC in vitro

Le VHC ayant pour cible les hépatocytes, il paraissait évident d’étudier son cycle infectieux
au sein de ces cellules. Tout d’abord, Ito a démontré que les hépatocytes isolés d’un patient
chroniquement infecté¢ sont capables de répliquer le virus et de produire des particules
infectieuses lorsqu’ils sont mis en culture (Ito et al. 1996). In vitro, les hépatocytes humains
primaires et des lignées cellulaires d’hépatocarcinome telles que HepG2 peuvent étre infectés

par le sérum de patients, mais si ces cellules permettent la réplication du virus, elles ne
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produisent pas de particules virales et ne sont donc pas un mode¢le efficace de propagation de

I’infection (Pietschmann et al. 2002).

1.1. Modéele réplicon

Ce modele a permis d’étudier principalement 1’étape de réplication du VHC, ainsi que les
interactions du VHC avec I’hote et la réponse antivirale (Figure 16 A).

Le réplicon est constitué d’ARN bicistroniques construits de la maniere suivante : le premier
cistron est composé du géne de résistance a la néomycine (Neo') sous dépendance de I'IRES
du VHC, et le second cistron comprend la séquence codante du VHC exprimée sous controle
de ’'IRES fort du virus de I’encéphalomyocardite (EMCV).

Techniquement, cet ARN réplicon introduit par transfection dans des lignées hépatocytaires
est pris en charge par la machinerie cellulaire : le complexe de traduction cellulaire, en se
fixant sur le deuxieme IRES (EMCV), permet la synthése des protéines non structurales qui
formeront le complexe de réplication. Ce dernier se fixe sur ’extrémité 3° du brin de polarité
positive et initie une réplication de I’ARN réplicon, qui permettra dans un premier temps
d’obtenir un brin de polarité négative ; cet ARN servira ensuite de matrice pour 1’obtention
d’un ARN de polarité positive, utilisé pour produire d’autres formes réplicatives du VHC et
aussi traduit par la machinerie cellulaire. Cette traduction permet donc I’expression du geéne
de résistance a la néomycine et seuls les clones exprimant ce géne seront sélectionnés avec de
la généticine (G418). Ainsi les clones maintenus en culture sous pression de G418 expriment
le géne Neo' et répliquent donc efficacement le réplicon (Lohmann et al. 1999; Tellinghuisen
et al. 2007). Ce systéme, trés utile, notamment dans une approche thérapeutique, pour le

développement d’antiviraux, ne permet cependant pas une réplication productive du virus.

1.2. Pseudo particules virales

Des systémes d’expression ectopique de protéines virales ont permis une grande avancée dans
I’étude des mécanismes d’entrée du VHC (Figure 16 B). Les modeles d’expression de la
protéine d’enveloppe E2 sous forme soluble, sE2, (sans région Ct permettant 1’ancrage a la
membrane) ont permis notamment d’identifier des récepteurs putatifs indispensables a
I’entrée virale.

Les pseudoparticules sont également un systeme d’expression hétérologue de protéines

virales. Ce systéme permet la formation de particules présentant des caractéristiques proches
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Figure 17 : Virus produit en culture cellulaire (HCVcc). D(apres Bukh, PNAS (Bukh
2006)

Ce schéma représente les génomes du JFH-1, du J6 et du virus chimére J6/JFH-1. Les ARN
sont introduits dans les cellules Huh7.5 par électroporation. Les surnageants de culture sont
recueillis et servent a réinfecter des cellules Huh7.5 naives afin de produire un stock viral a
méme d’infecter de nouvelles cellules Huh7.5, des chimpanzés ou des souris « humanisées ».
L’infectivité spécifique en culture cellulaire est déterminée par le ratio titre infectieux / charge
virale. Les particules infectieuses isolées des animaux ont un pouvoir infectieux plus
important que les particules d’origine.
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de celles des virions du VHC mais avec absence de capside et de lipoprotéines. Il a permis
d’étudier les interactions avec les récepteurs du virus et a aussi aidé dans 1’étude des anticorps
neutralisants (Tellinghuisen et al. 2007).

Cependant, ces particules ne se répliquant pas, elles ne peuvent étre utilisées pour 1’étude du
cycle infectieux du VHC.

Plusieurs modeles d’étude du VHC ont été proposés :

e Les particules produites en cellules d’insecte, ou VLP (virus like particles), a partir de
baculovirus recombinants codant les protéines structurales virales : les VLP possedent des
caractéristiques morphologiques, physiologiques et antigéniques similaires a celles des virions
isolés de patients.

e Les virus pseudotypés exprimant les protéines d’enveloppe, ce qui consiste en la génération
de virus recombinants reposant sur la construction de génomes chimériques constitués des
domaines extramembranaires de E1 et E2 du VHC et du domaine transmembranaire de la
glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV).

e Les pseudoparticules virales (HCVpp), modele ayant permis une avancée majeure dans
I’¢tude de I’entrée du VHC, reposent sur I’utilisation de rétrovirus recombinants permettant la
production de glycoprotéines d’enveloppe fonctionnelles et non modifiées. Ces HCVpp sont
produites suite a la cotransfection de cellules 293T avec des vecteurs d’expression codant les
protéines E1 et E2 du VHC et les protéines Gag-Pol du virus de la leucémie murine (MLV)
ou du VIH et un génome rétroviral codant un geéne rapporteur, pour détecter 1’entrée
productive des pseudoparticules. Ces HCVpp servent a infecter les cellules sensibles au VHC
et semblent reproduire correctement les étapes précoces de 1’infection, particulierement les

interactions avec les récepteurs CD81 et SR-B1 (Bartosch et al. 2003).

1.3. Modéles de culture cellulaire

L’année 2005 a ¢été marquée par la description d’un systéme cellulaire permettant une
infection productive du VHC in vitro avec sécrétion de particules virales infectieuses (Figure
17) (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach et al. 2006).

L’isolat VHC de génotype 2a a été isolé en 2003 d’un patient japonais atteint d’une hépatite
fulminante JFH-1 (Japanese Fulminant Hepatitis 1) et caractérisé sous sa forme sous-
génomique comme étant capable de se répliquer efficacement dans plusieurs types cellulaires
sans aucune adaptation. Le génome complet du JFH-1 se réplique efficacement et permet la

sécrétion de particules virales apres transfection des cellules Huh7.
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Ces particules virales ou HCVcc (pour HCV cell culture), de 55nm de diametre et de densité
1,15-1,17g/ml, présentent des caractéristiques morphologiques communes avec les virions
déja analysés (Wakita et al. 2005). Cependant, les titres viraux produits sont peu élevés et
diminuent fortement au cours du passage des cellules.

Ce systéme a donc été amélioré, tout d’abord par 1’utilisation d’une lignée cellulaire plus
permissive, les cellules Huh7.5, mais aussi par la construction de génomes chimeéres de
génotype 2a (notamment J6(C/NS2)-JFH-1(NS3/NS5)). En utilisant des lignées dérivées des
cellules Huh7.5, les Huh7.5.1, encore plus permissives, il a été obtenu des titres viraux plus
conséquents et un maintien du taux d’ARN intracellulaire.

Enfin, P’intérét majeur de ces HCVcc est qu’ils infectent les chimpanzés et les souris
humanisées uPA-SCID, permettant des études plus approfondies sur le cycle viral et

notamment 1’entrée du VHC dans la cellule (Lindenbach et al. 2006).

2. Modéles détude du VHC in vivo

2.1. Chimpanzés

Le chimpanzé est le seul animal sensible a I’infection par le VHC et représente donc un hote
expérimental intéressant. La symptomatologie de la maladie est moins marquée et le taux de
guérison supérieur a I’homme.

Ce mod¢le a permis I’identification du VHC (équipe de Houghton : Choo et al. 1989) et une
meilleure compréhension des mécanismes d’infection et de guérison, ainsi que I’étude de la
réponse immune lors de I’infection.

Cependant, les aspects éthiques, moraux et économiques qui accompagnent les études sur ces
animaux en limitent I’utilisation. La recherche de petit modéle animal sensible au VHC est

donc devenue une priorité.

2.2. Tupaias

Ce petit animal apparenté aux primates est sensible a ’infection par le VHC. Cependant, la
virémie est courte, les charges virales détectées sont faibles et aucun passage a la chronicité

n’est observe (Xie et al. 1998; Zhao et al. 2002).
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2.3. Tamarins

Ces primates ne sont pas sensibles au VHC, mais au GBV-B, le virus le plus proche du VHC
sur le plan de 1’organisation génomique et de la séquence nucléotidique. Ce virus, également
hépatotrope, se multiplie efficacement et de fagcon productive dans des cultures primaires
d’hépatocytes de tamarins, mais la encore, aucun passage a la chronicité n’est observé.
Cependant, cette homologie de séquence permet de construire des virus GBV-B chiméres
dont la réplication dépend de séquences du VHC, constituant ainsi un modele de substitution

intéressant pour 1’étude de la réplication du VHC (Beames et al. 2000).

2.4. Souris transgéniques uPA-SCID avec greffe d hépatocytes humains

Un modele de souris dites « humanisées » a été développé (Figure 18) (Mercer et al. 2001;
Meuleman et al. 2003; Meuleman et al. 2005; Meuleman 2008).

La surexpression dans le foie d’un activateur du plasminogene (Alb-uPA) provoque la mort
des hépatocytes murins chez des souris transgéniques pour ce géne. Comme la souris Alb-
uPA a été croisée avec une souris immuno-déficiente SCID (Severe Combined Immuno
Deficiency), cela permet la greffe xénogénique d’hépatocytes humains et confére un avantage
réplicatif aux hépatocytes transplantés. Plusieurs semaines aprés la transplantation, pres de
85% du parenchyme hépatique est composé d’hépatocytes d’origine humaine. Ces
hépatocytes humains sont vivants et bien organisés, formant 1’architecture d’un foie normal et
sécrétent au moins 22 protéines humaines, comme des apolipoprotéines et les protéines du
complément (Meuleman et al. 2005). Les animaux transplantés sont sensibles a I’infection par
le VHC provenant de patient infecté et peuvent donc étre facilement infectés par le VHC. Ils
restent virémiques pendant plusieurs mois. Les protéines ainsi que I’ARN viral sont détectés,
démontrant ainsi une réplication active du virus dans les hépatocytes transplantés. Le fait que
ces animaux soient immuno-déficients ne permet pas 1’étude de I’immunité adaptative. Il est
cependant intéressant de noter que 1’inoculation d’anticorps neutralisants avant injection du
VHC a ces souris protége ces derni¢res d’une infection par le virus (Meuleman 2008). Ce
mode¢le est intéressant car il permet d’étudier la réplication virale mais aussi la transmission

de I’infection a d’autres souris et les propriétés des particules virales.
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Li¢nsemble de ces différents modéles a permis de tres grandes avancées dans la
compréhension du cycle viral du VHC. Dans cette these, le modele de culture cellulaire
HCVcc et les souris transgéniques uPA-SCID ont constitué un support d/énvergure dans

1létude du lien entre le cycle viral du VHC et le métabolisme des lipoprotéines.
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Figure 19 : Schéma d une lipoprotéine
La lipoprotéine est une structure sphérique composée d’un cceur de cholestérol estérifié et de
triglycérides (TG), entouré par une couche de phospholipides et de cholestérol libre dans
laquelle sont encastrées des apolipoprotéines.
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Le VHC et le métabolisme des lipoprotéines

Les particules virales naturelles, présentes dans le sérum de patients, sont trés hétérogenes du
fait de leur association a des lipoprotéines, aux anticorps et a la diversité des formes virales
(cf chapitre 1.2.). Les particules de densité les plus légeres, correspondant a la densité des
VLDL, sont aussi les plus infectieuses (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005;
Lindenbach et al. 2006). La protéine de capside et les apolipoprotéines (Apo) B et E sont
détectées dans ces particules (Andre et al. 2002) et I’équipe de Chang a apporté la preuve que
I’inhibition de I’assemblage des VLDL inhibait la production du VHC. Ils ont montré le
caractére indispensable des ApoE et B dans I’infectiosité et la production du VHC en culture
cellulaire, suggérant ainsi un lien étroit entre la production du VHC et ’assemblage des
VLDL (Chang et al. 2007; Huang et al. 2007). Nous pouvons également noter que plusieurs
candidats récepteurs pour le VHC sont des récepteurs aux lipoprotéines (SR-B1, LDL-R)
(Agnello et al. 1999; Scarselli et al. 2002; Molina et al. 2007). Par ailleurs, plusieurs fonctions
de la capside touchent le métabolisme des lipides. En effet, celle-ci favorise I’accumulation de
lipides sous forme de gouttelettes (LD) dans le cytoplasme (McLauchlan 2000; Boulant et al.
2008), interagit avec I’ApoA2 qui entre dans la composition des HDL, et inhibe la
Microsomal Triglyceride Tranfer Protein (MTP) qui participe a I’assemblage des VLDL
(Sabile et al. 1999; Perlemuter et al. 2002). Il existe donc une étroite relation entre le VHC et

le métabolisme des lipoprotéines.

Les lipoprotéines jouent donc un role essentiel dans les mécanismes d’entrée et d’infection de
la cellule par le VHC et le virus de son coté influence le métabolisme des lipides cellulaires.
C’est cette particularit¢é du VHC qui a porté notre intérét sur la LPL, ce qui a constitué la

majeure partie de mon projet de thése.

I. Les différentes classes de lipoprotéines

Le transport des lipides dans le sang se fait au moyen de lipoprotéines (Figure 19). Celles-ci
sont des structures sphériques complexes, composées d’un cceur de cholestérol estérifié et de
triglycérides (TG), entouré par une couche de phospholipides et de cholestérol libre dans

laquelle sont encastrées des Apo. Elles sont caractérisées par leur taille, leur densité ainsi que
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. . ) Densité  Proteine Triglycéride Phospholipide Ester de cholestérol Cholestérollibre Acides gras libres
Lipoprotéines Source

(z/ml) (%a) (%) (%) (%a) (%) (%)
Chylomicron | Intestin =~ <095 142 85488 8 3 1 0
VLDL Foic 095-1006 7al10 50 55 18420 12415 8410 1
1,006- - : : ; :
I, VIDL Cou 10412 25430 25427 324135 8410 I
LDIL ViR, LY iz 10415 20428 37348 8310 1
foie 1.063
D12 Mg W01 33435 5415 32a43 204 30 5a10 0
foie 1,125
i3 I“"’;’i‘:d 1,125-121 55a57 3al13 264 46 15430 246 6

Tableau 2 : Composition en lipides et protéines des lipoprotéines majeures. D(aprés
Alonzi, Expert Review of Proteomics (Alonzi et al. 2008)
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par leur composition en lipides et apolipoprotéines. Les Apo ont plusieurs roles : elles
peuvent étre caractéristiques de certaines lipoprotéines, comme I’ApoB, qui est non-
échangeable et présente en un seul exemplaire dans la lipoprotéine (LDL, VLDL) ou elles
peuvent également étre échangeables comme 1’ApoA dans les HDL. Les Apo peuvent aussi
avoir un réle de cofacteurs enzymatiques, comme 1’ApoC2 pour la LPL (Jong et al. 1999).
Enfin, elles peuvent servir de ligands dans I’interaction avec les récepteurs des lipoprotéines,
comme I’ApoB100 et I’ ApoE pour le LDL-R ou I’ApoA1 pour le HDL-R (Botham 2008).

Les lipoprotéines riches en TG sont les chylomicrons et les VLDL. Ces lipoprotéines sont
sécrétées par le foie (VLDL) et les intestins (chylomicrons) pour étre retrouvées par la suite
dans le sérum. Les principales lipoprotéines et leurs caractéristiques sont présentées dans le

tableau 2.

1. Formation des VLDL

Les VLDL ont comme role majeur le transfert des lipides néosynthétisés du foie vers divers
tissus extra hépatiques tels que les muscles ou les adipocytes. Elles sont synthétisées dans les
hépatocytes. L’ ApoB100, majoritaire dans les VLDL, est synthétisée au niveau du RE
rugueux puis transférée vers la lumic¢re du RE ou s’effectue 1’assemblage initial des VLDL,
dites pré-VLDL, sous I’action de la MTP. Celles-ci sont ensuite transférées vers le RE lisse
ou elles s’associent a un cceur lipidique de TG et cholestérol pour former les VLDL (Alonzi et
al. 2008; Andre 2008). L’ ApoE agirait a un stade précoce de la formation des VLDL mais son
action n’est pas précisément connue. Selon Wang, 1I’ApoE serait impliquée dans la
mobilisation des LD présentes dans le RE et les gouttelettes serviraient a la lipidation des
ApoB (Wang et al. 2007). La protéine de capside du VHC inhiberait ’activité de la MTP et
par conséquent ’assemblage des VLDL, conduisant ainsi a I’accumulation de lipides dans le
foie, ou stéatose induite par le VHC (Perlemuter et al. 2002). Les acides biliaires, qui sont des
ligands de récepteurs nucléaires (Farnesoide X Receptor : FXR), ont une action sur le
métabolisme lipidique en inhibant la lipogénése et la production de VLDL et augmentent la

réplication du VHC (Blasiole et al. 2007; Scholtes et al. 2008).

2. Formation des chylomicrons

Les chylomicrons sont les plus grosses lipoprotéines. Ils sont responsables de la mobilisation

des lipides provenant de la digestion. Ils sont en effet formés par I’assemblage de TG et de
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cholestérol provenant de la digestion, associ¢ a I’ApoB48, au sein des cellules épithéliales
intestinales. Une fois libérés dans la circulation sanguine, ils sont métabolisés dans de
nombreux tissus (foie, adipocytes, muscles squelettiques) (Alonzi et al. 2008).

Le niveau d’ApoA4 affecterait la formation des chylomicrons: I’apport de lipides, en
stimulant la production d’ApoA4, permettrait en effet I’expansion des chylomicrons naissants

(Lopez-Miranda et al. 2007).

3. Les récepteurs aux lipoprotéines

Les récepteurs aux lipoprotéines sont classés en 2 familles : la famille du récepteur aux LDL,
comprenant notamment le LDL-R, le VLDL-R et le LRP (LDL-receptor Related Protein) et
les récepteurs « scavenger » dont le récepteur SR-B1. Bien que non spécifiques, les HSPG
interviennent également dans I’entrée des lipoprotéines. Ici est effectué¢ un bref résumé sur ces

récepteurs déja décrits au chapitre 1.2.3.

3.1. La famille des récepteurs aux LDL

Le LDL-R, majoritairement exprimé par le foie, reconnait I’ApoB100, I’ApoE et la LPL. Son
expression est régulée par la concentration de cholestérol dans le sang (Owen et al. 2009). Il
permet I’entrée des LDL et VLDL dans la cellule par un mécanisme d’endocytose clathrine-
dépendant. L’endosome fusionne alors avec un lysosome et les lipides sont relargués dans le
cytoplasme. Il existe un mécanisme de recyclage de ce récepteur, pH-dépendant, et s’il n’est
pas dégradé, le LDL-R est donc réadressé a la surface cellulaire (Fernandez-Borja et al. 1996).
Avec le LRP, le LDL-R est responsable de I’assimilation des lipoprotéines par le foie. En
effet, I’endocytose des LDL dans les tissus périphériques et des IDL dans les hépatocytes est
médiée par le LDL-R, et celle de la LPL, de la HL et des remnants de lipoprotéines dans les
hépatocytes par le LRP (Verges et al. 2004). Il est intéressant de noter I’existence d’une
protéine chaperonne, RAP (Receptor Associated Protein), qui a pour réle d’inhiber le LRP
(Page et al. 2000).

3.2. Le récepteur scavenger SR-B1

SR-B1 est produit dans de nombreux tissus (tissus stéroidogenes, poumons, tissus adipeux) et
notamment le foie. C’est un récepteur multi-ligand, se liant aux LDL, aux LDL oxydées, aux

LDL acétylées, mais aussi aux HDL et VLDL (Trigatti et al. 2000). II est impliqué dans
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Localisation

Description

Lipase dépendante des acides biliaires ? Pan ’ellmt Roéle dans la digestion des graisses
q g L Activité optimale de'enzyme dans le tube digestif grive a
Lipase pancréatique PNLIP Sues digestifs i fires Sl pomets it e
Lipaselysosomale LIPA Lysosome .
. S -  Action sur les lipides portés par les lipoprotéines circulants
Lipase hépatique HL ouL.IPC Endothélium i e e e A DT
. P - Action dans le sang sur les TG portés par les VILDI. ;
Lipoprotéinelipase LPL cu LIPD Endothélium e Gl A e e T
Lipase hormone-sensible LIPE Intracellulaire _
Lipase gastrique LIPF Sues digestifs Rdle dans la digestion des lipides chez 'enfant
Lipasc endothéliale LIPG Endothélium _
Lipase linguale ? Sucs digestifs _

Tableau 3 : Liste des diverses lipases humaines
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I’efflux de cholestérol vers les HDL et aussi dans le captage sélectif du cholestérol, menant a

son entrée dans le foie (Rhainds 2004; Hu et al. 2008).

3.3. Les HSPG

Il a ét¢ montré que les HSPG peuvent directement internaliser les lipoprotéines, in vitro
comme in vivo. Cette clearance rapide débute par la séquestration des remnants de
lipoprotéines dans I’espace de Disse, lieu ou les HSPG sont trés abondants. La liaison des
remnants aux HSPG via la LPL et la HL a lieu du fait de leur fonction de pontage. S’ensuit
I’endocytose par les hépatocytes, qui peut également étre médiée par le LDL-R, le LRP et SR-
B1 (Jiet al. 1997; Mahley 1999).

I1. Les enzymes lipolytiques

La superfamille des lipases inclut la lipoprotéine lipase (LPL), la lipase hépatique (HL), la
lipase pancréatique et la lipase endothéliale (Wong 2002). Ces différentes protéines sont
codées par des génes présentant d’importantes similarités. Elles exercent toutes une fonction
enzymatique d’hydrolyse des TG mais different par leur site de synthése et leur spécificité de

substrat (Tableau 3).

1. La lipoprotéine lipase (LPL)

La LPL a été découverte en 1943 par Paul Hahn. Ce dernier a procédé a une injection
d’héparine et observé que cela entrainait une diminution de la lipidémie habituellement
associée a I’absorption d’un repas contenant des acides gras. Le facteur responsable de cette
observation a ¢ét¢é nommé « heparin-releasable clearing factor lipase» et par la suite
lipoprotéine lipase.

La LPL est une enzyme clé du métabolisme des lipoprotéines, qui a pour role d’une part
d’hydrolyser les TG des lipoprotéines riches en TG et d’autre part de faire un pontage entre
les HSPG présents a la surface cellulaire et les lipoprotéines. Elle est sécrétée par différents
types de cellules (cellules musculaires, adipocytes, macrophages) mais ne 1’est pas par le foie
(excepté durant la période néonatale). Une fois sécrétée, elle circule majoritairement associée

aux VLDL, sa concentration dans le plasma humain étant seulement d’environ 92 ng/ml, et
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Sites de
liaison a

Phépaﬁne

Figure 20 : Structure de la LPL. Dlaprés Chang, Journal of Lipid Research (Chang et al.
1998)

Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la LPL humaine (hLPL), sous

forme dimérique (en jaune), ainsi que de ’anticorps monoclonal anti-LPL 5D2 (en vert)

dirigé contre le site actif de I’enzyme. Le site actif et le « couvercle » amovible sont

représentés en mauve. Une molécule d’héparine est représentée (en bleu) proche des motifs

connus de liaison a I’héparine (en blanc).
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est rapidement transférée aux héparanes sulfates présents a la surface des cellules
endothéliales de la paroi intraluminale de 1’endothélium vasculaire, ou elle se concentre

(Mead et al. 2002; Merkel et al. 2002).

1.1. Structure

Le gene de la LPL, situé sur le chromosome 8, fait environ 35kb et est formé de 10 exons.
Son promoteur humain (hLPL) est activé lorsqu’il y a hétérodimérisation des PPARs
(Peroxisome Profiferator-Activated Receptors) avec le RXR (Retinoic Acid Receptor) (Mead
et al. 2002; Merkel et al. 2002).

La LPL est une protéine de 448aa (55kDa) sous sa forme glycosylée. Elle posséde un large
domaine Nt contenant le site actif recouvert d’un « couvercle » amovible bloquant ou libérant
I’acceés du substrat, un site de liaison aux lipides, a ’héparine et au cofacteur ApoC2. Le
domaine Ct contient également un site de liaison aux lipides, a ApoC2, a I’héparine et aux
héparanes sulfates (Figure 20) (Mead et al. 2002; Merkel et al. 2002).

La LPL est catalytiquement active sous forme d’un dimere « téte-queue ». Les 2 sites actifs
sont accessibles mais ne sont capables d’hydrolyser un substrat qu’alternativement : la
conformation d’'un monomére semble en effet empécher I’autre d’étre actif au sein du dimere.
La forme inactive est prédominante dans le sang (environ 4 ng/ml de LPL active dans le sang
seulement), la fraction active, dimérique, de la LPL étant majoritairement liée a I’endothélium
au niveau des HSPG ou GPIHBPI1 (petite glycoprotéine ancrée a la membrane par un

glycosylphosphatidylinositol ou GPI) (Peterson et al. 1992; Beigneux et al. 2009).

1.2. Fonctions

- Fonction catalytique :

La LPL est une enzyme lipolytique exergant une activité estérase et phospholipase Al sur les
TG et les phospholipides des lipoprotéines. Elle hydrolyse les TG des lipoprotéines contenant
des ApoB riches en TG (TRL pour Triglyceride Rich ApoB-containing Lipoprotein) que sont
les chylomicrons et les VLDL et libére ainsi des acides gras (FFA : Free Fatty Acid) et du
glycérol, ce qui génere de I’énergie pour les tissus périphériques. Les FFA sont internalisés
via divers récepteurs tels que CD-36 (Goldberg et al. 2009). Elle cible également les
lipoprotéines vers le foie et transforme celles-ci au cours de leur catabolisme en diminuant

leur charge lipidique et en favorisant les échanges de cholestérol et d’Apo entre les différentes
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Figure 21 : Fonctions de la lipoprotéine lipase (LPL). Dlaprés Rumsey, Journal of
Clinical Investigation (Rumsey et al. 1992)
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classes de lipoprotéines. L’activit¢ de la LPL participe aussi a la formation des HDL qui
incorporent le cholestérol et certaines Apo ainsi libérées. Son activité enzymatique nécessite
I’ApoC2 comme activateur alors que I’ApoC3 et I’ApoC1 exercent un role inhibiteur (Mead
et al. 2002; Zheng et al. 2006; Chan et al. 2008). Les remnants résultant du catabolisme des
chylomicrons et des VLDL sont rapidement captés par le foie, via le LDL-R ou le LRP et les
HSPG, capture médiée par ApoE qui est un ligand du LDL-R, et inhibée par ApoC1 (Jong et
al. 1999; Mahley 1999; Hu et al. 2008).

- Fonction de pontage :

La LPL permet également, par une fonction dite de « pontage », grace a son affinité pour les
héparanes sulfates, de faire le lien entre ces derniers fixés a la cellule et les lipoprotéines
(Figure 21) (Fernandez-Borja et al. 1996; Merkel et al. 1998). Cette propriété, indépendante
de son activité catalytique, néanmoins dépendante de sa forme dimérique, favorise la liaison
et/ou I’internalisation des lipoprotéines liées a la LPL et leur transfert vers leurs récepteurs
que sont le LDL-R ou la LRP au sein des hépatocytes. Lors de I’endocytose de la LPL, il a été
démontré qu’a la fois les HSPG et le LRP peuvent participer a sa capture et sa dégradation.
En effet, la LPL agit comme ligand de LRP. RAP est un inhibiteur des liaisons au LRP : il
abolit quasi totalement la capture de la LPL par les hépatocytes chez le rat. La liaison des
LDL et VLDL a la surface cellulaire est augmentée en présence de LPL, ce qui aboutit a leur

internalisation et leur dégradation (Rumsey et al. 1992; Verges et al. 2004; Page et al. 2006).

- HSPG :

Les HSPG sont abondants dans la matrice extracellulaire, particuliérement dans I’espace de
Disse dans le foie, ainsi qu’a la surface des cellules de 1’endothélium vasculaire. La clearance
initiale des lipoprotéines commence avec la séquestration des lipoprotéines dans I’espace de
Disse ou la LPL joue un rdle de ligand et permet la capture de remnants. L’internalisation des

lipoprotéines par le biais des HSPG est lente comparée a celle ayant lieu via les LDL-R

(Mahley 1999; Hu et al. 2008).

- Héparine :

Il est intéressant de noter le role de I’héparine. En effet, sa présence permet, de par son action
sur les HSPG, de libérer la LPL présente a la surface des cellules endothéliales, dans le foie et
les tissus périphériques. Cette dernic¢re peut étre captée par le foie et dégradée ou aller se

refixer a I’endothélium sinusoidal hépatique. L héparine, en libérant la LPL présente dans les
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tissus extrahépatiques et a la surface de I’endothélium, et en stabilisant les dimeres de LPL,
entraine une plus grande activité de la LPL et par conséquent une augmentation de la lipolyse.
Elle augmente également la capture de la LPL par le foie et diminue son taux dans les tissus

périphériques (Peterson et al. 1992; Neuger et al. 2004; Kobayashi et al. 2007).

2. La lipase hépatique (HL)

La HL est principalement trouvée dans le foie chez la plupart des espéces animales et est
reliée a la LPL de par sa structure et sa fonction. Elle appartient a la superfamille de géne des
lipases (Santamarina-Fojo et al. 2004) et présente un role majeur dans le métabolisme des

lipides.

2.1. Structure

La HL humaine est une glycoprotéine de 476aa (64kDa) synthétisée et sécrétée
majoritairement par le foie. Elle est ancrée par les HSPG a la surface luminale des cellules
endothéliales sinusoidales du foie, sur la surface externe des microvillosités des hépatocytes
localisés dans I’espace de Disse et dans I’espace interhépatocytaire (Verhoeven et al. 1999).

La HL présente 4 sites putatifs de N-glycosylation et cette N-glycosylation est requise pour
que la HL soit synthétisée et active catalytiquement. Cela a été étudié in vitro dans des

cellules d’hépatome HepG?2 et in vivo dans des hépatocytes (Verhoeven et al. 1999).

2.2. Fonctions

- Fonction catalytique :

C’est une enzyme lipolytique, agissant comme ligand a la surface cellulaire pour capturer des
lipoprotéines. La fonction catalytique de la HL implique 1’hydrolyse des ponts acyl ester des
phospholipides et des mono, di et TG trouvés dans toutes les classes de lipoprotéines,
notamment dans les HDL et IDL. La HL est donc probablement impliquée dans le
remodelage des HDL ayant lieu lors du transport reverse du cholestérol dans le foie et dans
I’hydrolyse des IDL pour former les LDL qui pourront par la suite €tre internalisés (Ji et al.
1997; Verhoeven et al. 1999). L’activité lipolytique de la HL est inhibée quand elle est li¢e
aux HSPG.
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Figure 22 : Voie des lipides exogénes. D(apreés Lopez-Miranda, British Journal of
Nutrition et Alonzi, Expert Review of Proteomics (Lopez-Miranda et al. 2007; Alonzi et
al. 2008)
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- Fonction de pontage :

Par sa fonction de ligand, la HL interagit avec les HSPG a la surface cellulaire et des
récepteurs spécifiques incluant LDL-R et LRP, selon un processus indépendant de la lipolyse,
et le complexe HL-lipoprotéine peut étre internalisé, dans le but d’augmenter la clearance des
lipoprotéines. Elle facilite donc la capture hépatique des remnants et du cholestérol portés

dans les HDL et contribue ainsi activement au transport reverse du cholestérol.

- Régulation :

L’ApoAl a la capacité de déplacer la HL des HSPG, entrainant ainsi son activation et la
transformation des VLDL en LDL. De nombreuses études ont démontré une forte
augmentation de I’hydrolyse de TG quand la HL est libérée des HSPG de la surface cellulaire
aprés administration d’héparine. HDL et ApoAl jouent un rdle important dans la régulation

de la fonction et I’action lypolitique de la HL (Ramsamy et al. 2000; Ramsamy et al. 2003).

I11. Transport des lipoprotéines

Il existe 3 principales voies de synthese et transport des lipides dans le corps humain (voir

revues générales (Alonzi et al. 2008; Williams 2008).

1. Voie des lipides exogenes

Cette voie correspond au transport des lipides de I’alimentation de I’intestin, ou ils sont
émulsifiés par action de la bile, vers le foie et les organes extra hépatiques. Des acides gras et
du glycérol sont générés. Les acides gras sont dirigés vers les cellules épithéliales intestinales
ou a lieu la synthése de TG. Des chylomicrons y sont alors formés par 1’assemblage des TG et
du cholestérol. Ceux-ci sont ensuite libérés dans la circulation et rapidement hydrolysés par la
LPL pour donner les « remnants » de chylomicrons, par perte des acides gras. La perte des
ApoAl et A4 a la surface des «remnants» de chylomicrons sert a former, avec les
phospholipides et I’ApoC, des HDL. Les « remnants » de chylomicrons récupérent 1’ApoE
des HDL, favorisant ainsi leur pénétration dans les hépatocytes. Les lipides provenant de
’alimentation sont alors stockés et recyclés par le foie (Figure 22) (Alonzi et al. 2008; Chan

et al. 2008).
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Figure 23 : Voie des lipides endogenes. D(aprés Lopez-Miranda, British Journal of
Nutrition et Alonzi, Expert Review of Proteomics (Lopez-Miranda et al. 2007; Alonzi et
al. 2008)
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2. Voie des lipides endogénes

Les VLDL sont synthétisées par le foie a partir de TG et de cholestérol provenant de la
circulation sanguine. La LPL hydrolyse par la suite ces VLDL pour former des « remnants » :
des acides gras et a un stade ultérieur des IDL (Intermediar Density Lipoprotein) puis des
LDL apres perte des ApoC et E par I’action de la lipase hépatique (HL). L’ ApoB100 est le
constituant protéique essentiel des LDL et la liaison des LDL au LDL-R a la surface des
hépatocytes et d’autres cellules en dépend directement. Les IDL et LDL sont donc captés de
la circulation par les hépatocytes via le LDL-R, puis endocytés de facon clathrine-dépendante.
S’ensuit la libération de cholestérol qui sera par la suite incorporé dans de nouvelles

lipoprotéines (Figure 23) (Alonzi et al. 2008).

3. Voie du transport reverse du cholestérol

Les HDL permettent le retour du cholestérol en exces des tissus extra hépatiques vers le foie.
Elles sont formées majoritairement a partir des constituants libérés lors du catabolisme des
lipoprotéines de faible densité, mais aussi par 1’association d’une ApoAl avec du cholestérol
libre et des phospholipides. Cette propriét¢é des HDL leur confére un pouvoir
hypocholestérolémiant. Les HDL fournissent le cholestérol au foie de fagon directe au moyen
du récepteur SR-B1. De facon indirecte, la protéine CETP (Cholesterol Ester Transfer
Protein), ainsi que la HL, transferent le cholestérol des HDL aux LDL et VLDL et apres
endocytose de ces lipoprotéines, celui-ci est ensuite catabolisé dans les hépatocytes, d’ou il

sera excrété par la bile (Figure 24) (Lewis 2005; Alonzi et al. 2008).

IV. Interaction VHC - lipoprotéines

Les liens établis entre le VHC et les lipoprotéines sont nombreux. En effet, le VHC présent
dans le sérum de patient infecté présente un profil de densité extrémement hétérogene (1,03 a
1,34g/ml), du fait de son association avec des lipoprotéines. Nous pouvons aussi noter
I’utilisation de 2 récepteurs aux lipoprotéines par le VHC : LDL-R et SR-B1 (Agnello et al.
1999; Molina et al. 2007). De plus, la protéine de capside est capable d’inhiber 1’activité de la
MTP (Perlemuter et al. 2002), entrainant ainsi 1’inhibition de la formation de VLDL et par

conséquent I’accumulation de lipides dans le foie ou stéatose (Roingeard 2008). Il a
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Figure 24 : Voie du transport reverse du cholestérol. D aprés Lopez-Miranda, British
Journal of Nutrition et Alonzi, Expert Review of Proteomics (Lopez-Miranda et al. 2007;
Alonzi et al. 2008)
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également ¢ét¢ montré que la protéine de capside recrute protéines non-structurales et
complexes de réplication au niveau des membranes des LD, ce qui est critique non seulement
dans la réplication, mais aussi dans toute la morphogénése du VHC et pour la production de
particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007; Ogawa et al. 2009). Enfin, il est
intéressant d’observer que plus la densité des particules virales est faible, plus celles-ci sont
infectieuses, in vitro et in vivo (Agnello et al. 1999). Aizaki a notamment montré le role
essentiel du cholestérol et des sphingolipides associés au VHC dans !’internalisation, la
morphogénése et I’infectiosité du virus (Aizaki et al. 2008). De plus, des anticorps anti-f3
lipoprotéines inhibent efficacement 1’infection par HCVce (Andreo et al. 2007). En outre,
I’infectiosité du VHC est régulé par ApoC1, Apo prédominante dans les HDL (Meunier et al.
2005) et également actrice importante de la fusion membrane cellulaire-VHC (Dreux et al.
2007). Enfin, des siRNA dirigés contre I’ApoB (Huang et al. 2007) ou I’ApoE (Chang et al.
2007) inhibent efficacement la sécrétion de VHC. En 2009, il a aussi été montré que I’ApoE
associée au VHC facilite I’infection par interaction avec le LDL-R (Owen et al. 2009).
Puisque toutes ces Apo (B, E et C1) sont des composants majeurs des VLDL, ces différentes
¢tudes soulignent le rdle des lipoprotéines et de leurs composants dans 1’infectiosité du VHC

(Kapadia 2005; Ye 2007).

Bien que le mécanisme soit inconnu, de nombreux arguments plaident en faveur d’une
association du virus avec les lipoprotéines au cours de I’assemblage de celles-ci : 1’étude des
LVP a montré, qu’une fois délipidées, celles-ci présentent la capside en leur centre, que
I’association ApoB-ARN viral résiste a 1’action des détergents et enfin, les LVP proviennent
du foie et de I'intestin, les deux seuls organes a synthétiser des lipoprotéines (Nielsen et al.
2006).

Un modele de cosynthése du virus avec les ApoB a été proposé (Andre et al. 2002 et 2005) :
les lipides utilisés pour I’assemblage des ApoB sont présents dans les LD. La MTP,
nécessaire a la sécrétion des ApoB, transfere les lipides provenant des LD aux membranes du
RE. Les TG des membranes du RE sont transférés vers les ApoB naissantes. Les
glycoprotéines E1 et E2 sont enchassées dans la membrane du RE et la protéine de capside est
localisée a la surface des LD. Les complexes de réplication étant liés a la membrane du RE,
E1l et E2 pourraient favoriser la fusion des LD riches en TG avec les particules portant
I’ApoB dans la lumiere du RE. Ce role d’E1 et E2 pourrait étre facilité par le role inhibiteur
de la protéine de capside sur la MTP. Durant le processus de fusion, les protéines de capside

liées aux LD pourraient s’assembler pour former la capside contenant I’ARN viral.
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Figure 25 : Modele de cosynthése du VHC avec les ApoB. Dlaprés Icard, Plos One
(Icard et al. 2009)

1. L’ ApoB naissante est transférée dans la lumiére du RE durant sa traduction au niveau du
RE rugueux.
2. Une petite cavité de lipides se forme a la membrane du RE, par ’action de la MTP qui
permet le recrutement de TG et phospholipides.
3. 1l se forme alors un cceur de lipides neutres et I’apparition d’une particule sphérique qui est
libérée dans la lumiére du RE aprés la fin de la traduction de 1’ApoB.
4. Ceci correspond a la formation du précurseur 1 qui se meut dans la cellule vers un
compartiment distal de la voie de sécrétion.
5. Dans le RE lisse, un 2°™ précurseur se forme a partir de la membrane du RE et d’un
enrichissement en TG médié¢ par la MTP. A ce niveau, les glycoprotéines d’enveloppe sont
retenues dans la membrane du RE aprés leur maturation et clivage par des peptidases du RE.
L’hypothése actuellement émise est que les diméres E1E2 diffusent de la membrane du RE au
précurseur 2. Celui-ci se meut a son tour vers la voie de sécrétion.
6. Les 2 précurseurs fusionnent pour former une TRL mature, ou dans le cas de I’infection de
la cellule par le VHC, une TRL hybride.
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Dans ce modele, E1 et E2 joueraient un réle majeur dans le processus de fusion conduisant a
la génération des LVP, dirigeant I’entrée de celles-ci dans la voie de sécrétion des
lipoprotéines. Des données supplémentaires ont été apportées a ce modele par Icard en 2009,
suggérant que la synthése du VHC pourrait faire appel a deux précurseurs, comme le montre

la Figure 25 (Icard et al. 2009).

Enfin, il faut rappeler que notre équipe a mis en évidence le role des lipoprotéines dans
I’interaction du VHC avec le récepteur SR-B1/Clal. Cette association du virus avec les
lipoprotéines permet I’entrée virale et a un effet protecteur sur le virus face a la présence
d’anticorps neutralisants (Maillard et al. 2006). Le role essentiel des lipoprotéines dans
I’entrée virale et ’infection de la cellule nous a amenés a analyser le role de la LPL dans

P’entrée du VHC dans la cellule et son influence sur 1’infectiosité du virus.

Outre cette particularité du VHC d[étre associé aux lipoprotéines qui sont dune
importance capitale dans le cycle viral, notre intérét pour la compréhension de lléntrée
virale nous a conduits a nous intéresser au role des microtubules dans l/éntrée du VHC

dans la cellule et dans llinitiation dune infection productive.
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Protofilament I

Figure 26 : Structure d un microtubule (D[aprés le site internet Molecular
Expressions™™)
L’assemblage des hétérodimeres de tubuline a et B constitue un protofilament (encadré en
rouge). L association de 13 protofilaments forme le microtubule.
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Le VHC et le transport par les microtubules

Une partie de mes travaux de thése a abouti a la mise en évidence de I’importance majeure
des microtubules dans les mécanismes d’entrée et d’infection de la cellule par le VHC. Ce

chapitre s’attache donc a décrire 1’organisation et les diverses fonctions des microtubules.

I. Les microtubules

1. Structure

L’assemblage de dimeres de tubuline a et B s’effectue de facon organisée pour former un
protofilament. L’association de 13 protofilaments va former une structure cylindrique
hautement dynamique et polarisée : le microtubule. La polarité structurale des microtubules
est conférée par 1’association en « téte-queue » des hétérodimeres de tubuline (Figure 26).

Ces hétérodimeres s’assemblent et se désassemblent en permanence, ce qui correspond a deux
phénomenes précis : le phénomene d’instabilité dynamique des microtubules et le phénoméne
dit du « treadmilling », décrit par Wegner en 1976 (Wegner 1976; Rodionov 1997). Le
premier correspond au gain et a la perte concomitante de sous-unités au niveau de la méme
extrémité du microtubule alors que le second implique I’addition de sous-unités a I’extrémité
positive et la perte de sous-unités a I’extrémité négative (Figure 27).

On distingue 1’extrémité positive du filament, plus favorable a I’assemblage des dimeéres de
tubuline (polymérisation 3 fois plus rapide), et I’extrémité négative pour laquelle les dimeres
ont moins d’affinité (se dépolymérise si elle n’est pas stabilisée par d’autres protéines).
L’extrémité négative des microtubules provient en majorité du centrosome ou centre
organisateur des microtubules (MTOC : microtubules-organizing center), localisé a proximité
du noyau. Le MTOC contient une matrice de tubuline y. L extrémité positive est quant a elle
orientée vers la périphérie cellulaire (Figure 28).

L’assemblage des microtubules nécessite de 1’énergie, sous forme de guanosine triphosphate

(GTP) : c’est le cycle GTPase de la tubuline.
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Figure 27 : Modéles de polymérisation dynamique. D(aprés Kueh, Science (Kueh 2009)
Les hétérodiméres s’assemblent et se désassemblent en permanence.
A. Le phénoméne d’instabilit¢ dynamique correspond au gain et a la perte concomitante de
sous-unités au niveau de la méme extrémité du microtubule.
B. Le phénomene de « treadmilling » implique I’addition de sous-unités a I’extrémité positive
et la perte de sous-unités a I’extrémité négative.
T : sous-unité liée a NTP (orange) ; D : sous-unité lice 8 NDP (vert).
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2. Protéines moteurs

Deux protéines associées aux microtubules assurent les déplacements des divers ¢léments,
nommeés « cargos », le long de ces derniers (Figures 29 et 30) : la dynéine et la kinésine. La
vélocité est d’environ 2um/s pour la kinésine et la dynéine pour de nombreux cargos.

Des petites GTPases de la famille Rab sont impliquées dans la régulation du recrutement de
ces protéines motrices (Radtke et al. 2006).

Les mouvements bidirectionnels sont ¢également d’une grande importance. Dans ce cas, les
cargos changent constamment de direction : ils se meuvent le long des microtubules polarisés
en utilisant des moteurs opposés. Les LD notamment se meuvent de facon bidirectionnelle

(Welte 2004).

2.1. La kinésine

La kinésine se déplace sur les microtubules, vers leur extrémité positive. Elle fait partie d’une
super famille protéique comprenant 14 familles. Les membres de la famille des kinésines
partagent un domaine moteur conservé d’environ 40kDa, associé a d’autres domaines se liant
aux cargos. La kinésine 1 est la plus abondante. Elle comporte 2 chaines lourdes (KHC,
120kDa) et 2 chaines légéres (KLC, 64kDa). Cette protéine multi-domaine contient dans sa
partie Nt 2 domaines moteurs catalytiques, responsables de la motilité et de la génération de la
force motrice. Ceux ci sont connectés par une tige a une queue globulaire qui se lie
directement ou indirectement au cargo. Les domaines moteurs lient les microtubules et
entrainent un changement conformationnel, dirigé par hydrolyse de I’ATP, ce qui propulse la
molécule de kinésine et le cargo qui y est attaché vers I’extrémité positive des microtubules.
La partie Ct de KLC et la queue de KHC médient la liaison au cargo. La kinésine 1 peut
interagir avec une autre molécule, la dynéine cytoplasmique, par le biais de KLC, au niveau
de la chaine intermédiaire de la dynéine. Concernant la régulation, le transport peut étre
contrdlé au niveau des domaines moteurs, en altérant la facon dont ces derniers se lient a la
tige, ou bien il peut y avoir régulation par la facon dont les cargos s’amarrent aux moteurs

(Dohner et al. 2005; Henry et al. 2006).
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Canaux biliaires

‘ MTOC

Figure 28 : Organisation des microtubules dans une cellule épithéliale hépatique
polarisée. D(aprés Dohner, TRENDS in Microbiology (Dohner et al. 2005)
L’extrémité négative des microtubules pointe vers les canaux biliaires a la surface apicale de
la cellule. L extrémité positive pointe vers la membrane basale. Seule une petite partie des

microtubules est associée au MTOC.
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2.2. La dynéine

La dynéine se déplace vers I’extrémité négative des microtubules. La dynéine cytoplasmique
de type 1 est le moteur prédominant pour le transport en direction de cette extrémité négative.
C’est un grand complexe protéique multimérique, comportant 2 chaines lourdes (DHC,
520kDa), 2 chaines intermédiaires (DIC, 74kDa), plusieurs chaines intermédiaires légeres
(DLIC, 53-57kDa) et une série de chaines légeres (DLC). La partie Ct de DHC comporte une
téte globulaire hydrolysant ’ATP et une tige se terminant en domaine de liaison aux
microtubules. La partie Nt permet la dimérisation de DHC et sa liaison a DLIC et DIC, qui se
lie aussi @ DLC. DIC, DLIC et DLC sont impliqués dans la liaison au cargo ainsi que dans la
régulation de ’activité moteur. La dynéine s’associe aussi a un autre complexe protéique, la
dynactine, qui augmente ’activit¢ de la dynéine et est essentiel a 1’attachement de la dynéine

au cargo (Dohner et al. 2005; Henry et al. 20006).

3. Fonctions dans une cellule normale

Les microtubules sont des composants ubiquitaires majeurs du cytosquelette, jouant un role
fondamental au sein de la cellule. Ils participent notamment a I’organisation cytoplasmique, la
différenciation cellulaire, la division cellulaire de par leur réle dans la migration des
chromosomes, a la motilité¢ cellulaire et permettent le transport de vésicules et protéines
diverses dans le cytoplasme jusqu’a des régions cellulaires spécifiques.

Du fait de ces nombreux réles, leur dynamique est hautement régulée par une machinerie de
protéines complexe s’associant a leur extrémité et ayant une action soit stabilisatrice, soit
déstabilisatrice des microtubules polymérisés. Ces protéines jouent également un role
important dans 1’ancrage et la nucléation des microtubules au niveau du centrosome, ainsi que

dans leur interaction avec d’autres structures cellulaires (Dohner et al. 2005).

4. Fonctions dans une cellule infectée

Les cellules normales présentent des inclusions stockant des agrégats de protéines : les
aggresomes. Ceux-ci immobilisent les agrégats de protéines et les rend ainsi susceptibles a
une protéolyse par les protéasomes ou par autophagie. Ces aggresomes ont pour
caractéristique d’€tre transportés par les microtubules. Des inclusions similaires sont

observées dans les cellules infectées par des virus.
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* Microtubule
Dynéine Dynactine Kinésine-1

——— 100 nm

Figure 29 : Représentation schématique des protéines motrices et protéines associées.

Dlapreés Radtke, Cellular Microbiology (Radtke, Dohner et al. 2006)
Les microtubules forment des cylindres de 25 nm de diamétre. Deux protéines associées aux
microtubules assurent les déplacements des cargos le long de ces derniers. La kinésine se
déplace vers I’extrémité positive des microtubules et la dynéine vers I’extrémité négative. La
dynéine s’associe aussi a un autre complexe protéique, la dynactine, qui augmente ’activité
de la dynéine et est essentiel a 1’attachement de la dynéine au cargo. La dynéine consiste en 2
chaines lourdes DHC (en jaune) avec une activité motrice, ainsi que 2 chaines intermédiaires
DIC, 2 chaines intermédiaires légeéres DLIC et 6 chaines légéres DLC (en orange). Son
cofacteur, la dynactine (en orange fongé€) consiste en une courte tige formée principalement de
Arpl et d’un bras flexible p150°". La kinésine 1 contient 2 domaines moteurs (en jaune),
correspondant aux chaines lourdes KHC, et 2 chaines légeres KLC (en orange) attachées aux
KHC.
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Cela montre notamment 1’utilisation de la machinerie de transport cellulaire par ces derniers
(Wileman 2007).

Des interactions fonctionnelles entre virus et microtubules ont été montrées pour la premiére
fois par des études ultrastructurales, en microscopie ¢électronique, puis [’apparition de
techniques de vidéomicroscopie a permis 1’observation, par marquage direct de la capside
virale, de mouvements des virus sur les microtubules (Greber 2006).

Les virus ont une large variété de voie de trafic dans la cellule. Ils peuvent étre trouvés
attachés a la surface de la membrane plasmique, dans les endosomes précoces ou tardifs, dans
les lysosomes, libres dans le cytosol, le long des microtubules, accumulés au MTOC, adhérant
a ’enveloppe nucléaire, ou dans certains cas dans le noyau (Dohner et al. 2005). Ils peuvent
utiliser le systéme de transport constitué par les microtubules pour différentes étapes du cycle,
car la présence de nombreuses organelles et du cytosquelette restreint la diffusion libre des
molécules plus grandes que 500kDa dans le cytoplasme, ce qui nécessite par conséquent un
moyen de transport actif.

De nombreuses interactions ont ainsi été observées entre des protéines virales et les protéines
associées aux microtubules, notamment la chaine 1égére de la dynéine et un grand nombre de
virus utilisent donc les microtubules, et par conséquent ses moteurs que sont la dynéine et la
kinésine : HSV1, CMV, HIV1, rage, adénovirus, parvovirus, SV40, influenza, VHB, vaccine,
etc... (Leopold 2006).

De plus, il a ét¢ montré que les mouvements bidirectionnels sont courants pour les virus,

confortant ainsi le réle fondamental du réseau de microtubules dans le cycle viral.

I1. Cytosquelette et VHC

Les LD ont longtemps été considérées comme de simples sites de stockage, utilisées comme
source de lipides neutres pour le métabolisme, la synthése de membrane et la synthése de
stéroides. Cependant, plus récemment il a ét€ montré que ce sont des organelles dynamiques,
impliquées dans de nombreuses voies cellulaires incluant un engagement avec les
microtubules pour le transport actif. Des analyses protéomiques ont montré que de
nombreuses protéines sont associées aux LD mais leur role reste peu connu (Boulant et al.
2008).

La formation des complexes de réplication est fortement liée a I’organisation dynamique du

RE, aux filaments d’actine et au réseau de microtubules (Wolk et al. 2008). Leur transport se
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Figure 30 : Transport dans la cellule. Dlaprés Henry, Cellular Microbiology (Henry et al.
20006)

La kinésine se déplace vers I’extrémité positive des microtubules et la dynéine vers

I’extrémité négative, assurant le déplacement des cargos le long de ces derniers.
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fait via le réseau de microtubules. Ces observations permettent de montrer un lien direct entre
le réseau de microtubules et le cycle viral du VHC.

Du point de vue du cycle viral, aprés maturation par la signal peptide peptidase, la protéine de
capside du VHC est envoyée vers les LD. La protéine de capside est une protéine composée
de deux domaines D1 et D2, D2 étant responsable de 1’association de la capside avec les LD.
Des études ont révélé que certaines étapes de la voie d’assemblage des particules virales ont
lieu pres de ces organelles. L’association des LD a la protéine de capside est donc liée a la
production du virus dans les cellules infectées (Miyanari et al. 2007; Roingeard 2008).

La capside est impliquée dans la redistribution des LD autour du noyau dans les cellules
infectées (Boulant et al. 2008). Cette redistribution a lieu le long du réseau de microtubules,
de fagcon dynéine-dépendante. Ce mécanisme implique la dissociation de ’ADRP (Adipocyte
Differentiation-Related Protein) des LD. Cette protéine, associée aux LD et exprimée de
fagon ubiquitaire, est nécessaire pour maintenir leur distribution intracellulaire. Dans les
cellules infectées, la quantit¢ d’ADRP diminue a la surface des LD pour étre progressivement
remplacée par la protéine de capside (Boulant et al. 2008). De plus, la destruction du réseau
de microtubules diminue la libération de particules virales. Il existe donc un lien entre la
dynamique des LD et le cycle viral du VHC (Ogawa et al. 2009).

Un modele a été proposé : les sites contenant I’ARN viral répliqué sont souvent localisés
proches des LD associées a la protéine de capside. Ces sites forment un lieu possiblement
impliqué dans 1’assemblage de virions, ou I’ARN répliqué est empaqueté dans la capside.
Cela géncrerait ainsi des nucléocapsides qui vont acquérir une enveloppe lipidique contenant
les glycoprotéines virales, entrainant la production de particules virales matures (Miyanari et
al. 2007). En outre, le role essentiel des LD et des microtubules dans la production de
particules virales infectieuses est 1i¢ a I’agrégation de complexe de réplication au niveau de

ces LD (Figure 31) (Ogawa et al. 2009).
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Noyau

Figure 31 : Mode¢le décrivant le role putatif de 1(association protéine de capside/LD dans
le cycle viral du VHC. Dlapres Boulant, Traffic (Boulant et al. 2008)

En présence d’ADRP, les LD peuvent interagir avec les microtubules par I’intermédiaire des
protéines moteurs (dynéine ou kinésine). Il en résulte une distribution uniforme des LD.
Lorsque la protéine de capside se lie aux LD, ’ADRP se dissocie de la surface des LD. La
perte de I’ADRP induit un déséquilibre entre les protéines motrices, ce qui conduit au
déplacement des LD vers la périphérie nucléaire, pres du MTOC. La redistribution des LD
autour du MTOC résulte en une forte promiscuité de la protéine de capside avec le lieu de
réplication de ’ARN viral, au niveau des invaginations de la membrane du RE ou
« membranous web » (complexes de réplication). Cette promiscuité facilite le transfert de la
protéine de capside au RE et son interaction avec I’ARN viral, pour former la nucléocapside.
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OBJECTIFS DE THESE

Le mécanisme d’entrée du VHC dans les hépatocytes reste encore mal connu. Cependant, de
nombreux arguments permettent de faire un lien entre le cycle du VHC et le métabolisme des
lipoprotéines. En effet, la faible densité du VHC est due a une association du virus aux
lipoprotéines (Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999). En outre, parmi
ses récepteurs putatifs, 2 sont des récepteurs aux lipoprotéines : LDL-R et SR-BI. Des
résultats obtenus dans notre laboratoire, antérieurs a mon arrivée, ont démontré que le VHC
naturel issu du sérum de patients infectés reconnait SR-B1 via les lipoprotéines associées aux
particules virales. Les lipoprotéines permettraient donc I’entrée virale et ¢galement la
protection du virus face aux anticorps neutralisants (Maillard et al. 2006). La mise en
¢vidence que 1’association ApoE-VHC facilite I’infection par interaction avec le LDL-R a été
cruciale (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2005; Owen et al. 2009). De plus, il a également été
montré que la protéine de capside recrute des complexes de réplication au niveau des
membranes des LD, ce qui est critique pour la production de particules virales infectieuses
(Miyanari et al. 2007).

Le fait que les lipoprotéines jouent un role crucial dans I’entrée virale et ’infection des
cellules a permis d’émettre 1’hypothése que la LPL, enzyme clé du métabolisme des
lipoprotéines, pourrait médier ’entrée du VHC dans la cellule et donc jouer un réle dans
I’infection. La LPL posséde 2 fonctions : elle hydrolyse par sa fonction lipolytique les TG des
TRL, et par une fonction de pontage, permet I’ancrage et I’endocytose de lipoprotéines, et sert
comme ligand pour la famille des récepteurs de LDL. Notre groupe au sein de 1’Unité
Hépacivirus et Immunité Innée a donc proposé un nouveau mécanisme d’entrée du VHC dans
la cellule par I’intermédiaire de la LPL, pouvant représenter une nouvelle voie d’entrée virale
indépendante des autres récepteurs hépatiques du VHC ou une étape préliminaire d’entrée du
virus associé aux lipoprotéines, précédant son interaction avec les récepteurs du virus.

Dans un premier temps, le role de la LPL dans I’attachement et I’internalisation du VHC
naturel dans les hépatocytes a été étudié. Ces études ont permis de montrer que le mécanisme
d’entrée virale médiée par la LPL est trés similaire au mécanisme d’entrée dans les
hépatocytes des lipoprotéines circulantes (Figure 32) (Andreo et al. 2007).

Lors de mon arrivée dans le laboratoire, une avancée majeure dans la recherche sur le VHC
avait été réalisée : le groupe de Wakita venait de mettre en place le modele de culture

cellulaire HCVce (JFH-1) permettant une infection productive avec sécrétion de particules
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Figure 32 : Mécanisme d/éntrée virale médiée par la LPL
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infectieuses a partir de cellules infectées (Wakita et al. 2005; Zhong et al. 2005; Lindenbach
et al. 2006). Dans ce contexte, nous avons établi comme objectifs pour mon projet de thése :

1. d’analyser sur le mod¢le d’infection HCVcc Ieffet de la LPL sur I’entrée virale,

2. d’étudier I’influence de la LPL sur I’infection de la cellule par le modele HCVcc.

Les premiers résultats obtenus durant ma thése ont cependant été totalement inattendus. Nos
études n’ont corroboré que partiellement les résultats précédemment obtenus avec le modele
non réplicatif utilisant le virus sérique. Nous obtenons bien une augmentation de 1’adsorption
du HCVce médié par la LPL, mais de fagon surprenante, nous observons une inhibition de
I’infection par le HCVcc en présence de LPL. Face a ces données ayant fait I’objet d’une
publication a laquelle j’ai participé (Andreo et al. 2007), il nous a paru important d’examiner :

1. Deffet de la LPL sur I’infection de cellules avec différentes souches virales qui se
répliquent de fagon efficace in vitro : JFH-1 et J6/JFH-1, la nature des souches virales
pouvant étre importante en termes d’infectiosité,

2. D’effet de la LPL sur I’infection de cellules avec les mémes souches virales produites
in vivo chez des souris chimériques uPA-SCID transplantées avec des hépatocytes
humains primaires, les propriétés des particules virales produites in vitro et in vivo, et
I’effet de la LPL sur ces deux types de virus. Le virus produit chez les souris a
probablement une composition en lipoprotéines associées plus conforme a celle du
virus naturel, par rapport au virus produit en cellules Huh7.5.

Cette ouverture sur de nouveaux aspects inattendus de 1’entrée virale a constitué¢ une

expérience extrémement enrichissante pour mon travail de these.

Le laboratoire est également impliqué dans 1’étude d’un lien entre le cytosquelette et
I’infection par le VHC. Notre équipe analysant les mécanismes d’entrée du VHC dans la
cellule, s’est intéressée au role des microtubules dans les phases précoces de I’infection et a
montré I’existence d’une interaction entre la protéine de capside et la tubuline. Cela a posé les
bases de ma participation & un deuxiéme article (Roohvand et al. 2009), faisant la seconde
partie de ma thése. Dans la continuité de ce travail, nous nous sommes posés la question du
role du réseau de microtubules dans I’initiation de I’infection par le VHC, de I’attachement du
virus a la surface de la cellule cible jusqu’a son transport intracellulaire aprés son

internalisation, jusqu’a la fusion.

Les connaissances acquises par notre travail pourraient aboutir au développement de

nouvelles approches antivirales.
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ROLE DE LA LIPOPROTEINE LIPASE DANS LIENTREE ET
LINFECTION DE LA CELLULE PAR LE VHC

Les interactions VHC-hote conduisant a 1’infection de la cellule par le VHC ne sont pas
encore totalement ¢lucidées. Les récepteurs putatifs du VHC a la surface de 1’hépatocyte sont
variés : CD81 (Pileri et al. 1998), SR-B1/Clal (Scarselli et al. 2002), LDL-R (Agnello et al.
1999; Andre et al. 2002), HSPG (Barth et al. 2003), et protéines de jonctions serrées
Claudines (Evans et al. 2007; Zheng et al. 2007) et occludine (Ploss et al. 2009). De plus, le
VHC interagit avec DC-SIGN (exprimé sur les cellules de Kuppfer, les cellules dendritiques
et les lymphocytes) et L-SIGN (exprimé sur les cellules endothéliales sinusoidales du foie).
Les molécules non-spécifiques des hépatocytes peuvent avoir une fonction de récepteurs de
capture, capables de concentrer et transmettre le virus aux cellules permissives et ainsi jouer
un réle dans I'infection (Cormier et al. 2004). Apres attachement a différentes molécules de
surface sur la cellule (HSPG, LDL-R, SR-B1/Clal), le VHC interagit avec CD81, entrainant
la formation d’un complexe CD81/SR-B1 qui est dirigé vers les jonctions serrées ou il
interagit avec Claudine et occludine (Evans et al. 2007; Ploss et al. 2009). 11 a ét¢ démontré
(modeles HCVpp et HCVcc) que 'internalisation des particules virales dans la cellule est
clathrine-dépendante (Meertens et al. 2006; Blanchard et al. 2006). La fusion des
glycoprotéines d’enveloppe virale avec la membrane endosomale se fait au sein des
endosomes apres acidification (pH optimal : 5,5) (Meertens et al. 2006; Perrault 2009). Le
mécanisme d’entrée du VHC semble dépendre de la composition en lipides de la MP, de
I’enveloppe virale et des lipoprotéines associées aux particules virales. Mais si ces récepteurs
semblent jouer un rdle majeur dans I’entrée du VHC dans la cellule, la séquence
d’événements conduisant a 1’infection des hépatocytes humains reste encore mal connu. La
majeure partic du VHC infectieux est associé a des lipoprotéines, principalement des LDL et
des VLDL (Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et
2005). Les lipoprotéines ont un role clé dans I'infection par le VHC : en effet, seules les
fractions de faible densité contenues dans le sérum de patients infectés sont capables de
transmettre 1’infection aux chimpanzés (Bradley et al. 1991) et sont plus infectieuses in vitro
(Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005; Lindenbach, Meuleman et al. 2006). De plus,
I’infection chronique induit des changements dans le métabolisme lipidique du patient, tels

qu’une diminution du taux de lipoprotéines sériques ou I’accumulation de lipides dans les
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cellules du parenchyme hépatique (stéatose) (Roingeard 2008). Le fait que le cycle viral du
VHC soit associ¢ au métabolisme des lipoprotéines pourrait avoir des implications cruciales
dans ’entrée virale, la morphogénése et de développement de la persistance virale.

Du point de vue de I’entrée virale, CD81 et SR-B1/Clal se lient a la glycoprotéine
d’enveloppe E2 et médie I’entrée de pseudotypes viraux exprimant les glycoprotéines
d’enveloppe E1E2 a leur surface. Néanmoins, notre équipe a mis en évidence le réle des
lipoprotéines dans I’interaction du VHC avec le récepteur SR-B1/Clal. Cette association du
virus avec les lipoprotéines permet 1’entrée virale et pourrait jouer un rdle protecteur pour le
virus face a la présence d’anticorps neutralisants (Maillard et al. 2006). De plus, d’autres
récepteurs aux lipoprotéines comme le LDL-R (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et
2005; Molina et al. 2007) ainsi que des molécules non-spécifiques impliquées dans 1’entrée
des lipoprotéines dans la cellule, les HSPG, sont également impliqués dans ’entrée du VHC
dans la cellule. Nous avons aussi montré que les anticorps anti-f lipoprotéines inhibent
efficacement I’infection par HCVcc (Andreo et al. 2007). Aizaki a également mis en évidence
le role essentiel du cholestérol et des sphingolipides associés au VHC dans I’internalisation du
virus (Aizaki et al. 2008). En outre, I'infectiosit¢ du VHC est régulé¢ par ApoCl, Apo
prédominante dans les HDL (Meunier et al. 2005) et également actrice importante de la fusion
membrane cellulaire-VHC (Dreux et al. 2007). En 2009, il a aussi ét¢ montré que 1’ApoE
associée au VHC facilite ’entrée du virus par interaction avec le LDL-R (Owen et al. 2009).
Puisque toutes ces Apo (B, E et C1) sont des composants majeurs des VLDL, ces différentes
études soulignent le role des lipoprotéines et de leurs composants dans I’entrée du VHC (Ye

2007; Gastaminza et al. 2008).

La LPL appartient a la famille des triglycérides-lipases (Tableau 3). Elle est synthétisée par
les cellules musculaires, les adipocytes et les macrophages et devient active a la surface de
I’endothélium vasculaire. La LPL agit principalement comme une triacylglycérol hydrolase,
hydrolysant les TG des lipoprotéines riches en ApoB comme les chylomicrons ou les VLDL.
La LPL dimérique médie la clearance des TRL de la circulation par une fonction de pontage
entre les lipoprotéines et les HSPG présents a la surface cellulaire. Elle cible les TRL dans le
foie, ou elles sont internalisées puis dégradées par les hépatocytes. Cette fonction ne requiert

pas I’activité lipolytique de la LPL (cf Figure 21) (Mead et al. 2002; Merkel et al. 2002).

Les ¢tudes menées dans 1’Unité Hépacivirus et Immunité Innée ont montré que la LPL médie

la liaison et I’internalisation du VHC naturel (Andreo et al. 2007). Le mécanisme d’entrée
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cellulaire du virus associé¢ aux lipoprotéines est similaire au mécanisme conduisant a la
clearance hépatique des lipoprotéines de la circulation médiée par la LPL (cf Figure 32). En
effet, nos études ont montré que la LPL, ajoutée comme ligand exogéne a divers types de
cellules dont des cellules CHO ou des cellules d’hépatome humain, permet 1’entrée et
I’internalisation du virus dans ces cellules. Ce processus dépend de la LPL car il est inhibé de
fagon spécifique par des anticorps anti-LPL. L’interaction de la LPL avec le VHC naturel est
dépendante de la présence des lipoprotéines associées aux particules virales et peut étre
bloquée par des anticorps anti- lipoprotéines. En accord avec I’équipe de Zheng qui a montré
que les HSPG présents a la surface cellulaire jouent un réle essentiel dans la stabilité et
I’activité de pontage de la LPL (Zheng et al. 2006; Williams 2008), nos études ont montré que
les HSPG sont requis dans I’interaction VHC-cellule médiée par la LPL. En effet, la LPL
n’augmente pas I’attachement du virus aux cellules CHO déficientes en HSPG ou traitées par
de I’héparinase, enzyme digérant les HSPG. Les HSPG ont été proposés comme récepteur
« primaire » du VHC naturel (récepteur peu spécifique mais abondant a la surface des
cellules). En effet, les pseudoparticules virales portant les glycoprotéines d’enveloppe E1E2 a
leur surface interagissent avec les HSPG de la surface cellulaire, par la protéine E2, et les
HSPG sont probablement impliqués dans [’interaction du HCVcc avec la cellule
(Koutsoudakis et al. 2006; Morikawa et al. 2007). Nos données suggerent que le VHC peut
¢également se lier indirectement aux HSPG présents a la surface cellulaire, via la LPL et les
lipoprotéines associées aux particules virales.

Nous avons également démontré que la LPL humaine endogéne surexprimée par la lignée
monocytaire THP1 différenciée en macrophages aprés induction par dexaméthasone,
permettent 1’association du VHC a la cellule, alors que la LPL provenant de Pseudomonas sp.
n’a aucun effet, ni sur ’interaction du virus avec la cellule, ni sur I’infection. Le mécanisme
d’action de la LPL sur le VHC est donc spécifique de 1’enzyme humaine ou bovine, qui sont
hautement homologues.

La LPL existe sous une forme dimérique enzymatiquement active et monomérique
catalytiquement inactive et incapable de médier le pontage (Merkel et al. 1998). La forme
monomérique est dominante dans le sang ou la LPL circule majoritairement associée aux
VLDL. In vivo, il semble y avoir un équilibre régulant la formation de diméres et monomeéres,
équilibre probablement maintenu grace au pouvoir stabilisateur des HSPG a la surface des
cellules (Lookene et al. 2004). In vitro, la forme dimérique est instable, les modifications de

température et de pH entrainant sa dissociation en monomeéres. Nous avons montré 1’effet de
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la température sur la structure de la LPL par des tests ELISA, spécialement congus pour
détecter la forme dimérique ou monomérique de la LPL, impliquant 1’anticorps monoclonal
anti-LPL 5D2. Notre étude a confirmé que la structure dimérique de la LPL donc est
indispensable a sa fonction enzymatique et sa fonction de pontage entre les lipoprotéines et
les HSPG présents a la surface cellulaire, fonction conduisant a la clearance hépatique des
lipoprotéines (Merkel et al. 2002).

Dans nos études du virus sérique, nous avons également montré que la THL, inhibiteur
spécifique de la LPL se liant de fagon covalente au site actif de I’enzyme sans affecter sa
structure dimérique (Lookene et al. 1994), inhibe I’interaction du virus naturel médié par la
LPL avec les cellules CHO, les cellules d’hépatome et les macrophages dérivés de THP1. Ces
résultats suggeérent que la structure dimérique et I’activité catalytique de la LPL sont toutes
deux requises pour I’interaction LPL-dépendante entre le virus naturel d’origine sérique et la
cellule.

Nous avons aussi montré que la majeure partie du VHC est internalisé dans les cellules Huh7
en présence de LPL, par I'utilisation de chloroquine, agent lysomotrope bloquant les voies
d’endocytose. Ces études ont montré que la LPL est un médiateur d’entrée du VHC dans la
cellule par des mécanismes qui impliquent la formation d’un pont entre les lipoprotéines
associ¢es aux particules virales et les HSPG a la surface de la cellule. Ce mécanisme,
similaire a la fixation et l’internalisation des lipoprotéines dans les cellules hépatiques,

conduit a I’internalisation du virus dans la cellule.

Dans le contexte du développement d’un systéme de culture du VHC in vitro, en 2005 (noté
HCVcc ou JFH-1), nous nous sommes donc intéressés au role de la LPL et des lipoprotéines
associées au virus dans ’infection de la cellule par le VHC. De facon étonnante, nos données
montrent que la LPL induit une inhibition significative de I’infection par le HCVcc in vitro.
La LPL affecte les stades précoces de I’infection, car lorsque celle-ci est ajoutée aux cellules
2h apres infection, elle n’induit aucun effet inhibiteur. Nous avons considéré la possibilité que
I’inhibition de I’infection par le HCVcc pouvait résulter de ’action lipolytique de la LPL,
comme cela avait été précédemment décrit pour le VHC d’origine sérique avec la LPL de
Pseudomonas sp. (Thomssen 2002). Cependant, nous n’avons pas observé d’effet significatif
de la LPL sur I’infectiosité du HCVcc lorsque le virus est pré-incubé avec la LPL jusqu’a 4h a
37°C avant infection des cellules. L’ensemble de ces données suggére que la LPL médie
I’entrée virale par un mécanisme similaire a celui de la clearance hépatique des TRL de la

circulation, entrainant le virus dans une voie non productive.
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Ces résultats constituent une ouverture dans 1’étude des mécanismes de I’entrée du VHC et
suggerent ainsi que la LPL pourrait moduler I’infectiosité du VHC in vivo, entrainant le virus

dans une voie abortive de I’infection. Ceci fait partie de nos études suivantes (Article 2).
Ces données ont fait I’objet de la premiére publication a laquelle j’ai participé « Lipoprotein

lipase mediates hepatitis C virus (HCV) cell entry and inhibits HCV infection » publi¢e
dans Cellular Microbiology en 2007 (Andreo et al. 2007).
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Bummary

The host=virus interactions leading to cell infection
with hepatitis C virus (HCV) are not fully understood.
The tetraspanin CO-81 and human scavenger receptor
SR-BVClal are major receptors mediating virus call
entry. Howewer, HCV in patients’ sera is associated
with lipoproteins and infectious potential of the virus
depends on lipoproteins associated to virus particlas.
‘We show hera that lipoprotein lipase (LPL), targeting
triglyceride-rich lipoproteine (TRL) to the liver, medi-
ates binding and internalization of HCV to different
types of cells, acting as a bridge between wvirus-
associated lipoproteins and call surface heparan
sulfate protecglycans (H5PG). The dimeric structure
and catalytic activity of LPL are required for LPL-
mediated HCV uptake to cells. Unexpectadly, exog-
enous LPL significantly inhibits HCVer infection in
vitro. This effect is prevented by anti-LPL antibodies
and by tetrahydrolipstatin {THL) a specific inhibitor of
LPL enzymatic activity. In addition, we show that anti-
bodies directed to apolipoprotein B (ApoBj-containing
lipoprotéins efficiently inhibits HCVec infection. Cur
findings suggest that LPL mediates HCV cell entry by
amechanism similar to hepatic clearance of TRL from
the circulation, promoting a non-productive wirus
uptake. Thesa data provide new insight into mecha-
nizms of HCV call entry and suggest that LPL could
modulate HCV infectivity i wivo.

Introduction

Hepatitis C vinus [HCV) §s the principal cause of blood-
transmitted chronic hepatitis, which may lead to Bver
Aecaved 26 January, 2007, revised 25 Ageil, 2007 ; accepiad 26 Agril,
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cirrhiosis and hepatocelular carcinoma. HCY is an envel-
opsd virus of the Flavivindae family, with a posiitve ANA
genome encoding a single polyprotein processed by viral
and celhdar proleases into three structural {cors, EY and
EZ)}, F¥ protein and several non-structural proteins in the
cytoplasm of the infected hepatooyte (Penin si al, 2004 L
“anous cell suface molecules are candidate receptors
for HCW, inchuding tetraspanin CDE1, mannose-binding
lectins DC-Sign, L-Sign, heparan sulfste proteocglycans,
lowe-density Bpoprotein receptar (LOL-A), human *scaven-
ger” receptor clzss B type | (SR-BICla-1) {Pled et al,
o0 Agnello etal, 1000; Gemi ef al, 2002; Scarssll
et at., 2002; Lozach et ai, 2003; Comuier st al., 2004} and
Claudin-1 recently proposed &5 a co-receplor (Evans
et al., 2007). Among these CO-81 and SR-BIACIaT have
bieen shown to play & magor role in HCV cell entry {Linden-
bach st al, 2005; Wakila ef al, 2005; Zhong st al, 2005;
Kapadia st ai, 2007y, however, the exact mechanism of
HCW infection of human hepatocyies remains unclear. n
addition, the structure of the natural infectious HCW par-
ticles s not well defined. Vanous viral forms have been
isclated from patients’ sera: Bpo-viro panicles {LVP) con-
taining apolipoprodein B (ApoB)y and apopolipoprotein E
{ApoE) {André st al, 2002 ), excsomes beanng HEV-ANA
{Masciopinto et al, 2004), flavivirus-ike HCV vildons unas-
socisted with plasma Bpoproteins (Petit st ail, 2005) and
non-ermeeloped HEY nucleocapsids (Maillard e al, 2001 )L
The magonity of the infectious HCV circulstes in the
patient’s serum in association with Bpoproteins (mainky
WLOL and LOL) (Thomssen st al, 1802, Prince st al,
1868} Lipoproteins play a key rods in HEV indection: onlby
low-density fractions of HCV-positive plasma samples
transmitted infection to chimpanzess (Bradley i al,
1861} and to cultured cells in witro through the LOL recep-
tor (LOL-A) (Agnello et af, 1868 Monazahian et af, 2000,
André etal, 2002). SR-BIfClat binds HCW E2 envelops
protein (Scarseli st al, 2002) and mediaies the uplake of
viral pssudotypes expressing E1E2 emvelope proieins on
their sudface (Barosch et al, 2003). Neverthsless, natural
HCW interacts with SR-BIFClat through virus-sssociated
ApoB-containing Bpoproteins (Mallard et af, 2006).
Acell culture sysiem, based on a cloned genotyps 2a
HCV izolated from a patient with fulminani hepatitis C, has
been developed, making il possible to produce viral par-
ticles {HC Voo that can infect hepatoma cells i witro [ Lin-
denbach efal, 2005 Wakia et al, 2008; Zhong &t al,
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2005). Secreted vines infects Huh-7.5 cells and fransmits
infection to chimpanzess and o mice with human Bver
grafts [Uindenbach efal, 2006} MNotably, the viruses
recoversd from these animals had a lowsr buovanl
density and were much more infectious than the viruses
initizlty produced in cell culture (Lindenbach et ail, 2006).
These observations confirmed thal Bpoproteins andfor
ather host-specific factors play a crucial ole in natwal
HCV infection.

Hepatifis C virus We cycle is associated with Bpoprotein
metabolism and Bpoproteins may have important impbca-
tions for viral cell entry, morphopgenssis, tissus tropism
and development of HCW persistence (André et al, 2005k
Lipoprotedn lipase belongs o the trighyceride lpass family
{Hide et ai, 1802} LPL iz synmihesized by smooth muscle
cells and macrophages and becomes functional at the
surtace of vascular endothelium (Mead siéall, 2002} LPL
acis mainly a5 a triacylghcenol hydrolase, ydrobysing
tnighycendes in triglycende-ich ApoB-containing Bpopro-
teins such as chylomicrons and very kow-density Bpopro-
teins (VLDOL) {Mead stal, 2002). Dimenc LPL mediates
clearance of THL from the circulation by acting a5 & bridge
between lipoproteing and cell surface heparan sullate pro-
teoghycans (HSPG) (Williams st al, 1882; Krapp stal,
18685). LPL targets THL to the Bver, where they are inter-
nalized by hepatocyies for degradation [Hesren stal,
2002)

In ihis study, we show thai LPL mediaies binding and
celdar uptake of HCV in am HEP G-dependent manner.
The mechanism for celular wptake of lipoprotsin-
asgocizted virus is simiar 1o LP L-mediated hepatic clear-
ance of lipoproteins from circulation. Our dats show also
that LPL has an inhibfiory effect on HCY infection and
suggest that LPL might modulate HCV infectivity i wivo.

Results

Exogenous, boving LPL mediates binding of HCV to
CHO ceite

We used CHO cells to imvestigate whether bovine LPL,
used as an exopenous Bgand, could mediste binding of
natural HCV to the cell suface. Bovine LPL is highly
homologous to man LPL (Hide st al, 1992} and CHO
cells are commonty used to study the rode of LPL in
interactions between lipoproteins and cells (Bermyman
and Bersadoun, 1985). These cells do not express puta-
tive HCV receptors. The amound of HCV-ANA bound 1o
cells increased in a dose-dependent manner in redation 1o
the concentration of bovine LPL added (Fig. 1AL

‘Wia inhibited virus attachment o cells with an ami-LPL
monoclkonal antibody (mAb) 502 which binds to the
C-terminal domain of LPL, involved in the interaction of
LPL with lpoproteins and heparin (Ui st al., 1982; Chang
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Fig- 1. Bogenous bowine LPL enhances HEY inteacion with
CHO ol

A Tha moubafan of CHO celle with incnicsing conoentrafions of
bavine LFL snhances HCW interacton with odlls in a
dome-depand e mameae

B LPL-madiated HEV cslubar upishe i infshiged by an§-LUPL milb
ED2. UPL wars incubatsd with various cancantraions {0L5-2 pg mir')
of mAh 502 before adddion i CHO cadls. Contrad snmples
Imculbated in fhe oheenos of man (0] o in e presance of 2pgmi™?
nomal mouse g5 ans shoamn

etail, 1988) (Fig. 1B). Thus, LPL, known to mediate the
uptake of trighrcende-nch lpoproteins to cells, also medi-
ates the cellulsr binding and probably uplake of semm-
denived HOW.

LPL mediates binding and imemalization of
liroorotein-associated HCV inic iepatoma cells

Winus interaction with Huh¥ cells was also increased by 2-
to 20-fold by bovine LPL for varous serum samples from
asymptomatic and symptomaticchronic HCV camersimde-
pendently of viral load. This enhancing sffect was compa-
rabls to the eflect of LPL on cellular uptake of Bpoproteins
{Casarcl-Marano et al, 1988 Seo etal, 2000, Hesnen
gtal, 2002; Mesd atf at, 2002; Merkel stal, 2002). The
enhancing sffect was specific for bovine LPL, which is
highly homobogouwsto human LPL, as LPL from Feeudomo-
nassp. had no eflect on vinus associstion with HuhT cells
{Fig. 2A). Siafistical analysis descrbed in Expenmental
procedures and caried owt on three defined groups of
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samples confirmed that these resulis were siatistically
significant: median {range) of HC\ associated with cells
ware 180 200 (100 000315 O00), 1 400 000 (S01 00—
2 110 000y and 114 500 {F0 900188 T00) expressed in
inte mational uniis {1U]} tor group 1 (Huh T cells inoculsted in
the absence of LPL) (=12}, group 2 (Huh? cells inocu-
lated in the presence of bovine LPL) {rm = 10} and group 3
({Huh? cells inoculaled in the presence of LPL from
FPseudomonas sp.) [n=9 respactively {F < 0.000 1) Two-
oy-twin compansons gave P-values of 0LG001 tor growp 1
wersus 2, 00002 for 2 versus 3 and 002 for 1 versus 3,

MNotably wirus/cell ineracticn mediated by LPL was
inhibfied by anlibodiss directed to  [Mpoproteing
{Fig. 2B). This cleardy demonstrated thai Bpoprotsins
associated to HOW play a key role in vines/cell inferac-
tfions through LPL

‘We investigated whether cell surface binding mediated
by LPL leads to intemalization of natural HCV into Huh?
cellzs. LPL increased vinus interaction with hepatoma cefls
at 4%C (Fig. 2C) that implies increased vinus binding 1o the
cell surface. Following further incubation of the vins wilh
cells at 37°C the amount of HCV-AMNA associated with
cells furher increased. This observation suggests vinus
inte malization into the cell via LPL by ensrgy-dependent
mech ardsms.

L PL-mediated HCWeell inieraction depends on the
presence of HSPG on the cell sunface

LPL anchors Bpoproteins 1o the cell surface, forming a
bridge betwesn cell sudace HSPG and Bpoproteins dus
to s heparine and lipoprotein-binding domains. We
investigaled whether HEPG was involved in the LPL-
mediated HCV interaction with cefls. To this purpose, we
compared the amounis of HCV associated with CHO
cells expressing HSPG and with HSPG-deficient CHO-
pSgA-T45 cells, in the presence and absence of LPL.
‘We showed by immunofluorescence microscopy ihat
exogenous LPL bound to the wild-type CHO cells bat not
o H5PG-deficient cells {Fig. 3A and B). LPL enhanced
HCV binding to wildtype CHO cells, tad nol to HSPG-
deficient CHO cells (Fig. 3C). Equally, the effect of LPL
an HCV binding to CHO cells was significantly weaker
tham in controls it the cells were freated with hepannass
|, which cleaves cell suface HSPG (Fig. 30). Thus,
HEPG plays a chtical role in LPL-mediated binding of
HCW 1o the cell sudace.

Endogenous LPL produced by human macrophages
mediatss HCV uptaks.

‘We used THP1 cells lo investigate whethar human LPL,
produced by THPI-derived macrophsges, could slso
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Fig. 3. LPL-medated oslular uptaks of HCY
depenis on the presence of HERG an e o=l
muriaos .
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enhance vinus tinding and uptake. We induced LPL pro-
ducticn by THP1-dedved macroph apes wilh dedametha-
sane, known 1o upregulate LPL production {Cromin st at,
1801  Immuncfluorescence siudies confirmed  that
dexamethasone-induced macrophages expressed higher
levels of LPFL than unstimulaied cells (Fig.44 and B)
Induction with dexamethasons also enhanced binding of
HCV with these cells (Fig. 4C). Binding was inhibited by
mAb 502 whereas control mouse 195 had no effect
{Fig. 4D}.

‘When dexamethasone-induced cells were freated with
hieparin, which removes LPL bound 1o HS PG, significantly
smaller amounts of HCV remained associated with
trealed than with non-ireated cells (not shown). These
findings indicated that LPL produced by human macroph-
ages mediates HCV upiake into these cells by inferacting
with H5PG on the cell surface.

The dimeric and enzymaiically active fom of LPL
mediates HC W oell interaction

The dimenc form of LPL is enzymatically active and acts
a5 a brdge between lipoproteins and cell sudface HEPG,
whereas the maonomenc fom has neither of these prop-
eries (Krapp stal, 1985 Chang sf al, 1808 Lookens
gt al, 2004}, We investigated whether enzymatic activity

Hepl(2U] Hepl(SU}

s required for virus binding and uptake into cells. For this
purpose, we used the specific inhibior tetrabyd rolipstatin
{THL}, which covalenily binds to LPL and tocks its enzy-
mafic sctivily wilthowl affecting the dimenc stmucture
(Lockens et al, 1884). THL inhitited the LPL-medisted
virus. inte raction with CHO cells (Fig. 5A), hepatoma cells
{Fig. 5B} and with dexamethasone-stimulated macroph-
ages {Fig. 5C). Mevertheless, THL inaclivated LPL
remaired dimeric, a5 determined by sandwich ELISA
{datz not shown). Monomenization of the enzyme, svi-
denced by ELISA, also impaired the effect of LPL on HCW
cellular uptake (data nod shown ).

These findings suppon the contention that dimearic and
catahfdically active LPL mediales interaction of HCW wath
different types of cells by forming a bridge betwesn HEPG
and lpoprotein-associated HCW.

LPL mhitiis HC Voo infeciion

Using JFH1 strain of HCVeco we investigated whether
exogenous LPL could influence HCOW indection. HOVec
bindling 1o Huh-7.5 cells was enhanced two- to threefold
by LPL {Fig. 84). To assess the influsnce of LPL on cell
infection, we incubaied Huh-7.5 cells with LPL before
infection with JFH1 and we detemmined the level of vinus
production by guantitative reverse transcrption poly-
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Fig- 4. Endogenously praduced human LPL
enhonoes HECY assocaton with THP 1-derived
FTis i 5] 1

Band B THPY colls wers Snaated with PMA o
nduce daredaion imo maoophages.
Thess macraphages wens smulated with
dexanehamons, nesuling in fss praducian
of Figher bewals of LPL {4 than
norrsimulated cdis (B LPL was detectsd by
stainirg with mAb 802, follawed by Abaa
28-fabdled arfi-mauss g5

G Human endogenmus LR producsd by
dexamathasane-simulal sl maoraphoy es
enhanced HEY associaton with oels similady
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merase chain reaction {gRT-PCR) at vamous time points
after infection. In the presence of enzymatically active
LPL, the levels of HCWV-AMA in infected cells were sig-
nificantly bower {up 1o 100-fold) than in comircls. |t the
catahtic activity of LPL was blocked with THL, infection
levels were simllar o those in the absence of LPL
(Fig.6B). LPL did not affect postentry steps, as THL

D 2007 The Authars
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added 2 h post infection could not restore HCW infectiv-
ity. Also LPL added after cell infection did not induce any
inhitgicry effect (data not shownh Anti-LPL méAb 5D2
interfening wilh LPL enzymatic activity and bnidging
capacity prevented negative sffect of LPL onm HCVec
infectivity (Fig. 8C) In addtion, LPL from Pseudomonas
gp., which did not affect virus binding 1o cells, also did
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Fig. & Dimevic and anzymagcaly acive LPL mediates HOY
calular uptaes. THL inhitits LPL-meadiated HCY upaks o CHO
cdl= (4] and HuhT cdis {8 and THP 1-derived maoraphages {C).
LPL wom freated with 25 pgmi™ THL before incubafon with osis
and then cslls wens incubated wilh HCV-posiSve ssrum samples (0
ard B]. THP1-darivad macraphag e praducing andogeanaus LPL
ware ok e with HCV-pogiive saum samples for 2 h 2t 370 in
tha prasenca ar absencs of 28 pgmi™ THL

niot inhibit HCVec infection {nol shown) These dala
cleady showsed that inhibitory effect on HCW infection
was induced by membrane-associated and catahtically
active bovine LPL.

To exclude the possibiiity that the inhibiony effect of
LPL om HCVec infectivity could be due to the direct vino-
Iytic action of LPL, we investigated the infectious polen-
tial of JFH1 atter imcubation of the virus with LPL i vitro
for 1, 2 ar 4 h pror the cell infection. The obtainsd
results (Fig. 60} showsd that the predncubstion of
HCVeoo with LPL only shghily aifected ms infectivity
as compared wih the pronounced sffect of LPL on
HCVeo infection produced by LPL associated with cell
membrane.

The substantial sffect of LPL suggested thai Bpopro-
teins associated 1o vinus paricles could play an essential
e in HO Voo infection. Indesd, anti-fi-Epoprotein antibod-
ies (reactive with ApoB, VLDL and LOL) inhibited HZ Voo
infection bty 7% (Fig. 6E), whereas nomal goat semum
and polyclonal HDOL-specific antibodies had no sffect
{data not shown). In control expedments HCIG, a prepa-
ration of immunoglobuline from sera of HEVHindected
patienis, confaining neuiralizing anti-HCV anfibodies [Yu
ataf., 2004}, inhitiied HCVec infection by & (Fig. 6F ).

Collectively, these findings indicated that dimedc and
enzymatically active LPL bound to cell membranss
increases HCV uptake but decresses productive HCW
infection.

Discus=sion

This study demonsirates thal LPL, a key enzyme in
metabolism of Hpoprotsins that hydrolyses THL and
directs THL 1o the lver, mediates binding and cellular
upiake of HCV by mechanisms similar to hepatic clear-
ance of Bpoproteins from the circulation. Cwr findings
show also that LPL inhibits HC Ve infection and suggest
that LPL could modulate HCWV infection i wvivo.

‘We show here that LPL sdded as an exogenous gand
o varnious types of cells, including human hepatoma cells,
mediates binding and uptake of HCV 1o these cells and
this process is specifically inhitited by anti-LPL mAb. The
intersction of LPL with natural HCV depends an the pres-
ence of Bpoproteins associated with virus paricles and is
blocked by anti-Mipoprotein antibodies. Bovine LPL,
homologous to buman LPL or human LPL endogenoushy
produced by macrophages, promotes HCV cell associa-
tion, wherseas LPL defved from Pssudomonas sp. has
nefiher effect on interaction of HCW wiih cells nor inhibe-
tory effect on HCGW infection.

e show also that H5PG on the cell surface, which
plays an essential role in LPL siabilily and bridging sctivity
{Wiliams & al, 1882; Berryman and Bensadoun, 1605
Kolset and Salmivirta, 1988}, is required for the LPL-
mediated HEY interaction with cells: indesd, LPL does naot
enhance vinug attachment to protecolvcan-deficient calis
af to e parinase-treated cells. Heparan sulfsts proteoghy-
can has been proposed as a possible attachment receptor

D 2007 Tha Authars
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for natural HCV (Germi ef al., 2002}, psewdoviral pardicles
beanng E1E2 envelope glycoproteins on their surace
{Barh staf, 2003} and is probably imiolved in cell infec-
tion by HCVec (Kowusoudakis et al, 2006). Our findings
indicate that HCV can also bind to cell sudace HSPG
indirectly, throwgh LPL.

The dimenc structure of LPL is required for ihe enzyme
1o act as a bhdge between lipoproteins and HSPG for the
hepatic clearance of Bpoproteins (Heeren efal., 2002).
Comespondingly, we showed that monomernization of the
enzyme impaired the effect of LPL an HCV celdar
uptake. ‘We found also that THL, a specific inhibiior that
covalently binds 1o the LPL active site without affecting the
dimenc structure of the enzyme (Lookene af afl, 1904),
inhibdis ithe LPL-medisted imteraction of natural vinus wilh
CHO cells, hepaloma cells and THPi-denved
macrophages. These results indicate that boih the dimenic
struciure and the catahbviic activity of LPL are crtical far
LPL-medisted imeraciion of HOW with cells.

Surprisingly, LPL induced significant inhitation (up 1o
100-foldy of HCVice infeciion i witro. The infectivity of
HC Voo retumed to nomal levels in the presence of THL-
inactivated LPL, indicating that LPL enzymatic activily
wias required to produce inhibitony eflect on call infection.
LPL affected sary steps of infection, as the effect induced
by LPL was not sensiive to THL added 2 h afler infection.
Alo LPL added afier cell infection did not induce any
irhibita ry effect. Maoreowver, anfi-LPL antibody, which inter-
teres with LPL catshitic activity and bndging capacity,
suppressed the effect of LPL on virus infection. We con-
sidered the possiblily that the impaired HCV infection
could result {from vinohdic action of LPL on HCW, as
descnbed for LPL from Pseudemonas sp. (Thomssen and
Bonk, 2002). Howewver, we did not obssrved a significant
effect of LPL on HOVoc infectivity wihen ihe vinus was
pre-sincubated with LPL wp to 4 h at 37°C before cell
infection. In addition, the induced eflects were specific for
bovine LPL, which is highly homologous 1o human
enzyme, 23 LPL from Pesudomonas sp. did not affect
eflher virus binding to cells or HCVec infection. Collec-
tivedy these data showed that the effect of LPL on HCVec
infectivity was produced by bovine LPL associsied wilh
cell membranes through mechanisms similar to the LPL-
medisted Bpoprotedn uptake,

‘Wi show herein that lipoproteins associated to natural
vinus afe essential for its interaction with LPL. It is well
established that the magonty of natural HCV is associated
with Bpoproteins and that Bpoproteins are crtical for HCW
infectivity {(Bradley et al, 1881). Inerestingly, we show
ihai Bpoproteins are reguired for HCWoo  infectivity.
Indesd, we could block infection by 7% with antibodies
directed to A pol-containing lpoproteins:; VLDOL, LOL and
ApoB, bl not with anti-HDL antibodies. These amtifi-
lipoprotein antibodies in our previous studies inhabited the

2 2007 The Authars
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interaction o natural vines with hepatoma cells and SR-BIY
Clat (Mallard et ai., 2006). Thus, both natural and i witro
produced virusss requine A poB -containing Bpoproteins for
cell infection and both have a capacity to interact wih
LPL. These dsata are in agreement with recent obsenva-
tions that infectious HC Vec particles produced in witno and
released 1o the supematan from infecied cells are asso-
ciated with Bpoproteins (Gastaminza et al., 2008) and that
HCW producticn is dependent on assembly and secredion
of WLOL (Husng sf al, 20007 Mevertheless, il is conceiy-
able that the differences might exist between vinus pro-
cuced dunng natural infection and HCVec in terms of
composition of vires paricles and their association with
Bpoproteins.  Indeed, HCVW JeJFHT  recoversd from
infected animals had lower bucyant densilty and much
higher infectivity than the same virus sirsin infially pro-
cuced in Huh-7.5 cells (Lindenbach sf al, 2008). In add-
tion, chamges in viral density {from low to higher density )
oocur during persistent HCVeo infection i vitro (£hang
et ai., 2006) and duning svolulion from acute to chronic
phase of disease in HCV-nfected individuals (Watson
et af., 1886, Collectively our observations raise the pos-
sibility 1hat LPL could have a modulatory effect om HCW
infectivity i vivio that could depend on the composiion of
vinus-associated lipoprodsins.

The exact mechanisms of action of LPL on HCV c=ll
eniry and s impact on HEY cell infection require further
studies. Based an our current resulis we speculate that
LPL could stimudate a mon-productive route of HCW cell
eniry leading to vinus degradation. In this mechanism, the
Epohylic aclivity of LPL may be needed to transiorm HCW-
associated THL into lipoprotein remnants, thus facilitating
hedr binding and uptake through receptors of the LDL-R
tamily. Alematively HSPG alone may bind LPL—virus
complexes, leading 1o direct endocyiosis through the
HEPG-metabolic pathway independent of other hepatic
receptors. Hecently, in collaboration with other groups we
showed that LPL could also play & role in the early sleps
of celll infection with other he patotropic vires — hepatitis B
vinus {Deng st al, 2007 ).

In addition, dus 0 s capacity 1o interact with differsm
types of cells, LPL could play a role invirsl evasion mecha-
rizm by facliating virus uptake into vamous human cells
non-sensitive to infection, confeming protection apainst
host immune responses, and assuning viras survival and
transpont 1o permissive calls. These mechanisms would
favour condifions leading 1o persistent HCW infection.

Experimental procedures
Calls
OHO-K1 cols and HE3PGE-deligen] CHO pagh-745 cells (LGC

Pramadiiam, bolshaim, Fl'&'lﬁ!] waE cullured undar standand
mndiims i F12 (HA) madium (hvitagen, Franes), human

daumal oomolaton © 2007 Blackwall Publishing Lid. Celludar Microbiciooy. 9. 24 85-2456

148



2452 U Andrec et al

8000 —1 100 000 00D
A - = oy =) LPL B
——+} LPL o
10000000 { 0=+ THL am il
& OO0 —f—{+} LFL+THL
= =1
=+ = 1 000 000
= o
= & 0o E
& 7 100000 |
E T -
L
2 0o
10000
1] T 1000 . . g :
-LPL +LPL 12 24 38 a8
tirme (b}
10 Q00 000 1 000 000 -
c o-LPL | D
B+LPL
100 000 [+
1 000 000 |
= £ ol _]‘_ 5
= - -
< =
z =
E - 100040 -
G 100000 ¥
R ' .
LPL | +LPL lhl 2h| 4h
10 000 T T
WD I#G inAb 507 Mouss lﬂﬂ | HCWee = LPL in vilro
1 000 D00 10 000 K00
E F
1 0G0 000 - "I‘
5 T 5
= -
1 BN
& 100000 5 & 100000 |
G g i
x i T
. 10000
10 000 4—L— i S 1 000 .
1500 | 14000 | 12000 | 10800 o
wio Antl-bata lipoprotein | NG5S IgG ipg mi~')
Hufi7 hapatoma calls i DMEM, and THP1 cells & APLY 16840, Reagents and antibodies

Hui-7 5 calls wara culured i DMEM suppbémaniad wilh pyru-
vate and wilh 1% nan-assenBal aming ackds. AR media wang
supplemantad Wil 10% letal call sesim (FCS), glutaming, ani-
mafics and aniungal agents.

Boving Epogeotein Wpass and Pecudomonas . Bpopdalein
Kpass, hanadin, hapainass | an-human j-bogatein aniodiss
{specilic to VLDL, LOL and ApaB) wes purchassd tram Sigerna
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i P snfhanoss uptake of HCWao i hepatoma cells: Hurr 78 cslls wars inoubmted with LPL for 30 min o 4°C and then wigh HCVee lar2 h at
APC. Alar washing, HOV-AMNA assotiated with cdlls wos quardfisd by qRT-PCH.

. LPL significardy infibits +Cvioo irdecion bul inacivagsion of LPL encymaic acivify by THL resores HEY infeciion. Calls were inoouated
with appradrnaely 6 = 10% 1) of viral siock in $he ahsencs {apen symbdls] ar in e pressncs (biack symbbds] of 1 pgml LPL and in the
absenos (Fangles) aor presencs (stuanes) of 50 pgmi” THL HCV-ANA was quanibed 0, 22 and 48 h pos? irfecion

G, The inhibitory sfec] of LPL s pravenied by ani-LPL mab 502 Cdls wers incubated with 1 pgmi™ UPL in $he presenos of 5 pgmi™
ant-LPL mih 502 or mauss g6 and fhen incubated far 2 b a2t 3P0 with HCVeo HOW-ANA was quartifisd 48 h afer infaction

D, inhibiSion of irfeciion = nat dus %o a direct sivalyic sfisc of UPL HOCVoo was incubated far 1, 2 ar £ h with 1 pgmi™ UPL i wire priar ta
addifion of THL o stop UPL anzymatio aoisity. Than the minture was added o odis and incubated for 2 h ot 390 HOW-AMNA wes quarified
24 b aar call infeciion. SFH 1 incubtad for 4 b 2t AT wishout LPL {wihita bar), with LPL bourd ta cell= {grey bar] ar pre-incubiatsd with LPL

i wifrerfiar 1, 2 or £ f {haiched bars) are shoamn

E. innibifion of HCVoo imfecion with and-fHipopratein anfbodes. HC Voo wos inoubated with ami-f-ipoproten anibodies dlibed in namal
gaal s=um (MNES] &t indicated cancantraions bedars and during ol infecSan.

F. Inhibigion of HC oo infecion with HOEL HCIG was used at indicsted concertrations and narmal human G &t a concentraion o

250 g mir . HOV-AAA, mmmocinied with oslls was quarified by gAT-PCR 24 h after infscdan

(5L Qusntin Fallavisr, Franes) and ani-cBacprotein {an$-HOL)
aniades ware from Teba, Franca, THL {Mankcal®) was fom
Rache Pharmaceuicals The an§-LPL b 502 {Liu ef 80 1992
Chang et &L, 1998} was kindy provided by Dr L Brunzal iram Fie
Univarsity of Washington, Seats, USA.

Pregasafion of HCIG (HOW-Imunsglobuling] was My pio-
wided By A Famen (Mabi Bepharmaceutical, Rocyille, WD,
USA) kreranaglabulis ware prapared bom 190 of ani-HCW-
posiive gasma samgles bom donated blood, and had high Wiras
o a2, an§-E1 and aii-eara anBbodizs HOV-AMA was alini-

nated duting M8 waparalion procadurs.

Semim samplss

Serum samgles were ablaied bom voknkeer Bload donons o
Wrarm chranke HOV caress, Allseram samgles sted posive fy
anEHOV anibacks by WONOLISA an§-HCY PLUS |Bo-Rad,
Mames B Coquana, Franes) and RIBA {ORTHO Diagnosics)
and lar HOV-FINA by b-DHA assay (Chiran). Visl kead in senm
swngles  was  quanified by B-DNA  wendogy  (Bayer
Dhgnasics).

ThE Baum wq'ﬂ'l\!i and chobastenol concaniraBons in sara
ware detanminad by caloimatic and anzymac s canied oul
by M Pasiewr CERBA Labamtary {Cergy Ponioiss, Franoe).

Differentiation of monomenc and dimenc LPL by ELISA

D UPL was disinguishad bam manamedss by sandeich
ELISA wifh Mg an§-LPL ms 502; only fie dimaiic tarm of LPL
fis detecied with Biis anfbady when | i used lor caplure and LPL
detecin (Patersan & al, 1992). Direct ELISA with LPL-caaled
polwingd plates and HRAPOHabelled mAb 502 was ussd o
detectin of monamede ad dmenc LPL

Binding and wpiake of HOV imto cells

Conflient mondayens of adhanen cals were grawn 67 48 0 in
sicwell Bsmie culue plakes to oblain approdimately 1 = 100
calls well'. The cells ware washaed Wi cokl medium wifioul
FCS and incubatad with bovine LPL in concenba®ons fanging
traem 1 1a 10 pg m-! dor 30 min a1 495C; 100 pl of HOV-posiive
sarurm ar 100 plal a 1400 dkion of JFH1 soc was fan addead
and e calis wess ncubated for 1 R al 4°C, lkowsd by ncuba-
Son for 30 md Al A7°C.

£ 2007 The Authamns

THP 1 cells were ducsed & diflsrenBale inta macophages by
neubaBion wilh 0,18 pbd phorbol 12-mydstate 13-acetats [PLA])
{Shgma) i camplate medium. THP 1-desfeed macaphages warne
houbaked with 50Nk dexamaimssne for 18h B induca LPL
avpression (Makovelchuk ef al, 2004

Vs was incubated with cclls in he presencs of LPL and
G0 pg mi-' THL I stludy e efleo of e anzymatc LPL aciily
for virus uptaks. T study Bia mobe of HSPG in vinus uptaks calls
wara reabed eifier with 10 pg mi- heparin dor 30 min at 4°C or
with hegainasa | {2-5 units ') fos 1 b al 37°C, Men washed
and incubated with LPL and HOW-posiive samgles as desoried
afgwe. The caells wera washed with media fa emove unBound
HCV, ol Rha was exracked, and HCV-RRA levels wers degar-
mined by qRT-PCA. AN assays were pedormed af beast in
trigBsates

infection of cells with the SFHT strain of HCV

The plasrid JFH-, encading Ba gename o e JFH-1 siain,
was sidly prosided by T. Wakita (Wakita &f al, 2005) and was
usad ¥ genarate HCVoo The wine was culued as descrined
previclsly (Wakila & 2l 2005) ko obiain a visal stk of aggroK-
mately 5= 1070 mir'.

T mwesBgate Bie dllience of LPL on cel infecBan, LPL
1 g ') was pre-houbaled wilh cells as by bincdng sludies
o cilubad i oA madium contening 50 pg -t THL, 5 pg ol
mAah &02. I inhibison expediments with HCKS or anti-
kpaproin anibodies e magents wes used in indicaled con-
wntvaions and were present in cubure medium during cell
infacian with HCVeo.

Aealtime gRT-PCR

Tha HCW-RNA assocated with cells was quaniflied by ona-sep
malimes QRT-PCH Wil Bie SuparScigi®™ [l Plagium® Ona-
Step qAT-PCR Kil {hviregen] as deseribad previously |Maillard
& &L, 2008). The paimers §-TCOCEEEAGAGCCATAGTG-3 and
S TCCAAGAAMGGACCCOGTC-3 ware used ko amplily HOV-
FA Soem Bie JFH-1 dane, and 8-FAM-TCTGCGGEANCCGET
G-MGE (Applsd Biosyslams] was used as an Blsmal proba.
Real-fine detecion of Fie PCR products was carded oul wilh an
AnPrism 7700, HOV-ANA was quanilied ralafve o a relemnes
smrurn, standandized with an HOU-FNA quan®icasion gansl fram
Acrabiati (Berkeley, CA) and values were sxprassed in 1L
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Immum ofiuorescence microsco oy

For LPL exgression analysie, THP -daived macrphagas ware
washad Wilh sararm-las madium, likad in 4% pasalarrakiehyda
i PES and quenched witn 50 md NHOL The calls were Bien
Pcubiated with 10 pg el mAk SD3 a1 s lergasatine e 1 h
and washed witfi PES eontsining 0.5% Tween 20 Bound ank-
Bady was detecied wWith Alaxa 488 labelled goal ang-mouse ko
pleloeilar Probes, Ivitragen, France). The cdls ware washad
with PES contining 0.5% Tween 20, mounted in Vecashisld
P g madium (Veclk Labosatasias, UK and sxamined undes
a fluaressancs microstape (Teiss Axioven 2004) squinpad with
fie ApaTame systam.

Statistical analyses

Thres groups ware dafined as fllaws group 1 ko4 Huh7 call
hoculated in e absancs of LPL (0= 2], group 2 Yoy Huh? calls
noculated in Bl presence of Davine LPL {n= 10} and groug 3 tor
Hun 7 cells inocakatad in ®e peesence of LPL fram Peeudomonas
sp. {n =9 Vinus assocabon wih oslls was oommgased amang
Hie Hiree groups by B non-parametis Kroskal-Wallks et fos
e ovarall comparison, and by Be Mann-Whilney (Fes lor fis

fad-Dy-Taa OOn@ATISanS.
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Figure 33 : Approche expérimentale pour 1[étude du role de la LPL sur Ilinfection par le
VHC, in vitro et in vivo
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Face aux résultats obtenus pour le virus sérique et aux observations préliminaires concernant
’action de la LPL sur I’infection par le HCVecc, il nous a paru important d’examiner les effets
de la LPL sur I'infection des cellules hépatiques dans des conditions plus proches des

conditions physiologiques.

La lignée hépatocytaire Huh7 et ses dérivés ont en effet des caractéristiques tres éloignées de
celles des hépatocytes humains, cellules quiescentes hautement différenciées. Elles ont perdu
une grande partie de leur phénotype hépatocytaire. Leur prolifération est anormale, leur
expression génique dérégulée, elles présentent des dysfonctions mitochondriales, une
endocytose et des voies de signalisation aberrantes, de profondes modifications de la sécrétion
de VLDL et une faible production d’IFNf (Buck 2008). Les souris humanisées représentent
par conséquent le seul modele in vivo d’infection par le VHC mimant I’infection naturelle
d’hépatocytes humains primaires différenciés avec un métabolisme lipidique normal. Les
souris UPA-SCID sont transgéniques pour un géne provoquant la surexpression dans le foie
d’un activateur du plasminogene. Ces souris sont croisées avec des souris immuno-déficientes
SCID, permettant la greffe d’hépatocytes humains et conférant un avantage réplicatif aux
hépatocytes transplantés. Ces souris, dites « humanisées », peuvent étre facilement infectées

par le VHC (Figure 33).

Dans cette étude, nous avons donc recherché dans des modéles de réplication du VHC in vitro
et in vivo si la LPL peut effectivement agir comme un inhibiteur de 1’infection par le VHC.
Nous avons ainsi utilis€ deux souches virales, JFH-1 et J6/JFH-1, pour analyser I’effet de la
LPL sur deux types de virus se répliquant facilement in vitro. Les résultats obtenus ont montré
que la LPL inhibe de fagon significative (jusqu’a 90%) I’infection des cellules Huh7.5 par les
souches virales JFH-1 et J6/JFH-1 produites en culture cellulaire. Pour répondre a la question
de I'influence de la LPL sur I’infection par ces mémes virus produits dans les hépatocytes
primaires, dans des conditions plus physiologiques, les mémes souches de HCVcc ont été
injectées aux souris uPA-SCID humanisées. Nos résultats montrent que la LPL exerce le
méme effet inhibiteur sur les souches virales produites dans des hépatocytes humains
primaires greffés chez les souris uPA-SCID humanisées.

L’analyse des virus produits in vitro et in vivo devrait répondre a la question quelle population
du virus est inhibée par la LPL et si les virus produits in vitro et in vivo ont les mémes
propriétés physicochimiques. L’ultracentrifugation des échantillons viraux en gradient

d’iodixanol révele que les deux souches JFH-1 et J6/JFH-1 peuvent étre séparées en deux
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populations, comme le montre la détection de la protéine de capside dans les différentes
fractions du gradient. La population « légere » est retrouvée a une densité moyenne de
1,03g/ml alors que la seconde, plus abondante, a une densité moyenne de 1,086g/ml. Ces
deux populations colocalisent avec ApoB et le cholestérol et leur densité confirme leur
association avec les lipoprotéines. Ces densités sont similaires a celles rapportées pour le
virus naturel provenant de sérum de patient infecté¢ (Nielsen et al. 2006) méme si les
proportions de virus dans ces fractions sont différentes selon les patients. Une distribution
similaire d’ApoB et de cholestérol a été retrouvée dans le surnageant de culture de cellules
non infectées. Ces données suggerent que la densité d’une population virale pourrait étre liée
a la composition en lipoprotéines sécrétées par les cellules produisant le virus. La population
de plus faible densité est plus infectieuse que celle de densité plus forte (100 fois pour JFH-1
et 1000 fois pour J6/JFH-1). Néanmoins, ces deux populations virales sont inhibées de la
méme fagon par la LPL, suggérant que la composition lipidique de ces populations virales
n’influence pas 1’action de la LPL sur I’infectiosité du VHC.

Le pic majeur de virus détecté¢ dans le sérum fractionné provenant des souris uPA-SCID
inoculées avec JFH-1 présente une densité plus faible que celle du pic correspondant pour
cette méme souche virale produite in vitro (1,053 vs 1,086g/ml). Ces observations suggerent
que le virus produit in vivo pourrait avoir une densité différente de celle du virus produit in
vivo, en accord avec les observations précédentes (Lindenbach et al. 2006). Néanmoins la
densité de la deuxiéme souche virale, J6/JFH-1, produite chez les souris a la méme densité
que le virus initial produit dans les cellules Huh7.5, suggérant que la densité du virus dépend
¢galement de la composition des glycoprotéines d’enveloppe qui sont différentes pour ces
deux virus.

Cette série d’expériences a montré que 1’effet délétere de la LPL sur I’infectiosité du virus
produit in vitro ou in vivo ne dépend pas de son activité catalytique, puisque la THL,
inhibiteur de I’activité catalytique de I’enzyme, ne modifie pas I’effet de la LPL, aussi bien
sur le virus produit in vitro qu’in vivo. Les différences obtenues dans cette étude
comparativement a I’étude précédente pourrait étre dues a 1’utilisation de la préparation
commerciale de THL (le solvant agissait sur I’infection dans I’étude précédente). Des études

complémentaires pour expliquer ces observations sont en cours.

Les données des deux articles suggerent que 1’effet de la LPL sur I’infection par le VHC est

donc di a sa fonction de pontage médiant la clearance hépatique des lipoprotéines, et donc
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aussi du virus associ¢ aux lipoprotéines. Ces données suggerent par conséquent que la LPL,
indépendamment de son activité enzymatique, pourrait agir comme un inhibiteur naturel de
I’infectiosité du VHC selon un mécanisme similaire a celui de la clearance hépatique des
lipoprotéines de la circulation. La LPL méne probablement le VHC vers une voie alternative
d’entrée dans la cellule, vraisemblablement la voie de dégradation des lipoprotéines,
conduisant ainsi a une infection abortive.

Ces résultats font I’objet d’un article actuellement soumis : « Lipoprotein lipase inhibits cell
infection by Hepatitis C Virus produced in cell culture and in uPA-SCID mice engrafted

with human primary hepatocytes » (Walic et al, soumis).
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Abstract

Lipoprotein lipase (LPL) hydrolyses circulating trilyceride-rich lipoproteins (TRL)
within chylomicrons and very low-density lipoproteins (WLDL), producing fatty acids
for peripheral tissues. Independently of its catalytic activity, LPL targets TEL to the
liver and mediates their hepatic uptake by receptor-mediated pathways. We have
previously shown that LPL mediates the cellular uptake of HCW from patient sera,
acting as a bridge between virus-associated lipoproteins and cell surface heparan
ailfate. We show here that LPL inhibits by 90% cell infection with JFH-1 and J&6/JFH-
1 strains produced either in Huh?.5 cells (HCWcoc) or chimeric uPA-SCID mice
engrafted with primary human hepatocytes (mHCVoc). Viruses produced both in witro
and in wivo were separated through iodixanol gradients into two populations, banding
at low (1.02-1.03g/ml) and high {1.053-1.18g/ml) densities, which co-localised with
ApoB and cholesterol. Low-density wirus populations were 100-1000 times more
infectious than the predominant, high-density species. Infection of Huh?.5 cells with
both these wvirus populations was inhibited by LPL. This deleterious effect on the
infectivity of HCV produced in witro or in vivo was not dependent on the catalytic
activity of LPL, since tetrahydrolipstatin, a lipase inhibitor, did not abrogate the effect

of LPL.

Conclusion: Due to the association of HCV with lipoproteins, LPL acts as a natural
nhibitor of infectivity of wviruses produced in vitro and in wivo. Since the inhibitory
effect of LPL on HCVY infection is independent of its catalytic activity, and LPL
mediates HCY uptake by mechanisms similar to the hepatic clearance of lipoproteins
from the circulation, LPL most probably mediates an alternative route of HCW cell
entry that leads to an abortive infection. Virus associated lipoproteins could thus

provide a new target for anti-viral approaches.
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Hepatitis C virus (HCWY) infection remains a major health problem, with 130 million
people infected worldwide. In the majority of cases (60-B5%), HCY infection
progresses to chronic liver disease that can lead to liver cirrhosis and hepatocarcinoma
(1y. There is still no wvaccine available, and current therapy based on pegylated
interferon alpha in combination with ribavirin is only effective in about 50 - B0% of
patients, depending on the virus genotype (2). A distinctive feature of the HCV life-
cycle is that wirus REMA replication and wirion assembly depend on cholesterol
metabolism and fatty acid biosynthesis pathwawys (3-5). In addition, chronic HCW
infection induces changes in host lipid metabolism such as a reduction in serum
ipoprotein levels and an accumulation of lipids in liver parenchymal cells (steatosis)
B, 7).

Infectious HCY wirus particles are most likely composed of the nucleocapsid
surrounded by the lipid envelope into which E1 and E2 glycoproteins are embedded.
Howewer HCV particles in the serum have YLDL-like properties (Lipo Viro Particles,
LWPs), and are composed of TRL containimg ApoB and ApoE, HCV envelope
glycoproteins and wvirus nucleoccapsid, (B, 9). LVPs represent unconventional HCW
particles and are the most infectious population of HCV, howewver wirus particles that

are not associated with lipoproteins (10}, non-enveloped nucleocapsids (11), and

"exosomes” that bear HCV RMNA (12) have all been detected in patient sera.

Recent studies have confirmed that mechanisms of formation and release of infectious
HCY reguire the association of the virion with lipids, and that this follows the secretion
pathway of VLDL (3, 5, 13). Accordingly, most HCV circulating in patient sera is of
low density (14, 15). The association of lipoproteins with virus particles increases virus
infectivity: only low-density HCV is highly infectious in a chimpanzee model (16) and
in cell cultures in witro (B, 17). More recently, comparative analyses of the viruses
produced in human hepatoma cell lines (HCWeoc) that reproduce the complete viral
replication cycle, and in chimpanzees or in uPA-SCID mice with human liver grafts,

provided evidence that the HCY recovered from experimentally infected animals has a
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higher specific infectivity than the same wvirus strain produced in hepatoma cells i

vitro, due to the association of virus particles with lipoproteins (18).

Currently available data suggest that the initiation of a productive HCVY infection
involves several viral and cellular factors that trigger virus uptake into the hepatocyte
via tight junctions, and that lipoproteins integrated into wvirus particles play an
important role in this process (for review, see (19). Three of the major molecules
mediating HCW cell entry, the scavenger receptor (SB-BI), the LDL-receptor (LDL-R)

and heparan sulphate proteoglycans (HSPG) also interact with lipoproteins or lipids.

The essential role of lipoproteins in the HCV life cycle led us to investigate the role of
lipoprotein lipase in virus uptake and in the initiation of infection. LPL is a lipolytic
enzyme (EC 3.1.1.34) that hydrolyzes lipids in TRL found in chylomicrons and VLDL
(20). The hydrolysis of the triacylglycerol component of circulating TRL provides fatby
acids for peripheral tissues. ApoC2 acts as a cofactor and ApoC3 as an inhibitor of the
ipolytic activity of LPL {21). LPL is expressed in macrophages, muscle, and adipose
tissue, but is specifically found attached to the endothelial cells lining capillaries,

where it performs its lipolytic function.

Besides its catalytic function as a triglyceride hydrolase, dimeric LPL acts as a bridging
factor for receptor-mediated lipoprotein uptake by the hepatocyte. This function of LPL
leads to the uptake and degradation of chylomicrons and VLDL and their remnants.
The lipolytic function of LPL is not reguired for LPL-mediated lipoprotein clearance
snce the enhanced uptake of lipoproteins is not affected by inhibitors of its lipolytic
activity in in vitro and in wivo models (22-24). A non-catalytic function of the enzyme
promotes hepatic uptake of lipoproteins via three major lipoprotein receptors: LDL-R,
LRP (25) and SR-BI (26). In addition, hepatic HSPG alone can mediate the
intermalisation of LPL-associated ApoB containing lipoproteins independently from

lipoprotein receptors (27).

In a previous study we demonstrated that dimeric LPL mediates the internalisation of

lipoprotein-associated authentic HCY from patient sera into different types of cells,
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ncluding the Huh? hepatoma cell line (28). The mechanisms of action of LPL involved
the formation of a bridge between the virus-associated fi-lipoproteins and cell surface
HSPG. CQur cbservations suggested that besides its function as a mediator of HCW
uptake, exogenous LPL could inhibit cell infection with HCWoc. This intriguing
chservation led us to further analyse the effects of LPL on cell infection with two
different virus strains produced in a hepatoma cell line, both in witro, and i vivo in
uPA/SCID mice engrafted with primary human hepatocytes (chimeric mice).
Effectively, the Huh?7.5 cell line that can be productively infected with HCVY exhibits
altered lipid metabolism (29, 30), whereas chimeric "humanized™ mice represent the
only in vive HCY infection model, other than the chimpanzee, that mimics the natural
infection of differentiated human primary hepatocytes with normal lipid and lipoprotein
metabolism (31). Indeed, severe combined immunodeficiency disorder (SCIDY mice
that carry a urokinase-type plasminogen activator transgene controlled by an albumin
promotor (Alb-uPA) have a hepatocyte-lethal phenctype. uPA-SCID mice can thus be
transplanted with primary human hepatocytes. Repopulation occurs in a well-
organized fashion and mice display human-type liver metabolism and can be infected

with HCV of different genctypes (32).

Thus, in this study we investigated in i witro and i wive virus replication models

whether LPL may act as a natural inhibitor of HCW infectivity.
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Experimental procedures
Cell culture

Human Huh7.5 hepatoma cells (kindly provided by C. Rice) were grown in Dulbecco’s
modified Eagle's medium (OMEM; Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented
with pyruvate, 10% fetal calf serum, glutamine, antibictics, antifungal agents and 1%

non-essential amino acids. Cells were maintained at 37°C under 5% COa.
Virus strains

The plasmid encoding the genome of the JFH-1 strain was used to generate HCWeoc.
The wirus was cultured as described previously (33) to obtain a wiral stock of

approximately 107 I/ ml.

The pFI-1&] plasmid encoding the genome of the J&6/IFH-1 wirus strain was kindly
provided by C. Rice. Generation of JFH-1/16 HCV genomic RNA from purified pFI-J6]
was achieved through application of the T7 Ribomax Express Large scale RNA
production system (Promega). The virus was generated by transfection of Huh 7.5
cells and was cultured as previously described (34) to obtain a wviral stock of

approximately 7.9 10° IU/ml.
Cell infection with HCV in the presence and absence of LPL

Confluent monolayers of Huh 7.5 cells were grown for 48h in six-well tissue culture
plates to obtain approximately 10° cells/well. Cells were inoculated with 25 pl of the
virus preparations (containing approx. 10% IU) for 2h at 37°C to allow infection. Cells
were washed and grown in complete DMEM for 24h or 48h at 37°C. Total REMA was
then extracted, and HCY RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. The
results obtained were normalised by guantification of a cellular gene GAPDH, using the
GAPDH Control Kit (Eurogentec, Angers, France). All assays were performed at least in
triplicate. HCY RNA was expressed in IU relative to a HCY RNA guantification panel

from Acrometrix [ Berkeley, CA, USA).
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To assess the effect of lipoprotein lipase on HCY infection, Huh?.5 cells were pre-
ncubated with 1 pg/ml of bovine LPL (Sigma) diluted in complete DMEM for 320 min at
4*C before adding the virus. To investigate the effect of LPL in the presence of a lipase
nhibitor, Tetrahydrolipstatin (THL, Calbiochem, Darmstadt, Germany), Huh 7.5 cells
were pre-incubated for 30 min at 4°C with 1 pg/ml of LPL diluted in complete DMEM

containing 50 pg/mil THL before adding the virus.
Real-time qRT-PCR

The HCW RNA associated with cells was gquantified by one-step real-time gRT-PCR
using the SuperScript III Platinum One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen). The 5%
AGYGTTGGETYGCGAAAG-3" and S5"-CACTCGCAAGCRCCCT-3" primers were used to
amplify HCV RMNA from JFH clones, and 6-FAM-CCTTGTGGTACTGCCTGA-MGE (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) was used as an internal probe. Real-time detection
of the PCR products was carried out with an AbiPrism 7000. HCW RNA was gquantified
relative to a reference viral stock and standardized using an HCW RNA guantification

panel from AcroMetrix, and values were expressed as HCWV RMNA ILU.
Infection of chimeric uPA-SCID mice with JFH-1 and J6/JFH-1 HCVcc strains.

uPA-SCID mice transplanted with human liver were generated as described previously
{35). Briefly, 10° cryopreserved primary human hepatocytes (BD Biosciences,
Erembodegem, Belgium) were transplanted into two-week old uPA™"-SCID mice. Two
months later, the concentration of human albumin in mouse plasma was quantified to
assess the amount of human hepatocytes engrafted in the mouse liver [(Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA). Chimeric mice were infected with a wvirus
gdock prepared from cell culture supernatant that contained JFH-1 at a final

concentration of 10° IU/ml and or J6/JFH-1 at a concentration of 7.9 10% IU/ml.

JFH-1 produced in mice (mJFH-1) was generated by pooling all plasma samples
collected between week 1 and week 12 post-inoculation. A pool of plasma from

J&6/IFH-1 infected mice (mJ&/IFH-1) was generated by combining samples collected
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between day 7 and day 38 post-infection. The wviral titer in the mJFH-1 pool and
ml6/IFH-1 pool was 5.85 10° IU/ml and 7.82 107 IU/ml respectively, as determined
by using the Roche COBAS Ampliprep - COBAS TagMan HCY test (Roche Diagnostics,

Vilvoorde, Belgium).

All studies performed on mice were approved by the Animal Ethics Committee of the

Faculty of Medicine and Health Sciences, Ghent University, Belgium.
Ultracentrifugation through iodixanol gradients

Discontinuous 5-50% iodixanol density gradients [(OptiPrep, Sigma) were prepared
usimg 5 buffered solutions of iodixanol in HEPES buffered saline (Sigma). Samples
were overlaid onto the gradients and centrifuged for 22h at 50000 rpm at 4°C in an
SWeOT rotor in a Beckman Coulter Optima L-90 K ultracentrifuge. Fractions (50 pl
each) were collected and the density determined using a refractometer (Atago CO

LTDy, Tokyo, Japan).
Determination of HCV infectivity

To determine the infectivity of wirus populations recovered from iodixanol gradients,
Hih 7.5 cells (10° per well in a ¥-well plate) were infected with 25pl of each wvirus
fraction and incubated for 4Bh at 37°C. Total RNA was extracted and HCW-RNA levels
were quantified by gRT-PCR. The results were normalised taking into account the

HCW-RNA content in each sample determined by gRT-PCR.
Other assays

HCY core antigen in gradient fractions was determined using the HCV Core Antigen
BLISA kit (WAKD Chemicals, Ortho-Clinical Diagnostics, Germany), Apolipoprotein B
was assessed using the AssayMax Human Apolipoprotein B ELISA kit (AssayPro, St
Charles, MO, USA)Y and cholesterol by the Amplex® Red Cholesterol Assay Kit

iInvitrogen).

The levels of cholesteral in fractionated normal human serum were determined using

commercial reagent kits (Roche Diagnostics (TC & TG), and ApoB concentrations were
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determined wusing immunoturbidimetric assays (ThermocElectron reagents and

@librators).

Results

Cell infection with JFH-1 and J6/JFH-1 strains produced in Huh7.5 cells is

inhibited by LPL

Preliminary experiments suggested that in spite of increasing the virus binding to the
cell surface LPL inhibited cell infection by the IFH1 strain (28). Thus, we wished to
verify this observation and see whether it extended to a second virus strain J6/IFHL.
The genetic arganisation of the two HCVoc strains, JFH-1 and 16/1FH-1, used in our
gudies is shown in Figure 1 A. The JFH-1 strain is based on a cloned genotype 2a HCW
that was isolated from a patient with fulminant hepatitis C (332} In the chimeric
J&/IFH-1 strain the genes encoding the structural, p7 and N52 proteins derive from

anocther wvirus, also of genotype 2a (HC-16) (34).

Bovine LPL is highly homologous to human LPL (36) and is thus currently used in
gudies of human lipoprotein metabolism. To investigate the effect of LPL on cell
infection with these two HCVcc strains, Huh 7.5 cells were preincubated with bovine
LPL for 30 min at 4°C before adding the virus, according to the procedure previously
described (28). As shown in Figures 1B and C, cell infection with both JFH-1 and
J&/IFH-1 strains was inhibited by 90% in the presence of LPL, as evidenced by
decreased levels of intracellular HCWV RNA determined 24h after infection. Thus LPL,
brought to Huh 7.5 cells as an exogenous ligand inhibits cell infection with two HCVcc

strains.

Cell infection with HCVee strains produced in chimeric uPA-SCID mice is

inhibited by LPL

The Huh?7.5 cell line exhibits several differences compared to the human primary
hepatocyte, especially concerning lipoprotein metabolism (29, 30). Therefore, we
investigated whether LPL would also inhibit cell infection with the same virus strains
produced in primary human hepatocytes engrafted in chimeric mice. JFH-1 and

J6/IFH-1 HCW strains produced in Huh?.5 cells were injected into chimeric mice.
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Pooled serum samples from mice infected with JFH-1 and J&6/JFH-1 (mJFH-1 and
ml&/IFH-1 respectively) were tested for their infectivity in the presence or absence of
LPL. &= shown in Figures 10 and E, the infection of Huh?7.5 cells with both virus strains

produced in mice was inhibited by approximately 90%s in the presence of LPL.

These experiments provided evidence that LPL provided as an exogenous ligand has a
potent inhibitory effect on cell infection with the two virus strains, produced either in

vitre in a hepatoma cell line or in wivo in primary hepatocytes transplanted into

chimeric mice.
Analysis of JFH-1 and J6/JFH-1 HCVece viral strains in iodixanol gradients

To investigate whether HCVoo and mHCY have similar physico-chemical properties,
and to characterize virus populations that are sensitive to LPL, we performed analyses
of the virus preparations produced i witro and in vive in iodixanol gradients. This type
of gradient is frequently used for the analysis of lipoproteins and has been applied to
the separation of HCW-lipoprotein complexes in patient sera (9). To localize serum
lipoproteins and their components (cholesterol, ApoB) in iodixanol gradients, a human
srum sample, a supernatant from non-infected cells, and a serum sample from non-

infected chimeric mice were separated in the same type of gradient (Figure 2).

The IFH1 and J&6/IFH1 wvirus preparations used to infect of mice were subjected to
isopycnic centrifugation through an iodixanol gradient. Collected fractions were
analysed for the presence of HCV core antigen, HCW RNA, ApoB and cholesterol. JFH-1
strain was recovered from the gradient as two virus populations, as evidenced by the
distribution of HCY core antigen (Figure 3A). The low-density virus population banded
at a density range of 1.022-1.036g/ml (av. 1.03g/ml) and co-localised with the
majority of ApoB and cholesterol (density range of 1.017-1.04g/ml}. The major virus
population was recovered with a density of 1.068-1.145g/ml (with a peak at a density
of 1.0B6g/ml} and contained higher levels of HCV core antigen, but lower content of
ApoB and cholesterol than the low-density viral population. A similar distribution of

ApoB was found for the non-infected supernatant from Huh?7.5 cells (Figure 2B).
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Although the majority of HCV RNA was detected in the high-density virus population of
JFH1, the low-density population was found to be 100 times more infectious than the

higher density one (Figure 54).

For the J&6/JFH1 strain, the major virus peak banded at a density of 1.07-1.18g9,/ml,
(Figure 4A) and the relative quantity of cholesterol detected in the gradient was

sgnificantly lower than that for JFH1 strain (Figure 4B).

Fractionation of the infected mice sera through iodixanol gradients

When mlFH-1 was fractionated through an iodixanol gradient, HCV also appeared as
two virus populations. However, a "high density” population of mlFH1 was recovered
at an average density of 1.053g/ml (Figure 3C). This average density for the wvirus
produced in wive was lower than that of the corresponding virus population in the
original inoculum produced in witro (1.05%3g/ml wersus 1.0B&6 g/ml). This wirus
population co-localised with ApoB and cholesterol (Figure 30). The low-density virus
population {which contained the majority of ApoB and cholesterol) was recovered at a
similar density as for the inoculum (1.014-1.033 g/ml), but only traces of HCV core
antigen could be detected in one fraction (d=1.019g/ml), probably due to the lower
concentration of virus in mouse serum as compared to the inoculum. Nevertheless,
when tested for relative infectivity, the low-density virus population was 1000 times

more infectious than the high-density one (Figure S5B).

For J6/JFH1, the major virus population found in the mouse sera banded in iodixanaol
gradients with an unchanged density of 1.11-1.17g/ml (Figure 4C), and these

fractions contained only very low levels of cholesterol and Apo B (Figure 40).
Cell infection with low and high—density virus populations is inhibited by LPL

Low and high-density virus populations obtained upon fractionatiom of IFH-1 and
mJFH-1 were tested for their infectivity in the presence and absence of LFL. These

experiments evidenced that LPL inhibited cell infection with both virus populations to a
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similar extent for the viruses produced either in witro or in wive (Figure 5, panelsC and

0.

Catalytic activity of LPL is not required to induce inhibitory effect on HCWV

infection.

As a lipolytic enzyme, LPL displays a triacylglycerol hydrolase activity. To investigate
whether the inhibition of HCV infection can be related to the lipolytic activity of LPL,
we performed an additional series of experiments using tetrahydrolipstatin., THL is a
=pecific inhibitor of the catalytic activity of LPL, which blocks the active site of the
enzyme but does not influence its bridging function. These experiments showed that
LPL inhibits infection with the virus produced in vitro (Figure BA) and in wvivo (Figure
&6B), and that this inhibition is not abrogated by THL (Figure 6). Thus, the inhibitory

effect of LPL on HCY infection is not related to its catalytic activity.
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Discussion

In this study we show that LPL, a key enzyme in the lipoprotein metabolism and
transport, acts as a natural inhibitor of HCV infectivity. LPL significantly inhibits
infection of Huh 7.5 hepatoma cells with JFH-1 and J6/1FH-1 HCVcoc strains produced

in cell culture and in primary human hepatocytes engrafted into uPA-SCID mice.

HCW circulates in patient sera in association with VLDL and LDL (8, 14, 15, 17), and
HCW-associated lipoproteins are an integral part of HCW particles (9). Indeed, the
assembly and secretion of infectious HCW follows the YLDL assembly pathway, and
drugs that block VLDL assembly (such as MTP inhibitors or siRNA targeting ApoB or
AppE) also inhibit the secretion of HOY particles (3). Only low-density, i.e. VLDL-
associated, virions are secreted from infected cells, whereas high-density "immature”

HCY is degraded in a protecsome independent manner (13, 37).

Lipoproteins associated with wirus particles confer HCV infectivity in in witro (8, 17)
and in wive models (16), and promote wvirus uptake by the LDL-R and/or SE-
BlyClallipoprotein receptors (6, 3B). VLDL associated with HCW particles may protect
the virus against neutralising antibodies (38}, in agreement with clinical observations
that infectious wvirus particles co-exist with neutralizing antibodies that are not able to

control chronic HCY infection in the sera of HCV infected individuals (39, 40).

Cholesterol and sphingolipids associated with HCVWoco particles are critical for wirus
maturation and infectivity (41). In accordance with this notion, antibodies against
ApoB-montaining lipoproteins efficiently inhibit infection with HCVcc (28). In addition,
HCY infectivity is regulated by ApoCl that promotes HCV-membrane fusion (42).
Small interfering RNAs that target ApoB (3) or Apo E (43) efficiently inhibit the release
of HCW. As all these apolipoproteins (B, E, and C1) are components of YLDL, the
gudies described above underlined the role of lipoproteins and their protein

ammponents in the infectivity of HCW.
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Our research provides further evidence for the essential role of lipoproteins associated
with wirus particles in the regulation of HCV infectivity. We have previously reported
that due to association of the virus with lipoproteins, exogenous LPL can mediate the
uptake of authentic HCVY particles from patient sera and their binding to different types
of cells. Surprisingly, although LPL also increased the binding of HCVWcc to Huh
ZLocells, it had a potent inhibitory effect on cell infection (28). However, it remained
unclear whether LPL could also inhibit cell infection by the wvirus produced in primary

human hepatocytes.

In this study, we show that the levels of infection with two HCY strains, JFH-1 and
J&6/IFH-1, produced either in witro in cell culture or in wivo in primary human
repatocytes engrafted into chimeric uPA-SCID mice, decreased by 90% in the
presence of exogenous LPL. The ultracentrifugation of virus samples through iodixanol
gradients revealed that JIFH-1 and J6&6/JFH-lbanded at a density range of 1.02-
L0O1Bg/ml in accordance with a data recently published for other HCVoC strains (44)
and could be separated into 2 populations as evidenced by the detection of HCVY core
in different fractions of the gradient. Low-density species of the wvirus banded at an
average density of 1.03g/ml, whereas a second and major population banded at an
average density of 1L.0B6g/ml. MNewvertheless, both wvirus-containing fractions co-
localised with ApoB and cholesterol, and their densities indicated their association with
lipoproteins. These densities were similar to those reported by Nielsen et al (9) for the
natural wirus from human sera, even if the proportions of virus populations widely

varied from patient to patient.

The second, major virus peak detected in fractionated serum from mice inoculated
with JFH1, and thus produced in primary hepatocytes, had a significantly lower density
than the corresponding peak obtained with the same wvirus produced i witro
(1.053g/ml versus 1.086g/ml}). Similar distribution of apoB and cholesteral were found
for non-infected cell supernatants versus non-infected sera from chimeric mice. These

chservations suggest that the density of the virus population might be related to the
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composition of lipoproteins secreted from the wvirus-producing cells. Howewver, the
second peak of mlg/IFH1 was recovered at an unchanged density compared to the
original inoculum (1.07-1.18g/ml wersus 1.0B-L1B8g/ml). Since the 16/IFH1 strain
differs from JFHL in its structural proteins (even if both strains are of 2a genotype),
the differences in the amino acid seguences of the envelope proteins could account for
their interaction with lipoproteins (45), and thus influence overall physicochemical

properties of HCVoc, including the density of the virus particles.

The low-density wvirus populations remarked in our study were considerably more
infectious than the higher density wirus populations (100 times for JFH1 and 1000
times for mJFHL1). Interestingly, even if the low-density peak of the virus was barely
detectable by HCV assays; these fractions, containing the major portion of ApoB and
cholesterol, were highly infectious. Low-density virus populations from patient sera
had also the highest infectivity when inoculated into chimpanzees or used to infect
different types of cells in vitro (16-18). HCWoo produced previously in chimeric mice
infected with cell-derived viruses showed lower density and highest specific activity
than the same viruses produced in cell culture i witro (18). Howewver, in our study we
used modified iodixanol gradients, which permitted us to wvisualise the HCWeoc
populations with even lower density than those previously isclated using sucrose
gradients (18). This "very” low-density (average 1.02g/ml) species of both HCVcc and
mHCYce showed the highest infectivity, of all HCVWoo populations recorded to date,
anfirming a crucial role of virus-associated lipoproteins for the initiation of infection

and, as recently reported (44) for membrane fusion.

The morphology of virions of different densities remains unknown. Howewver in our
gudy both low and higher density wvirus populations co-localised with ApoB and
cholesterol, even if these compounds were present in different amounts in the distinct
wirus-containing fractions. MNotably, LPL inhibited cell infection with both low and high
density virus populations to a similar extent, suggesting that the lipid composition of

the wvirus populations did not significantly influence the effect of the enzyme on HCW
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infectivity. Indeed, LPL enhances uptake and degradation of different ApoB-containing

lipoproteins such as LOL, VLDL, chylomicrons and their remnants (22).

LPL plays a central role in lipid/lipoprotein metabolism and has essentially two
biological functions (20, 46). Firstly, LPL hydrolyses ftriglycerides in TG-rich
lipoproteins such as chylomicrons and VLDL, providing free fatty acids for peripheral
tissues, especially adipose tissue, skeletal and cardiac muscle. Released fatty acids are
internalised by cells via surface receptors, such as CD36, that facilitate their uptake
and storage (17, 33, (20). The lipolysis is activated by apoC2, whereas apoC3 acts as
an inhibitor of this process (20). The enzyme is synthesised in adipose or muscle
tissues and is mainly transported to the luminal surface of the capillary wvesicular
endothelium where it binds TRL and hydrolyses their TG content. LPL is only functional
im a dimeric form; LPL dimers are tethered to HSPG or GPIHEP1 at the endothelial cell
surface, recently reported as a key platform for LPL-mediated lipolysis of TRL on the

microvascular endothelium (47).

In addition to the hydrolysis of ApoB lipoproteins and chylomicrons, LPL targets TRL to
the liver and mediates their clearance from the circulation by facilitatimg receptor-
mediated uptake (20, 22). After lipolysis, the lipoproteins that have been reduced in
size and enriched with apoE (VLDL remnants) are taken up by the liver via HSPG and
L L-R or LRP, of by SR-BI in the absence of these classical apoE-recognizing
receptors(26).

Motably, hepatocyte HSPG chains that bind the enzyme exhibit much stronger ligand
affinity than does HSPG in other tissues, including the peripheral endothelium (48).
This explains why the injection of exogenous LPL results in rapid hepatic clearance of
lipoproteins (22); dimeric LPL enhances hepatic uptake of chylomicrons and VLDL by a
mechanism that involves bridging between lipoproteins and cell surface HSPG that

mediates a “high speed™ pathway.

Since LPL has two biclogical functions, the effect of LPL on HCY infection could be

related either to its enzymatic activity (and induction changes in the composition of
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virus-associated lipoproteins) or to the LPL bridging activity, mediating hepatic uptake
of lipoproteins. It has been reported that LPL from Psevdomonas aeruginess showed a
virolytic activity towards natural HCV from patient sera (49). In a previous study (2B)
we confirmed that indeed, the treatment of HCVoo with Pseudomonas-derived LPL
sgnificantly decreased the levels of HCWV RENA in virus preparations, suggesting a direct
ipolytic effect on the wvirus. Howewver, such an effect was not observed when bovine
LPL, homologouws to the human LPL (28). Also, in the current study we excluded the
possibility that LPL degrades virus particles: treatment of the virus with soluble LPL, at
the same concentration and for the same period of time as for our cellular approaches,
dd not induce significant changes either in the density or in the HCY EMNA content of
the wirus fractions of iodixanol gradients (data not shown). Most importantly, we
demonstrated that the inhibitory effect of LPL on infectivity of HCW produced in wivo

and in vitro was not abrogated by THL, a specific lipase inhibitor.

In a previous study we demonstrated that the mechanism of action of LPL on natural
HCW from patient sera was analogical to the hepatic uptake of circulating lipoproteins
from the bloodstream. We showed that: (i) LPL binds to virus-associated lipoproteins
(its action was inhibited by anti-beta-lipoprotein antibodies) and (ii) to HSPG at the
cell surface, (iii); only dimeric LPL was able to interact with the virus (as evidenced by
specific ELISA assays capable of differentiating between dimeric and monomeric forms
of LPLY) and (iiiiy this action induced internalisation of the wirus into the cell,

analogically to the cellular uptake of lipoproteins by the bridging function of LPL (2B8).

Since LPL mediates the cellular uptake of ApoB-lipoprotein-associated serum-derived
HCY (2B}, and inhibits HCWec infection, it is conceivable that LPL could mediate virus
uptake by an alternative pathway, different from the productive wirus cell entry
mediated by CD-B1 SRE-BI and tight junction molecules. In such a process, not related
to the catalytic activity of LPL, the internalisation process wvia LPL would involve
dassical apoE recognising LDL receptors (LDL-R or LEP) (20), or alternatively, HSPG

and SR-BI (26). Following such a process, internalised remnants fuse with lysosomes,
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activating proteolysis and lipolysis, which produce free cholesterol that can be
integrated into the newly synthesised WLDL or secreted in bile. Analogically, LPL-

mediated HCVY uptake could follow the lipoprotein degradation pathway leading to

abortive infection. We are currently investigating this hypothesis.

Our study suggests that the lipoprotein component associated with the virus particles
auld be a new target for anti-viral strategies. The anti-viral properties of LPL could be
assessed in a chimeric mouse model, to determine whether the injection of LPL before
of during infection could protect against infection or decreased viremia, respectively,
in infected mice. Indeed, increased LPL expression can be achieved using adenovirus-
based wectors (50) and this strategy has been proposed as a treatment for LPL

deficiency.
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Figure legends
Figure 1

LPL inhibits cell infection by HCV JFH-1 and 16/JFH-1 strains produced in

vitre and in vive in a chimeric mouse model.

A. Schematic representation of the genomic organisation of the JFH-1 and J&6/JFH-1

strains. Light grey corresponds to the JFH-1 genome and dark grey to the HC-16

genome, both of which are genotype 2a.

LPL inhibits infection of Huh 7.5 cells with JFH-1 (B} and J&6/1FH-1 (C}) HCVcc strains
produced in a Huh 7.5 hepatoma cell line. Cells were incubated with LPL for 30 min at
4°C and then with samples that contained virus for 2h at 37°C to infect cells. HCV
FMA& was extracted from cells 24h post infection and was guantified by gRT-PCR. The
results obtained were normalized by the determination of RNA of a cellular gene
(GADPH)Y and were expressed as a percent of the control obtained in the absence of

LPL.

LPL inhibits HCY infection of Huh 7.5 cells with JFH-1 (D) and J&6/JFH-1 (E) strains
produced in chimeric uPA-SCID mice with transplanted human hepatocytes (mJFH-1
and mJ&6/IFH-1, respectively). JFH-1 and 16/1FH-1 wiruses produced in Huh 7.5 cells
were used to infect human hepatocytes transplanted into chimeric uPA mice. Serum
samples collected from infected mice were pooled and tested for their capacity to
infect Huh?.5 cells in the presence and absence of LPL, as outlined above.

Figure 2

Distribution of ApoB and cholesterol in non-infected controls centrifuged

through iodixanol gradients.

A sample (120 ul) of normal human serum was subjected to isopycnic centrifugation
through a discontinous iodixanol gradient. Centrifugation was carried out for 22h at

S0000rpm in a SW-60ti rotor. The distribution of cholesterol (A) and ApoB (B) was
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determined as described in the Experimental procedures section.

(Cy Distribution of ApoB in the supernatant from non-infected Huh 7.5 cells. The
supernatant was prepared as described for the infected cell supernatant and subjected
to centrifugation through an iodixanol gradient. (D) Distribution of ApoB in the sera of
rnon-infected chimeric mice separated through an iodixanol gradient. The presence of

ApoB (for C and D) was determined using a commercial ELISA assay.
Figure 3
Indixanol gradient analysis of the JFH-1 strain.

The JFH-1 strain produced in Huh 7.5 cells (A and B) and in the chimeric mouse model
(mlFH-1, C and DY was subjected to isopycnic centrifugation through iodixanol
gradients. HCW core antigen was quantified by ELISA and HCW EMA by gRT-PCE (A and
C); ApoB and cholesterol were determined by ELISA (B and D).

Figure 4.

Indixanol gradient analysis of the 16 /JFH-1 strain.

J6/IFH-1 strain produced in Huh 7.5 cells (A and B) and in the chimeric mouse model
(mJe/IFH-1, C and D) was subjected to isopycnic centrifugation through iodixanaol
gradients. HCV core antigen was guantified by ELISA and HCW-FEMA by gqRT-PCR (A

and C); ApoB and cholesterol by ELISA (B and D).
Figure 5

Cell infection with both low and high density virus populations from iodixanol

gradients is inhibited by LPL.

Samples of the low and high density wvirus populations obtained after centrifugation
through iodixanc| gradients of JFH1 grown in cell culture (A) and m-JFH1 from the
chimeric mouse model (B) (both gradients are shown in Figure 3) were tested for their

relative infectivity as described in the experimental procedures section.

Samples of the same wvirus populations produced in the cell culture (C ) and in
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chimeric mice ([} were used to infect Huh 7.5 cells in the presence and absence of
LFL. Results are presented as a % of HCV RMNA detected 24h post-nfection in cells
infected in the presence of LPL in comparison with RNA levels in cells infected in the

absence of LPL [considered as 100%s).

Figure &

Inhibitory effect of LPL on HCWVcc infection is not related to its catalytic
activity.

To assess whether the inhibitory effect of LPL on HCY infection depends on its
enzymatic activity, Huh?.5 cells were pre-incubated with 1 pg'ml of LPL in the
presence or absence of 50 pg/ml of THL before adding the virus. LPL inhibits infection
with JFH1 produced in Huh 7.5 cells (&) and in chimeric mice (mJFH-1) (B) and in bath

@ses the inhibitory effect of LPL is not abrogated by THL.
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ROLE DU RESEAU DE MICROTUBULES DANS LENTREE DU VHC
ET LES ETAPES PRECOCES DE LINFECTION

Apres traduction de la polyprotéine virale, la protéine de capside est dirigée vers le RE par
une séquence peptide signal située entre la protéine de capside et la glycoprotéine
d’enveloppe El. La protéine de capside du VHC est une phosphoprotéine basique. Sa
maturation requiert I’intervention de deux protéases cellulaires. Une signal peptidase clive
tout d’abord au niveau de la jonction peptide signal/E1, libérant la partie Nt de E1 et donnant
la forme immature de la protéine de capside. Sa forme mature est générée aprés clivage du
peptide signal situé¢ en Ct par une signal peptide peptidase du RE. La protéine de capside est
libérée de la membrane du RE et va aller se lier aux LD. Elle est constituée d’un domaine D1
hydrophile qui comprend les aa 1 a 120, impliqué dans la liaison a I’ARN et [’homo-
oligomérisation, d’un domaine D2 qui se termine par 1’aa 179 et cible la protéine aux LD et
sous sa forme immature d’un domaine III (ancrage, peptide signal). Les résidus 112 a 152
permettent son association aux membranes du RE ou des mitochondries (McLauchlan 2009).

La protéine de capside est a la fois un constituant structural du virus et un facteur
pathogénique. Elle interagit avec de multiples protéines cellulaires, conduisant a
d’importantes altérations de la signalisation de la cellule hote: affecte le métabolisme
lipidique tel qu’en atteste la présence de stéatose, entraine une résistance a l’insuline et le
développement de HCC (Mori et al. 2008). Cet effet peut étre di a son association aux LD
entrainant leur accumulation dans le cytoplasme. L’interaction de la protéine de capside avec
les LD a été prouvée dans le modele de culture cellulaire HCVcc. Cette association pourrait
jouer un role de « plateforme » concentrant les éléments viraux et cellulaires essentiels a

I’assemblage des particules virales infectieuses (Miyanari et al. 2007; McLauchlan 2009).

Les microtubules sont des constituants dynamiques essentiels du cytosquelette. Ce sont des
polymeéres polarisés composés d’hétérodimeres de tubuline o/p. Ils alternent des phases de
polymérisation et dépolymérisation dépendantes du phénomene d’instabilité dynamique. Le
transport actif par les microtubules est bidirectionnel et implique la présence de protéines
moteurs dirigées vers les extrémités positive ou négative : la kinésine et la dynéine. Un autre
phénoméne du transport cytosolique faisant intervenir les microtubules, nommé

« treadmilling », implique une polymérisation a I’extrémité positive et une dépolymérisation
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a I’extrémité négative, apres coupure des microtubules par la katénine cellulaire (Figure 27).

Les microtubules ont d’importantes fonctions dans le cycle viral de nombreux virus. Le
transport cytoplasmique sur les microtubules donne en effet les moyens aux virus d’atteindre
les sites de réplication ou leur permet, une fois assemblés, d’étre libérés de la cellule. De plus,
I’intégrité des microtubules est essentielle a la morphogénése virale et a la sécrétion des
particules virales par les cellules infectées (Dohner et al. 2005). Des techniques de
vidéomicroscopie ont ainsi permis |’observation de mouvements des virus sur les
microtubules (Greber 2006). De nombreuses interactions ont également été observées entre
les protéines virales de divers virus tels que HSV1, CMV, HIV-1, rage, adénovirus,
parvovirus, SV40, influenza, VHB, vaccine et les protéines associées aux microtubules
(Dohner et al. 2005). Durant I’infection, certains virus sont transportés sur les microtubules a
I’intérieur de vésicules membranaires alors que d’autres utilisent la machinerie des
microtubules pour leur transport via 1’interaction de protéines virales avec les protéines

moteurs ou d’autres protéines associées aux microtubules.

Des études antérieures ont démontré que le cytosquelette est impliqué dans la réplication du
VHC du fait que la formation des complexes de réplication du virus soit étroitement liée a
I’organisation dynamique du RE, des filaments d’actine et du réseau de microtubules (Lai et
al. 2008; Wolk et al. 2008). L’¢équipe de McLauchlan a proposé un modele décrivant le role
putatif de I’association protéine de capside/LD dans le cycle viral du VHC : la perte de
I’ ADRP induit un déséquilibre entre les protéines motrices, ce qui conduit au déplacement des
LD vers la périphérie nucléaire, prés du MTOC. En présence d’ADRP, les LD peuvent
interagir avec les microtubules par I’intermédiaire des protéines motrices (dynéine). Il en
résulte une distribution uniforme des LD. Lorsque la protéine de capside se lie aux LD,
I’ADRP se dissocie de la surface des LD. La redistribution des LD autour du MTOC résulte
en une forte promiscuité de la protéine de capside avec le lieu de réplication de I’ARN viral,
au niveau des invaginations de la membrane du RE ou « membranous web » (complexes de
réplication). Cette promiscuité facilite le transfert de la protéine de capside au RE et son
interaction avec I’ARN viral, pour former la nucléocapside (Boulant et al. 2008). En outre, le
role essentiel des LD et par conséquent des microtubules dans la production de particules
virales infectieuses est li¢ a ’agrégation de complexe de réplication au niveau de ces LD et du
« membranous web » (Miyanari et al. 2003; Boulant et al. 2008; Roingeard 2008; Ogawa et
al. 2009).
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Le VHC induit un rapprochement des membranes de LD et du « membranous web ». La
protéine de capside associée aux LD recrute les protéines non-structurales au niveau du
complexe de réplication, de facon a synthétiser le virus (Miyanari et al. 2007). De plus, les
glycoprotéines d’enveloppe y sont localisées. L’assemblage du virion peut alors débuter. Ce
dernier utilise ensuite le réseau de microtubules pour aboutir a sa sécrétion. Le rdle exact des
microtubules dans I’entrée du VHC dans la cellule et dans I’initiation d’une infection
productive n’a pas encore été abordé. Nous avons donc investigué ce sujet sur le systeme

d’infection en culture cellulaire HCVcc.

Nous avons mis en évidence que les étapes initiales du cycle viral du VHC sont sensibles a
des réactifs affectant les microtubules, tels que la vinblastine qui en inhibe la polymérisation,
le nocodazole qui les dépolymérisent ou encore le paclitaxel qui les stabilisent. L’inhibition
de l’infection observée suite a [’action de ces substances suggere que le phénoméne
d’instabilité dynamique des microtubules est impliqué dans I’internalisation du VHC et les

étapes précoces de transport du virus (étapes post-fusion).

Premicrement, nous présentons la preuve que le réseau de microtubules joue un role capital
dans I’entrée du VHC dans la cellule et dans les étapes précédant la fusion, en utilisant le
modele HCVpp, en collaboration avec 1’équipe de Dubuisson. Nous démontrons que les
étapes précoces d’internalisation du virus, depuis son attachement a la surface de la cellule
jusqu’a la fusion des glycoprotéines d’enveloppe virales dans un compartiment endosomal,
dépendent de I'intégrit¢ du réseau de microtubules. En effet, la vinblastine, qui bloque
I’infection par HCVpp, diminue également I’entrée virale d’autres pseudoparticules virales
telles que VSV-Gpp qui requiert un transport endosomal dépendant des microtubules.
Deuxiémement, nous avons posé la question si des étapes post-fusion du cycle viral,
conduisant a une infection productive, dépendent également du transport sur les microtubules.
Nous avons montré que 1’étape post-entrée du cycle viral, apres fusion de I’enveloppe virale,
dont la fin est estimée a 2h aprés I’initiation de l’infection, requiert des microtubules
fonctionnels. Une diminution significative de la production de virus a été observée lorsque de
la vinblastine était ajoutée a différents temps, ceci jusqu’a 4h post-infection.

Ces données montrent qu’un réseau de microtubules intact est requis lors des événements
précoces du cycle viral du VHC, et probablement aprées la libération de la nucléocapside virale

et son transport précoce. L’effet de ces réactifs affectant les microtubules est concentration-
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dépendante et pourrait donc refléter les mécanismes impliqués dans I’interaction du virus avec
les microtubules. Nous avons observé un effet significatif de la vinblastine et du nocodazole
sur I’initiation de I’infection, méme lorsque leur concentration était trés faible. En effet, a des
concentrations micromolaires, le nocodazole induit une dépolymérisation des microtubules et
la formation d’agrégats de tubuline. A de faibles concentrations, il supprime 1’association et la
dissociation de la tubuline, stabilisant les microtubules, mais n’altére pas I’équilibre entre les
polymeres de microtubules et la tubuline soluble. De méme, des concentrations nanomolaires
de vinblastine n’entrainent pas de changements majeurs dans la structure des microtubules.
Cependant, a ces concentrations, la vinblastine est connue pour supprimer [’instabilité
dynamique et le mécanisme de treadmilling des microtubules. Le paclitaxel a également un
effet inhibiteur significatif sur I’établissement d’une infection productive. L’ensemble de ces
données suggere donc que le transport précoce du virus dépend de I’instabilité dynamique

et/ou du treadmilling des microtubules.

Notre groupe a démontré une propriété unique de la protéine de capside du VHC : sa capacité
d’interagir avec la tubuline a et . Au moyen d’analyses par protein chips (SELDI-TOF) et
d’expériences de coprécipitation suivies de spectrométric de masse (MALDI-TOF), la
tubuline a et B ont été identifiées comme partenaire cellulaire de la protéine de capside. Des
analyses par résonance magnétique de surface (SPR, BIAcore) ont confirmé la liaison directe
de la partie Nt de la protéine de capside, avec une tres forte affinité (constante de dissociation
K=75nM), aux hétérodimeéres de tubuline o/f, via le domaine D1 (aa 2 a 117). Plus important,
la protéine de capside, et précisément son domaine I, augmente la polymérisation des
microtubules in vitro. Nous avons montré par microscopie électronique la protéine de capside
associée, au moins temporairement, aux microtubules polymérisés in vitro en sa présence.

En analysant des cellules transfectées, des études en microscopie confocale ont permis
d’observer la juxtaposition de celle-ci avec les microtubules dans les cellules infectées par le
VHC, méme si la colocalisation parfaite n’a pas pu étre observée par ces techniques.

Nos études suggerent que ’établissement d’une infection productive par le VHC requiert un
processus dynamique dirigé par la polymérisation des microtubules. Un tel mécanisme a été
rapporté¢ pour le VHB du canard (Funk et al. 2004) ou le HHP-8 (Naranatt et al. 2005). En
effet, pour ces virus, les étapes précoces de ’infection, succédant I’entrée virale, dépendent de

la présence d’un réseau intact de microtubules dynamiques.
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Nos résultats montrent le role essentiel des microtubules dans les étapes précoces de
I’infection. Ils suggérent que le VHC pourrait exploiter le réseau de microtubules et en
particulier les mécanismes de polymérisation de fagcon a optimiser le transport viral et / ou
I’assemblage du virus, pour obtenir une infection productive de la cellule. La protéine de
capside pourrait jouer un réle capital dans ces mécanismes.

Par conséquent, les microtubules pourraient fournir une nouvelle cible thérapeutique contre

I’infection par le VHC.

Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication, « Initiation of Hepatitis C Virus Infection
Requires the Dynamic Microtubule Network - ROLE OF THE VIRAL
NUCLEOCAPSID PROTEIN », dans Journal of Biological Chemistry, en 2009 (Roohvand
et al. 2009).
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Early evenis leading to the establishment of Iepatitls C virus
{HCY Y infection are nol completely understood, We show that
intactand dynamic microlubules play a key role b the inltation
of productive HOY infection. Miceotubules were requived Tor
virus entey inte cells, as evidenced uslng virus preudosly pes pre-
senlling HOY envelape proteins on thelr suefce. Stadies caveled
oul msing the recent infectous HOY masde] vevealed that mde ro-
tulsulesalse play an esseatial vole inearly, postiusion steps of tie
vieis evcle. Moetesver, low concenttations of vinblastin and
mocamdazol, microlubule-affecting drogs, and paclitaxel, which
stabdlizes mderetubules, inhilited infection, suggesting that
mide rtulbule dynamie Instaldlity and/er treadimdlling mocha-
mlsmes are bavelved in HOY inlernalization and early transpork
By protein chip and divect core-dependent pull-down assays,
followed by mass spectrometry, we identified S-and c-tubulin
as cellular partners of the HCY core proteln. Surbce plasmon
mesgmance analyses confivmed that core divec iy binds to tabulin
wilh ldgl a ity via amd e acids 2117, The interac onof core
wilh tabsalin deed trg promoted s polymecization and enhanced
e formation of miccolubules. Tomne election e fose opy
dipwed that HOV core assoclales, al least lempacarily, with
mie rotulules polymerized (nits presence. Stadies by confocal
e roscopy sl owed a justaposition of corve with mle rotubules in
HOV -infected cells, ln summeary, we feporl that Intact and
dynanide mderolubueles ave reguired for vires entey inte cells and
bt enrly postiusion steps of iafecton, HOY may exploila direct
interacton of core with twbuling enhandng mic relubule polym-
erlzatlon, W estallisl efdent lecton and prsmle vics
tranaport amd for assembly dn infected cells.

HOW® infection is a major cause of chronic liver disease,
which frequently progresses to eirrhosls and hepatocellular
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% The abbrevistions used ar= HOW, hepatitis © virus, HOVee, ool cubture—pro-
e hepatitis Cvinus ; BT, miootubuls 5P, surisce plasmon resonance
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arcinoma. HOV represents a global public health problem,
with 130 million peaple infected workiwide. There is currently
m vaccine directed against HOV and the available antiviral
teatments eliminate the virus in 40— 8% of patients, depend-
ing o the virus genotype (for review, see Rel L)

HCW has a single-stranded, positive-sense RNA genome of
=96 kilobasesencoding a large palyprotein that is processed by
both host and viral proteases to produce three structural pro-
wins {core protein and the enelope glyeoproteins EL and E2),
7, and six nonstructural proteing, which are Involved 1n
palyprotein processing and replication of the virus genome {for
review, see Rel. I

HCV core is a basic protein, synthesized as the muost M-ter-
minal component af the polyprotein, and is followed by the
signal sequence af the E1 envelope glyeoprotein (31 The
polypeptide is cleaved by signal peptidase and signal peptide
peptidase, resulting in the releass of core from the endoplasmie
reticulum membrane and its trafficking to lipid droplets (3-5).
Mature care pratein forms the viral nucleocapsid {6) and can-
sists of two domains, D1 and DX D1 lies at the protein N ter-
minus, s composed of about 117 amino acids {aa), and is
imvalved in RMNA binding (7). D2 is relativaly hydrophobic, has a
kength of about 55 aa, and targets HOV coreto lipiddroplets (8).

Microtubules (MTs) are ublquitous evtoskeleton compo-
rents that playa key role invariows cellular processes welating to
@l shape and division, motility, and intracellular trafficking
{#h MTs are dynamic, polacized polymers composed of o 3-tu-
bulin heterodimers that undergo alternate phases of growth and
dirinkage, dependent on so-called “dynamic instability™ { L0}
Aetive transpart by MTs is bidirectional and mvabves both plus
ad minus end-direted motors: kinesin and dvrein (L1, 12},

Another mechanism of cytesalic transpart on MTs, called
“treadmilling” {13, 14) invalves polymerization at the plus end
andde polymerizationat the mimes end after severing of MTs by
@llular katenin {15

MTs have Important functions in the life evele of maost
sruses {13, 16, 17). Cytoplasmic transpaort on MTs provides

HOVipp, pseudiopariicle: harbosing enwelope glycoproteing of hepatitis
sy GADPH, gycsraldehydeIphasphate dehypdrogenass; SELDH, wur-
face-snhanced laver desonption lonization; MALDH, matrix-assisted ser
desanption jonization; TOF, time of Sight; as, amina acids AT, reverss tran-
scriptionm; gl T, quantitative reverss transaiption; PES, phosphate-bufiersd
salline; M5, mas spectrometry; MOWSE, molecular weigh! seanch.
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viruses with the means to reach sites of replication or enables
progany virus to lsave the infiected cell. Some viruses, such as
Ebolavires | 1B} ar reavirus {19),are transported on MTs within
membranous compartments, whereas other viruses like herpas
simplex virus type 1 {20} muorine polyoma vires (21} human
eytomegalovirus (22), or adenovires {(33) interact with MT
mators or MT-assoclated proteins to allow their transport
along mierotubulas.

Previous studies have established that the cell cytoskeleton is
Invalved in HOW re incaTJnn. sinee HOV replication complexes
are subjected to intracellular transport and their formation is
closely linked to the dynamic organization of endoplasmic
reticulum, actin filaments, and the microtubule netwaork {24 —
26 ). In addition, intact mic rotubules are essential for vical mar-
phogenesis and the sacretion of progeny virus from infected
cells (271 The rale of microtubules in HCV cell entry and the
initiation of productive HOV infection has not yet been
addressed.

In this study, we provide evidence thatthe MT network plays
a key role in HOV cell entry and postfusion steps of the virus
cyela that lead to the establishment of productive HOV infec-
tion. The initial steps of the viral cycle are sensitive to MT-af-
kcting drugs that inhibit MT formation or depalymerize or
stabilize microtubules. We also show a unique property of the
HCWY core protein, its capacity to directly bind to tubulin and to
enhance MT polymerization fn vigre. Crur findings suggest that
HOW could explait the MT network by polymenization-related
mechanims to productively infect its targetcell. Thus, micro-
tubules may provide a novel target for therapeutic interven-
tions against HCY infection,

EXPERIMENTAL PROCEDLURES

Reagants and Antibodies—Rabbit antibodies against o-and
F-tubulin were from AbCam. Fluorescein isothiocyanate-can-
jugated goat anti-mowse [gl (H-+ L) was purchased from fack-
san Ine; Alexa Floor 568-labeled goat anti-mouse [gG{H+L),
Adexa Fluor 488-1abeled goatanti-rabhbit [gG (H+ L), and Texas
Red-labeled anti-phallaidin antibodies were from Invitrogen.
Control mouse and rabbit IpG were from Pierceand Santa Cruz
Biotechnology, Inc., mapectively.

Recambinant HOV Care Prateins—Recambinant His.tagged
HCY core proteins aa 2-169, aa 3-133, and aa 2-117 were
produced in Escherichia coli and purified in native conditions
an nickel-nitrilotriacetic acid-agarse and by reverse-phase
high pressure liquid chromatography ona VY DAC CB colurmn,
as previowsly described (28, 29). Core proteins were handled in
0.1% n-dodecyl-n-maltoside to ensure their native conforma-
tign. This detergent was present in BlAcore and tubulin polym-
erization experiments,

Call Cultures—Human hepatoma Huh7 and Huh75 cells
were maintained in Dulbeccos modified Eagle's medium
{fnvitrogen) containing 10% fetal call serum and glutamine.
Huh?5 cells were supplemented with pyruvate and with 1%
norgssential aming acids, antibictics, and antifungal agents.
293T human embryo kidney cells (HEK 293T) and PLC/PRESS
huran hepatoma cells (ATCC CRL-8024) were grown in Dul-
beeca's modified Eagle's medium supplemented with 108 fetal
calf serum,

MAY 15, 2080 WOLLIVE 284 MAMNBER 20

Infection af Huh 7.5 Cells with the [FH-1 Strain of HCVec—
The [FH-1 phsmidencoding the genome of the [FH-1 strain af
HCW was kindly provided by T.Wakita {30} and vsed to gener-
ate HCWee., The virus was cultured as described previously (30}
o obtain a virus stock of —1.4 * 107 fcus-lorming units!ml
(5% 107 1 ml}, Cells were incubated with infections JFH-1 {40
il containing & = 10" focus-forming units of virus) for 2 h at
I C 1o allow inteetion. After 2 h, cells were washed and incu-
tated with complete Dulbecco’s modified Eagle’s medium for
the indicated times at 37 °C.

To assess the effect of cytoskeleton-affecting drugs on the
initiation of HOY infection, Huh7.5 cells were grown for 48 h to
obtain —1 ¥ 1 colls/well. The cells were incubated with com-
plete medium containing Q.37 s to 30 s nocodazole, L ns to
30 pew vinblasting 20 pow cvtochalasin D, or 1-5 gy pelitaxel,
the drugs being added batore orat different time points postintec-
fion The amount of HOV RN A ininfected calls was determined by
quantitative polymemse ehain maction {gRT-PCR) 16-24 h
postinfection, After treatmeant with drogs, cell viability was
aaessed by stainingwith trypan blue. The results were norma lized
by quantification of the RN A of GAPDH, the houseleeping callu-
br gene using the GAPDH cantrol kit from Euroge mbec.

Cuantitetive Beal Tinee RT-PCE—HCV RNA was quantified
by one-step real time gRT-PCR with the SuperScript® [1I
Platinum® one-step g T-PCR kit ([nvitrogen), as described
previously (31). HOV ENA was quantified relative to a refer-
ence serum, standardized with an HOV ENA guantification
mnel from AcroMetrix.

Cedl fnfaction with HCVpp—Psevdoparticls were produced
@ described previously in human embryo kidney cells (HEK
I93T) (32-34h 293T cells were co-transfected with a murina
bukemia virus-besed transfer vector encoding luciferase, a
murine leukemia virns Gag-Pol packaging construet, and an
avelopeglycoprotein-expressing vectar (gither phCMV-ELED,
phCMV-G, or phCMY-RO114) using Exgen500 (Euramedex).
The phCMV-E1EZ, phCMV-G, and phCMV-RD 114 expres-
sion veetars encode the HOY glycoproteins EL and E2, the
wiicular stomatitis virus G protein, and the feline endogenous
virus RO 114 glveoprotein, respectively. Supernatants contain-
ing pseudotyped particles were harvested 48 h abter transfec-
tion, filtered through (45-pm pore-sized membranes, and
incubated with 300 wunits/m] DMaze | for 30 min at 37 °C to
memove excess plasmid DNA (35)

To Investigate the influence of vinhlastin on HCVpp cell
entry, confluent monalayers of PLO/PRESS cells were incu-
bated for 30 min at 37 °C with 30 ww vinblastin in the culture
medium and infected with 600 gl of DNase-treated HCVppin
the presence of 30 pow vinblastin, The presence of vinhlastin was
maintained during 3 h of cell-virus contact, and HCWpp assays
were carried out as previously described (35)

HCV Replicon—Huh? cells harbaring the subgenormic [EHL
rplicon were obtained and grown as previously described (36 ),
Intracellular levels of HCY BN A were determined by gRT-MCR
as described above.

I unofluorescence Micrascopy—Cells were fixed In 4%
mratormalde hyde, permeabilized with 0.5% Triton X-100, and
smturated in PES containing 0.1% Tween 20 and 1% gelatin
overnight at 4 *C. Cells were then incubated with primary anti-
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body {for 1 h at room temperature) and washed with PBS
containing (.1% Tween 20, After staining with fluorochrome-
labeled secondary antibodies, the cells were mounted in
Yectashield medium [Vector Laboratories) and examined
under a fluorescence microscope (feiss Axiovert 200M)
equipped with the ApoTome system.

Confocal Micrascapy—Cells were fixed for 20 min in metha-
nal at —20°C Indirect imrmuenofluorescence and 4' f-dia-
midino-1-phenylindaole staining were performed as described
previously (8, 371 Microtubiles were labeled using monoclonal
anti-tubulin antibody and luorochrome-conjugated secondary
anti-mouse antibody. Core was stained with rabbit antibody,
followed by Auorochrome-labeled secondary antibody. Calls
were then examined with a Zeiss LEMS1IOMETA inverted con-
tocal microscope. Images were recorded with a Plan-Apochro-
mat ¥ & lens (numerical aperture 1.4). For Z-stack analysis, 25
images ware recordad at 0.14-pm intervals. For the three-di-
mensional regomstructions, £-stack images were collected
wsing optimum intervals, generating 20-25 slices/sample.
[mage stacks were deconvalved by three-dimensional hlind
deconvolution (20 iterations) wing Autodeblur software
{Media Cybernetics). Three-dimensional reconstructions were
created with the Hve-dimensional viewer extension in the lso-
surface mode using a bin factor of L

Prepavation of Cefl Extracts fiom Huh7 Calls—Cell extracts
from hepatoma cells were prepamd as previowly described
(3R], Briefly, 3-5 * 10° @lls were detached from the surface of
the flask by EDTA treatment, collected by centrifugation,
washed with cold PES, resvspended in PES supplemented with
2% Manidet P-4 and EDTA-Iree protease inhibkitor mixture
{Rache Applied Science) and incuhated for 30 min on e, Cell
debris and nuclel were remaoved by centrifugation. Aliquaots of
sipernatant were frogen and stored at —80 °C,

Pratein Chip SELDN-TOF Mass Spectrammetry (M5) Analyme—
The IMACI Protein Chip Array {Clphergen Biosystems) was
incubated with 60 gl of 100 mou NiCL, far 15 minat 20 °C Afer
washing, core pratein (2 pgin 50 gl of PBES) was spotted onto
the chip, incubated for 30 min at 210 °C, and washed in 0.1%
Triton X- LK) in PBS. Wethen spotted 30— &0 pgof cell extracts
in the same buffer anto the chip, and incubated it for 1 h at
0. The chlp was washed with PBS containing 5 mea HEPES,
and snergy-absorbing maokoule solution was loaded onto the
sample and retained on the chip surface. An unrelated His,-
tagged protein or PBS was used as a negative control. The
Ciphergen protein chip reader {PBS [l model) was used to ana-
lyze the arrays, and the data were processed with Protein Chip
software version 321,

Puit-down Assays—ull-down experiments wsing [MaAC
{ BIOSEPRAJ-cellulose beads were employed to identity puta-
tive cellular partners of the HOW core protein present in cell
extracts, His, tagged core prateins were immaohilized on M-
coated cellulose beads. Beads were then incubated with 530-70
p.g-nF::eJl extracts for 20-12 min at 4 arat 20 °C, washed ina
buffer cantaining Q.1%, Triton X-1(0and 5 ms HEPES in PES,
suspended in 30 gl of Lasrnmli buffer, and analyzed by S05-
PAGE. Gals were stained with Coomassie Brilliant Blua.

Peptide Mess Mapping and Bioinforia tie Analyses—hatrix-
assnciated laser desorption//ionization time of flight mass spec-
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RGURE 1. Intact mic rule network is re guired for th Idist t of
productive HLV infection. A, Huh 2.5 cells were Far 30 min ‘wath 20
i nowenchaol, 30 g sdnibllasting or 20 s optoch slasin D infection of Huh 7.5
cellls wth JFH1 HCV strain s subsequently carried outfor? hin thepresence
o thes= compaunds, and then cells wers washed and cubured for 16 hiin the
shwence of drigs. The levels ofinfection were determined by quan tilication
o HOVANA by gAT-POR. The results were nosmalized by quantiication of RNA
miresponding ta GAPDH, the h dom=ping gene, and p tedl & & per-
centage of HOW AMNA 2 compansd with nontrested cells (100891 Dotred bar,
axnted, untreated calls (AT & control experimesnts to show that vinblastin
dhes not affect HCW binding to colls Huh 7.5 colls were incubated with cold
mexdiium containing 20 s vintlastin for 3min and then incubated with JFH 1
for 2 hat 470, Cells were wash =d, and vinus bound tothe ool in the prassnce
ar abesence of vinbdastin (W T) was guan tified by gRT-PCOR

trometry (MALDI-TOF MS) was used to identify proteins of
interest isolated by pull-down assavs followed by SD5-PAGE
separation, using the procedure originally described by
Shavehenko etal {39). Briefly, protein bands stained with Coo-
massie Blue were exclsed from the gel, washed, reduced, 5-al-
kylated, and digested with sequencing grade porcine trypsin
{Promega) overnight at 37 *C. The resulting peptides were
extracted and desalted uzing ZipTips (Millipore), Paptide mass
wasanalzed with an 0.5-pl tryptic digest mixture, containing
05 el of saturated cyanohyd rocyeinnamie acid {Sigma). The
results were analyzed by MALDL-TOF MS (Vovager DE 5TER;
Appliad Bigsystemns), Profeins were identified by searches of
the Swisa-Prot data base, using a kscal copy of the M5-FIT 3.2
part of the PROTEIN PROSPECTOR package.

Surface Plaswan Resonance {SPR) Analyses—Real time hind-
ng experiments were carrled out with a BlAcore 3000 biosen-
sor systern | BlAcore, Uppsala, Swedeny All experiments ware
rerfarmed at 25 *C, at a How rate of 20 glmin, The eluent
consisted of 10 mwm HEPES, pH 7.4, 150 mx NaCl, 50 mw
EDTA, and 0u(05% P20 surfactant. The dispenser buffer con-
sistedof 10 my HEPES, pH 74, 150 ms MaCl, 3 msm EDTA, and
0UX5% P20, Core proteins, aa 2-169 araa 2-117, were immo-
hilized via their C-terminal His, tag residues on the surface of
@ nitrilotriacetic acid sensar chip, previously activated with
500 s MiCly, Bovine tubulin {at concentrations of 50, 100,
254, 508, and 1,000 nu)was injectedindispenser buffer, pH 7.4,
(hanges in surface concentration resulting from the interac-
tian of tubulin with surface-fixed core protein weredetected as
an optical phenomenon affecting the SPR signal, expressed in
B, where | BU carresponds to an immaobilized protein con-
centration of 1 pgfmm®. The results obtained for a blank, pro-
duced by injecting tubulin intoa mock sensorchip, were sub-
tracted fromm each sensogramm,

“EEPE
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RGUAE & Intact microtuwbule s are required for HCW entry into colls and
warly postentry steps of infe ction. A, vinblastin inhibits HOVpp ool entry.
Cellls weere finfected with peeudoviral panticl=s exqpressing on their surface
sither the HOV envelope proteing $4C Vo) or particlss harboding VSV-G o
A1 14 glycoprotsing in the pressnce igray bar) or sbsence of vinblastin {dor-
ted barl Cells wens preincubated with 30 s sinblastin for 30 min and
inf=cted with pesudoviral paniclss in the pressnce of the drug, which was
madntained for 3 h. Results are expressed & porcentage of sinus ol entry
relative o murine beubemis vinus cONA copies inormalized by quantiication
of the DA from the albumin gene)in the presence or abssnce of the drug.
RO 14pp coll entry B not affected by vinblasin, & expecied for a viros that
does not requiine endosamal transport and snters the cell by dinect fusion at
the pl me=mib B, vinblastin inhibits sarly, postfusion stepe. Calls
wersincubated with the IFH 1 strain of HOW for 30 min at 4 "Cto bind the vinus,

TREDS,

MAY 15, 2000 VOLUUMVE 284+ MUNBER 20

Tubualin Palymerization Assay—To investigate the effect af
the core protein on twbelin polymerization, we wed the Huo-
mscence-based by v wbulin polymerization assay kit from
Cytoskeleton {Denver, CO) This assay is based on Nuorescence
mhancement due to the Incarporation of a Quarescent reporter
into MTs as polymerization occurs, The assay was carried out
wing highly purified tubulin {%%% pure). HCY core proteins
were wsed in a concentration range of 5—200 pgiml. The read-
ing parameters in SAFAS SP-20) were st as follows, Fluores-
menee wavelengths were 360 nm for excitation and 420 nm for
amission, and kinetics were of one reading/min at 37 °C

Elactran Micrascopy—The effect of core an MT formation i
wira was controlled by electron microscopy, The polymeriza-
tiom assays were carried out as described above in the presence
ol 20 ;.q;n'ml core protein aa 1-117 arin the absenice of core and
in the presence or absence of MT-atlecting drugs {3 pes
nocodazal or 3 pw paclitaxel) Microtubules were then fixed
with 25% glutaraldehyde and stained with 4% urany acetate.
Grids were examined in a leal electron miercscope 1200 EX at
8 kY at a magnification of = 120,000,

RESULTS

Initiation af HCV Dyfection Reguives the ftact MT Netwark—
The JFH1 strain of HCV (23 genatype) generates infectious
sirus particles in the hepatoma cell line Huh75, which are
eleased from cells and are capable of establishing productive
nfection in naive Huh75 cells. To determine whether the
cytoskeleton plays a roke in HCV cellentry and the initiation of
the HOV lite eyele, the effects of MT-atlecting drugs vinblastin
ad nocodazole and the actin filament-depolymerizing drug
cytochalasin O were investigated using this HCVee Infection
rrsdel.

Huh75 cells were incubated with dmgﬁhr:ﬂminhethnesnd
2hduring infection with HOVee. Theefficiency of infection in
treated wersus nontreated cells was determined by measuring
the levels of HOV BMA produced in cells cultured in the
medium without drugs 16 h postinfection by gRT-PCR, Since
these drugs could have a toxde effect, cell viahility of drog-
treated and nontreated cells was compared after trypan blue
staining. In addition, the resulis obtained by gRT-PCR were
normalized by comparative quantitication of GAPDH ENAL

Mocodazole or vinblastin resulted in a substantial reduction
of HOW BMA levals as compared with untreated cells (Fig. L4).
These findings contrasted with those obtained in the presence
of the actin Hament-depolymerizing drug evtochalasin D,

ancd thenunbound virus was remaved by washing, and colls wers incubated
fior 2 hat 37 "C vinblastin {100 e was at diflerent time points 30 min
lbefore infection {—30min)or Vh{+1h, 2 hi{+2hL 4 h {+#h) or 8 h {+8h)
pastinf=ction. Calls were then cultured in the pres=nce of the compound, and
the levels ofintraceliular RNA were determined by gAT-PCR 16 h postinfec-
Hion. The results were= iz by the d anation of ANA correspand-
ing o GAPDH and presented as a percentage of HOW BN A & compansd with
montreated ool grosn in the same experimental conditions §100%L C, vin-
Hlastiin dioes not inhibit the subgenomic JFH | replicon. Huh 7 cells expressing
FiH1 subgenomic HCV replicon wene treated with 30 psa sinbdastin for 3, 5,
and 7 h. intraceliular HOV ANA waes then quantified by gfT-PCH. Results
obained wer= normalined by quantiication of AN Aommesponding 1o GAPDH
and pres=nted & & percentage of HOV ANA a5 compared with nontrest=d
el \iinbllstin-treated oslls are shown & & gray bar, and untrested colls are
shown as adothed bay.
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which did not show any significant effect on HOV BMA lavels.
In control experiments carriad outat 4 °C {when endocytosis is
blocked), we excluded the etfect of MT-atlecting drugs on virus
attachment {Fig. 1 8} These results indicated that MTsbot not
actin filaments are required for the initlation of HCV infection.

Intact Micweulale Network s Regquirad for HOV Call Enpry—
The ohserved inhibition of eell infection by MT-affecting drugs
could involve virus cell entry {from virus binding at the plasma
membrane until the release of the nucleocapsid from the endo-
cytie vesicle) or rather later steps following fusion and libera-
tion of the viral nucleocapsid. To investigate whether microtu-
bules are invalved in early endocytic events oocurting between
virus attachment at the plasma membrane and fusion mediated
by tha ELE2 envelope glycoproteins, we used psevudoviral parti-
cles presenting the HOV emvelope glycoproteins on a retroviral
care (HCWpp model) (32-34) Hepatoma cells were pretreated
with vinblastin for 30 min before infecton, and the drug was
maintained during cell infection with HOVpp., HOVpp cell
entry was measured using a PCR-based assay, which quantities
the amount of retroviral genome after retrotranscription that
occurs following capsid delivery to the cytoplasm af the target
cell {35).

Mendotyped particles harboring VEV-G ar RD114 glycoprao-
teins on their surface were emploved as controls to exelude a
nomspacific effect of the drugs or their influence on the fusion
process, As shown in Fig. 24, HCVpp cell entry was signifi-
canitly reduced in the presence of vinblastin, The drug equally
reduced cell entry of contral paendotypes VEV-Gpp, which also
mguire MT-dependent endocytic transport, In contrast, cell
entry of RD114pp was not affected, as expected for a virus
known to enter the cell by direct fusion at the plasma mem-
hrane. Hence, we eonclude that early endocyiic events af HCW
cell entry eocurring between virus attachrent at the plasma
mambrang and fusion mediated by the E1IE2 envelope glveo-
proteins reguirean intact MT netwark,

Intaet Micrombule Network {5 Also Required for Early
“Pastantry” Stepi—In addition to their role in vires entry into
cells from virus binding until the fusion mediated by vires enve-
lope proteins, which can be analyaed using the BOVpp madel,
tunctional MTs may play an important role at pastentry steps,
afer fusion and release of the vins nocleocapsid into the
eviosal, These steps cannot be investigated using the HOVpp
model, which is based on retrovings core and thus does not
contaln HCV core protein,

W tharetore investigated, using the HCVee [FHL maodel,
whathar MT-affecting compounds can inhibit early postentry
steps atter virus fusian, which s considered to be completed by
Thafter infection. MT-affecting drugs were appliedat different
time points before or after inbection. The cells were thus treated
either with I poa vinblastin for 30 min 30 min belom infection
ar infected with HCV and grown far 1, 2, 4, or 8 h and then
treated with the drug, HCW EMNA levels were quantitied by RT-
PCRafter 16 hindrug-treated cells, compared with nontreated
cells, As shown in Fig. 28,a signiflcant decrease in the produc-
tiomaf the virus was observed when vinblastin was applied upto
4 h postinfection. Vinblastin applied 8 h postinlection had no
atfect an abundance of intracellular HOV RN A, measured after
16 he

13782 JOURNAL OF RIOLOGIAL CEHEMISTRY

120

:
|

A0

20

HCV-RNA (% of control)
a

wie 30 m 32 1
Nocodazole (pM)

037

HCW-RMNA (% of control)

B
30 10 1 ot

wio o 0001

Vinblastine (M)

120 - c

:

40

HCEV-RHNA (% of contral)
3

20

g - e
-3 *3) +E) +H120 #2400

time (nin)

G UAE 2 Dynamicinstability and/or tre admilling mechanisms are

for the inftistion of HOV infection. Fuh7 5 cells wee pretreated with the indi-
ated cancentmtions of nowdasal {A) ar viblastin (8] for 30 man. infecion of
adls wath JFH was subssquently candied out for 2 bin the presences of these
mympaun ds, and then collls weere washsd and culiursd for 16 b in the abaence= of
the drugs © iSuence of pacliaxslon theiniSation of HOVin ectén. Callls were
ncubatedwith the JFH1 stein of HOV for 30min at 4°C o bind the vinus, and then
cells were warshed and incubarted further for 2 h at 37 " Paciiteoos] | 2 ) wars
anplied at differem time points either 30 min before infection {— 20 or 30 min
{430, 1 hi{+&0, 2 hi+ 1A% ord h{ + 280postinfec tin . Ce l werne then washed
and cutured in the pressnes of the compound up 1o 16 h postinfsciion._ The
Ieve 4 ofinfsction fin A=C)were determiled by the quantiiicatin of HOWRMA by
gAT-PCH The results wer= nowmalissd by determination of RFA conmesponding 1o
GAUPDHY, the housskesging gene, and presented s percentage of HOV ANA &
aamypaned with no d celk grown in the same expeninen tal condiions
{100
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MGUAE 4. Effect of drugs on the cell cytoskeleton assessed by immunofluorescence microscopy.

Untreated Huh 7.5 oolls and cells treated ior 2 h eath different concen tralions -:!'n-:cudaz-:l{ 0 arid 10 e
§00, 53 g 40, 101 e {EL ancd L37 ama (7)) ares shoven s ane Huh 7.5 colls treated with warious concentrations of
wiinbllastin: 30 jamiG] 10 pmiM), 1;..|M1.|], 100 mea L, 10 mea KL snd 1 nm EL1 Stsiniing was wiith rabbit sn ti-e-tubulin
antibady follow ad by Alexs 255-Isbaldad anti-esbbit lgG. Calls trested with 20 e optochallasin D (M) ar nan-
treated colls (Af) were stained with Texss Red-lsbelsd antiphalloidin antibody. O, cells stained with Cregon
Green £88 tawod (Tubulin Tracker] Control cells stained with a nonrelstsd antibody, followsd by Ao £88-
Babeded antirabbit bgG, are showniin B The nucleus is stained with &' frdiamidino- 2-phenylindole. Sar, 20 pm

To exclude the influence of the drug on virus replication,
contral experiments were carried out using a subgenomic rep-
licon derived from the same [FHI virus strain {36} The appli-
cation of 30 pev vinblastin over a similar period of time (3-7 h)
had mes visible effect an intracellular HOW RMA kevels as meas-
ured by gRT-PCR (Fig. 2C) Thus, treatment with the drug
pelore or at the beginning of infection, substantially reduced
kevels of vins produced and concerned early virus transpart
rather than replication process. These data canfirmed that the
intact microtsbule network is needed tor early events of the
HCY cell eyele, which happen until 8 h atter intection, These
avents most probably invelve virus cell entry, nuckocapsid
release, and early transport, subsequent to virus fuslon.

Dynevnic Microtubules Ave Reguivad for tha lnitlation of HCV
Injection—The effect of MT-affecting drugs is concentration-
dependent, thus the concentration of compounds that have
inhibitory effects on infection may reflect different mecha-
nisms invaheed in vires interaction with MTs (40), We there-
fore investigated the influence of various concentratons of vin-
blastin and nocodazale on establishment of productive HCVee
infection, Az shown in Fig, 34, nocodazole ueed in a large range
af concentrations {037 pavto 30 o) hada substantial effect an
the initiation of HOV infection. These concentrations ol
nocodazole mduced visible changes in MT structurein accord-
ance with the disassembly of tubulin polymers {Fig. 4, B-L},
whereas lower concentrations of the cormpound (037 g} (Fig.
4F) did not induce perceptible changes in microtubule strac-

MAY 15, 2000 VOLUVE 284 - MUMBER 20

wire but still irmpaired virus inbec-
tian, The concentrations used are
known to suppress MT dwmamic
mstability (41,

Depending on ts concentration,
vinblastin is known toinduce difter-
it effects on the structure and
lanction af microtubules (40} In
meordance with this notion, we
obzerved that vinhlastin in concen-
traticns of 10 -30 pwm @used the
aggregation of MTs in paracrystal-
Inearrays (Flg. 4, G and H), whereas
1 poq vinblastin induced changes
suggesting inhibition of MT assem-
Hy (Fig. 4/ For nanomalar concen-
trations of vinblastin, the changes in
MT structure were not parceptible
(Fig. 4. J-L} howevar, at these ¢an-
centrations, vinblastin is known to
suppresses MT dynamic instahility
and treadmilling mechanisms (20,
42). As shown in Fig. 38, vinhlastin
concentrations as low as 10 oM to
108 n still severely impaired HOW
infection. These observations indl-
cated that not only an intact but also
adynamic MT network is required
i establish a robust HOW infaction.
These data suggest that MT tread-
milling and/or dynamic instahility
miechanismms are involved in early steps of the viruscell oyele,

Thie conclusion wes further supported by experiments car-
ned out in the presence of paclitaxel {taxol) the MT-stabilizing
drug knewn to block MT treadmilling mechankms and/ar
thair dynamic Instability (20, 42). Paclitaxel, when appliad at
different tirne pointseither (05 h belore infection or (L5, 1,2, ar
4 h postintection, induced substantial inhibitory etlects on the
efliciency of HOV infection (Fig. 3C). We conclude, therefore,
that also pestentry steps of the HCY call eyels, which take place
2-8 h pestinfection, require an intact and dynamic MT net-
work, Since virus traffic during internalization andlor transport
mnnot take place on stabilized microtubules, our findings sug-
gest that treadmilling and/or MT dynamic instahility mecha-
nisms might be involved in intracellular transport of the virus
e lenca paid.,

dentification of o- and B-Cleains af Tubnlin as Core Protein
Caliglar Partners—The above findings ralsed the possibility
that the HCV core protein could interact with microtubules or
microtubule-related proteins during early transport af virus
miclencapakd, Thus, we searched for cellular partners that
directly bind to HCV nuclencapsid protein and that could be
elated to MTs, by protein chip technology and pull-down
aszays, lollowed by mass spectrometry (Fig. 5).

Protein chip technology is based on capturing proteins on
protein chip arrays followed by analysis on a SELDI-TOF
mass spectrometer {protein chip reader). Core proteins aa
2-16% {cormesponding to domains D1 + D2) and aa 2-122
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{earrespanding to domain D), harboring a C-terminal his-
tidine tag were immobilized on IMAC2 chips, and their
interactions with proteins in extracts prepared from Huh?
cells were analyzed. Profiles obtained with immobilized core
proteins (Fig. 5,4 and 8ywerecompared with correspanding
controls: protein chips coated with control His -GFP pro-
tein, analyzed with extract from hepatoma cells {Fig. 5C),

andeore protain-coated chips incubated with PRS instead ol
cell extracts {Fig, 50,

In protein chip analyses, —12 peaks relating to cell proteins
bound to core were observed in the region correspanding to
molecular masses from L1 to 60 kBa. A major peak of 50 kDa
wasidentified in this region for bothcore proteins aa2—16%and
aa 2—172, This peak was not detected by protein chip analyses

A B
LR 1] g
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PGURE 5 entification of a 50-kDa ce llular component interacting with HOW core protein. A-0, protzin
chiip analyses of cellular components binding to the HOV core protein, A SELDM-TOF muass spectromestry prodile
of HOW core intesctions with coll extracts of Huh? odlls i shown, in the region of 4580 klta with a peak of
505605 klacomesponding to amolscule that binds tofulHength coreprotein as 2 =169 (A)and a S04 712-kDa
modeculle that binds to the tuncated oo protsin sa 2-122 (8] The comresponding obtained with &
contnod, unrelated, Hidtagged pratein coated on protein chips and incubated with the same ool ectracts )
and the profile obtained for cone aa 2=1&%coated dhips incubated with PBS instead of the o=l extract {0 ane
shovwn. £ and Fidentification of a S-HkDacompanentfromBuh 7 colls interacting wath the HOV core proteins in
pull-dawn smsays Analyses wers canied out by SD5PAGE and followed by Coomassis Glus staining.E, hne 1,
core protein as 2- 169 costed an beads lane 2 core protain as 2- 169 interacting with <ol extract analyred in
nonstingentconditions {10 ulof IMA Cbeads, 70 julof celll exctract, andiincubation for 2 hat mom temperatune);
hane 3 the same as fane 2 i stringent conditians | 10 dof beads, 50 plof collextract, andincubation camied aut
fior 20 min at4 "C)L F, fane 1, total cell extractof Huh7 cells;fane 2 Huh7 cell extract interacting with noncoated
BAAC bk lone 3 unnelated protsin (His- tagged GFP Foated besds analyzed with Huh? ool extract; bne 4,
Hir-tagged GFP coated an beads;lane 5 ore protsin as 2-122-coated beads alones hne 8, cors a3 2-122 and
cell extract analyzed in nonstringent conditions; ne 7 core protein as 3-122 and cell extract anatyred in
stingant canditians. P50 is & proten band identiisd by pull-doswen assays. dl 2-169 Jand o2- 1.22) correspandta
cime=rs of core proteing as 2= 169 and as 3=-122 respectively.

TABLE1
Proteins identified by mass spectrometny

carried out with eontrol, unrelated
pratein {(Fig. 5C)or uncaated chips
{Fig. 50} Thus, the 50-kDa compo-
rent was considered as a cellular
partner interacting with HOW core.

Pull-down assays were then car-
ed out with the [MAC svstem, also
with two HCY core proteins aa
2-169 and aa 2-132 as a bait. In
these experiments, different strin-
gnoy conditions were used 1o con-
firm the specificity of proteindpro-
Bin interactions {gg differing the
amounts al cell extracts and beads
and varlous incubation times and
Emperatures along with washing
gepxh In addition, the following
series of comtrols was performed: (i)
immobilized core proeing  were
analyzed to verily whether bait pro-
eins were succassfully captured to
fhe beads; (i) uncoated beads were
wed to identify cellular proteins,
which eould nonspecifically bind to
the beads; (iii) beads were coated
with a nonrelevant protein {puritied
His, 4tagged GFF).

Az shown in Fig, 55 under low
stringency conditions, a major 50
K2a (M50} band was detected in
SO5-PAGE, corrsspanding to the
@llular component that bound to
both core proteins aa 2—169 (com-
posed of domains D1 + D2 and aa
2-172 jcomposed of domain DL,
Cxhercellular proteins, which asso-
clated with care-coated beads, pro-
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RGURE dldentification of oeand fi-tubulinas HCV core-int by MALDETOF analyses. Toidentidy the S0-kDacomponent intéracting with
e, the proten band detected by SDE-PAGEwas digested with p’ulculrh\:cnzyms..'l-‘nc remilting peptides were analyzed by mass spectnametry MALDIFTOF
5] and results were compared 'with the Swinfrot data bank A MALDFTOF mas s spedirogram of S0-kDia protein. Groles and eclangiles indicate peptides
matched with FMubulin and o-ubulin, res pectively. 5, amino acid sequences identilied by mass spectrometry. In boldiace type are mass matches with the
human B 5bulin and [fa-tubulin chains and the human a- andfar 3 tubadin chains. lngerlined are ssquences allowing isotyp= identifcation.
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3500 2000 The HCV Core Pratein fnteracts
anoad A 1,000 M B with ce/3-Tibulin in Vitre and in
5 2500+ S 1500+ 1,000 nid Vira—Analyses by SPR were carried
% E it to investigate whether care pro-
§ 2000+ soinM| & diicd 20 . incould directybind to wbalin, &
1B a hgh purity preparation of bovine
250 bt 1 Purihy

& 4000 el E tbulin was wsed, which has almost
108 nM By 100 oM complete sequence homalogy with
500+ human tubulin {45) and is a het-
& nM & nhd eradimer compreed of one o and

L T T T o T T ¥ p
g 2 2 a 2 & 2 il one (3 chaln, each with a molecular

Time [2)

RGURE 7. Analysis of the inte ractions between HOV core and tubulindn witro by SPR|BLA-core ). Bnding of
whulin taNHi-1agged racombinam HOV cors proteins aa 2=169§01 + 02) (1) and aa 2=117 {01 {0 immao-
lized on Hi'* s=nsor chipa Incremsing concentrations of purifisd tubulin wensinjected. Reuls are sxpressed

in resonancs units ELL

gressively disappeared under maore stringent conditions {Flg.
5F). Thus, the 50 kDa band corresponded to the 50 kDa com-
panent detected by protein chip assays.

Toidentily the 50-kDa companent that interacted with HOW
care protein, the protain band detected by SD5-PAGE was
digested with protealytic enzymes, and the resulting peptides
weare analyzad by mass spectrometry (MALDI-TOF MS) The
Furman B-fubulin 5-chain and G-ubulin 2-chain were identi-
fieed as the most probable candidates for HOV core pratein cel-
lular partners, with 31 and 28% sequence coverage, respectively
[Table 1). [n addition, the human a-tubulin 3 and 1 isotypes
ware identified with 33% sequence coverage and a significant
MO SE score, These MOWSE seores strongly suggest that
B- and ac-tubulin chains are cellular partners that interact
specifically with HCV ¢ore protein, Since £- and a-tubulins
vsually associate with each other, it is likely that the HOW
core interacts with o @-tubulin heterodimers.

In mammals, six a-twbulin and seven B-tubulin genes have
been described {43). In liver cells, c-tubulin isotypes, such as
alAllBand oA +Y,and alCand B isotypes, such as 8-[, B-11,
A, and -V, are the most prevalent {(H). Tubulin isotypes
are defined by 1520 amino acid residues located at the C ter-
minus of the tubulin ¢hain (called the isotype-defining region).
Peptides matching B-tubulinallowed the identification of fubu-
lin 35 and f1as the most relevant B-ubulin isctypes, preferan-
tially reacting with HCV care protein. However, none of the
peptides that matched o-tubulin argeted the C-terminal iso-
type-defining region, which renderad impossible the discrimi-
nation between chains o land a3 of a-tubulin (Fig. 68) Wealso
analyzed by mass spectrometry the 30-kDa protein that bound
o uncoated beads (shown in Fig. 55, fane 20 This protein was
identified as human elongation factor 1-ol {accession numbar
MR 104 with a 10® lower MOWSE score as compared with
the human - and c-tubulina, Since the elongation factor is a
highly expressed protein, we suggest that it is a nomspecitic
ecomponent, which binds to cellulose beads,

W conclude from this analysis that e- and B-chains of

tubulin interact with core proteins composed eitherof D1 +
D2 or D1 alene. These findings suggest a key role of D1 in
such interactions,
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miass of 55 kDa, The maolar equiva-
kot of tubulin is typically defined as
a heterodimer with a maolascular
mass ab 110 kDa, For 5PR studies,
core proteing were Immobilized on
the nitrilatriacetic acid sensar chip
by their C-terminal His residues {via
MW"} and variows concentrations of tubulin were mjected. As
shown in Fig. 7, adirectand dose-dependent binding of tubulin
o bath forms of core protein was detected. The kinetic can-
stants for core proteins aa 2-169 and aa 2- 117 were deter-
mined, wing various tubulin concentrations. Appamnt disso-
clation constants Ky, were L na for core protein aa
2169 and 75 nm for eore protein aa 2-117 {Fig. 7, A and B,
rspectivelyl. Thus, HCV core binds directly to of @4ubulin
with high affinity, in the nanomolar range, and the interaction
site is located in the M-terminal D1 domain of the pratein.

Mext we Investigated whether HCV core can interact with
whulin and/or MTs In HOV-infected calls, Studies carried out
by canfocal microscopy on the [FH L model revealed a juxtapo-
stion of core protein with MTs in HCV-infected cells at early
phase of infection (Fig. &) These studies suggested that HCV
eore may also interact with MTsin HOV-infectad cells,

HCV Care Protein Enhances Tubulin Polymerization in
Vitra—To determine whether the binding of the HCV core
pratein to tubulin via D1 affects tubulin polymerization, we
conducted in wifro tubulin polymerization analyses. This
assay is based on fluorescence enhancement due to the
ingorporation of a fluorescent reporter to MTsas palymeri-
@tlon ocours, generating a polymerization curve that repre-
snts the three phases of microtubule formation: nucleation,
growth, and steady state equilibrium. Compounds thatinter-
act with tubulin could alter one or more of these phases of
polymerization. The addition of either of the two core pro-
teins aa 21— 16% oraa 2-117 to a ubulin palvmerization reac-
tion significantly increased the rate of microtubule polymer-
ization to a similar extent as the antimitotic drug paclitaxel,
which eliminates the nucleation phase and enhances the
growth phase {Fig. 94) Adding vinblastin decreased the polym-
erization rate and cavsed significant reduction in polymer mass.
Wariows eongentrations of vinblastin induced a dose-dependent
docrease of microtubule mass e vitra (Fig. 28

We exarmined further whether the HOV core could promate
wbulin polymerization in the presence of vinblastin, In this
serigs of experiments, different concentrations of vinblastin
and a constant eoncentration of HCY eore were used. The
polymerization process was monitored by an in witrs polymer-

Tima {x}
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RGURAE 8. Juxtaposition of core in HOVo-infacted cells. A, Huh7.5 colls
wereinaculated with medium fromcalls dec traoporated with JFH-1RANA. Colls
were stained with anti-core and anti-tubulin antibody followed by Suoro-

MAY 15, 2009 VOLUME 234+ BAMBER 20

ration assay in eomparison with standard polymerization con-
ditions. As shown in Fig. 9C, in the absence of vinblastin, HCWY
core aa 2-137 signifieantly increased tubulin poalymerization.
Vinblastin in a concentration range from 3 nw o 3 g
decreased the core-mediated enhancement of MT formation in
a dose-dependent manner. Mevertheless, in the presence of
oorg, the effect of the'drug was attenuated, as compared with
that indueced in the absence of core. These abservations are
consistent with the potent eflect of the HCV core protein an
twhbulin polymerization and the role of the N-terminal D1
domain of core in this process,

HOCV Care Pratein Remains Assoclated with Pelymerized
Microtubiles—Toascertaln that, indeed, the HCV core protein
anhances twbolin polymerization and induces formation of
mierotubules, MTs tormedin vitre in the presence of core were
malyzed by electron microscopy. This series of experiments
dernonstrated that MTs formed in the presence ol core {shown
in Fig. 10) were very similar to those formed in the presence of
paclitaxel {Fig. 10C) which aka enhances tubulin polymeriza-
ton, Strikingly, MTs polvmerized in the presence ol core
bound anti-core antibodies, as ascertained by immune electron
mieroscopy. These observations provided evidence that the
HCY core enhances MT palymerizationin the absenee of other
co-factors {such as MT-associated proteins) and associates, at
kast temporarily, with MTs {Fig. 10, £and F).

DISCUSSION

HCV is camsidered to enter the cell by clathrin-mediated
endocytosis and fusion between the viral emvelope and endo-
o membranes that ocours upon aciditication of the endoso-
mial compartrment {35, 461 Several cell surface maolecules have
been identified as HOY receptors {CD-81, scavenger rece ptor
SR-BL Clavdin- L and occludin) {far a review, see Ret, 47); how-
aver, the mechanizms of virus traflic during cell entry and early
postentry steps remain unknown.

In this report wsing the TEHL in witrs model, which repro-
duces a complete ving cell cyele, and drugs affecting main
cytoskeleton components, we provide evidence that intact and
dynamic MTs play a key role in the early ste ps of the virus cycle
Pading to the establishment of productive HOVW intection.
Indeed, drugs that inhibit tubulin polymerization {vinhlastin)
ar distupt (nocodazol) or stabilize {paclitaxel) MTs inhibit
dlso early steps af inlection. In contrast, eyvtochalasin [ an
inhibitor of actin polymerization and thus actin-dependent
cellular transport, had no direct effect on the initation of
HCWY intection.

Using vires pseudotypes (HOVpphasa model for studies of
HOY cell entry {32-35), we demonstrate that the first steps o
vrus intermalization, from its attachment to the call surface
until fusian of the viral envelope glveoproteins within an endo-

chrome-Isbeded sscandary antibodies 24 h postinoculsiion. Cell nuchsi were
ounterstained with 4° fdismidino- 2phenylindole. § and C7-stack anabysis
of thezoomad arss fahite bay in AL shows amasimaliintensity prajection of
& I-series generated from a stack of 20 images. To remave the bluming ofiect
de o Z-stack sxpuisition, the Z-series was deconvolved using ablind decan-
solution protocol The image in O athres-dimensonal reconstruction of the
aarmed arsa findicated by the white bax]l Miorotubules §n gresn) and core
raten fin e are repre sented s wolid s s ices
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MGUAE 9 The HOW core protein promotes pol yrersization of tubulin in
vitro. A, polymeriration of tubulin was carried out in the absence of cone
prat=in (iled sgudres) ariin the presence of care protsin as 2= 169 {apen Ik
angleslor as 2-117 (llead friangles) at & ooncentotion of 20 jeogfiml Pobymisr-
ization in the pressnce of vin blastin {3 ped) jono sses) or packtacs] {3 ) {gpen
airches] s shawn. B 1o investigate the influence of vakous concentrations of
sinbllastin on tubaulin polymenzation fviteo, the deug was sdded to the stand-
ard polymernization midune at a concen tration range from 3 nim o 3 s The
afi=ctal the drug was manitored by aBuarsscences assy as afunction of time
{eras nes] Tubulin polymerization in the absence of drug | Bled sguares) and in
the pressnce of HOV cone protsin as 2-122 jopen frianales) s shown. G the
HOV core protein and vinblastin wers simuMansausly sdded 1o the polymer-
ration mixtu re. Tubulin polymedzation in the absence of core (led squanes)
and in the presences of core aa {2-122) {open riongles) was assessed. {urves
{zrosses) repres=nt polymerization of tubulin in the pressnce of core protein
as =122 and decressing concentstions of vinblastin {3 g, 300 na, 30 nm,
and ¥ m, designated a3 a-d, respectively], when bath compounds wers
added Smultansously.
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sommal compartment, depend on the intact MT network
Indeed, vinblastin, which blocked HCVpp infection, equally
mduced cell entry of ather pseudatype particles (VSV-Gpp).
which require MT-dependent endocytic transpart.

Our further studies carried out on the HCVee model dem-
mstrated ako that early postentry ste ps of the virus cycle, aher
fusion al the vires ervelope, whichis estimated to be completed
2 hoafter the initiation of infecton, require functional MTs
Indead, asignificant decrease in the production of the virus was
observed when vinblastin was applied atvarious time paintsup
to 8 h postinfection. These data showed that an intact microtu-
bule network is reeded for early events of the HOV cell oyela.
These events most probably also concern vins nucleocapsid
mlease and early transport, subsequent to virus fusion.

The effect of MT-affecting drugs i concentration-depend-
et and thus may reflect the machanisms invalved In virus
interaction with MTs (40, 41% We observed the substantial
effect af vinblastin and nocodazol on the Initdation of HOV
nfection, when these drugs were used even in low micromalar
and ranomaolar concentrations. Indeed, in micramaolar congen-
trations, nocodazale Induces depalymerization of MTs and
whbulin aggregation. Nocodazol at low concentrations sup-
pressas the association and dissoclation rates of twbulin, stabi-
Izing the MT dynamies, but does not alter the equilibrium
between a MT polymer and saluble tubulin. Equally, nanamao-
lar concentrations of vinblastin do not Induce perceptible
changes in MT structure; however, at these caoncentrations,
vinblastin is known to suppress MT dynamic Instability and
readmilling mechanisms. Paclitaxel, an MT-stabilizing drug,
dso had a significant Inhibitory effect on the establishment of
productive HCV infection. Altogether, these findings suggested
that eady virus trarsport depends on MT dynamic instability
and/or treadmilling mechanisms and thus may involve the
mteraction of virus core protein with microtubules.

ndeed, our observations using confocal microscopy evi-
denced juxtapasition of core with microtubules in HCW-in-
Ected cells. These data corroborated with our in vitrs findings,
which identified - and F-tubulin chains as cellular prateins
drectly binding HCV core and evidenced direct interactions
between the HOVY core protein and wubuling SPR {BLAcore)
studies permitted the Identification of the M-terminal D1 as a
part of the core protein that directly binds to o/B-tubulin het-
eradimers with high affinity {in the nanomaolar range). We
agually provided evidence that the direct Interaction of D1 of
core with tubulin, without any mediators {such as MT-associ-
ated proteins), promiotes tubulin palymerization in witra, HCY
core displayed an effect oppaosite to that of vinblastin, a drug
that inhikits MT polymerization. Whenappliedin the presence
of vinblastin, core attenuated the inhibitory effect of the drug
o MT pul':.rme rization. Chur observations by electron micros-
copy confirmed that microtubules formed in the presence of
core are very similar to those formed in the presence of pacli-
txel, a drug known to énhance microtubule polyimerization
{481 Maost impartanthy, immune electron microscopy analyses
mevealked that core protein remained associated with miceotu-
bules formad i vitrein its presence.

‘Viral genomea-proteineamp kexes, viruses, and subviml parti-
des can be transported within the host cell evtoplasm during
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tion and associatbes with MTs. AT control

BGUARE 10, HCW core p i tubulin p

wira: human  immunodeficiency
virus Tat protein {57) tobacco
momake vins movement protein
{58}, and Ebala virus matrix protein
VP40 (59). Nevertheloss, the exact
mechanizms and role of these inter-
actions In virus tansport remain to
be elucidated.

Transport of molecules along
MMTs can be achieved by using MT-
dpendent motors, such as kimesins
ad dymeina (11, 12 60} These
motors nse epergy derived from
ATP hydralysis to maove carga, but
motor-driven  processss are not
related to polymerization and depo-
kmerization kinetics {14). Another
mechanizm of cytomolle transport
o MTs, called "treadmilling” (13
14} invohes polymerization at the.
Mus end and dep-rﬂ':.rmerj:stinn at
the minws end after severing of MTs
tw cellular katenin {15 Thus, Intra-
ellular ransport of the HOV core,
smilarly to the tobacco wviros
mcoded moverment protein or the
human immmunodeficiancy virus Tat
protein, which also enhance MT
polymerization {57, 58) can be
mediated by mechanisms related to
wbulin polrmerization.

HOWV-BEMA  replication  takes
pace in the cytoplsm in mem-
brane-assoclated replication com-

whﬁmlﬁdﬂTWmmﬂmprmmdmm A, micmiubabes formed inwitro
in standard condilions, when fubalin fat 2 concentration of 2 mig/mlll was incubated in pobymerization buffer
for 10 min st 37°C in the sb=ence of drugs and HOY coee protein, Bomicrofubules are hot obse réed when
Hacodaral | 3 il is added 1o the MT palymerization mixture; © micratubules polymerized in the presence of
5 e paciitaxs], & drug that enhances polymesization and stabillizes microtu bules D, micratu b les Sarmied in
the pressnce of HOV core protein as 2-117 in the polymenization mistune st a concentration of 20 pg'ml
Samiples weere coated an Formwar grids, fiesd with 2% ghitaraldeshyde, washed, and stained with 2% uranyd
acetale. B=G immuns alsciron microscapy anabyses of microtubules ized i wilvo i the presence of
coires pratein. Micotubules formed in the presence of core protein as 2-1174E and Fland in the presence of
pacitams] & negative contrad {GL Sampldes were Boeed with 2% glutaraldehyde, washed, and stained with 4%

Mexes designated as membranous
wehs {6 1L The eyteskele ton compo-
rents (microtubules and actin fila-
ments) provide tracks for the move-
ment ol replication complexes {24 -
26} Two types of HOW replication
complexes  have recently been

wranyl acetate. Avrows, calloidal gold beads

cell entry, from the plasma membrang to the site of viral repli-
cation, and during viml assambly and egress to the plasma
membrane for their release into the extracellular milieu {13,
L&) The assnciation of viral proteins with microtubole compo-
nents has been reported for several vimses: vaocinia virus (49),
herpes simplox virus (50}, murine coronavins (31) pseudora-
bies virus {52), vesicular stomatitis virus {53) rotavirus {54),
and M protein of Sendai virus [35) During infection, some
viruses are transported on MTs within membranous vesicles
{18, 19), whereas othars use mee hanisms driven by mic rotbule
mators for transport of their capsids or subviral particles on
WTs interacting either with microtubule motors {20-23) or
with microtubule-associated proteins (361

iy three proteins have been shown up to now to directly
interact with tubulin and to enhance tubulin polymerization in

"EDB.
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mwparted; large  structures,  with
wstricted mability appeared 24 h
postinfection, and small replication eomplexes were formed
12-24 h postinfection and menved in a MT-dependent manner
{26), These studies estimated that the formation of replication
com plexes starts about 12 h alter the initiatlon of HCVecinlec-
tiom, thus later than the early events analyzed in our study.
HOW maorphogenesis and the seeretion of progeny virus also
meguire a functional microtbule metwork (27% HOW core pro-
#in probabl recruits nonstructural proteins and replication
complexes to lipid droplet-associated membranes, and this

process s directly comnectad to the vires assembly pathway in

HCY -infected cells (&2 [n HOW-infectad cells, newly synthe-
sized core protein loads lipid droplets and progressively coats
the entire organelle, replacing adipocyte differentiation-ralated
protein {37) Core protein-coated lipiddroplets are transparted
on microtubules in 4 dynein-dependent manner, $8-72 h
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postinfection, to the perinuclear area, where virus morp hogen-
eils takes place (27) The above quated studies forused either
on the formation and transpart of HOV replication complexes
oran virws morphogenesis and release but did not address the
role ol microtubukes in HOY cell entryand early transpart. Char
study provides the first evidence that a microtubule network
that is both intact and dynamic plays a key rok in virus inter-
nalization, leading to the establishment of infection. Although
many vinses use the microtubule netwark for virus transportat
various steps of their lile cycle, our study suggests that the
establishment of productive HCV infection requires a dynamic
process driven by microtubule polymerization. Such mecha-
rlams have been reported for a bew viruses, such as duck hepa-
titis B wirus or HHP-8 {63, 64). Indeed, for these viruses, early
steps af intection subseguent to the virus cell entry depend an
both intact microtubuks and their dynamic turnover,
Although this point might require further studies, our observa-
tions by electron mic rescopy favor the hypathesis that similarly
to the tobaceo virns X encoded movemant protein (38) or the
human immunedeficiency virus Tat protein (37) HOVY core
could integrate into the microtubule lattice to exploit assembly
dymarmics andlor treadmilling mechanisms for transport ol
virus nucleocapsid in intected colls.

Another possible function of the HCY core protein could
be the regulation of dynein- and kinesin-based motions. Since
bidirectional motion 1s widespread and direction of the
microtubule-dependant transport depends on the halance
between plus end and minus end directed motion, the cargo-
based regulation of motor-MT interactions may bea key mech-
anism that is used to control cargo transpaort (11, 12, &60). Fro-
teins showing the ability to bind to MTs ndependently of
motors could play a erugal role in such regulation {12}, In
accordance with this notion, direct binding of core to tubualin
and activation of migrotubule polymerization could alter the
balance of dynein- and kinesin-based motions. [ndeed, the reg-
ulation of motor complexes by virus capsid proteins has been
suggested (65) but the exact mechanism al such regulations
has not vet been elucidated.

Our findings show a novel and potentially important prop-
erty of the core protein and suggest that HCW might explait the
MT lattice for transport of the virus nucleocapsid by polymer-
ization-related mechanlsms, Such interactions couldalso play a
robe at later steps of the viral evele, during viral morphogenesis
and secretion. Improving our understanding of the conse-
quences of core-M T interactions might facilitate the develop-
ment of new therapeutic approaches targeted to inhibit HCY
infection. Indeed, molecules modilying MT dymamics are
already anintegral part of anti-cancer treatment {66 ),
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Des avancées significatives ont été faites au cours des derni€res années pour comprendre les
étapes précoces de I’infection de la cellule par le VHC. Le développement du systéme de
culture du VHC in vitro a permis de mettre en évidence le rdle de candidats récepteurs dans
I’infection. Néanmoins, les étapes clés du cycle viral restent a élucider concernant
I’attachement, les interactions moléculaires entre le virus et ses récepteurs, le processus
d’internalisation menant a la fusion, ainsi que le transport de la nucléocapside virale vers le
site de réplication.

Le VHC représente un nouveau modele d’interaction virus-cellule dii au role essentiel des
lipoprotéines dans I’infection et le cycle viral. L’entrée virale, la réplication, I’assemblage et
la sécrétion du virus sont directement liés au métabolisme des lipides et des lipoprotéines.
L’association des ¢éléments viraux avec les gouttelettes lipidiques conditionne la
morphogenése des particules virales infectieuses et 1’association avec les VLDL représente un

événement essentiel pour la sécrétion du virus a partir de cellules infectées.

Dans notre but d’étudier les interactions du VHC avec la cellule hote et les étapes précoces de
I’infection, nous avons cherché a répondre aux questions suivantes :

- T’étroite relation entre le VHC et le métabolisme lipidique implique-t-il un réle de la
lipoprotéine lipase, une enzyme clé dans le métabolisme des lipoprotéines, dans
I’entrée du VHC dans sa cellule cible et dans I’infection ?

- quel est le role du réseau de microtubules dans 1’entrée du virus dans la cellule et dans
le transport de ses composants, a des phases précoces de I’infection ?

- est-l possible de viser ces étapes clés du cycle viral pour prévenir ou atténuer

I’infection ?

Si nous n’avons pas fourni des réponses définitives a toutes ces questions, I’ensemble de nos
travaux apporte des éléments nouveaux sur la compréhension des étapes précoces du cycle
viral du VHC, en particulier sur I'importance des lipoprotéines associées au virus et la
nécessité pour le virus d’un réseau de microtubules fonctionnel et dynamique dans I’initiation

d’une infection productive.

Il est connu depuis des années que le VHC circulant dans le sérum de patients présente un
profil de densité trés hétérogene. La majeure partie des particules virales est associée aux
lipoprotéines : VLDL et LDL (Thomssen et al. 1992; Prince et al. 1996; Agnello et al. 1999;

André¢ et al. 2002). Les lipoprotéines ne sont pas simplement associ¢es au VHC, mais elles
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font partie intégrante des particules virales (Nielsen et al. 2006). En effet, en accord avec ces
observations, il a ét¢ démontré plus récemment que 1’assemblage et la sécrétion des particules
virales suit la voie d’assemblage et de sécrétion des VLDL : la sécrétion du VHC est inhibée
par des siRNA dirigés contre I’ApoB ou I’ApoE (Chang et al. 2007; Huang et al. 2007). La
fraction virale provenant de sérum de patients et associée aux lipoprotéines est la plus
infectieuse chez le chimpanzé (Bradley et al. 1991) et dans les systémes de culture cellulaire
in vitro (Agnello et al. 1999; Andre et al. 2002 et 2005). Notre équipe a montré que le VHC
présent dans le sérum de patients interagit avec le récepteur SR-BI, conduisant a
I’internalisation du virus, et que cette interaction fait intervenir les VLDL et LDL associées
aux particules virales (Maillard et al. 2006). Ainsi, les lipoprotéines associ€ées au virus
favorisent I’entrée du VHC dans la cellule. Elles peuvent également masquer les épitopes
essentiels en protégeant le virus contre des anticorps neutralisants et par conséquent participer
aux mécanismes d’échappements du virus au contréle immunologique de 1’héote (Figure 34).
Ces observations sont en accord avec la coexistence d’anticorps anti-enveloppe avec le virus
dans le sérum de patients infectés, rendant inefficace 1’action neutralisante des anticorps et
constituant un argument majeur pour expliquer le phénoméne de persistance virale (von Hahn

et al. 2007).

L’infection par le HCVcc produit in vitro, méme si ce systeme ne correspond pas exactement
a P’infection naturelle, dépend également des lipoprotéines. En effet, nous avons montré que
les anticorps anti-f lipoprotéines inhibent I’infection par le HCVcc (Andreo et al. 2007). De
plus, I’infectiosit¢ du VHC est régulée par ApoC1 (Dreux et al. 2007). Le cholestérol ainsi
que les sphingolipides associés au HCVce sont critiques pour la maturation et le potentiel
infectieux du virus (Aizaki et al. 2008). Toutes ces études soulignent le role crucial des

lipoprotéines dans I’infection par le VHC.

Le role essentiel des lipoprotéines et de leurs récepteurs dans I’entrée du VHC dans la cellule
nous a amenés a nous interroger sur le role possible de la LPL dans I’entrée du VHC dans la
cellule. La LPL joue un rdle central dans le métabolisme des lipoprotéines. Cette enzyme
exerce deux fonctions essentielles (Mead et al. 2002). Premiérement, la LPL hydrolyse les
triglycérides dans les lipoprotéines riches en TG comme les chylomicrons et les VLDL,
fournissant des acides gras libres pour les tissus périphériques, en particulier le tissu adipeux

et les muscles. La lipolyse par la LPL est activée par ApoC2, alors qu’ ApoC3 agit comme
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inhibiteur de ce processus (Mead et al. 2002). La LPL est synthétisée par le tissu adipeux ou
les muscles et est majoritairement transférée a la surface luminale de I’endothélium
vasculaire, ou elle se lie aux TRL et les hydrolyse. Elle est fonctionnelle uniquement sous
forme dimérique. Les diméres de LPL sont attachés aux HSPG ou a GPIHBP1 (Beigneux et
al. 2009) localisés a la surface de 1’endothélium vasculaire, un lieu clé de la lipolyse des TRL

par la LPL.

Deuxiémement, la LPL cible les TRL vers le foie et médie leur clairance de la circulation en
facilitant leur entrée via les récepteurs hépatiques (Mead et al. 2002; Zheng et al. 2006).
Apres lipolyse, les lipoprotéines diminuées en taille et enrichies en ApoE (« remnants » de
VLDL) sont internalisées par les hépatocytes via les HSPG ou une autre voie dépendant des
HSPG et du LDL-R ou du LRP, ou en I’absence de ces récepteurs par SR-B1 (Hu et al. 2008).
En particulier, les chaines de HSPG exprimées sur les hépatocytes présentent une plus grande
affinité pour la LPL que les HSPG des autres tissus, ce qui explique que 1’injection de la LPL
chez la souris résulte en une clairance hépatique rapide des lipoprotéines (Zheng et al. 2006).
En dehors de son activit¢ enzymatique, la LPL augmente la clairance hépatique des
chylomicrons et des VLDL par un mécanisme impliquant la formation d’un pont par la LPL
dimérique entre les lipoprotéines et les HSPG présents a la surface cellulaire, ce qui

correspond a une voie rapide de clairance hépatique.

Nos recherches ont apporté de nouvelles preuves du roéle indispensable des lipoprotéines
associées aux particules virales dans la régulation de I’infectiosité du VHC. Tout d’abord,
nous avons mis en évidence le role de la LPL comme médiateur de 1’attachement et
I’internalisation du virus naturel dans différents types cellulaires, dont la cellule hépatique
(Andreo et al. 2007). Dans cette étude, nous avons démontré que le mécanisme d’action de la
LPL sur le VHC naturel provenant du sérum de patient était analogue a la clairance hépatique
des lipoprotéines sériques. La LPL se lie aux lipoprotéines associées au virus (son action est
inhibée par des anticorps anti-f lipoprotéines) et aux HSPG présents a la surface cellulaire.
Seule la LPL dimérique est apte a interagir avec le virus (des tests ELISA ont permis de
différencier les formes monomériques et dimériques de la LPL). L’action de la LPL induit
I’internalisation du virus dans la cellule, de facon analogue a [D’internalisation des
lipoprotéines, ceci grace a la fonction de pontage de la LPL (Figure 35).

De fagon surprenante, la LPL augmente 1’association du virus avec la cellule (aussi bien le

virus sérique que le HCVce, méme si cette augmentation pour ce dernier est beaucoup moins
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importante) mais induit une inhibition de I’infection par le HCVcc in vitro (Andreo et al.
2007). La LPL affecte apparemment uniquement les stades trés précoces de I’infection, car

aucun effet inhibiteur n’est induit lorsqu’elle est ajoutée aux cellules 2h apres infection.

L’ensemble de ces données suggérait un role inhibiteur de la LPL sur I’infection par le VHC
(Andreo et al. 2007). Néanmoins, des différences peuvent exister entre le virus produit lors
d’une infection naturelle in vivo et le HCVcc in vitro, en termes de composition des particules
virales et de leur association aux lipoprotéines (Bukh 2006; Lindenbach et al. 2006). En effet,
la cellule Huh7.5, capable de produire des particules virales en culture cellulaire, a un
métabolisme lipidique défectif, ce qui pourrait influencer les propriétés des particules virales
produites dans ces cellules. Dans les études suivantes nous avons donc posé la question de
savoir si la LPL pouvait également inhiber I’infection par le virus produit dans des
hépatocytes humains primaires ? Nous nous sommes intéressés au role de la LPL sur
I’infection par le virus produit dans des hépatocytes humains primaires, transplantés chez des
souris UPA-SCID, un des deux mod¢les in vivo le plus proche de I’infection naturelle
actuellement disponible (cf chimpanzé). Dans cette deuxieme étude (Walic et al. soumis),
nous confirmons que la LPL agit comme un inhibiteur de I’infectiosit¢ du VHC. Elle inhibe
de facon significative I’infection des cellules Huh7.5 par les deux souches virales JFH-1 et
J6/JFH-1 produites en culture cellulaire, et les mémes souches du virus produites dans des

hépatocytes humains primaires greffés chez les souris uPA-SCID.

La question suivante que nous nous sommes posés ¢était de savoir quelle population du virus
¢tait sensible a D’action de la LPL. La composition des populations virales de densité
différente reste a déterminer. Néanmoins, des techniques de centrifugation dans un gradient
d’iodixanol ont été ¢laborées (Nielsen et al. 2007), permettant de séparer des populations
virales de différentes densités, donc probablement associées aux différents types de
lipoprotéines. L’ultracentrifugation des échantillons viraux en gradient d’iodixanol a révélé
que les deux souches virales JFH-1 et J6/JFH-1 produites in vitro peuvent étre séparées en
deux populations : une de faible densité (en moyenne 1,02g/ml) et I’autre de plus forte densité
(en moyenne 1,07g/ml). Ces deux populations virales colocalisent avec ApoB et le cholestérol
dans les fractions d’intérét et leur densité relativement faible confirme leur association avec
les lipoprotéines. Ces observations sont en accord avec la nécessité pour le virus d’utiliser ces

composants pour sa structure et sa sécrétion.
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En accord avec les observations précédentes in vivo (Bradley et al. 1991) et in vitro (Agnello
et al. 1999; André¢ et al. 2002), nous avons constaté que la population de plus faible densité du
virus produit in vitro est également plus infectieuse que la population plus dense. Des
résultats similaires ont été obtenus pour les mémes souches de HCVcc produit dans le modéle
de souris uPA-SCID. Les virus produits in vitro ont été également séparés en deux
populations : la population légere étant toujours beaucoup plus infectieuse (100-1000 fois)
que la population de densité plus ¢élevée. De plus, une différence a été observée, uniquement
pour la souche JFH-1, concernant la densité de la fraction majeure du virus produit in vitro et
in vivo : 1,086 versus 1,045. La souche J6/JFH-1 est différente de la souche JFH-1 du point de
vue des protéines structurales (bien que les deux souches soient de génotype 2a). En effet, des
différences de densités sont observées entre deux souches pour la population plus lourde. Les
différences dans les séquences d’aa des glycoprotéines d’enveloppe pourraient influencer leur
interaction avec les lipoprotéines, et par conséquent les propriétés physicochimiques du

HCVcec.

Nous avons constaté que la LPL inhibe I’infection des cellules par ces deux populations
virales obtenues a partir des virus produits aussi bien in vitro qu’in vivo. Ces observations
suggerent que la composition en lipides associ€és aux particules virales n’influence pas
significativement 1’effet de I’enzyme sur I’infectiosité du VHC. En effet, in vivo la LPL est
capable d’augmenter 1’entrée cellulaire des différentes lipoprotéines contenant 1’ApoB telles

que les LDL, les VLDL, les chylomicrons et leur « remnants » (Zheng et al. 20006).

Du fait que la LPL présente deux fonctions biologiques, son effet sur I’infection par le VHC
pourrait étre dii soit a son activité enzymatique (et donc a I’induction d’un changement dans
la composition des lipoprotéines associées au virus), soit a la capacité d’introduire le virus
dans la cellule sur la voie abortive de I’infection. Effectivement, il a été montré que la LPL de
Pseudomonas spp. exergait une activité virolytique sur le VHC provenant du sérum de patient,
provoquant sa dégradation (Thomssen 2002). Dans notre étude précédente, nous avons
confirmé cette observation concernant la LPL de Pseudomonas spp. (Andreo et al. 2007),
mais avons €galement montré que cet effet virolytique n’était pas retrouvé avec la LPL
bovine, homologue a la LPL humaine et souvent utilisée pour étudier les propriétés et
fonctions de la LPL humaine. L hypotheése d’une dégradation des particules virales par la LPL
a ¢été également exclue dans notre deuxieme étude (Walic et al. soumis) : le traitement du

virus avec la LPL soluble (non fixée sur les cellules) aux mémes concentrations et sur une
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durée identique aux conditions utilisées pour notre approche cellulaire n’a pas induit de
changement significatif, a la fois dans la densité et dans la quantité d’ARN viral contenu dans
les différentes fractions virales. Dans cette dernieére étude, nous avons également démontré
que ’effet inhibiteur de la LPL sur ’infectiosité du VHC, produit aussi bien in vitro qu’in
vivo, n’était pas sensible a I’action de la THL, inhibiteur de I’activité¢ enzymatique de la LPL.
Le dosage d’activité enzymatique de la LPL est en cours et il permettra de confirmer cette
observation. Les différences observées dans cette étude comparativement a notre étude
précédente pourrait étre diies a 1’utilisation des différentes préparations commerciales
d’inhibiteur enzymatique (THL), ou a une action différente de la LPL sur I’internalisation du
virus sérique et du HCVcc. Les travaux en cours devraient nous aider a expliquer ces

différences.

Nos observations vont donc dans le sens d’un possible effet modulateur de la LPL sur
I’infectiosité du VHC in vivo. En nous basant sur nos données actuelles, nous pensons que la
LPL pourrait stimuler une voie non- productive d’entrée du virus dans la cellule, conduisant
le VHC a la dégradation (Figure 36). Dans ce mécanisme (infection abortive), les complexes
virus-LPL pourraient étre internalisés par une voie de dégradation des lipoprotéines,
indépendante des récepteurs hépatiques pour le VHC. En suivant la voie LPL-dépendante, les
« remnants » des lipoprotéines internalisées fusionneraient avec les lysosomes, activant la
protéolyse et la lipolyse, ce qui produirait du cholestérol utilisé ensuite par les VLDL
nouvellement synthétisées ou sécrété par la bile. Notre équipe étudie actuellement cette
hypothése par des techniques de microscopie ¢€lectronique. L’étude du réle de la LPL dans
I’infection d’hépatocytes humains en culture primaire par le virus naturel provenant du sérum
de patients infectés ou par HCVcc pourrait également se révéler intéressante. L’étude de
I’impact de la réduction d’expression des différents récepteurs potentiellement impliqués

(LDL-R, LRP, etc) a I’aide de siRNA spécifiques nous semble aussi une voie d’intérét.

Récemment, en collaboration avec d’autres groupes, notre équipe a montré que la LPL
pouvait jouer un réle dans les étapes précoces d’infection des cellules par d’autres virus
hépatotropes tels que le VHB (Deng et al. 2007). De plus, du fait de sa capacité d’interagir
avec différents types cellulaires, la LPL pourrait jouer un réle dans le mécanisme d’évasion
virale, en facilitant ’entrée du virus dans des cellules non sensibles a I’infection, conférant

ainsi au VHC une protection face a la réponse immune de 1’hdte et assurant au virus sa survie
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et son transport aux cellules permissives. Ces mécanismes pourraient favoriser 1’évolution

vers une infection persistante.

Les travaux effectués dans notre laboratoire permettent par conséquent de mieux définir les
mécanismes d’entrée du VHC dans la cellule et les étapes précoces de I’infection, et
soulignent le role essentiel des lipoprotéines dans ces mécanismes. Ces observations, liées a
celles a d’autres équipes, permettent de proposer un mécanisme d’entrée du VHC. La liaison
du virus a la surface de I’hépatocyte impliquerait en effet les lipoprotéines associées au VHC.
Celles-ci vont se lier au LDL-R et/ou aux HSPG, ou encore directement a SR-B1. A ce stade
de I’infection, la LPL pourrait intervenir comme régulateur de 1’infection (Budkowska 2009).
L’interaction du virus avec le complexe SR-B1/CD81 va déclencher une cascade de
signalisation nécessaire a ’entrée virale (Brazzoli et al. 2008) et a I’initiation de I’infection :
aprés transfert au niveau des jonctions serrées et son interaction avec les récepteurs comme
CLDN-1 et occludine, le VHC est internalisé¢ par voie clathrine-dépendante. Ensuite, les
glycoprotéines d’enveloppe virale participent a la fusion dans le compartiment endosomal
(PApoB serait également impliquée). La nucléocapside virale est alors libérée dans le

cytoplasme.

Dans le contexte de 1’entrée virale, nos résultats suggerent également que le VHC exploite le
réseau de microtubules dans les étapes précoces de I’infection : premiérement avant la fusion,
et ensuite dans le transport des nucléocapsides dans les étapes post-fusion (Roohvand et al.
2009). En effet, en utilisant le modele JFH-1 ainsi que des molécules affectant la dynamique
des principaux composants du cytosquelette, nous apportons la preuve qu’un réseau de
microtubules intact et dynamique joue un role clé dans ces étapes du cycle viral. La
vinblastine, qui inhibe la polymérisation de la tubuline, le nocodazole inhibant Ia
polymérisation des microtubules, et le paclitaxel qui les stabilise, inhibent les étapes précoces
de I’infection. La cytochalasine D, un inhibiteur de la polymérisation de 1’actine, visant donc
le transport cellulaire actine-dépendant, n’a quant a elle aucun effet sur D’initiation de

I’infection dans notre systéme.

En utilisant des pseudoparticules HCVpp comme modé¢les des étapes précoces de 1’entrée
virale, nous avons montré que les étapes d’internalisation du virus, depuis son attachement a
la surface de la cellule jusqu’a la fusion des glycoprotéines d’enveloppe dans un

compartiment endosomal, dépendent de I’intégrité du réseau de microtubules.
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Nos ¢études sur le modéle HCVcece ont également montré qu’un réseau de microtubules intact et
dynamique est requis lors des événements plus tardifs du cycle viral du VHC, apres libération
de la nucléocapside virale et lors de son transport. L’effet de ces réactifs, pour les
concentrations utilisées, suggere que le transport précoce du virus dépend de I’instabilité
dynamique et/ou du « treadmilling » des microtubules. De plus, nos résultats suggerent que
ces ¢étapes précoces de I’infection pourraient impliquer une interaction de la protéine de
capside du VHC avec les microtubules. En effet, nos observations ont prouvé 1’existence
d’une interaction directe entre la tubuline a/f avec le domaine D1 de la protéine de capside du
VHC. Ces observations ont été confirmées par des études in vitro, qui ont permis de mettre en
évidence I’interaction directe de la protéine de capside avec la tubuline par les techniques de
BIA-core et sa capacité d’augmenter de facon significative la polymérisation des microtubules

in vitro (Roohvand et al. 2009).

Plusieurs virus utilisent le réseau de microtubules pour le transport de leurs composants,
I’établissement de l’infection et/ou la sécrétion de particules virales a partir de cellules
infectées. Néanmoins, le transport de molécules le long des microtubules fait en général
intervenir des protéines motrices, comme la kinésine ou la dynéine. Ces protéines utilisent de
I’énergie provenant de 1’hydrolyse de I’ATP pour qu’il y ait mouvement du cargo, mais ce
processus est indépendant des cinétiques de polymérisation et dépolymérisation des
microtubules. Un autre mécanisme de transport sur les microtubules est le « treadmilling » et
implique la polymérisation des microtubules a leur extrémité positive et leur dépolymérisation
a I’extrémité négative, apres action de la katénine cellulaire (cf Figure 28). Comme la protéine
de capside augmente de fagon significative la polymérisation des microtubules in vitro, le
transport intracellulaire de la protéine de capside virale pourrait donc étre médié par des
mécanismes liés a la polymérisation de la tubuline. Cette propriété de la protéine de capside
constituerait un nouveau paradigme d’interaction virus-cellule en plus de la dépendance du

cycle viral du VHC au métabolisme des lipides et lipoprotéines de 1’hote.

A T’heure actuelle, seulement trois protéines virales ont été identifiées comme interagissant
directement avec la tubuline : la protéine Tat du VIH (de Mareuil et al. 2005), une protéine du
virus de la Mosaique du Tabac (Boyko et al. 2000) et la protéine de matrice VP40 du virus
Ebola (Ruthel et al. 2005). Cependant, les mécanismes exacts et le role de ces interactions

dans le transport de ces trois composants viraux restent a ¢lucider.
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Il a été déja démontré que les autres étapes du cycle du VHC dépendent des ¢léments du
cytosquelette cellulaire. La réplication de I’ARN du VHC a lieu dans le cytoplasme au niveau
de complexes de réplication associés a des membranes cellulaires, appelées « membranous
web ». Les composants du cytosquelette permettent le mouvement de ces complexes de
réplication (Wolk, et al. 2008). La morphogénése et la sécrétion du VHC exigent également
la présence d’un réseau de microtubules fonctionnel (Boulant et al. 2008). Dans le processus
de morphogenese, la protéine de capside joue un role essentiel car elle recrute probablement
des protéines non-structurales et les complexes de réplication au niveau des membranes
associées aux LD. La protéine de capside se lie a la LD jusqu’a I’entourer progressivement, ce
qui permet leur transport via les microtubules selon un mécanisme dynéine-dépendant
(Boulant et al. 2008), jusqu’au niveau périnucléaire, ou la morphogénése du virus a lieu

(Miyanari et al. 2007).

Nos études ont apporté un élément nouveau, en montrant que le réseau de microtubules intact
et dynamique joue un rdle clé dans I’internalisation du virus conduisant a une infection
productive. Bien que ce point requiert de plus amples travaux, nous pensons que la protéine
de capside pourrait exploiter le réseau de microtubules et utiliser les mécanismes d’instabilité
dynamique et/ou de treadmilling, de facon a faciliter le transport de la nucléocapside virale
dans les cellules infectées. Une autre fonction possible de la protéine de capside pourrait étre,
par son rdle de cargo, de réguler les mouvements kinésine ou dynéine-dépendants. En effet,
I’un des mécanismes proposés dans le transport bidirectionnel évoque le cargo comme
responsable du changement de direction sur les microtubules (Welte 2004). La liaison de cette
protéine cargo a la tubuline et I’augmentation de la polymérisation des microtubules
pourraient altérer les mouvements basés sur la kinésine ou la dynéine. Cependant, ce

mécanisme de régulation reste a élucider.

Notre équipe tente actuellement de caractériser le site de liaison de la tubuline et celui de la
capside. Dans I’étude du site de liaison de la protéine de capside, I’analyse de différents
fragments peptidiques de la capside est en cours par les techniques de BIA-core (SPR) et le
test de polymérisation in vitro. Le fragment de la protéine de capside interagissant avec la

tubuline pourrait étre utilisé dans des essais d’inhibition de I’infection in vitro.
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Mes collegues étudient €également I’interaction de la protéine de capside avec la tubuline dans
des cellules en culture, pour rechercher une colocalisation éventuelle de ces deux composants
lors des différentes phases de I’infection. Ils étudient ainsi les éventuelles modifications post-
traductionnelles de la tubuline et/ou la stabilisation des microtubules que pourrait induire
I’infection par le VHC. La cristallisation du complexe protéine de capside/tubuline est

envisageable afin de déterminer la structure de la protéine de capside.
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CONCLUSION GENERALE

Nos ¢tudes montrent que la lipoprotéine lipase, une enzyme clé du métabolisme des
lipoprotéines, apportée comme ligand exogéne, agit comme un inhibiteur naturel de
I’infection de la cellule par le VHC. La LPL est capable d’inhiber de facon efficace I’infection
par les virus produits in vitro dans les cellules en culture et par les mémes souches virales

produites dans les hépatocytes primaires greffés chez les souris humanisées.

Nos études suggerent que 1’action de la LPL est indépendante de son activité enzymatique,
mais implique un mécanisme de pontage, similaire a celui de la clearance hépatique des
lipoprotéines de la circulation. La LPL médie donc probablement une voie alternative d’entrée

du VHC dans la cellule, conduisant a une infection abortive.

Nos résultats constituent une ouverture dans 1’étude des mécanismes de ’entrée du VHC et

suggerent ainsi que la LPL pourrait moduler I’infectiosité du VHC in vivo.

L’augmentation de l’expression de la LPL peut étre effectuée au moyen de vecteurs
adénoviraux, et cette stratégie a déja été¢ évoquée pour le traitement des déficiences en LPL
(Stroes et al. 2008). Elle pourrait donc étre potentiellement appliquée pour le traitement de
I’infection par le VHC. Des études plus approfondies sur le modele de souris humanisées

pourraient apporter les informations nécessaires pour appuyer cette hypothése.

Le message le plus important de cette étude est que les composants lipoprotéiques associés

aux particules virales pourraient constituer de nouvelles cibles pour les stratégies antivirales.
Nos ¢études des mécanismes d’entrée virale montrent également le réle essentiel des
microtubules dans ’initiation de I’infection par le VHC, ainsi que dans les étapes précedant et

suivant la fusion.

De plus, nos résultats montrent une nouvelle propriété de la protéine de capside : sa capacité

d’interagir avec les chaines a et B de la tubuline, induisant et augmentant ainsi la
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polymérisation des microtubules d’une fagon plus efficace que les autres protéines virales

connues, telle que la protéine Tat de VIH.

Nos observations suggerent que le VHC pourrait exploiter le réseau de microtubules pour le
transport de la protéine de la nucléocapside virale, par des mécanismes polymérisation-
dépendants, a certaines étapes du cycle viral. Une telle interaction pourrait jouer un rdle dans
les étapes précoces de I’infection (ce que suggerent nos études), mais également a des étapes

tardives du cycle viral, lors de la morphogenése et la sécrétion du VHC.

Améliorer nos connaissances des conséquences de I’interaction protéine de
capside/microtubules pourrait faciliter le développement de nouvelles approches
thérapeutiques ciblant 1’inhibition de I’infection. Des molécules modifiant la dynamique des

microtubules sont en effet déja utilisées lors des traitements contre le cancer.
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Together with teelr slmian T-cell lvmphotropic virwes (STLV) equlvalent, onan T-cell lvmphot ropic virns
type 1 (HTLV-1), HTLV-2, and HTLV-3 form the pelmate T-cell lvmphoteopic viens (PTLY) group, Over the
venrs, understamding the biokbgy aml pathogenesis of HTLV-1 aml HTLV-2 las been widely impooved by
thse ereathon of malecular closes, In contrast, so far, FTLV-Y experimental studies have been restricted to the
overexpression of s jox gene wslng reporter assays, We have thevefore declded o constrisct an STLV-3
madecular clome. We gemerated a full-length STLV-3 proviral close (8891 bpy by FCR amplification of
averlapping feagments. This STLV-3 maolecidar clone was tven teansfec ted g 2937T eells. Reverse transerip-
tase UK experiments followed by sequence analyvsds of s amplified products allowed ws b0 estaldish that both
pag and gxfrer mEMAs were transeribed, Western blotting further demonstrated the presence of the STLV-3
P24 protein I the cell culture supermatant from teans fected cells, Transient transfecton of 293T cells and
af 203 -long terminal repeat-green Huorescent protein cells with the STLV-3 clone  promoted symsey thom
furmation, a lallmark of PTLY Env expression, as well as the appearance of Hueorescent cells, also deman-
strating that the Tax3 preteln was expressel. Viess particles were visible by electron microscopy. These
partcles are lnfectbows, as demonsteated by owr cell-free-infecton experiments with porified vivions, All
togetlber, our datn demansteate that the STLY-3 molecular clone is functonal and Infections, This clone will
glve ws a wnlgue opporiundt v to study In viteo tse diffevent pX tronseeipts and the putative presence of ant sense
tramseripts and b evaliaate the FTLV-3 pathegenlcliy ln viv,

Together with their simian T-cell lvmphotropic virus
(STLY') counterpart, human T-=ell lvmphotropic  viruses
{HTLYs) [orm the primate T-ccll lvmphotropic virus (PTLY)
group {251 Unti] recently, only twa HTLY tvpes were known
1o ocour in humans. We and others kave lately reporicd the
disoovery of HTLY wvpe 3 {HTLY-3) in two Camerponcse
inhabitanis {7, 431, The HTLV-3 sequence is highly related io
Central African STLV-3 sirains that anc present in o number of
monkey spocics living in that area {6, 55). The penomic orga-
mizations of HTLY-3 and 5TLY-3 proviruses are similar, with
the presemce of two long terminal repeat {LTR) sequenocs
flanking the geg, pod, env, tax, and rer pomes (6, 36, 37, 55, 34,
F).0f node, both the STLV-3 and HTLV-5 LTRS lack one
Tax-mcs ive clemem compared 1 these of HTLY-1 or
HTLY-2 §i, 34, 37, 35, 58, 59). Nevertheless, the PTLV-3 Tax
profein can efficiently drive transcription from the PTLV-3
LTR as well a5 from the HTLY-] and HTLV-2 LTRs {4, 11).

The number of open reading fames (ORFs) that are
pesent in the PTLY-3 pX region 51l a matter of debate; the
STLV-3 prototype {STLV-3, 44) pX region was reporicd 1o
contain only one additiona] ORE, whose mBENA was amplified
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by reverse tmnseriptase PCR (RT-PCRE) {(37). Insilicoanalyscs
suggested that this mBENA could be translated ino a putative
H-amino-acid-long protein designaied ROBFIL, which shares
a number of similaritics with the HTLY-1 pl2 protein (57).
However, the presence of RORFII mENA was not detected
when two other STLY-3 strain (PPA-F3 and CTO-604) pX
transcripis wene analvzed by RT-PCR (36, 37). Conscquently,
it is moi elear whether, apart from Tax and Rex, additional
ORFs are generally present in the STLV-3/HTLY-3 pX se-
e e,

[nitia]l HTLY experimental studics have been restricted 1o
an exxmigation of infected patients {43), the overexpression of
individusl genes (mainly far) using reporier asays (33, 54), or
characierizations of HTLV-infected ocll lines (44, 48). Al-
though these studics were helplul, understanding the biclogy
of HTLWs and their pathogenesis was later widely improved by
the creation of HTLY-1 and HTLV-2 molecular clomes (4, 12,
17, 19, 33, 39, 49, 30, 68) (for o review, sce referemoc 3).
Subsequently, delotion, point mutation, or domain-swapping
amalyaes have allowed imvesiigators 1o define more accurately
the importance of & mmber of proteins cnosded by the pX
domiain | for up-to-date reviews, see references 2and 41, even
though the recent discovery of an HTLY-] anfisénse protein
{HBEZ) whose sequence partly covers the pXoregion {20 mighi
imply that some of these results would boenefit from being
revisited.

The identification of Botors that contribule to the potential
pathogenicity of PTLY -3 would be fessible if a melecular clone
that could be wsed in vitro and in vive existed. The lack of
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TABLE L Scquence of the primems ased for the amplfication of the nine different STLV =3 PPA-FY fragmenis
iy . Posigons within S Azire:iling
[o— S e B o primer st o emp ('}
E GOOOOGOAATICTOTOGATOA TOATOAGODCCG 1—=33 (1
GOAGATCTTTCATT TOCCAG GO0 11721 150
L] TCTTAATTCAAGAAACCOCTGOGT =] 022 [
GOAGTOCTTOAATOCTAACA GGG 21Xx-20RR
I OOCACCAOAAGCAGCCTATOD IHE—I06R SRS
OHAGAGOOAGATADAGCTOO R e e
| CICTAAASGGCACCOCTOTOCTOCGT 31913216 &Ll
GAGACCOOCCCOOAOTAAGTATOCACCT 44051411
F OOTCACTCACCTOCAD T ACAAGDG A4 35T a4
GOOCATIOTATAGCGCAGHGE SRETe-506T
[ GTATIOCCOCATIGOATAGOCAAACD 051 ik
CATOAGOAGOADAAAOGAGGGOC G206 A
i CTCTCCCAA TOGOOCOOAGAAGDD 636 15254 me
TGTAGACGCTOAGCTOATCAACG T3 3—-T413
A GOOGOOGCTTTOTIOOOOTCOG TAI4—T Gl
OCTTOCTIGOOOCAAGOOO0G HIT Je—A0N0]
C CICCOGTOOCAAAAGDAAATTOCC TOI—TIER G
[TTTTTTCGOGATOTITOGCTTICT TOOCTAGO GCTAGE B e AR

=Tl direcsos of e anrew el e de direcsos of Sassoripdon

HTLV-3-infected cell lines and the mestricted amount of
HTLY -3 gy DMA thet i5 available, combimed with the strong
sequence homologics bemecn HTL V-3 mppaa 0l some STLW-3
strains, prompled us o comstruct an STEV-3 molecular clone.
W describe here for the first time the construction of a full-
kength STLV-3,,, , . provirus (8.89] bp), which was inserted
indes the 5V 2neo plasmid. 5¥2neo has previously been wsed for
comstructing an HTLWY-2 molecular clome (517, Our resulis
report for the first fime o method for generating o full-length
STLV-3 prowiral clone. This clone {5V2neo ) produoes
infections STLY-3 viral particles when transfected imto 2937T
awlla, SV 2 e @nomowy Be used inovito and inovive, [ weall
allow ws 1o shudy the different pX transcripis in vitro, More
importanly, it will give us a enique opporte ity o inestigate
the ropism of the STLY-3 vires in vive, the immune response
follewving infection, and viral persistence.

AMTERIALS AND AMETHUNIS

Ul eabmre. M3 1-LT Egreen fuceesse st proacis (GEP (15 ) md 2937 ool
Eoes were grows B Dulbeoos’s modifed Faghes medivm (DMEM} sspple-
mensed with Sl bovine soness (10FR} aed nashbotics (pesdciliin, 100 Lijmk
sarc pacamycin, DNF gl Hod coll Boes were maidiined of 370 i 5% OO

lamsracion of ihe STLY -3, o Soleoalir coeae. Highemoleclarwe ki
I was exmacied (CrLAmsp 100 blowod madn e O3] AGREN | oo dwe bicod of
a S oty seewkey (P PA-FY) bebd af fe Momse il U8 RS oog v prissane
e (Joel Fagoth Nime sebyge sosd: overk ppiegy g s (A o | preprosase-
gl comple e STLY -dge s provimul se quence (R851 bpl were Sen anpl-
fed The PO R ssbaures contined |pgod DNA, S l B0 Ay bedler, a 0.2 mM
oomce nEuEem of ¢ach de o yecke cesde s Hocke ), 28 U M T unine
e prdymserase (Saamgene ) and 0 pascd of each priser. Table | shiows de
i T s B amd S oo sposdisg e o Eng eEperanne: POR producs
were purifed om a 1% garcee gel (O AGuick gell eoracsong (RLAGEN | amd
chomed Bnao e pURILL veotor (T4 cloming Ievimegemh. Langer dragme nes | Som
E wo F [Fragmees EF] amd fross F oo O [ingmess FOJ were en gemeraied, as

e vecisaly desoribe (35 LS TLY -Jgg, o rovines wies s ned o @ kaw-aopy-
psmsber 5 Imen plisasdd, SV Ineo eooodes ampdolin resitanee i backenia aed

GRS wsktince in acmeBon ool (9, 491 Bods 5vIeeo and SY2eeog. o
vere grows i baceris (SCS1I0; Swatgene i the preence of o pioliin af
3080 i Meslted volumes (o onder o decmase @e rae of recomblsason St
freguendy ocours i g presemoe of e LTHR seguemoes.

Ad cach saep of S prosines cossinucion, o D5 domes wene sequenesd useg
whe Big D omssdmanor kit amd am AL TR0 gusomated sequescer |Applied
Baceysems) as desonbeod previcasly (o)

TR Twensy Jour Boors prstrassde oson of 2971 cels womal RMNA was
e oied with am B Neasy misd ki (Q0AGEN ) and meated pwioe with dwe DiNose
11 M ase-dree D0NA st (ELAGEN boao avodd amy cammyoner of dhe prosimal plasasd
) Tomald KNA (Y g wus used as o mamb for KT-PCR wigh o cecesaep
KT-I'"CH ki ‘UJJLGJ-_'H}\. PR was p!rl‘l'-.'ll lth_ﬁ! BIELTH and diEI MY B
Wz 2] primers, widch allow e omplificagen of g 424-bp I"CH prodiy comme-
speadimg fo the splced fnfer mENA (ITL lo oo secosd seies of RT-PUR
expueniment, gpapeciic primors (Geene, 5 ICTTAAT TCAAGAAACODCTG
Eﬁﬂ'ﬂ'.ml!i.'ﬂ,ﬂg E432 amsbemme, 57T TOOGAAGOOC T TR TGRA T TGGS ")
were ko used B0 omplily o Bbp soguence.

P LIS AL (el oultare sopenmatind wos oolie cied of 24 and 48 B posimass-
fecsiom amd wated wil S Remowk HTLV-LE pl% assgen coocyme Boked
muscerabent msay (ELISA | (Fepoomc i This kit alows 1be detecion of
B pIY* proe e o bodls HTLY L amd HTLY-2 (L4

Viestern Blodiisg. M3T-LTRAGED cells were mansdeoed widh @ Poldeo
magent (CHAGEN b with 4 pgof 5vI10e0g, . Wilh 3 pgod SVImeog, o aed
1 g od pradi M- Tand g, or winh 4 g od e =% Jmeo backbome vecior. Tea days
Bager, 10 mall o growwe me o was colle csed, duariie d by owspeed cepiiiga-
o {2500 rpe for 5 mn), and e d Srough o 45 um Sler. Vines was Sen
Byered om o 20 ghyoerold gradicen {29 and peBesed by oo otnifagn o oo 5W 28
roaed ad 2000 rpes for 2 b The pelie was resespesded i By bodler (30 mid
Tris-HCH fpH T4} E20 md Nalk, § s EFTA, 0595 NP0, 003 md NagWiy,
| omi ditbedeiol | s pleeeyisme dyyBabiey ] floonkle ) i e prosonce of
proacase inbdbdiors | Complens Bochrisgen). Cell debrs wore peleed by oome
erilsgation. The proackn o s wus detensdeed by e Boddond assay
i Bt Pwemry madoredie s of eoch sample wasresodved by ok sl 0f
e 12% polnonylimsite codiess doco ol subfine gd (NUPAGE; Iovieoges)
Proscies ware migckned o oan Immcb@on-P mesboane (Mllpore ). Mem.
rames wene biocked oo B5% sobsion of phosphasebofired salise {1 ER
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Tween 20k with 5% il asd soubated with sera obdained o o STV
e oned primanes (PPASFL or IO fan sl shows|l The sew day, S
membrages were wosked and Bcubaged wish onslbeman boraeradsh perocd:
dseconjugated secomdary ansbodies (PR LS b and developed using S Su-
pershana West Femao o millumuine socstsubsarane ki (Plenoe

I medlereseemee. ML TRGGEP ool were mussfeced with 2 pg of
N IEevg . gy Using e Pobdeor reogest ((AGEN | as desoribed prosiously
(35 Three days kier, ol were washed wish PES, Seed with 45 parafonsal
debpce (Sigmea ), and vissabzed wish @ Feks Acdoplin 1 maging slonceoope
(mgndficamoa, XA using o Feks Adocamy HEe {eokor) cimsers and @e Pokbs
AprTomse sodsware us desoribod previoosly {10

Soomdary b feotion 03T ool were masdeoed s (day U asd day 1) wish
4 pg of ciher S 28 Opg, g OF B0 SVInoo cmpey veour, using e Polvdecn
magent ((LAGEN L Fomyefzle boars lser, 2wl of grows mediue was ool
Reomed Broms pas om0 me te rdiche s nd olamifie d by Bowspeed oot rilugasion
(250 e o 5 e ) e o Bilsere d dharoag b g 45 - s Blie r. V inus wis e Biyered
o i 2% ghyoerol gradicns (I8 ) and pelBewed by conmriiagntbon i o SW2E roaog
af 22000 rpes dow 2 B The pelie was Sen resuspesded in 00 pl of DMEM
without fedal bovise serues is g poesesce of 1 pgiel of 1VEAEademan as
previously desoribed (17) Az o commrol, de vines peBed was Beased ot TO0C fog
TR OIET-LTR GFP imdicasor celis were fnoobated wish 200 ul of @ resus.
e e vl o ol vodumse of 2 el of [RMEM et abeemee of fetil bovine
serum S 1 b Cresplen moedivm (3 e} was s odided and chasged twioe o
s Cee week Biier, Bve colls were vioalied wish o Aok dodoplan 2 imaging
mdrcecope B gn Efcamon, WA} using o Aeks Axdocam HRe (ool camserd aed
e Febss ApoTome software us desoribed previously (.

Syl fermmiibon. MITLTRSGEP cells (15 ) were mimskoed with &
Prlleod magest ((AGER ] with =V Ineops, gy of with the 5V 28c0 capay
veod. Frawy gt boors presrassdecsion, ool cobusr s diim was resoved, S
il were wasled wish PES ond Sed, and ploasres were wiken as desobed
b,

1ot ran mabarad coy. For ulerasmucnarall nma b, el were Soed overzdg b an
A5 wih 259 ghumrabdebyde im0 M cacodylite bedier, pH T4, Samples were
poodined with % combum earoodde i i M cacodylane budier, pH T4 for L B
and dhem wish FE uramyd i A0 medand e 1B Samphes were @en
debydrated B cdascd and embedded s cpooy resin LUlsratbs seoloss were
s of ity 25% umsimwl ccetite amd Bead cierase. Secsinee were e uimine d wdsg i
Eol JEMIDED maremésdon elecron miroecope (feol Tokyo, kpan) an B0 kY
md am Elobe Meg View 11 camera | Eokse SARL, Rodssy, Framo ).

HESULTS

Because an STLY-3-infected immortalized or tramsformed
@l line is mot available toua, it was not possible fo transfer the
STLV-3 provirus from bacteriophage lambda 1o o plasmid
vectar, as previously reporied for the construction of the
HTLV-1 or of HTLV-2 molecular clones (9, 12, 17,32, 39, 5,
51). For this reason, we chose o different approach thai has
been used for constructing full-length infectious foomy virus
from subgenonic DNA fragments (62, §7). This method relics
on the sequential addition of defined DNA fragmenits by PCR
{Fig. 1A). To this end, we fist amplificd ninc difficrent partially
overlapping sequences (A o 1) from STLY-E L high-mio-
koular-weight DRA and cloned them ime the pUR2L plas-
niidd. The size of cach fragment ranged from 96 1 by oo 1,247 by
{Fig. 1B). These wine picoes wore then msemblked into two
lwger fragments {EF and FC) by using a previously described
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technique (35), and uliimately, the complete genome was in-
serfed into the $%2neo plasmid {Fig. 1C). 5V2Ineo is a low-
copy-numbe s plasmid whose wse drastically reduces the gener-
ation of deleted clones (31, Becombinant plsmids were
screcncd by digesting the plsmid DRA with EcoRI and Aspl
(Fig. 1D, top pancl ). Among the plaamids tested, three cones
display the cxpecied restriction patlern, ie., three bands at
9436 bp, 2140 bp, and 750 bp. Each of these recombinani
pasmids therefore containg the fulklength STLV-3 provirus
(Fig 1D, lower pancl, lane 4 [clane 4, lane 5 [clone 7], and
lane & [clone 26]). Each plasmid was then ully sequenced on
both strands. Clone 26 (designated SV2IReop g throughout
this article) was subsequently used for all amilvies. [n some
mses, clones & and 7, which are also wild tvpe in sequence,
were used.

Transfection of SVInenp, ;o amd expression of vieal
mENAL To determine whether the SV2neog, . molecular
clone was copable of directing mBENA synthesis, ol BNA
was extracted from tramsiently transfectod 295T celk, treated
twice with DNase [, and subjected to KT-PCR o search for the
pesence of nomspliced gag or dowbly spliced sxfrer wiral
messeRgers. As expocted, o band comresponding to gag (495 bp)
was present in 23T eclls wansfeeted with cach of the
S e O clomes (e, clome &, 7, or 26) but oot in 5% 2neo
of in mock-transfected cells (Fig. 24 lawes 4, 5, and & versus
lnnes 2 and 3). The absence of amplicon when KT was omitted
demonstrates the lack of DNA carrvover in the KNA prepa-
mation { Fig. 2A, lane Th. All together, those nesulis allow us 10
conclmde - that gog mBNA is present specifically in the
S¥2Inco,,,, cransfecied oclls.

Wi next determined wheiher savfrer mBMNA could also be
detected {sce Fig. 2B for the primer positions 1. A signal (424
bp) corresponding o part of the doubly spliced facfrer mes-
senger was spocifically dotected in SV 2Ancoy, . priransiecied
MET cells (Fig. 20, lames 44) 1o but mot in 5V2eo or in
mock-transfecied celk (Fig 2B, lanes 2 and 3). We cloned and
sequenocd the 424-bp PCR product. Scquenoe analyais allowed
us o demonstrale unambiguously that the PCR amplioon oor-
responded 1o the sfrer mBRA (Fig. 207, Al together, these
results demonstrate that both nenspliced and spliced mERMNAS
are transcribed following the transfection of SV2meo p .
Masmid into 29537 cells.

Vieal pruteln expression To determine whether viral pro-
ins are transkted, the superontant of SVIneoy, , iras-
fected 2937T cells was concemrated by ultracentrifugation and
proteins wene analvzed by clectrophoresis using a monkey se-
T { STLW-3 0 ) theat Beas provicusly been showm to oomiain
STLY-3 antibosdics (36). A band corresponding to the STLY-3
p24* protein ws specifically. observed in the supernatamt

FIG. L. Constraction of the 5V Ineog o mokoobr cone. (A) Representation of the nine partially overbpping STV «Rpq s fragments uxed
ior the construction of the mokecokbr clone and schematic represemation of the STLV «2pp, 1 genome. The primers used [or the PCE experimenits
are described in Tabk 1. {0} Anabed of the STLV «3pp g amplificd grodoects cloned mia the pCRL] vectorn, The PCR prodocts {Bmes 2 1o 10)
werne anabeed an a 1'% agarose god. Lanes 1and 11, 1006p DNA Bdder, Nombers ad the kft are in base pairs. The PCR prodluct sives ane mdicated
in pamel A {C) The STV =Xy @nomic infermediates EF (3387 bpj and PO {4527 bp) were aseembled into the 5% 2neo vector in ander to
ubizin the complete 5% 2ne o, - provital genome. (D) Restriction map of the fulklength STLVRg, o genome inserted into the 3% 2nen
phemid. Mumbens at the kdt of the blot are in base paire Lane 1, 1-kbh OMA bdder; mes 2 1o 6, recombimant plemics digested with Eco R and
Aepl that were on & 0.7% agamose gel The axpectod resinictzon patiorn ansedts of three bands st 9636 hp, Z140 bp, and 750 bp.
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GCARGAGCCTTCICTACGGGTACOC TG T TACGTT T TCGGCEAC TG TG TACAGGLCGAT TG TG

B AR E & T ‘B T L & T F B & I ¥ X B P I T &
COCCATTTCTEGGGGEGCTT TG T IC G TeGGC TACACCGCCATGCCC TGCTGEIEACGTEECC
F F L 4 L F ¥ P L & ¥ T A M P B W P R A E

T
COARACATCAGATTACCIGGEG
M I R L P &
FlG, Z RT=-PCH analss of viral 5 2neog, pp BNAS Tolal BNA was extracied from transiently transfected 95T celk, treated with D Nase
L, and subjected 10 RT-PCR f0 smarch for the presena: ol (A) nonspliced gag (49%%0p)or (B, C) doubly spliced ferfrex {424-hp ) viral mesengers
{A) lane 1, 10kbp DNA bdder; Bne Z, mock-transfected cells bne 3, BNA from 5V 2neo-transfected colls boes 4 1o 6, BENA from celk
transfecied with 5V 2neoppaas dones 6, T, and 26, regectdedy {these three recombinant plasmick contadn the wildetype 5V 2netppa g sequence
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FIfi. A Expression ol viron stractural p247F protein neleased mio
the cell cubure spematant from 293T celk transfected with the
BV IEn e pp g dome . 90T cells were transfected with 5% 2nea (lame 1),
BV Inc gy (lame 3L or SV 2neogp, g s p3GSM-Tan?d (e 43
Ten days Iater, growth media wene collected, clagificd by kwespeed
anirifugation, and filteredd Vimos was then byered aon a 208 glyceral
gradient and cenirifoged. The pelkt was then resuspendied in sk
Fuffer. Each sample was resobeed by electrophoress ana 4 w 128
wwdium dodecy] sulfate=polacrylamile gel Prodeins were transfermed
1 a membrane and imcubated with & serum abilained from an 5TLV-
Finfected primate {PPA-F8L For boe Z ITTLY=1 HUT-102 grawth
medfum was ako collecied and processed ander the expesimenial
amditions dexcrbed abave., M5, nonspecific. This Western bknt & repe
reseniztive of hlok from two different experimenits Mumbers s the
kAt are in kdodalions.

21—=

obtained rom SY2ncog. , oAransfecied cells (Fig. 3, lane 3)
bl mt in the profein extracts rom SV2neo-transfecied cells
{Fig. 3, lane 1). To detcrniine whether the simian Tax3 protein
increascd the production of viml amtigens, the cells were also
avtransfecied witha Tax3 plasmid, as has been done previously
for HTLY-1 molecalar-clone experiments {32, 42). The pres-
e of Taxi modesth incrensed the amount of STLY -3 p24 in
the ecl] supernatamt {(Fig. 3, lane 3 versos lanc 4). All together,
our fesults are similar 1o these of Green, who demonstrated
previously that HTLY-2 sera detect mainly HTLW-2 p24%¥# in
cutracts from cells wransfected with the pHonen HTLY -2 mo-
kecular clome (23, 241 Owverall, our results demonsirate that
STLV-3yp ey Aramsfected colls express STLV -3 p24#*% pro-
tein, Similar Western blot resulis were obiained when the
experiment was repeated with the serum from another STLY-
Finfected animal (5T LV-3,,, {data not shown]).
Interestingly, the STLV -3, 0w serum also cross-reacted
with HTLY -1 p24** protein prescnt in HUT-102-inlceted cells
{Fig. 3, lanc 2). These results are consistent with previoos
reporis which demonsirated that STLY-3 sera eross-react with
HTLEY -1 p2 4% in a commercial Western blot assay (36, 37, 54,
. We then performed the opposite experiment and tested
whether commercial monoclonal or polvclonal ami-HT LY-]
Pl or anti HTLY-1 p24™¥ qoss-react with STLY -3 plaes
and p24™ proteing by Western Blotting. While all of antibod-

CONSTRUCTION OF AN STLWY-3 MOLECULAR CLONE  AZS5]

ies lested detected HTLY- 1 p 199 and p2 4% prodeins present
i HUT-102 HTLY-1-infected oella, none of them allowed the
detection of STLY-3 pl % or p24** (data not shown). There-
fome, s far, the STLWY-3 sera are the only available souree of
anti-5T LV-3 amibedies.

PEFE detection, We alsa tested whether SVIneo g
P19 could be detected in the supernatamt of STLY -3y, 5 -
manafected cells using a commercial ELISA assav that has
becn widely used o detect pl%® in (he superratants of cells
manafected with HTLY -1 or HTLEW-2 malecular clones { 16, 32,
Al 42 52, 64). Although pl9**¥ protein was casily messured in
the supermatants of HUT-102, CA 1464, and C19 celk {HTLWV-1
amd HTLEV-2, respectively), we measured only very small
amounts of pl9¥ mpotcm in supermatant samples from
SV 2me g g transfected cells {data not shesam), This value is
ot significantly higher than the backaround valuc. This result
was in fact not entirely unendicipaied, simoe (i) the Zeplometrix
iest has been budlt for detecting HTLV-1 and HT LV-2 pla®e
and {ii] mest STLY-3 scra do not cross-react with plates coated
with the HTLY-1 pl®¢ prodein from commercial Western
Blot maay kits {34, 3T).

Envelope expressbon and syneythom formation. HTLY iz
manmitted naindy by coll-o-cell contact, which leads w the
predaction of synevtia in vitro, Syncvtiom formation kns been
attributed 1oy the imeraction of the viral covelope on the sur-
faces of infected cells with the viral receptors that are prescnd
on the surfaces of adjacent celk (33). The ability of HTLV-1-
infected cells {14, 27, of HTLY-2-infected cells (61, or of
STLV-l-cxpressing colls {6) o form synovtia with target cells
lew becn wsod 45 a model for cell-to-cell viral transfer. This
phenomienon oocurs ina broad mange of ocll lines {31). Since it
& similar to other PTLVs, STLY-3 is expected to induoe the
formation of syncvtia when amplificd in tsswe culture, if the
infected ozlls expross the cnvelope proteins (TM and SUY and
the target oclls express the STLV-3 recoptor. To dest this
hypothesiz, 293T odls were  transfected with  plasmid
SV e Opp ey O S¥2Inooo Afer 2 davs of cullure, syncvtia
were observed inthe 5%Ineo,, . o cells (Fig. 4A, panel a),
while this was not the cise for cells that were transfected with
the 5¥2meo backbone vector (Fig. 44, panel b). These mesolts
demonsirate that wpon tramsfection of the SV2neo 4, - [as-
mid in 2937 celk, STLY-3 emvelope proteins were translated.
Ultimately, the STLY-3 SU protein bound o the STLEV-3
receptor on the surfaces of 2937 oolls, and STLY-3 TM irig-
pered the fusion betwccn the donar and tareet cell membranes,
W hether thie STLV-3 reoepior is gludose transporicr-1, neuro-
plin-1 {21, 29, 34), or another ocllular prodein (300 is corrently
ko .

Tax expression. We hove previously demonstrated that the
simian Tax3 protein transactivates the HTLY-1 LTR {11). To
defermine whether the SW2neog 4 fasmid directs the ex-

For bme 7, RTwas not adkded to the PCR mix containing B MA extracted from clone 26transfecied cells {B) RT-PCR strategy for amplifying the
e transerigt. The primens used amed thedr posdtions we re previoush descried (370 () BN As were tested for the pressnce of aband comespanding
ko the spliced togmer mENA transerpi. Lane 1, 100bp DNA bedder; Bne 2 mock-transfecied celks lme 5, RNA Irom 3V 2neo-dransfected cells
bnes 4 1o 6, RNA from cells transfected with STLV =3 ga chones &, 7, and 26, respectively. N5, nonspecilic bamd. {1 Sequence analyds of the
d2dabgedong BT-PCR product. The gog and fexfrer gek ane reprosentatne of at least three different experiments performed on different BWA

propamatioms Mumbers o the kdt af the blots are in base pars.
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A SV2Ne%hmn s

& GFP

FIG. 4 Syncytmm formation and Tam expresdon. (A) 2957 cells
were tramsiently ransfected with {a) 3V 2neopea g or (B) the 5V 2nen
emply vecior. Forly=cight hours postitransfection, cell culiure mediom
waes removed,, cellk werne washed wiith POS and fixed, and pictunes wene
tzken with a Fes AxiophoeAxiocam-ApoTome system. (B, panck ¢
o §) MAT-LTR-GFP celk were transienily  iranshected  with
W e - Fortyecight houams posttransfoction, cells wen: processed
a5 deweribed above, (A and B) The images shown ane represeniative of
il keast three different experments.

pression of o functional Tax3 protein, indicator 2953T-HTLY-
I-LTE-GFP cells were tramsfected. Fortv-cight hours later, a
high mumber of fuorcseent cells was shserved (Fig 4B, panels
¢t f), demonsirating that the Tax3 protein was expresscd and
fupctional. In mest coses, the GEP signnl was detected in oclls
that fermed syncvtin, confirmiing the exproession of both the
Env and Tax proteins within the samie cells (Fig. 4B, pancls d
amd 1. As expected, neither the GFP signal nor syncvtia were
detected in the cells that had been transfected with the 5 V2o
backbome vector {data ot shown).

SV 20 e _g-a Pl sees vieal paetbeles SY2neo g, e irans-
fected 2953T colls were ohserved by imnamision electron mi-
crogeopy 1o scarch for STLV -3, 4 ral particles. Micro-
soope analysis revealed the presence of virl particles {Fig. 3a
o ) whose sizes were not homogeneous (S0 1o 110 nm) and
whese cores were ol vorlous densities, as previously reporied
for HTLY-1-infected oells (data not shown and frefercivee 35,

I ViRea.

fiar cells transfected with an HTLY-2 maolecolar clone {data noi
shomn), and for a shart-term culture of STLY-3-infected oclls
{227, An emclope s visible in an enlarged image of Fig. 5.
These panicles are very similar 1o those ohserved in MT2 oells
ar in 2937 cells transfected with an HTLY-1 malecular clone
{2,424, As-a-control, 29537 cells transfected with the 5V2neo
cmpty vector did mot reveal the presence of any particle {Fig.
Ay, Budding was alao wisible in 5% 2neogy . clransfectod
23T celk {Fig. 5e and ).

SV Imeigg, o vival particles arve Infecthous, Finally, we
wanicd to determine whother SY2neog, o g particlkes were or
were not infectious. Even though the prooess is very inefficient,
it is possible o infect oolls with purified HTLY viruses {17, 18,
28, 42). To determine syhe ther STLV -3, 5 Aransfected oclls
produce infectious particles. ooll culture supernatant was ool-
lected from SWInco., , pqdransfected cells, purified, and
added 1o 293T-LTR-GFP indicator cellas After several davs of
culture, a mumber of symovtia and of GFP-positive colls was
ohacrved {Fig. da 1w ). These resulls demoenstrate that the
purificd STLY-3 particles are infectious. Themal inactivation
i3 commonly used as a means of cficienly innctivating retro-
viruses {45). As a control, the STLV -3, vires-purificd
pellet was heated and added 4o the indicntor cells. In that
caporiment, neither synoviia nor GFP-positive oclls were ob-
served {Fig. fo and k),

DISCUSSIOMN

The recem disoovery ol two HTLY-3 strains (7, 43 ) together
with the demonstration of a pumber of key similaritics betweon
the Taxl and Tax5 prodeins {incloding the presence of o FIOE-
hinding domain) prompied as 1o wonder whether this new
member of the HTLY group is pathogenic (91, Intcrestingly,
Gouhau et al. previously reported the immaoralization of ha-
man oord Blood oclls afier they were cocultivated with fresh
peripheral Blood mononuclear colls obtained from STLY-3-
infected Fapdo hamadras monkess (22). Howewer, unii] now, a
tramsformed HTLWY-3 cell line has not boen available for such
mnlysis. We and others have provicusly shown that HTLY-3
amed STLWV-3 share the same organization and ane highly re-
bited in sequemse (87T o W% identity) (& 1L, 35), While the
HTLWY-3500mn Movirus from the Switmer laboratory kas a
kngth that is similar 1o those of Central African STLV-3
girgins (8.9 17 bp for HTL Y350, wrsus 8919 bp for STLY-
Sriaany and 3916 bp for STL V-3, wae k. we cstablished that
our iselate, HTLN-Ju,p5. 5 shorter, with a 366-bp deletion in
the pX-prosimal region (5.

Several recent studics of the viral replication or perisicnce
of wild-ype or mutant HTEY -1 and HTLY-2 proviruses in
vitroy o in vivg have Benefited from the availability of moloe-
ular clomes (1, 4, 5 13, 26, 46, 47, 6d-64). Given the high
porcentage of identity betaeen HTLY-3 and STLY -3 and be-
cause the 30b-hp pX regon that is present in the HTLY-3,, 0,
penome deletion (6) scems 10 be uncommon among P‘TL{"—?I
strains, we decided 10 use-an STLV-3 matrix 1o construct the
first PTLV-3 molecular clone, Our consirection technigue re-
lied on the sequential addition of delined ampliicd cverlap-
ping DNA fragments. Our present resulls demonstraie that,
when translected into 2937 cells, the SV2Incou, 4o malecalar
clome is transcribed and can dircet the synthesis of viral pro-
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Flii. 5. Eleciron micragraph showing STLY -3 particles in transdenily transfocted celle Z90T-LTR-GFP cell were tramsfected with {2 b, o, e,
1 EY 2ne Opp 5 07 {d ) the 3% Ineo empiy vecion. Forty-sight hours positransfection, cell culinre medium was removed; the celk were washed with
M5 and fixed for ulrastroctiunl analees as descrbed in Mater@lk and Methods The mmages shown are represontative of three separte
experimenis The arrow in the endarged amea of panel a indicates the presenas of an envelope. '

izins thatare able o asscmble o form infectious viral particles
@ demonsirated by RT-PCR, Wesicrn bloting, immuonofiuo-
resoemoe imaging, and electron microsanpy,

Wi previously demonstrated that Both human and siminn
Tax3 profeins can tramsactivale the heterologous HTLY-1 pro-
moteT in ransicni-ransfection msays wsing Taxs and HTLY-1
neporier plsmids (b, 11). Our current results demonsirate that
these results are also troe in the context of a genuine infection
with an 5T LV-3 malecolar clone that produces Taxd prolcin in
the infected cells. This suggests that this phenomenon could
therefore oocur i vive in individuals dunlly infected with
HTLY-1 and HTLY -3, Whether this swould or wouold not oe-
wlerate the cocurrence of o diseme remains 1o be determined.

Apart from Tax and Rex, the presence of additional pX
gene-cnooded proteins in the gepomes of STLV-3HTLY-3 is
a matter of debate (36, 37, 57). Apart from sy and rex, the
ST LY-3, pagy StTOIN was e d o contain at least twoe puta-
five: additional ORFs (RORFI and RORFI) (37). RORFLI
mBEMNA could be amplified rom STLV -3, gee-dnlected cells,
while ORFL could not (57). Subseguently, however, Meeriens

et al. did not detect the presence of RORFLL mBRA in v
other STLY-3 sampks (STLY-3eapy amd STLY-3p05 0]
amalyzed (34, 3T) More reeently, in silico ambses from Swit-
mr and colleagues (55) allowed them 1o report the presence of
two putative ORFs (ORFUI and ORFIV) in the HTLY-3
ARERD genome. The 5% ey, g clome will now give us the
unigue opportunity o study whether additional (accessory?)
pX profeins are enooded by the STLY-3 genome. Similarly, we
will new b aible 1o evaluate whether, as is the case for HTEV-1
{20, the complementary sirand of the STLY-3 RNA genome
encsbes a viral proteinbot also whether the Taxd PDZ-binding
domain that we previously described (11) has any rade in vivo,

In conclusion, we have constrocted the first PTLY-3 molec-
wlar clome. This clone is 8 unigue ol that will now allow us o
imestigate in vivo the troplam of the STLY-3 virus, the im-
mne response following infection, and the persistence of the
virus. Une of our next objectives s also 1o construct an inlec-
tous HTLY-3;,4, molecular clone using the same approach.
We hawe already determined that the 366-bp deletion has no
cffcet an the Tax and Rex ORES (6] nowertheless, one should
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FIG. & SV Eneppa g pariicks are miecous 2957 celk were
transfected with 5% Inevgg ps Fortyscight hours kier, growth me-
chinm. was callected, clerified, and fillered as descoried in the fext. Vinus
was peleted by contrifugatiom amd resuspencded in DMER withoat
fetal bovine ‘serum in the presence ol 10 pgim] of DEAE=dexiran.
Complste medmm was then added. One week Bter, Ive celk were
viualired with a Zedks Axiophn=Axiocam-Apo Tome stem {2 io fi
s a mnitmol {g, b, the viral pellet was heated ad WPC for 2 h before
heing added o the cell The images shown are represeniatie of fwo
scparale exporimenis

determine whether this deletion has or does ot have an im-
ract oo the viral life cwcle,
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